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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Miklaszewskiej, p.t. , Specyficznos¢

substratowa wybranych reduktaz kwaséw ttuszczowych i syntaz woskéw”

Od wielu lat prowadzone s3 badania nad modyfikacjg roélin badz organizmoéw
jednokomorkowych do produkeji rodlinnych metabolitéw wtérnych. Niektére, jak w
przypadku szikoniny zostaty uwiericzone sukcesem, inne, jak na przyktad prostego zwigzku —
waniliny, od prawie 30 lat ciggle sg w fazie doswiadczen. Tym nie mniej metody
biotechnologiczne coraz skuteczniej wkraczajg do produkcji wielu zwigzkéw o
zastosowaniach farmaceutycznych , kosmetycznych czy spozywczych.

Woski, estry kwasow ttuszczowych i wyzszych alkoholi znajdujg powszechne
zastosowanie w roznych gateziach przemystu jako sktadniki farmaceutykéw, kosmetykéw,
farb, emulsji czy smaréw. Do ich produkcji wykorzystuje sie zaréwno kosztowne metody
syntezy chemicznej jak i surowce pochodzenia roslinnego, jak ttuszcze zapasowe z nasion
rosliny Simmondsia chinensis. Dlatego uwazam za bardzo celowe podjecie przez mgr
Magdaleng Miklaszewska badar z wykorzystaniem metod biotechnologicznych do produkcji
tych metabolitéw w genetycznie modyfikowanych organizmach jednokomérkowych oraz
transgenicznych roslinach. Nie bez znaczenia jest takze perspektywa, jako jedna z mozliwych
konsekwencji tych badan, ograniczenia powierzchni upraw surowca roslinnego do produkgji
woskow, co w przypadku innej przemystowo waznej roéliny, palmy olejowej, ktérej
powierzchnia upraw stale rosnie, doprowadzito do bardzo niekorzystnych skutkéw

ekologicznych.

Rozprawa doktorska mgr M. Miklaszewskiej powstata jako fragment miedzynarodowego
projektu ICON (Industrial crops producing added value oils for novel chemicals) ktéry
dotyczyt wprowadzenia gendw z réznych organizméw, kodujgcych enzymy zaangazowane
w biosyntezie woskéw do kilku gatunkdéw roslin oleistych. Celem rozprawy byto okreslenie
specyficznosci substratowej wyizolowanych reduktaz kwaséw ttuszczowych i syntaz
woskow w warunkach in vitro co bedzie niezbedne do ( cytat) ,,....zaprojektowania procesu
biotechnologicznego produkcji woskéw o strukturze chemicznej i wtasciwoéciach
dopasowanych do ich planowanego wykorzystania przemystowego z uwzglednieniem sktadu
kwasow ttuszczowych obecnych w organizmach docelowych”. Trzeba zauwazy¢, ze w
literaturze sg jedynie nieliczne dane odnosnie charakterystyk substratowych tych enzymoéw

w warunkach in vitro.

Doktorantka przeprowadzita charakterystyke specyficznosci substratowej reduktaz
kwasow ttuszczowych z Mus musculus, Simmondsia chinensis i Arabidopsis thaliana oraz
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syntaz woskdéw z Mus musculus, Simmondsia chinensis i Marinobacter hydrocarbonoclasticus
wyrazonych w drozdzowym systemie ekspresyjnym. Dotyczyta ona trzech aspektow :

- charakterystyki specyficznosci substratowej in vivo - czyli analiz jakosciowych iilo$ciowych
alkoholi ttuszczowych i woskéw gromadzonych w komérkach drozdzy eksprymujacych geny
kodujgce badane enzymy;

- optymalizacji warunkéw reakgji in vitro z uzyciem frakcji mikrosomalnej z drozdzy
transformowanych genami kodujgcymi badane enzymy; -

- oznaczania specyficznosci substratowej tych enzyméw w warunkach in vitro wobec
znakowanych **c substratéw;

Ten trzeci, ostatni etap, ktéry doktorantka okreélita jako gtéwny cel swojej rozprawy, to -
analiza specyficznosci substratowej badanych reduktaz kwaséw ttuszczowych wobec
kilkunastu acylo-CoA oraz syntaz woskéw w ponad 200 kombinacjach acylo-CoA z
alkoholami ttuszczowymi.

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Miklaszewskiej jest doé¢ obszerna - liczy 175 stron.
Jest podzielona na 11 gtéwnych czesci: streszczenie, wykaz stosowanych skrétéw, krétkie
wprowadzenie, obszerny przeglad literatury (36 stron) w istocie wstep, w ktérym
doktorantka w oparciu o piémiennictwo omawia budowe, wystepowanie i funkcje woskow;
biosynteze woskéw iich sktadnikéw; enzymy zaangazowane w biosynteze alkoholi
ttuszczowych i woskéw; zastosowania woskéw i alkoholi ttuszczowych w przemysle. Dalsze
czesci to zwiezte uzasadnienie i sformutowanie celu pracy; materiat i metody (19 stron);
wyniki (69 stron); dyskusja (18 stron), krétkie podsumowanie i wnioski; piSmiennictwo (148
pozycji) oraz 8 stronicowy aneks z tabelami szczegotowych wynikéw badanych reduktaz
alkoholi ttuszczowych i syntaz woskéw. Uwazam, Ze praca jest bardzo dobrze napisana i
proporcje poszczegdlnych jej czesci sg wiasciwe. Rozdziat » Przeglad literatury” a w istocie
wstep, jest bogatym Zrédtem aktualnej wiedzy o woskach i ich biosyntezie poczynajac od
bakterii i organizméw jednokomérkowych poprzez rosliny, bezkregowce do ptakdw i ssakdw.
Daje dobrg podstawe do sformutowania i uzasadnienia celu pracy. Doktorantka ma
niewatpliwy dar zwieztego pisania dobra polszczyzng ( z nielicznymi wyjatkami) o bardzo
specyficznych zagadnieniach. Uwazam, ze tak przygotowany przeglad literatury po
drobnych rearanzacjach mogtby sie ukazac jako artykut przegladowy.

Rozdziat materiat i metody zawiera komplet informacji dotyczacych przeprowadzanych
doswiadczen. Doktorantka szczegétowo i klarownie opisafa szerokie spektrum stosowanych
w tej pracy metod - biochemicznych, mikrobiologicznych, biologii molekularnej i inzynierii
genetycznej, syntezy chemicznej oraz kilku rodzajéw chromatografii . Czytelnik ma petna
wiedzg co do producentéw poszczegdlnych odczynnikéw, preparatéw, zrédet stosowanych
metodyk, pochodzenia uzytych wektoréw i starterdw . Uzyskane wyniki byly poddawane
analizie statystycznej a istotno$¢ réznic pomiedzy wynikami byta szacowana za pomoca
testu t-Studenta. Réznorodnos¢ stosowanych nowoczesnych metod isprawne
postugiwanie sie nimi $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu doktorantki do
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przeprowadzania trudnych i metodycznie i intelektualn ie doswiadczen. W rozdziale tym
pojawia sie niestety kilkakrotnie zargon laboratoryjny. Zamiast polskiego stowa , mieszano”
doktorantka uzywa anglicyzmu ,worteksowano”. 7 czym trudno mi sie zgodzi¢, choé¢ oddaje
on niezle istote czynnosci.

Rozdziat , Wyniki” podzielony zostat na dwie gtéwne czesci, poswiecone charakterystyce
specyficznosci substratowej reduktaz kwaséw ttuszczowych (FAR) z M.musculus , Simondsia
chinensis oraz Arabidopsis thaliana w warunkach in vivo oraz in vitro a nastepnie
charakterystyce specyficznodci substratowe] syntaz woskéw z M.musculus, S.chinensis oraz
Marinobacter hydrocarbonoclasticus réwnies w warunkach in vivo i in vitro. Materiatem
badawczym w przypadku reduktaz byty szczepy drozdzy BY4742 oraz H1246
transformowane genami reduktaz kwaséw ttuszczowych z wymienionych organizmow.
Badania nad syntazami woskdw prowadzono na transformowanym odpowiednio szczepie
drozdzy H1246. Szczep ten ma wytgczone geny syntezy triacylogliceroli i estréw steroli i
przez to stanowi dobry punkt odniesienia do sprawdzenia jak wytaczenie drogi biosyntezy
triacylogliceroli i estréw wptywa na aktywnos¢ i specyficznos¢ reduktaz kwaséw
tluszczowych. W przypadku badania reduktaz woskéw brak obydwu tych metabolitéw w
szczepie H1246 umozliwiat lepszy rozdziat woskéw od triacylogliceroli i estréw steroli
stosowang przez doktorantke metoda chromatografii cienkowarstwowej. Chciatbym
podkresli¢, ze jeden z trzech plazmidéw niosgcych geny syntazy woskéw (WS) - a mianowicie
niosgcy gen SchWs doktorantka zsyntetyzowata w ramach tej rozprawy doktorskiej.

Wyniki dotyczace FAR doktorantka przedstawita w dobrze opisanych 7 tabelach i na 23
rysunkach a dotyczace WS w trzech tabelach i na 27 rysunkach (uwzgledniajgcych wartoéci
odchylenia standardowego). Opis uzyskanych wynikéw w przypadku FAR obejmuje
doswiadczenia poczynajac od wyboru kolonii S.cerevisiae o najwyzszej aktywnosci badanych
enzymow do analizy lipidéw w pozywkach w warunkach in vivo, w hodowlach ptynnych
transgenicznych drozdzy transformowanych MmFAR1, SchFAR AtFARS. W kolejnym etapie
doktorantka badata specyficznoéé su bstratowg in vitro itu dodwiadczenia dotyczyty
optymalizacji warunkéw reakgji in vitro oraz specyficznosci substratowe;j mikrosomalnych
preparatow FAR z drozdzy transformowanych MmFAR1, SchFAR oraz AtFARS.

Podobny schemat postepowania zostat zastosowany w przypadku syntaz woskdw. A wiec
wybor kolonii drozdzy o najwyiszej aktywnosci WS, charakterystyka specyficznosci
substratowej w warunkach in vivo - analiza sktadu woskéw w hodowlach ptynnych.
Nastepnie optymalizacja warunkéw rea keji in vitro i badanie specyficznoéci su bstratowej
mikrosomalnych preparatéw z transformantéw Mm WS, SchWS oraz MhWS2 takie w
warunkach in vitro. Mikrosomalne preparaty syntaz woskéw doktorantka przebadata
rowniez pod katem zdolnoéci do syntezy triacylogliceroli oraz aktywnosci acylotransferazy
monoacyloglicerolu (MGAT) oraz acylotransfrazy cholesterolu (ACAT).



Rozdziat , Dyskusja” jest wyraznie podzielony na dwie czesci z ktérych pierwsza, krétka
(podrozdziaty 8.1. i 8.2.) w istocie stanowi rozszerzenie rozdziatu »Przeglad literatury” oraz
wzmocnienie tez stawianych w rozdziale , Uzasadnienie celu pracy”. Dlatego uwazam, ze ich
zawartos¢ powinna raczej sie znalez¢ w tamtych rozdziatach. Ale to moze by¢ dyskusyjne.

W kolejnych podrozdziatach doktorantka omawia uzyskane wtasne wyniki odnoénie
reduktaz kwaséw ttuszczowych i syntaz woskéw w drozdzowym systemie ekspresyjnym na
tle wynikéw publikowanych w literaturze Swiatowej. Dyskutuje zagadnienia akumulacji i
wydzielania alkoholi ttuszczowych do pozywki przez transformowane drozdze oraz
specyficznosci substratowej reduktaz kwaséw ttuszczowych z M.musculus, S.chinensis i
A.thaliana wobec 14 réznych **C acylo-CoA o dtugosci 10C - 20C réznym stopniu nasycenia.
Bardzo ciekawie wygladajg wyniki dla szczepu H1246 w ktérym wytgczone sg cztery geny
uczestniczgce w syntezie estréw sterolj i triacylogliceroli. Transformowane komorki tego
szczepu (zawierajgce SchFAR I AtFARS) akumulujg kwasy ttuszczowe jedynie do okreslonego
poziomu a caty nadmiar wydzielajg do pozywki. Z punktu widzenia biotechnologa jest to
bardzo korzystna cecha.

Doktorantka przeprowadzita rozlegta charakterystyke specyficznoéci substratowej syntaz
woskoéw z M.musculus, S.chinensis oraz M.hydrocarbonoclasticus w warunkach in vitro
wobec 14 znakowanych **C Acylo-CoA w kombinacji z 17 alkoholami ttuszczowymi co daje
tacznie 238 kombinacji. Wyniki dyskutuje osobno dla poszczegdlnych syntaz z trzech
wybranych organizméw, kompetentnie polemizujac z autorami wynikéw badan opisanych w
literaturze. Lektura tego rozdziatu umacnia mnie w przekonaniu, ze mgr Magdalena
Miklaszewska posiada bardzo rozlegta wiedze w zakresie tematu swojej rozprawy
doktorskiej. Wykorzystujac te wiedze potrafi stawia¢ waizkie hipotezy badawcze, dowodzi¢
ich eksperymentalnie i prezentowa¢ w postaci dojrzatej pracy naukowej. Swoje
najwazniejsze osiggniecia zawarta w syntetycznym 8 punktowym rozdziale ,, Podsumowanie i
wnioski”. Doktorantka wykazata, ze:

- S. cerevisige s3 dobrym systemem ekspresyjnym do analizy aktywnosci reduktaz kwaséw
ttuszczowych i syntaz woskéw w warunkach in vivo i in vitro przy czym duze znaczenie ma
wybdr szczepu drozdzy; drozdze transformowane genami kodujacymi FAR moga wydzielaé
nawet 70% produkowanych FA do pozywki. Uwazam, ze jest to powazne osiggniecie
rzutujgce na mozliwos¢ wykorzystywania takich systemow do produkcji alkoholi

ttuszczowych;

- reduktazy kwaséw ttuszczowych z M.musculus, S.chinensis i A.thaliana roznig sie znacznie
specyficznoscig substratowg co pozwala na sterowanie biosynteza alkoholi ttuszczowych o
okreslonej liczbie wegli a w potaczeniu z syntazami woskéw — biosyntezg woskéw o z gory

okreslonym sktadzie.

- réznice w specyficznosci substratowej syntaz woskéw pochodzacych z M.musculus,
S.chinensis oraz M.hydrocarbonoclasticus stwarzajg mozliwos¢ syntetyzowania woskéw o
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przewidywalnym sktadzie z réznych kombinacji ester CoA- kwas ttuszczowy/ alkohol
ttuszczowy.

- okreslenie specyficznosci su bstratowej in vitro reduktaz kwaséw ttuszczowych oraz syntaz
woskow z frakcji mikrosomalnej transformowanych drozdzy, przebadanych w ramach
rozprawy doktorskiej, pozwala na trafng prognoze sktadu woskdéw w transgenicznych
roslinach eksprymujacych geny kodujgce te enzymy.

Whnioski koricowe recenzenta :

1. Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Miklaszewskiej dotyczy waznej problematyki
naukowej o znacznym potencjale zastosowar praktycznych. Jest bardzo dobrze napisana,
praktycznie bezbtednie z nielicznymi tylko uchybieniami jezykowymi ( »worteksowano”)
badZ pominieciami w indeksie niektorych skrétéw ( np. Ric-CoA ). Elegancka od strony
edytorskiej.

2. Doktorantka wykazata sie umiejetnoscia formutowania problemu badawczego, bardzo
dobrg znajomoscig i postugiwaniem sig¢ wieloma nowoczesnymi technikami biochemiij,
biologii molekularnej, inzynierii genetycznej i mikrobiologii. W petni zrealizowata
zaplanowane cele badawcze.

3. Ma rozlegta wiedze w zakresie uprawianej problematyki, o czym $wiadczy bardzo
kompetentna dyskusja uzyskanych wynikéw na tle literatury przedmiotu.

4. Potrafi realizowa¢ cele badawcze pracujgc w ramach zespotu naukowego rozwigzujgcego
szerszy temat badawczy, co dobrze rokuje wykorzystaniu, bgdz praktycznemu wdrozeniu
uzyskanych przez nig wynikéw.

Biorac pod uwage powyisze, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Magdaleny
Miklaszewskiej spetnia wymagania okreélone w Ustawie z dn. 18 marca 2011 o stopniach i
tytutach naukowych i stawiam wniosek do Wysokiej Rady Wydziatu Biotechnologii UG i
GUMed o dopuszczenie mgr Magdaleny Miklaszewskiej do dalszych etapdéw przewodu
doktorskiego w celu nadania jej stopnia doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia.

Ponadto, biorac pod uwage, ze czes¢ wynikéw przedstawionych w rozprawie zostata juz
opublikowana (Acta Biochim Pol 22013, 60, 209-215) wnosze o wyrdznienie rozprawy

da. 4 :
stosownga nagroda /~ /“2 VCV“’QM'”

Dr hab. Andrzej Podstolski, prof.UW i UKSW

Warszawa, dnia 11 listopada 2015 r
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