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Ocena rozprawy doktorskiej Pani Magdaleny Miklaszewskiej pt. ,,Specyficzno$é
substratowa wybranych reduktaz kwasow tluszczowych i syntez woskow”.

Z globalnej produkeji olejéow roslinnych, szacowanej w 2010 roku na 137 miliondéw
ton, na potrzeby zywieniowe czlowieka wykorzystywane jest 74%, jako pasza dla zwierzat
6%, a 20% znajduje zastosowania przemystowe. W przemysle niespozywczym oleje uzywane
sg przede wszystkim do produkeji biopaliw (Metzger 2009), w znacznie mniejszym stopniu
do produkcji woskéw. Woski znajduja coraz szersze zastosowania w przemysle chemicznym,
kosmetycznym i farmaceutycznym, ale ich przemystowa produkcja jest nadal kosztowna i
ucigzliwa dla srodowiska. W zwiazku z tym istnieje zapotrzebowanie na opracowanie taniej i
wydajnej metody wytwarzania woskéw w oparciu o surowce odnawialne. Istotnym
elementem projektowania procesu biotechnologicznego produkcji woskéw powinno byé
odpowiednie wzajemne dopasowanie specyficznosci substratowej wyselekcjonowanych
reduktaz kwaséw tluszczowych i syntez woskéw — dwdch kluczowych enzymoéw
uczestniczacych w ich biosyntezie. Jedng z trudnosci w badaniach tych enzymoéw jest ich
lokalizacja w obrebie bton retukulum endoplazmatycznego. W celu obejscia tej trudnosci
stosuje si¢ r6znego rodzaju systemy ekspresyjne, ktdre umozliwiaja badanie aktywnosci w
warunkach in vivo oraz in vitro z wykorzystaniem tylko cze$ciowo oczyszczonego biatka lub
frakcji mikrosomalnej zawierajacej badany enzym, i takie wiasnie podejscie zastosowano w
badaniach, ktérych wyniki sktadaja sie na niniejsza rozprawe.

Oceniana rozprawa powstala w Zespole kierowanym przez Pana Profesora Antoniego
Banasia w trakcie realizacji migdzynarodowego projektu ICON finansowanego ze $rodkéw 7.
Programu Ramowego Unii Europejskiej. Byla ponadto realizowana w ramach projektu
,»Ksztatcimy najlepszych —kompleksowy program rozwoju doktorantoéw, mtodych doktorow i
akademickiej kadry dydaktycznej UG” oraz w ramach IV edycji projektu systemowego
»InnoDoktorant —stypendia dla doktorantdw”, oba projekty wspotfinansowane przez UE z
Funduszu Spotecznego, w Ramach Programu Operacyjnego Kapitat Ludzi. Wida¢ tu nie tylko
aktywnos¢, ale przede wszystkim skuteczno$¢ Doktorantki w uzyskiwaniu $rodkow
finansowych na badania.

Do badan specyficznosci substratowej reduktaz kwasow tluszczowych i syntez
woskow Doktorantka wykorzystata drozdze piekarnicze, szczep dziki BY 4742 oraz szczep
H1246 z wylaczonymi 4 genami estrow steroli oraz triacylogliceroli, co umozliwito
porownanie specyficznosci substratowej reduktaz kwaséw tluszezowych w war. in vivo w
zaleznosci od dostgpnosci poszczegdlnych acylo-CoA, izolowanych z Mus musculus,
Simmondsia chinensis 1 Arabidopsis thaliana. Doktorantka dokonata rozbudowane;
charakterystyki specyficznosci substratowej badanych przez siebie enzyméw stwierdzajac, ze
w odréznieniu od reduktaz kwaséw tluszczowych, aktywnos$¢ syntez woskéw we frakeji
mikrosomalnej byta zdecydowanie wyzsza.

Rozprawa liczy 175 ponumerowanych stron i ma zasadniczo typowa strukture dla tego
typu opracowan. Na poczatku dziela zamieszczono 2 stronicowe streszczenie, nastgpne 4



strony zajmuje wykaz stosowanych skrétéow i terminéw, w tym bardzo przydatne w czytaniu
rozprawy zestawienie skrétowego, zwyczajowego i rekomendowanego przez IUPAC
nazewnictwa kwaséw tluszczowych i alkoholi oraz sposobu tworzenia nazw woskéw, te
sekwencje trzech krotkich rozdziatéw konczy 1-stronicowe wprowadzenie, odnoszace sie
migdzy innymi do kontrowersji zwiazanych ze stosowaniem w polskiej literaturze naukowej
terminu ,,woski”.

Rozdzial 4 to obszerny, liczacy 36 stron przeglad literatury, ktéry w bardzo
przejrzysty i wystarczajacy sposob wprowadza czytelnika w problematyke rozprawy. W
kolejnych podrozdzialach tej czesci przedstawiono bowiem aktualny stan badaf na temat
budowy, wystepowania i funkcji woskow (4.1), biosyntezy woskéw oraz ich sktadowych
(4.2) oraz wystepowania reduktaz kwasow tluszczowych i syntez woskéw u bakterii i
jednokomoérkowych eucaryontéw, roslin, bezkregowcow oraz ptakéw i ssakow (4.3). W
rozdziale ,Przeglad Literatury” przedstawiono takze informacje o zastosowaniu woskow i
alkoholi ttuszczowych w przemysle (4.4) oraz omdéwiono metody ich otrzymywania w
mikroorganizmach oraz roslinach (4.5).

W rozdziale 5 doktorantka uzasadnia cel podjecia badan wyprowadzajac go miedzy
innymi z udziatu w projekcie ICON. Celem pracy bylo okreslenie specyficznosci substratowej
reduktaz kwaséw ttuszczowych z Mus musculus, Simmondsia chinensis i Arabidopsis
thaliana oraz syntez woskow pochodzacych z M. musculus, S. chinensis oraz Marinobacter
hydrocarbonoclasticus w drozdzowym systemie ekspresyjnym. Cel ten zostat podzielony na
trzy etapy, z ktérych trzeci — wskazany jako gléwny cel niniejszej pracy jest sformutowany w
sposob niefortunny z uwagi na uzycie stowa ,,determinacja”, ktére w zadnym wypadku nie
jest synonimem stowa ,,0znaczanie”, o ktére to oznaczanie w tym przypadku chodzi.

Rozdzial material i metody (rozdzial 6) obejmuje 18 stron maszynopisu. Obok
standardowego w tego typu pracach zestawienia stosowanych odczynnikéw, buforow,
roztworow, podfozy hodowlanych jest tutaj charakterystyka uzytych szczepéw drozdzy i
bakterii E. coli, plazmidéw uzywanych przez doktorantke ze szczegblowym opisem
konstrukcji plazmidu pYES2 zawierajacy gen syntazy woskéw z S. chinensis dokonanym
przez doktorantke, a takze opis transformacji i hodowli Saccharomyces cerevisiae. Metody
analityczne ekstrakeji lipidow i ich chromatograficzna analiza, izolacja frakcji mikrosomalnej
z drozdzy oraz synteza acylo-CoA, DAG i MAG z zastosowaniem izotopu wegla C-14opisane
sg W wyczerpujacy sposdb. Rozdzial konczy opis reakeji syntezy in vitro reduktaz kwaséw
thuszczowych i syntazy woskoéw. Szeroka paleta zastosowanych metod oraz ich réznorodnosé
daje wyobrazenie o zakresie wykonanej pracy jednoczesnie wskazuje na mozliwosci
badawcze Doktorantki.

Imponujaca ilos¢ wynikéw zamieszczona w rozdziale o tym samych tytule (rozdzial 7)
przedstawiono na 69 stronach rozprawy i udokumentowano w postaci 10 tabel oraz 55 rycin.
Prezentacja wynikéw badan w tej czesci rozprawy jest klarowna, opisy rycin i tabel
wyczerpujace, a zastosowana do ich oceny analiza statystyczna wystarczajaca. Nie omawiam
tu szczegbtowo uzyskanych wynikéw, bo z pewnoscia beda przedstawione w trakcie
publicznej obrony rozprawy. Chce natomiast podkresli¢ szeroki zakres badan
przeprowadzonych przez Doktorantke, czego ilustracja niech bedzie przyktadowo fakt
przetestowania 238 kombinacji réznych acylo-CoA i alkoholi ttuszczowych w trakcie badania
w warunkach in vitro aktywnosci syntez woskow z myszy, jajoby oraz komérek Marinobacter
i jednoczesnie wskaza¢ na najwarto$ciowsze osiagniecia p. Miklaszewskiej, za ktére uwazam:



1. Uzyskanie ekspresji genu kodujacego synteze woskow z jojoby w drozdzowym systemie
ekspresyjnym, w konsekwencji czego mozliwe bylo zbadanie specyficznosci substratowe;j
tego enzymu,

2. Optymalizacje warunkéw badania syntazy woskéw w warunkach in vitro poprzez
zastosowanie benzenu jako nosnika alkoholu dodawanego do liofilizowanych frakcji
mikrosomalnych, dzigki czemu enzym wykorzystywat jako substrat nie tylko
sredniofanicuchowe, ale takze do tej pory niedostepne w badaniach nasycone i nienasycone
dtugo- i bardzo dtugotancuchowe alkohole ttuszczowe.

Czytajac tg czgs¢ rozprawy mam pewna niejasnosé zwiazana ze wskazaniem réznych
czasow reakcji enzymatycznej w serii do$wiadczen dotyczacych ustalania optymalnych
warunk6éw ich dziatania. Na przykiad przebiegi zaleznosci powstawania ilosci produktu od
czasu reakcji na ryc. 7.25 i 7.44 sa podobne, ale w pierwszym przypadku czas wyboru to 30
min, w drugim 5 min — (argument liniowos¢). Z kolei na rys 7.14 wskazana jest liniowos$¢ do
45 min, na rys 7.19 do 30 min, jednoczesnie wszystkie przywolane tu krzywe maja charakter
krzywych wysycenia, nie zaleznosci prostoliniowych. Prosze o komentarz dotyczacy
kryterium wyboru tych czaséw.

Dyskusja (rozdziat 8) zostata napisana w stylu klasycznej dla doktoratow (1 nie tylko)
konfrontacji wynikéw whasnych z danymi literaturowymi. Swoboda wypowiedzi, jej zwartos$é
1 klarownos¢ w powiazaniu z wlasciwym i krytycznym doborem odnosnikéw, na tle ktérych
tatwo dostrzec osiagnigcie rozprawy wskazuje, iz Pani Miklaszewska jest osobg znakomicie
zorientowana w problematyce nie tylko syntezy woskow, ale takze biochemii thiszczowcdw.
Korzystajac z kompetencji Doktorantki prosze o wypowiedz w nastepujacej kwestii. Oba
enzymy uczestniczace w syntezie woskow zostaly wyizolowane i 0Czyszczone z nasion
jojoby 1 na podstawie sekwencji aminokwasowej sklonowano odpowiednie geny.
Transformacja Arabidopsis tymi genami spowodowala wysoka akumulacje woskow w
nasionach transgenicznych rolin (Lardizabal i wsp. 2000). Jednoczesnie czytam w pewnej
pracy przegladowej (Kosmos 61 (3) 2012), iz pomimo ogromnych potencjalnych korzysci
wynikajacych z uzyskania roslin o zwiekszonej zawartosci woskéw badania te nie bytly
kontynuowane. To daje mi asumpt do zadania pytania o perspektywy aplikacyjne zwigzane z
tematyka badawcza doktoratu, zwlaszcza w $wietle uregulowan prawnych dotyczacych
hodowli i obrotu roslinami modyfikowanymi genetycznie.

Rozdziat 9 rozprawy to podsumowanie i wnioski. Jest ich osiem, a kazdy rozpoczyna
si¢ wskazaniem najbardziej istotnego osiagniecia naukowego Doktorantki i konczy sugestia
dotyczaca mozliwosci biotechnologicznego jego zastosowania. Wnioski sa faktycznym
odzwierciedleniem osiagniecia naukowego Doktoratki, ktéra zalozony cel pracy zrealizowala
z nawigzka. Wniosek drugi sklania mnie do poruszenia nastepujacej kwestii. Podkreslono tu
atrakcyjnos¢  transfomantéw drozdzowych w produkcji woskéw wynikajaca z faktu
wydzielania az 70% produkowanych alkoholi thiszczowych do pozywki przez drozdze.
Jednak ,,przestawienie” metabolizmu organizmu w kierunku produkcji lipidéw gromadzonych
jako materiat zapasowy dokonuje si¢ zazwyczaj kosztem syntezy biatka, co przy tak wysokim
odsetku (70%) ubytku wegla organicznego rodziloby pytanie o bilans energetyczny i
funkcjonowanie organizmu w ogdle. Prosze Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do tej kwestii.

Rozprawe koniczy alfabetyczny spis ponumerowanych 148 odnos$nikéw (rozdziat 10) i
4-stronicowy Aneks zawierajacy szczegétowe wyniki pomiaréw uzyskane w reakcjach in
vitro z wykorzystaniem frakcji mikrosomalnych drozdzy transformowanych genami
kodujacymi badana enzymy.



Rozprawa napisana jest prostym i komunikatywnym jezykiem, a tzw. literéwki (np.
pierwsze zdanie podrozdziatu 4.5.1, str. 39), okre$lenia zargonowe (np. calo$é¢ worteksowano,
str. 58, 1. 18), niezrgcznosci jezykowe czy stylistyczne, (np. enzymy zaangazowane,
wielokrotnie) lub zasmiecajace wspotczesna polszezyzne anglicyzmy (np. algi, str.20) sa
wyjatkowo nieliczne i w zadnym przypadku nie obnizaja merytorycznej wartos$¢ dzieta.

W podsumowaniu chce podkresli¢, ze zalozone cele pracy Doktorantka w pelni
uzyskata. Wykonala ogromna prace¢ analityczna, przedstawiajac bardzo obszerna
dokumentacj¢ wynikéw badan przeprowadzonych w serii réznorodnych do$wiadczen. Zakres
1 warianty tych do$wiadczen zostaly dobrze zaplanowane, a powtarzalno$é uzyskanych
wynikéw wskazuje na dobre opanowanie warsztatu badawczego i rzetelno$é w prowadzeniu
analiz. Uwazam, ze przedfozona mi do oceny praca spelnia wymagania Ustawy z dn. 18
marca 2011 r. o stopniach i tytutach naukowych z nawiazka. Dlatego wnosze do Wysokiej
Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed o dopuszczenie Pani mgr
Magdaleny Miklaszewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie z
uwagl na wysoka warto$¢ naukowa otrzymanych wynikéw, ktére w postaci kolejnych
oryginalnych prac powinny bez wigkszych probleméw da¢ sie ulokowaé w wysoko
notowanych czasopismach naukowych, wnosze do Wysokiej Rady o stosowne wyréznienie
ocenianej rozprawy doktorskiej. Osiagniecie naukowe p. Miklaszewskiej w polaczeniu z
metodgq wyciszania lub wzmacniania ekspresji genéw uczestniczacych w metabolizmie
lipidéw powinno zaowocowaé opracowaniem wydajnego procesu produkcji woskéw o

pozadanej strukturze u wybranych do tego celu organizmach.
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