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Ocena pracy doktorskiej mgr Dariusza Kruszki, pod tytulem
»Zmiany metabolomu Arabidopsis thaliana i Hypericum perforatum w odpowiedzi na
oddzialywanie nanoczastek metali”,
wykonanej w Zakladzie Biologii Roslin i Nanotechnologii, Instytutu Genetyki Roslin,
Polskiej Akademii Nauk

Przedstawiona do oceny przez Pana mgr Dariusza Kruszke dysertacja na 130 stronach
zawiera 51 rysunkow, 8 tabel oraz liczacy 208 pozycji wykaz literatury, w ktérym 100%
stanowig angielskojezyczne artykuly, w tym: tylko 3 cytacje pochodza z poprzedniego wieku,
a pozostate pozycje, to artykuty najnowszej wiedzy swiatowej. Juz ten fakt §wiadczy o tym,

ze wybrany przez Doktoranta temat miesci si¢ wsrdd nowoczesnej tematyki badawcze;.

Na poczatku pracy mgr Dariusz Kruszka zamiescit informacj¢, o sfinansowaniu
swoich badan w ramach projektu OPUS oraz opublikowaniu wcze$niej uzyskanych wynikéw
w dwoch publikacjach, w ktérych jest pierwszym autorem. Obie prace znajduja si¢ W
czasopismach bedacych na Liscie Filadelfijskiej; Science of the Total Environment ze
wskaznikiem cytowani 7.963 oraz Industrial Crops and Products z if 5.645, obie z 200

punktami ministerialnymi.

Nastepnie, W STRESZCZENIU w jezyku polskim i angielskim, w skrocie Doktorant
przedstawit wprowadzenie do tematyki badawczej, gtowny cel pracy, kolejne jej etapy i

wyniKi.

Pan mgr Dariusz Kruszka zamiescit, co prawda niekompletny (np. brak jest skrotow:
QUEChERS, FW, HBA, HCA, DM, a skrot NMR, opisany jako magnetyczny rezonans
jadrowy, w teksécie uzywany jest jako wysokorozdzielczy rezonans jadrowy), wykaz skrotow

stosowanych w pracy, ktore utatwiajg poruszanie si¢ po czytanym tekscie.

Niestety nie utatwita mi tego zastosowana do wydruku wielko$¢ czcionki, ktora w
opisach rysunkoéw spadata tak bardzo, ze przywodzita na mysl fragment wiersza autorstwa

Jana Brzechwy — ... .kupita raz maczku paczke, by pisac list drobnym maczkiem...”. Trudno



jest sie skupi¢ na tresci, jesli trzeba pokonywaé barier¢ mozliwosci przeczytania. Drugi
problem stanowity rozbudowane zdania, zawierajace po 4-5 orzeczen, budowane bez

interpunkcji — nie znalaztam ani jednego dwukropka, czy srednika.

W tematyke swoich zainteresowan naukowych Doktorant wprowadza czytelnika na 17
stronach WSTEPU 1 tu wyjasnia: zastosowanie nanoczastek w rolnictwie i biotechnologii, co
to jest metabolomika i jakie metody analityczne sg stosowane w tej dziedzinie badan,
Zastosowanie metabolomiki roslin w biologii systemow, podejscie metabolomiczne w
fitotoksykologii oraz zmiany metabolomiczne w roslinach pod wptywem nanoczgstek. Ze
WSTEPU dowiadujemy si¢ réwniez, na jakich roslinach beda prowadzone prace badawcze, a
mianowicie: na jednej z najlepiej przebadanych roslin leczniczych — dziurawcu zwyczajnym/
Hypericum perforatum L. oraz ro$linie modelowej — rzodkiewniku pospolitym/ Arabidopsis
thaliana L. Oprocz dwoch roslin mamy do czynienia z dwoma systemami in vitro: kKultury
komorkowe i siewki. | tu powstaje pierwsze moje pytanie — skad pomyst na wykorzystanie

r6znych roslin i zréznicowanych warunkéw hodowli?

Przedstawione przez Doktoranta CELE BADAWCZE zawierajg: wstep?, hipoteze
badawcza, ktéora brzmi - ,nanoczgstki metali i ich tlenkéw moga by¢ potencjalnymi
elicytorami, ktére indukuja akumulacj¢ metabolitow wtornych w tym fitoaleksyn”, opis
metodyki badawczej?, uzyskanych wynikow? oraz dyskusj¢ mozliwosci ich wykorzystania?,
a takze mocno rozbudowane, zakamuflowane cele, ktére z 1,5 strony tekstu mozna

wyizolowa¢ nastgpujaco:

e poznanie charakteru zmian na poziomie metabolizmu pierwotnego 1 wtdrnego,
kultury komorkowej Hypericum perforatum, pod wptywem nanoczastek

e przeprowadzenie testow toksycznosci szeregu nanoczastek

e okres$lenie kierunku zmian w metabolomie ekstraktow z biomasy i medium
hodowlanego

e ustalenie warunkéw elicytacji dla wytypowanych nanoczastek

e zbadaniae mechanizmu hormonalnego, posredniczacego w dziataniu nanoczastek

e sprawdzenie wplywu nanoczastek Ag, na akumulacje metabolitow wtornych, w

siewkach rosliny modelowej, w warunkach in vitro.

Z dotychczasowego opisu zwracaja uwage zwroty:
»~ro$nie tez potencjalne ryzyko sSrodowiskowe, jakie niesie za sobg zastosowanie

nanomaterialow”



,,5zersze pokrycie metabolomu organizmu”

,zastosowanie kilku podej$¢ analitycznych”

,,pokrycie metabolomu w sposob ilosciowy i jakosciowy w trakcie jednego lub kilku tokow
analitycznych”

»Wzmozenie biosyntezy hyperycyny”

,2howoczesnej platformy jaka stanowi wysokorozdzielczy hybrydowy spektrometr masowy”

,»szerokiego panelu metabolitow”.

W rozdziale MATERIALY | METODY Autor dysertacji zaznajamia nas z:
materiatami  zuzywanymi do przygotowywania kultur komodrkowych, stosowanymi
nanoczastkami metali 1 tlenkow metali, materiatami uzywanymi w analizach
metabolomicznych, metoda pozyskiwania kultur komoérkowych H. perforatum, opisem
eksperymentu I, Il i 1ll, materiatem biologicznym i warunkami wzrostu A. thaliana, metoda
traktowania nanoczgstkami i jonami srebra, sposobem ekstrakcji kultur komoérkowych i
siewek, analiza UPLC-HESI-HRMS/MS biomasy kultur zawiesinowych H. perforatum i
sposobem przetwarzania uzyskanych wynikow, analiza UPLC-PDA-HESI-HRMS/MS
biomasy siewek A. thaliana i przetwarzaniem danych, oznaczaniem zawarto$ci kwasu
abscysynowego (ABA), jasmonowego (JA), i salicylowego (SA) metoda UHPLC-ESI-
MS/MS (MRM), a takze oznaczeniem poziomu kamaleksyny w siewkach A. thaliana za
pomocg metody UPLC-FLR.

Po przeczytaniu tego rozdziatu nasungty mi si¢ nastgpujace pytania i uwagi:

Nanoczastki srebra wystepowaty w 4 rozmiarach i pochodzity od dwoch producentow. Kiedy

byly stosowane jakie?

Czy wybor nanoczastek byl przypadkowy?

Czy zauwazono wptyw wielkosci nanoczastek?

Tekst wstawiony na poczatku opisu eksperymentu III oraz opis rys 3.3 sg btedne.
Czy ma znaczenie temperatura ekstrakcji siewek? Obnizona do ilu stopni?

W jaki sposéb dokonywano wyboru wzorcéw wewnetrznych w ekstrakcjach?

Mozna zmierzy¢ pole powierzchni piku, ale nie da si¢ zmierzy¢ pola powierzchni

wierzcholka.



,,Program elucji sktadat si¢ z nastepujacych krokow liniowego gradientu faz: 0 min — 0,5% B,
3 min—do 5% B, 10 min — do 15% B, 19 min — do 40% B, 23,5 min — do 95% B, 24 min — do
99% B, 26 min — powrot do 0.5% B.” Pyt. — A co migdzy 11 a 12 min oraz 16 a 16,5 min.

Co to jest czas probkowania?

Prosze o uzupehienie: ,,...Nastepnie 50 mg suchej biomasy ekstrahowano za pomocg 500 pl

metanolu z dodatkiem 50 mieszaniny wzorcoéw wewnetrznych...”

,,Zastosowano nastepujacy gradient faz: 0 min — 15% B, 3 min — do 30% B, 7,5 min — do 55%
B, 8.5 — 10 min izokratycznie 99% B, 11 min powr6t do 15% ,,, a co migdzy 7,5 a 8,51 10 a

11 min.?

W najbardziej obszernym rozdziale, na 57 stronach, Doktorant prezentuje WY NIKI.
Mam dla mgr Kruszki duzy szacunek, za wykonanie ogromu pracy przy identyfikacji, nie
mylac z ustalaniem/okreslaniem (determination), struktur 239 zwigzkoéw wystepujacych w H.
perforatum i 47 zwigzkow w A. thaliana. | to nie tylko przy opisaniu metabolomu, ale takze
podczas stwierdzania zmian zawartosci prawie 300 zwiazkow pod wplywem dziatania kilku
nanoczastek, w réznych ich stezeniach 1 podczas réznych czasow dziatania. Wierzg, ze
otrzymane wyniki stang si¢ przyczynkiem do powstania jeszcze niejednej, wspaniatej

publikacji.
Kilka moich uwag rozpoczyna: brak w teks$cie odnosnika do rysunku 4.1.

Poprawna pisownia — naryngenina, a nie naringenina; z odtagczeniem heksozy, a nie odejsciem

heksozy.

W zdaniu ,,Do 10 ml badanej zawiesiny komdrkowej H. perforatum dodawano 25 pl
zawiesiny o stezeniu nanoczagstek metali oraz tlenkéw metali.”, na str. 57, nie podano

stezenia.

W jaki sposob ,,obliczono sumaryczny poziom metabolitow w kazdej z grup fitochemicznych

dla metabolizmu wtoérnego”? (str. 59) Jaka metoda 0znaczano zawarto$¢ zwigzkow?
Czy zawartos$¢ fitohormonow byta oznaczana w stosunku do wzorcéw? (str.76)
Co to sg znormalizowane pola powierzchni?

Rownie istotng czgscig tej pracy jest rozdziat DYSKUSJA, w ktérym Doktorant z

duzym zacigciem omowit wszystkie zidentyfikowane grupy zwigzkow, cytujac z literatury



pierwszych odkrywcow zwigzkéw, badZz rosliny, w ktorych wczesniej struktury tych
zwigzkow byly okreslone, badz opisal aktywno$é biologiczng wspomnianych zwigzkow.
Wyniki  wszystkich innych badan wykonanych w tej pracy znalazly rowniez poparcie
literaturowe, a dzieje si¢ to az na 19 stronach. I tu tylko jedna moja uwaga — istnieje proces
glikolizacji, a nie glikozydacji, a wigc méwimy o glikolizowanych, a nie glikozydowanych

flawonoidach (str. 100).

Dysertacje koncza PODSUMOWANIA I WNIOSKI, gdzie mgr Kruszka zawart

krétkie podsumowanie i liste zwiezle sformutowanych, dziewieciu wnioskoéw.

Reasumujgc stwierdzam, ze praca mgr Dariusza Kruszki stanowi logiczng calosc.
Uzyskane podczas badan wyniki moga w pelni stanowi¢ przyczynek do wyjasnienia zmian
metabolomu Arabidopsis thaliana i Hypericum perforatum w odpowiedzi na oddzialywanie

nanoczastek metali.

Przedstawiona do oceny praca spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim, w
zwigzku z czym wnosz¢ o dopuszczenie Pana mgr Dariusza Kruszke do publicznej obrony

Swojej pracy.
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