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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr inZ. Preemyslawa Olejnika z Wydzialu Rolnictwa, Ogrodnictwa i Biotechnologii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu,
kandydata do stopnia doktora w dyscyplinie biotechnologia,
pt. ,Poznanie fankeji wybranych bialek z rodziny cyklofilin Lotus japonicus

z zastosowaniem ukierunkowanej mutagenezy”

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi pismo Kierownika Dziekanatu
Wydziatu Rolnictwa, Ogrodnictwa i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
z 14. pazdziernika 2024 r. (WRO-36/4000/2024), powolujace si¢ na uchwate Rady Wydzatu
ROB UPP z 7. lipca 2024 r.

Praca zostala wykonana w Katedrze Biochemii i Biotechnologii UPP pod kierunkiem
opickuna naukowego, dr hab. Katarzyny Nuc, prof. UPP i przy udziale dr inz Karoliny
Jarzyniak jako promotora pomocniczego.

Charakterystyka i ocena rozprawy pod wzgledem formy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala zatytutowana ,,Poznanie funkcji
wybranych bialek z rodziny cyklofilin Lotus japonicus z zastosowaniem ukierunkowane;j
mutagenezy”. Tytut rozprawy w petni oddaje jej problematyke naukows.

W rozprawie nie podano Zrédet finansowania badafi, zrealizowanych w ramach pracy
doktorskiej.

Rozprawa doktorska, napisana w tradycyjnej formie jako samodzielne dziclo, liczy 180
stron standardowego wydruku i obejmuje kolejno streszezenie w jezyku polskim i angielskim,
wykazy rycin, tabel i skrétowedw, spis tredci oraz zasadnicze rozdzialy rozprawy, czyli
Wprowadzenie (32 strony), Cel pracy (1 strona), Materialy i metody (40 stron), Wyniki (35
stron), Dyskusja (9 stron), Wnioski (2 strony) oraz wykaz literatury (399 pozycji) i zataczniki,
zawierajace dokumentacj¢ obserwacji mikroskopowych (10 mikrofotografii). Rozprawa jest
poprawnie podzielona na rozdzialy, zgodnie ze standardami przyjetymi dla eksperymentalnych
prac biologicznych. Tekst ma przejrzysty uklad i jest bardzo dobrze ilustrowany rycinami



(ryciny zawierajace mikrofotografie powinny byé wydrukowane na papierze fotograficznym
gladkim do druku w wysokiej rozdzielczodci, zwykly papier nie nadaje sie do tego celu,
poniewaz ,,gubi” szczegoly).

Rozprawa jest napisana w jezyku polskim, na ogét poprawnie, jednak czuje sie w obowigzku
wytkng¢ Doktorantowi, ze w rozprawie zdarzajg si¢ bledy interpunkcyjne, stylistyczne
i anglicyzmy, jak rowniez sformutowania nieprecyzyjne, Zargon laboratoryjny oraz skréty
mys$lowe. Anglicyzmy najczesciej przejawiajg si¢ odwrécong kolejnoscia rzeczownika
i przymiotnika w terminach z nich ztozonych. Poniewaz wymienione niedociggniccia nie majg
znaczenia merytorycznego i nie wplywaja na mojg ocene rozprawy, nie umieszczam ich listy

W recenzji, ogranicze si¢ jedynie do przekazania Doktorantowi pliku z zaznaczonymi uwagami.

Oceniam, ze wszystkie wymogi formalne dotyczace zawartoéei rozprawy doktorskiej zostaty

spetnione.

Charakterystyka i ocena rozprawy pod wzgledem merytoryeznym
Problematyka

Zalozony przez Doktoranta cel jest wazny pod wzgledem poznawczym, poniewaz
dotyczy bardzo ciekawej grupy enzyméw o ciggle jeszcze niezadowalajaco zbadanych
funkejach biochemicznych i znaczeniu w fizjologii rodlin. Cyklofiliny jednodomenowe
(4j. zawierajace tylko domeng cyklofilinows) funkcjonuja zazwyczaj jako izomerazy
peptydyloprolilowe, tj. katalizujg izomeryzacjg cis—>frans wigzania peptydowego pomiedzy
dowolnym aminokwasem a proling, co skutkuje przyspieszeniem faldowania bialek i ich lepszg
ochrong przed degradacja. Cyklofiliny wielodomenowe zawieraja co najmniej jedng domene
dodatkowq, dzigki kt6rej ich zakres funkcji jest szerszy (lub inny) w poréwnaniu
do jednodomenowych — i mniej poznany. Niektore z dodatkowych domen ulatwiaja interakcje
pomigdzy biatkami, dzicki czemu zawierajace je cyklofiliny uczestnicza w skladaniu
komplekséw biatkowych lub w innych procesach wymagajacych przejsciowego ustawienia
biatek w okreslonej konfiguracji tworzonego kompleksu. Znaczenie funkcjonalne innych
domen dodatkowych nie jest zbadane eksperymentalnie u roslin.

W zwiazka z powyzszym podjecie przez Doktoranta badaf nad cyklofilinami
L. japonicus bylo uzasadnione, poniewaz stwarzato nadzieje istotnego poszerzenia wiedzy
o tych waznych i réznorodnych biatkach.



Rozdzial '"Wprowadzenie”

Ta czg$¢ rozprawy zawiera stosunkowo kroiki przeglad literatury, w ktérym Autor
opisal, przechodzac od problematyki ogélnej do szezegélowej, przedmioty eksperymentow:
# Lotus japonicus jako gatunek (modelowy) zdolny do diazotrofii symbiotycznej, # brodawki
korzeniowe jako organy wyspecjalizowane do tej symbiozy oraz # cyklofiliny jako biatka
o wielorakich funkcjach, takze w brodawkach korzeniowych. W ten sposab nakreslone zostato
tlo dla oceny * wagi celu gléwnego pracy doktorskiej i pigciv celow szczegblowych,
* zasadnosci wykorzystanych metod, * wynikow pracy w szerszym kontekscie i * ich dyskusji.
We Wprowadzeniu oméwione s3 takze metody mutagenezy stosowane w badaniach funkcji
bialek, przy czym najwigcej miejsca jest poswigcone metodom mutagenezy ukierunkowanej
jako najbardziej precyzyjnym — i wykorzystanym w badaniach wykonanych przez Autora.
"Wprowadzenie" whasciwie nie zawiera zbednych informacji, tj. takich ktére nie sa istotnie
zwigzane 7z zagadnieniami poruszanymi w rozprawie (dyskusyjne jest jedynie zamieszczenie
informacji o nietypowym powstawaniu brodawek korzeniowych u Sesbania), jednoczesnie
jako recenzent nie odczuwam braku jakiegos tematu w tym rozdziale. Oceniam, ze¢ Doktorant
dobrze orientuje si¢ w literaturze problemu, potrafi dokona¢ syntezy wiedzy pochodzacych
z prac realizowanych réznymi technikami oraz - co bardzo wazne - potrafi bardzo dobrze
wzbogaci¢ opis pogladowymi rysunkami (gléwnie pochodzgeymi z cytowanych prac), ktdre
zdecydowanie ulatwiajg zrozumienie tre$ci i ezynig czytanie pracy po prostu przyjemnym.
Pomimo generalnie pozytywnej opinii o ,,Wprowadzeniu”, z obowigzku wspomne o kilku
problematycznych kwestiach: _

1. Doktorant umieszcza cytowanie na koficu fragmentu odnoszgcego si¢ do cytowanej pracy
—jest to niewygodne dla czytelnika, czesto mylace. Lepiej sprawdza sie umieszczenie
cytowania juz w pierwszym zdaniu.

2, Rozdziat 1.3.6 Regulacja procesu brodawkowania powinien mieé¢ inny tytul (Autoregulacja
brodawkowania, AON), obecny sugeruje szersza problematyke,

3. Jaki jest poprawny polski termin dla chaperone? Autor zastosowat rozne terniiny
w rozprawie i w swoim artykule na ten temat
(https:/fpostepybiochemii.ptbioch.edu.pl/index.php/PB/article/view/104).

4. Zbytkrotko omdwiona jest we wstepie wezesniejsza praca Nuc i wsp. (2001) o cyklofilinach
i ich potencjalnej roli w organogenezie brodawki korzeniowej tubinu.

3. Doktorant niestusznie zawezil zakres diazotroféw i taksonomie ryzobiéw do rodziny |
Rhizobiaceae.

6. We Wprowadzeniu wigeej migjsca powinno byé poswigcone systemowi obnizania steZenia

wolnego Oz we wngtrzu brodawki, a zwlaszeza w korze brodawki i w endodermie korowej



(nie myli¢ z endoderma waskularng), poniewaz analiza fenotypu mutantdéw wykazala,
ze réznily si¢ one od roslin typu dzikiego grubos$cig tej warstwy komérek,

Bardzo proszg, zeby Doktorant odnidst si¢ do ostatnich dwéch zagadnien w trakcie obrony.

Rozdzial "Cel pracy"

Przeglad literatury zostal napisany na tyle umiejetnie, Ze po jego przeczytaniu cel
zaplanowanych badaf mozna uznaé za oczywisty, ;-) niemniej zostal on oczywiscie formalnie
okreslony przez Doktoranta w rozdziale 2. jako, cyt.: ,poznanie funkeji, jaka moga pelnié
cyklofiliny LjCYP18, LjCYP25-2, LiCYP56, LijCYP71 i LjCYP92 u Lotus japonicus z
uwzglednieniem formowania ukladu symbiotycznego z bakteriami Mesorhizobium loti
(MAFF303099).”

W celu znalezienia odpowiedzi na pytanie o funkcje wymienionych cyklofilin, zdefiniowane
zostaly cele szczegdlowe, ktére zdeterminowaly, jakie nastepnie wykonano do$wiadezenia
iobserwacje. Dwa z celow szezegdtowych dotyczyly okreslenia skutkéw fenotypowych
mutacji LOREI w genach LijCYPI8, LiCYP56 lub LjCYP71, a trzy — okre$lenia wplywu
wyciszenia genow LjCYPI8, LiCYP25-2, LiCYP56 lub LjCYP92 na poziom ekspresji
w korzeniach transgenicznych L. japonicus innych genéw kodujgcych cyklofiliny, kierowane

do tych samych przedziatow komorki (cytoplazmy lub jadra komérkowego).

Rozdzial ""Materialy i metody"

Zrealizowanie badafi zdefiniowanych w celu pracy wymagato wykorzystania wielu
narzedzi i technik, Z opisu metod wynika, ze Doktorant rozumie je wnikliwie, a nie tylko
tutynowo stosuje.

Doktorant umicjgtnie zastosowal do analizy fenotypu gatunck modelowy (frudniejszy
od Arabidopsis thaliana!) i jego mutanty insercyjne, przy czym do analizy tej wykorzystal
mikroskopie $wietlng i skrawki zywicowe brodawek korzeniowych, co dalece wykracza poza
zakres metod opanowanych zazwyczaj przez biologéw molekularnych. Doktorant biegle
zastosowal narzedzia bioinformatyczne do analizy filogenetycznej biatek, projektowania
sekwencii i analizy wynikéw eksperymentow przeprowadzonych metodami inzynierii
molekularnej. Doktorant rutynowo postuguje sig (oczywidcie!) réznymi technikami pracy
z kwasami nukleinowymi oraz bakteriami i konstrukcjami genetycznymi do transformaciji, przy
czym konstrukcje te samodzielnie projektuje i wykonuje. Takie wszechstronne podejscie
do badai,, wymagajace odpowiedniego nastawienia mentalnego (otwartodci na ,nowe”,
gotowosci do zmierzenia si¢ z narzedziami/ metodami spoza wiasnej specjalnosci) oraz

sprawnosci  warsztatowej i organizacyjnej, bardzo dobrze $wiadczy o kompetencjach



Doktoranta i jego przygotowaniu do samodzielnej pracy naukowej w przysztosci.
Przedstawione w rozprawie opisy materiatéw i metod sa z reguly wystarczajaco precyzyjne,
aby na ich podstawie powtérzy¢ przedstawione w rozprawie analizy i doéwiadczenia. Jedynie
w niektérych miejscach rozdziat ten nie zawiera niezbedanych informacii (np. pomiary grubosci
kory brodawki) lub brak jest odniesien do Zrédet (szczegbtowe uwagi naniesiono w tekécie
rozprawy 1 przekazano Dokiorantowi). ,Material i metody” jest konicczng czedcig pracy
naukowej, poniewaz zapewnia powtarzalno$¢ (reproducibility) badah. Dlatego podawane
informacje muszg byé jak najdoktadniejsze, nawet jesli jest to $miertelnie nudne. Aby mieé
pewnosé, ze Doktorant w pelni rozumie wagg problemu okreslanego jako reproducibility crisis,
przekazano Mu zestaw artykuiéw naukowych na ten temat z probg o przedstawienie krétkiej
analizy i wlasnego zdania w trakcie obrony.

Rozdzial "Wyniki"

Rozdzial ,,Wyniki” jest napisany szczegdlowo, precyzyjnie i jasno, zawiera tez
wiasciwie dobrane ryciny, ilustrujgee lub dokumentujace poszezegdine etapy prac, ktdrymi
byly analiza filogenetyczna cykiofilin L. japonicus i dalsza analiza bioinformatyczna sekwencji
cyklofilin najbardziej interesujacych, identyfikacja roslin bedacych mutantami insercyjnymi
w populacji pozyskanej z nasion kilku linii L. japonicus i ich analiza fenotypowa oraz caly
segment prac zwigzanych z wytworzeniem i analizami materiatu transgenicznego (korzeni)
z wyciszonymi genami poszezegdlnych cyklofilin - projektowanie sekwencji sgRNA
do metody CRISPR/Cas, przygotowanie konstrukcji genetycznych, transformacja roslin
i analiza poziomu ekspresji gendéw. Zwraca uwage, w pozytywny sposéb, ze Doktorant nie
unika podawania wynikéw mniej przyjemnych, jak na przyklad zerowa wydajnodé edycii w
przypadku jednej z cyklofilin.

W mojej ocenie, w kontekscie zalozonego celu, najwaznigjszymi wynikami pracy Doktoranta
sq: * zidentyfikowanie dwdch cyklofilin ktérych poziom ekspresji lub specyficzna reakeja kory
brodawek korzeniowych sugerujg ich szczeg6ing role w funkcjonowaniu tych organéw oraz
* dopracowanie metody CRISPR/Cas do L. japomicus, poniewaz pozwala na wytwarzanie
narzgdzi do wielu dalszych interesujgcych analiz i eksperymentéw.

Ogoinie, omawiany rozdzial oceniam bardzo dobrze - prawie celujaco - "prawie", poniewaz
mam dwie watpliwosci, dotyczace kwestii pobocznych. Pierwsza odnosi sie do zamieszczania
na poczatku podrozdzialéw informacji dotyczgeych materialéw 1 metod.  Jest
to kontrowersyjne, poniewaz z jedngj strony moze ulatwiaé percepcje biezacej tresci, ale
zdrugiej strony dodaje tekstowi niepotrzebnej objetosci. Druga watpliwoéé dotyczy
rozdziatu 4.4. , Analiza profilu ekspresji gendw kodujgeych wybrane cyklofiliny L. japonicus”,



w kiorym Autor chyba zastosowat bledny termin do nazwania jednego z analizowanych
organdw - pisze o pedzie (jest to cata nadziemna czg$é rofliny), a powinna by¢ chyba lodyga.

W przypadku transformacji za pomocg Agrobacterium rhizogenes ro$lina wytwarza korzenie
przybyszowe, w zalozeniu transgeniczne, ale w istocie mogg wéréd nich byé takze korzenie
wyrastajgce z grupy komorek zaréwno stransformowanych, jak i nie zawierajgcych
wprowadzonego konstruktu - takie korzenie sa wladciwie chimerami. Bardzo dobrze zjawisko
to wizualizuje GUS.“ Nie jest jasne dla mnie, czy takie korzenie byly identyfikowane
w ocenianej pracy (mialy wklonowany gen kodujacy GFP, co pozwala identyfikowaé takie
rosliny przy pomocy np. mikroskopu fluorescencyjnego stereoskopowego lub odwréconego),
a jesli nie, to czy takie ,czgsciowe stransformowanie” moglo ,,0bciazy¢” wyniki analizy
poziomu ekspresji genéw kodujacych eyklofiliny? Uptzejmie prosze Doktoranta o odniesienie

si¢ do tej kwestii w toku obrony.

Rozdzial '"Dyskusja"

W rozdziale tym wyniki pracy zostaly zestawione z danymi literaturowymi
i skomentowane. Bardzo interesujacg czgécig dyskusji jest poréwnanie wad i zalet
zastosowanej w pracy metody edycji genomu CRISPR/Cas do wyciszania genéw metoda
interferencji RNA. W mojej ocenie zbyt krdtko zostala potraktowana dyskusja wynikow
wiasnych z wezedniejszymi wynikami uzyskanymi na Lupinus luteus w macierzystej katedrze.
Sa to jedne z nielicznych danych literaturowych dotyczace cyklofilin w brodawkach
korzeniowych, co prawda bardzo odmiennego gatunku roliny gospodarza. Doktorant skupit
si¢ jednak w "Dyskusji" tylko na wynikach i danych literaturowych, kt6re majg Scisly zwigzek
z celem podjgtych badan lub zastosowanymi metodami. Takie podejécie ma i zalety, i wady:
Swiadezy o - jakze potrzebnej - dyscyplinie intelektualne] i sprzyja zwiezlosci wypowiedzi, ale
tez ogranicza kreatywnos¢ kryjgca si¢ w kojarzeniu odleglych nieraz faktow. Zasadniczo
pochwalam dyscypling i zwigzlo$¢, mam jednak nadzieje, ze Doktorant pozwala sobie takze

na $mielsze naukowe eksploracje my$lowe w okoliczno$ciach mniej formalnych niz obrona

pracy doktorskiej.

Fragment ,,Dyskusji” odnoszgcy si¢ do analizy profilu ekspresji genéw kodujgcych badane
cyklofiliny w 10-tygodniowych roslinach jest trudny w percepcji. Jest jeden artykut naukowy
(Verdier i wsp. 2013) zawierajacy poréwnawcze dane, ale wraz z wynikami Doktoranta danych
tych jest duzo. Sugeruje, ze zestawienie wynikow wlasnych i literaturowych w przejrzystej
tabeli, a nastgpnie wskazanie i dyskusja najistotniejszych réznic i podobiefistw znacznie
ulatwiloby czytanie tego fragmentu ze zrozumieniem.,

Tak jak zakres przeprowadzonych doswiadczen wskazuje na biegtosé metodyezng i badawcza



oraz ponadprzecigtng pracowito§¢ Doktoranta, tak rozdzial ,Dyskusja” (wraz z przegladem
litetatury we ,, Wprowadzeniu”) $wiadczg o Jego duzej wiedzy teoretycznej, dobrej znajomosci

literatury przedmiotu, umiejetnosei kojarzenia faktow i krytycyzmie,

Rozdzial "Wnioski"

Doktorant umiejgtnie  wyselekcjonowal najwazniejsze wyniki i obserwacje
i podsumowat je w punktach. Wnioski sg syntetyczne i trafne.
Celem pracy bylo, cyt.: "poznanie funkcji, jaka moga pelnié cyklofiliny LjCYP18, LiCYP25-
2, LjCYP56, LjCYP71 i LijCYP92 u Lotus japonicus z uwzglednieniem formowania uktadu
symbiotycznego z bakteriami Mesorhizobium loti (MAFF303099)". Uznaje, ze Doktorant
zrealizowal zalozony cel, uzyskujgc wyniki nowe dla nauki. Nie sg one kompletne i zamknicte,
poniewaz bedg wymagaly dalszych prac, aby mozna bylo przej$é od przypuszezenia (,;moga
petni€”) do pewnosci (,,pelnig”), ale to juz po prostu cecha badas naukowych — jesli sa dobrze
zaprojektowane, to otwierajg nowe, dalsze kierunki badan

Podsumowanie recenzji

Pragne ponownie stwierdzi¢, ze zawarte w recenzji nieliczne zarzuty czy uwagi nie
pomnigjszajg wartoSci merytorycznej pracy. Oceniajgc catoksztalt rozprawy doktorskiej
Megr inz. Przemystawa Olejnika chee silnie podkreslié, ze pod wzgledem naukowym rozprawa
jest bardzo dobra: problem badawczy jest ciekawy i wazny, uklad eksperymentalny
kompleksowy 1 dobrze zaprojektowany, wykorzystane metody s adekwatne do zadat, analizy
i dokumentacja wykonane w sposOb systematyczny i 1zetelny, dyskusja wynikéw
przeprowadzona jest wnikliwie i kompetentnie, a wnioski s trafne. Doktorant z sukcesem

zmierzyt si¢ z trudnym metodycznie materialem, wymagajacym duzo pracy i cierpliwoset.

Whioski koticowe

W mojej ocenie forma i tre$¢ rozprawy doktorskiej mgr inz Przemystawa Olejnika
pt. ,.Poznanie funkeji wybranych bialek z rodziny cyklofilin Lotus japonicus z zastosowaniem
ukierunkowanej mutagenezy” spelniajg wszystkie wymagania Ustawy z dnia 14 marea 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 22017 1. poz. 1789), w zwigzku z art. 179 ust, | Ustawy prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce z 3. 07. 2018 (Dz.U, poz. 1669). Na tej podstawie wnioskuje o przyjecie
przedstawionej rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr inz. Przemyslawa Olejnika
do dalszych etapéw przewodu doktorskiege.

Biorac pod uwagg naklad pracy Doktoranta, ciekawie zaplanowane, przeprowadzone



i dobrze opisane eksperymenty, wykorzystanie metod badawczych spoza typowego warsztatu
biotechnologa, zrealizowanie celu pracy oraz ze wzgledu na fakt, ze cala praca $wiadczy
o dojrzatosci i samodzielnosci naukowej Autora, wnioskuj¢ do Rady Wydzialu Rolnictwa,
Ogrodnictwa i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o wyroznienie
tej pracy.
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dr hab. inz. Barbara Lotocka



