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Ocena pracy doktorskiej mgr Katarzyny Jasienieckiej-Gazarkiewicz zatytutowanej:
»Charakterystyka specyficznos$ci substratowej ora okreslanie funkcji fizjologicznych
wybranych acylotransferaz acylo-CoA:lizofosfolipid”

 Praca doktorska mgr Katarzyny Jasienieckiej-Gazarkiewicz dotyczy analizy
wybranych enzymow szlaku metabolicznego biosyntezy lipidow membranowych i
zapasowych uczestniczacych w przenoszeniu reszty acylowej z acylo-CoA na
lizofosfolipidy. Do badan analizy biochemicznej specyficznosci substratowe]j zostaty
wybrane dwie glowne acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfolipidu (LPLAT)
S.cerevisiae - Slel i Alel oraz enzymy A.thaliana — LPCAT2, LPEAT1 i LPEAT2.
Przeprowadzane analizy wykazaly, ze enzymy te charakteryzuja si¢ istotng
specyficznoscia substratowa zardwno wzgledem donora (acylo-CoA) jak i akceptora
kwaséow thuszczowych (lizofosfolipidy). Réwnoczesnie acylotransferaza posiadala
charakterystyczna dla siebie specyficzno$é substratowa. W pracy przebadano rowniez
mutanty insercyjne A.thaliana z brakiem aktywnosci LPEAT6w. Wylaczenie tych
genéw bardzo istotnie wplywalo na fenotyp roslin. Posiadaty one liczne defekty
rozwoju, kartowaty fenotyp, obmizenie masy lisci i korzenia, zmniejszenie masy
produkowanych nasion. Roéliny te charakteryzowaty si¢ réwniez zmienionym profilem
lipidowym, a catkowita zawartos¢ lipidéw byla obnizona w poréwnaniu do roélin
kontrolnych. Réwnocze$nie doktorantka wykazata, ze dzialania odwrotne -—
nadekspresja genéw odpowiedzialnych za aktywno$¢ LPEAT6w nie powodowata
istotnego zmianu profilu lipidowego. Jednak rosliny w tym przypadku byly wigksze,
produkowaty wicksza ilo§é nasion i posiadaly podwyzszong zawartos¢ lipidow w
korzeniach., Wynik ten otwiera droge do dalszych badan nad zwigkszeniem wydajnosci
produkcji lipidéw w rodlinach oleistych i moze on mie¢ istotne znaczenie i

zastosowanie przemystowe. Doktorantka podczas badan zajela si¢ réwniez problemem



okreslenia funkcji fizjologicznych wybranych acylotransferaz w drozdzach
piekarniczych. Jednak efekty fenotypowe i biochemiczne w tym przypadku byly
znaczaco slabsze. Delecja genu ALEl1 i SLC1 powodowala jedynie nieznaczne
ostabienie wzrostu nie wplywajac istotnie na profil lipidowy. Analogicznie
nadeskpresja drozdzowych genow kodujgcych LPLATy oraz nadekspresja genow
kodujacych LPLATYy z genomu A. thaliana tylko nieznacznie wplywala na zwigkszenie
produkowanej biomasy. W przeprowadzonych doswiadczeniach na wyizolowanych
frakcjach mikrosomalnych, doktorantka pokazala mozliwo$¢ przebiegu reakcji w
kierunku odwrotnym — remodelowania sktadu kwaséw thuszczowych fosfolipidéw i puli
acylo-CoA.

Doktorantka w swojej pracy wykorzystala zaréwno metody biologii molekularnej,
biotechnologii jak i zaawansowane techniki biochemiczne i chromatograficzne.
Wykonata ona klonowania oraz delecje badanych genéw w komorkach bakteryjnych,
drozdzowych i roslinnych; opanowala metodyke ekstrakcji réznych klas lipidéw z
badanego materiatu; oznaczata aktywno$¢ enzyméw frakcji mikrosomal4 nych przy
wykorzystaniu znakowanego izotopowo substratu; wykonata analiz¢ skladu i okreslita
profil lipidowy ekstraktéw przy pomocy chromatografii gazowej.

Wybrana przez doktorantke tematyka rozprawy doktorskiej i zainteresowanie synteza
lipidéw wynika zapewne z coraz wigkszego znaczenia ukierunkowanej nadprodukcji
lipidéw w przemysle biotechnologicznym. Wysokoenergetyczne oleje roslinne sg w
coraz wickszym stopniu wykorzystywane w przemysle paliwowym jako alternatywne
sr6dta energii i paliw. Jednak bardziej powszechne ich wykorzystanie wymaga
zwickszenia wydajnosci ich produkcji przez organizmy roslinne. W swojej pracy
doktorantka wskazata jedng z mozliwych drog modyfikacji génetycznych prowadzacych
do zwiekszenia wydajnosci produkcji lipidow przez rosliny. Oprécz przemystu
energetycznego ukierunkowana synteza lipidow jest coraz czescie] wykorzystywana w
przemysle kosmetycznym i farmaceutycznym, gdzie mamy zapotrzebowanie na $cisle
okreslone lipidy lub fosfolipidy. Badane przez doktorantke grupy enzymow nie tylko
uczestnicza w procesie syntezy lipidow, ale réwniez odgrywaja role w transporcie
kwasow tluszezowych do miejsca ich magazynowania, w czym istotng role moze
odgrywaé pokazana przez doktorantke specyficzno$¢ substratowa enzyméw oraz

potwierdzona reakcja odwrotna.



Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest bardzo rozbudowana i zawiera 226
stron, w tym 40 tabel , 26 rycin i 171 odnosnikéw literaturowych. Praca sklada si¢ z
siedmiu rozdziatléw: przegladu literatury, materiatéw, metod, wynikéw, dyskusji,
wnioskow i spisu literatury oraz streszczenia i celu pracy.

W obszernym przegladzie literatury doktorantka przedstawila budowe, strukture
i funkcje lipidéw. Opisuje proces biosyntezy oraz znaczenie i fizjologiczne funkcje
enzymow, ktérymi zajmowata si¢ w pracy. W rozdziale materiaty bardzo szczegélowo
zostaly przedstawione odczynniki i szczepy wykorzystywane w trakcie badan. Rozdziat
metody zostal opisany réwnie dokiadnie.  Nalezy tu podkreslié niezwyklg
szczegolowosé 1 doktadnos$é w opisie calej metodyki, umozliwiajac jej bezproblemowe
odtworzenie przez innych badaczy. Wydaje si¢, ze czasami jest ono nawet zbyt
obszerne. Dokladne opisywanie powszechnie uzywanych technik — jak na przyktad
elektroforeza agarozowa nie jest konieczny, wystarczylby odpowiedni odnosnik. W
rozdziale tym doktadnie zostal opisany proces transmetylacji, ale réwnoczesnie nie
zostaly tak dokladnie podane parametry rozdziatéw uzyte do rozdzialu
chromatograficznego - jak na przyklad gradient temperatury, czas trwania analizy.
Doktorantka w pracy do rozdzialu lipidow uzyla 60m kolumny typu WAX.
Analogiczne analizy estrow metylowych sa opisane np. w normie EN 14103:2011
*Produkty przetwarzania olejow i thuszczow - Estry metylowe kwasow thuszczowych
(FAME) - Oznaczanie zawarto$ci estréw i estru metylowego kwasu linolenowego™.
Jednak tam zastosowano dwukrotnie krotsza kolumne o istotnie krotszym czasie
analizy. Biorgc pod uwagg ilos¢ wykonanych w pracy analiz chromatograficznych,
skrocenie czasu ich wykonywania byloby istotnym czynnikiem. Kolejny rozdzial —
wyniki przedstawia dokladnie opisane dane uzyskane z kolejnych doswiadczen i
zajmuje az 104 strony. W rozdziale wiekszos¢ przeanalizowanych i przeliczonych
danych zostata zaprezentowana w postaci tabel i rycin. Sg to dane wynikowe, zabrakto
mi jednak w tej czeéci chociazby przykladowych damych zrédtowych — np. kilku
przyktadowych chromatograméw, na podstawie ktorych obliczano zawartos¢ lipidow.
Utatwilyby one czytanie tych rozdziatéw. Jako wzorca wewnetrznego w analizach
doktorantka uzyta estru C17. W cytowanej wezesniej normie zostat on zamieniony na
C19. Wynikato to miedzy innymi z faktu, ze w obszarze C16-18 mamy duzg liczbg
pikéw i istnieje ryzyko nakladania si¢ pikéw ze wzorcem wewnetrznym. Prositbym o

wyjasnienie dotyczgce rozdziatu pikéw w tym obszarze, jaki uzyskata doktorantka.



Wszystkie wyniki zaprezentowane przez doktorantke i przedstawione w tabelach sg
obarczone bardzo matym bledem- +/- co najwyzej kilka procent. Swiadczy to o bardzo
precyzyjnej pracy oraz doswiadczeniu operatora w pracy laboratoryjnej. Cze$¢ analiz
posiada btad nawet +/- 0,0%. Prositbym o wyjasnienie czy blad jest liczony jako biad
niezaleznych analiz przeprowadzonych od samego poczatku (np. hodowli roslin), czy
jest to blad powtarzalnosci analizy chromatograficznej? Uzyskane wyniki zostaty
podsumowane w rozdziale dyskusja oraz rozdziale wnioski. Doktorantka wyniki swoich
badan stredcita w 9 interesujacych i nowatorskich wnioskach. Mechanizm prowadzacy
do efektow wywolanych wylaczeniem lub nadekspresja genéw kodujagcych LPEATy
jest nieznany. Prositbym o przedstawie przemys$len doktorantki dotyczacych
mozliwosci i sposobu jego poznania w przysztych badaniach.

Przestawiona praca jest praca obszerng i zawiera tylko nieliczne bledy. Na
przyktad kilka rozdziatéw (3.13, 3.22) zajmuje inne pozycje w stosunku do spisu tresci.

Powyzsze uwagi i pytania w Zzaden sposéb nie obnizaja wartosci merytorycznej
pracy. Podsumowujac nalezy podkreslié, ze w swojej pracy doktorantka uzyskata
zalozone przez siebie cele, a nawet je przekroczyta. W pracy umiejgtnie potgczono i
zinterpretowano wyniki otrzymane dzieki zastosowaniu bardzo réznorodnych technik
badawczych. Uzyskane wyniki majg istotne znaczenie naukowe oraz moga mieé¢

zastosowanie w biotechnologii przemystowe;j.

Moja ocena przedlozonej do recenzji pracy doktorskiej mgr Katarzyny
Jasienieckiej-Gazarkiewicz zatytutlowanej: ,»Charakterystyka specyficznosci
substratowej oraz okreslanie funkcji fizjologicznych wybranych acylotransferaz acylo-
CoA:lizofosfolipid” jest bardzo wysoka. Wnoszg o dopuszczenie przez Wysoka Rade
Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego mgr Katarzyny Jasienieckiej-Gazarkiewicz do dalszych
etapoéw przewodu doktorskiego. Majac na uwadze wysoka wartoS¢ merytoryczng pracy,
solidno$é i roznorodnosé uzyskanych wynikéw wnioskuje o jej wyréznienie.
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