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RECENZIA
rozprawy doktorskiej Pani mgr Ady Polonskiej
pt. , Identyfikacja acylotransferaz lizofosfolipiddw okrzemka Phaeodactylum tricornutum
oraz charakterystyka tych zidentyfikowanych ze szczegdélnych uwzglednieniem

acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfatydylocholina”

wykonanej w Zaktadzie Biochemii Roslin Instytutu Biotechnologii
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego
i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

pod kierunkiem prof. dr hab. Antoniego Banasia jako promotora oraz dr Katarzyny
Jasienieckiej-Gazarkiewicz jako promotora pomocniczego

Ocena formalna. Przedstawiona do recenzji dysertacja ma ukitad klasycznej
rozprawy doktorskiej przygotowywanej w naukach eksperymentalnych; jest ziozona z
kolejnych rozdziatéw: streszczenia, wprowadzenia i celdow pracy, przegladu literatury,
oddzielnie zestawionych materiatéw i metod, wynikéw, dyskusji i wnioskéw. Rozprawa jest
bardzo obszerna - liczy 243 strony, zamieszczono w niej 12 tabel i 48 rycin; ponadto
zawiera takze suplement z dodatkowymi materiatami nie zamieszczonymi w gtéwnym
tekscie (8 tabel i 1 ryciny), spis stosowanych skrétdw oraz spis cytowanego piSmiennictwa,
obejmujacy 109 pozycji literaturowych, bedacych anglojezycznymi publikacjami z
renomowanych czasopism miedzynarodowych. Rozprawa jest kompletna, prawidtowo
zredagowana, kolejnoS¢ rozdziatdw jest logiczna, a sposdb cytowania odnos$nikéw

literaturowych poprawny i konsekwentny.
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Ocena merytoryczna. Zgodnie z tytutem rozprawy, gtdwnymi celami podjetych
badan byto zidentyfikowanie gendw kodujgcych acylotransferazy lizofosfolipidéw okrzemka
Phaeodactylum tricornutum (pierwotnie wytypowano sze$¢ takich gendw), a nastepnie
charakterystyka zidentyfikowanych enzymoéw, w tym zwiaszcza acylotransferazy acylo-
CoA:lizofosfatydylocholina. Badania zostaty przeprowadzone w ramach miedzynarodowego
projektu SHENG 1 (,,Specyficzno$¢ substratowa LPCATOw z fotosyntetyzujgcych glonéw
jednokomodrkowych akumulujgcych oleje, w reakcjach do przodu i do tytu oraz
charakterystyka ich funkcji w edycji grup acylowych fosfatydylocholiny”, UMO-
2018/30/Q/NZ3/00497). Podjety temat badawczy uwazam za bardzo interesujgcy i
wartosciowy; gdyz nie tylko zawiera elementy potencjalnie aplikacyjne, ale znaczaco
poszerza takze dotychczasowg wiedze o metabolizmie lipidéw, zwiaszcza
dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych, a przede wszystkim o enzymach katalizujgcych

procesy zachodzace z udziatem tych kwasow.

Rozpoczynajacy rozprawe wstep, oparty na przegladzie dostepnej literatury
naukowej, jest bardzo obszerny i stanowi bardzo dobrze zredagowane kompendium
wiedzy o budowie, biosyntezie i funkcji kwasdw ttuszczowych, triacylogliceroli,
fosfolipiddw. Doktorantka wykazata sie wnikliwg i dogtebng znajomoscig tematyki
zwigzanej z podjetymi badaniami. Scharakteryzowata takze modele badawcze, w tym
oczywiscie okrzemki; wyjasnita, jakie znaczenie w diecie cztowieka majg wielonienasycone
kwasy ttuszczowe o bardzo dtugich tancuchach (VLC-PUFA), a na koniec przedyskutowata
mozliwosci wykorzystania inzynierii genetycznej do produkcji tych zwigzkéow w roslinach
wyzszych. Wstep teoretyczny zostat zilustrowany czytelnymi schematami utatwiajgcymi
zrozumienie opisywanych procesow.

Cze$¢ metodyczna zostata podzielona na dwie oddzielne czesci, w ktdérych
szczegotowo zostaly opisane materiaty i zastosowane metody; sg one nowoczesne i
adekwatnie dobrane do wyznaczonych celéw eksperymentalnych. Na podstawie czesci
metodycznej mozna wnioskowaé, ze w trakcie realizacji swojej rozprawy Doktorantka
opanowata wiele technik laboratoryjnych i znaczaco wzbogacita swoje umiejetnosci
eksperymentatorskie. Prowadzone prace obejmowaly rézne metody biologii molekularnej
oraz metody biochemiczne; uwazam, ze zakres przeprowadzonych badan byt naprawde
imponujacy. Na szczegdlne uznanie zastugujg wieloetapowe badania enzymatyczne

dotyczace specyficznosci substratowej oraz remodelowania fosfolipidéw, ktore wymagaty

ul. llji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa

tel.: 22 55 43 316, faks: 22 55 43 221

e-mail: a.szakiel@uw.edu.pl

http://www.biol.uw.edu.pl 2



pracochtonnych prac wstepnych (m.in. przygotowania znakowanych izotopowo substratow
i izolowania frakcji mikrosomalnej z S. cerevisiae jako zrédta enzymow) oraz prowadzenia
licznych testdw enzymatycznych w roznych uktadach eksperymentalnych. Na uwage
zastuguje tez préba uzyskania roslin transgenicznych, wymagajgca tworzenia
wielogenowych konstruktdw genetycznych.

Uzyskane wyniki, przedstawione w postaci tabel i wykreséw, zostaty szczegdtowo
omowione i zinterpretowane. Za najwazniejsze osiggniecia recenzowanej rozprawy mozna
uznac:

- scharakteryzowanie aktywnosci enzymow kodowanych przez geny pochodzace z
okrzemka Phaeodactylum tricornutum, co doprowadzito do identyfikacji trzech gendw i
odpowiadajacych im enzymdw o aktywnosci acetylotransferaz acylo-CoA:lizofosfolipid, w
tym acetylotransferazy acylo-CoA:lizofosfatydylocholina;

- okreSlenie parametrow aktywnosci enzymatycznej (m.in. optymalnej temperatury, pH,
stezenia jondw wapnia, magnezu i potasu) oraz szczegdtowe zbadanie specyficznosci
substratowej acetylotransferazy acylo-CoA:lizofosfatydylocholina zaréwno w reakcjach
prowadzacych do syntezy odpowiednich fosfolipidéw (reakcjach typu forward) jak i w
procesach remodelowania fosfolipidow (reakcjach typu backward). Badania te dostarczyty
nowych informacji o mozliwosci przeptywu intermediatdw przez szlak biosyntezy kwasu
eikozapentaenowego oraz zaleznosci intensywnosci remodelowania fosfolipidéw zaréwno
od rodzaju donora kwasow ttuszczowych, jak i rodzaju remodelowanego fosfolipidu.

Doktorantka przeprowadzita takze testy dotyczace specyficznosci substratowej
zidentyfikowanych acetylotransferaz acylo-CoA:kwas lizofosdatydowy oraz wspomniang
wczesniej probe uzyskania transgenicznych roslin  A. thaliana produkujgcych
wielonienasycone kwasy ttuszczowe omega-3 o bardzo dtugich faincuchach, ktéra, choé nie
zakonczyta sie spektakularnym sukcesem, moze stanowi¢ punkt wyjsciowy do
ewentualnych kolejnych préb.

Rozprawe zamyka bardzo wnikliwa dyskusja, ktéra dowodzi Swietnej umiejetnosci
interpretacji uzyskanych wynikbw - z wykorzystaniem istniejgcej wiedzy oraz w

odniesieniu do wynikdw badan z cytowanych Zrddet literaturowych.

Jak wspomniatam wczesniej, bardzo wysoko oceniam réznorodno$¢ metod
zastosowanych przez Doktorantke w przeprowadzonych przez nig eksperymentach. Mam

natomiast pytanie — dlaczego do ekstrakgji lipidow uzyto mieszaniny chloroform:metanol w
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proporcji 1:2, a nie klasycznej proporcji 2:1 znanej z mieszaniny Folcha? Wydaje sie, ze
uzycie znaczaco bardziej polarnej mieszaniny z przewagg metanolu moze obnizyé
oczekiwang wydajnos¢ ekstrakcji niskopolarnych zwigzkow.

Jakiego standardu wewnetrznego uzyto do oznaczen ilosciowych przeprowadzonych
metodg chromatografii gazowej? Doktorantka pisze w rozdziale o Metodach, ze dodawano
go w znanym stezeniu do kazdej badanej probki, jednak nie precyzuje, co to byt za
zwigzek. By¢ moze ta uwaga ma jedynie charakter redakcyjny, bo w rozdziale o
Materiatach jest wspomniany ester metylowy kwasu heptadekanowego. Jesli faktycznie
ten zwigzek zostat uzyty jako standard wewnetrzny, mozna byto o nim jeszcze raz
wspomnie¢ w opisie metody.

Uwagi te w Zaden sposdb nie wplywajg na ogolng bardzo wysokg ocene
merytoryczng recenzowanej rozprawy.

Wobec niepowodzenia préby uzyskania transgenicznych roslin  A. thaliana
produkujgcych wielonienasycone kwasy tluszczowe o bardzo dhugich tancuchach
chciatabym, Zzeby Doktorantka podczas publicznej obrony ustosunkowata sie do przysztych
perspektyw tych badan. Modelem doswiadczalnym byly w tym przypadku rosliny
Arabidopsis, ale czy z praktycznego punktu widzenia nie warto bytoby przeprowadzi¢
analogicznych prob z jakas$ typowa rosling oleistg? Gdyby mimo wszystko proby uzyskania
roSlin transgenicznych produkujgcych wielonienasycone kwasy ttuszczowe o bardzo
diugich tancuchach nie zakonczyly sie sukcesem, jakie sg inne, alternatywne mozliwosci

pozyskiwania tych zwigzkéw na wiekszg skale i wprowadzania ich do diety cztowieka?

Podsumowujac - uwazam, ze temat podjety w recenzowanej rozprawie doktorskiej
jest wazny naukowo i wartosciowy z punktu widzenia aplikacyjnego, zastosowane metody
zostaty adekwatnie dobrane, doswiadczenia prawidlowo zaplanowane i starannie
przeprowadzone, a uzyskane wyniki sg oryginalne i interesujace.

Doktorantka wykazata sie samodzielno$cig i pracowitoscig, znajomoscig
roznorodnych technik laboratoryjnych, umiejetnoscig planowania eksperymentéw oraz
prezentacji i interpretacji ich wynikoéw, a takze doboru i korzystania z literatury naukowej

do przeprowadzenia dyskusji.
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Whiosek koncowy

Stwierdzam, Ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Ady
Potonskiej pt. ,Identyfikacja acylotransferaz lizofosfolipidow okrzemka Phaeodactylum
tricornutum oraz charakterystyka tych zidentyfikowanych ze szczegdlnych uwzglednieniem
acylotransferazy  acylo-CoA:lizofosfatydylocholina” stanowi oryginalne  rozwigzanie
istotnego problemu naukowego i wnosi nowe fakty do takich dziedzin jak biochemia i
biotechnologia lipiddw. Ponadto S$wiadczy o nabyciu doglebnej wiedzy teoretycznej,
znajomoséci technik laboratoryjnych i umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy
badawczej przez Kandydatke. Spetnia zatem wszystkie wymogi ustawowe (art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r.; Dz.U. z 2018 r. poz.1668 — prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce)
i zZwyczajowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim.

W zwigzku z powyzszym, przedstawiam Radzie Dyscypliny Biotechnologia
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie Pani mgr Ady Polonskiej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego i nadanie stopnia doktora w

reprezentowanej dyscyplinie.

Przeprowadzony zakres prac badawczych i rdznorodnos¢ zastosowanych metod
uwazam za wyrdzniajacy. Uzyskane wyniki zostaty wnikliwie zinterpretowane i
przedyskutowane; dostarczyly one nowych, waznych danych o procesach biosyntezy
kwasdw ttuszczowych i remodelowania fosfolipidow. Cze$¢ wynikow zostata opublikowana
w dwodch artykutach naukowych, ktére ukazaty sie w renomowanych czasopismach o
wysokich wspotczynnikach wptywu (International Journal of Molecular Sciences, IF 5.5 i
New Phytologist, IF 9.4), w pierwszym z nich Doktorantka jest pierwszg autorka.

Biorac pod uwage wysoka merytoryczng wartos¢ rozprawy, wnioskuje
zatem o jej wyrdznienie. g i
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