RECENZJA
ROZPRAWY DOKTORSKIEJ PANA MGR BARTOSZA GLABA
PT.,,CHARAKTERYSTYKA BIOCHEMICZNA I POTENCJALNE ZNACZENIE
FIZJOLOGICZNE ACYLOTRANSFERAZ ACYLO-CoA:GLICEROLO-3-
FOSFOCHOLINA”

Poszukiwania naturalnych wydajnych zrédet olejow i ttuszczow statych do réznych
celow praktycznych dostarczyty impetu badaniom biologicznym, biochemicznym i wysitkom
w biotechnologii roslin, w tym szczegdlnie roslin oleistych. Metabolizm energetyczny czesci
zapasowych roslin, ktory wezesniej wydawat si¢ w pelni wyjasniony okazuje si¢ nadal
bardziej skomplikowany niz sadzono. Co pewien czas identyfikowane s3 nowe enzymy
katalizujace reakcje, ktorych wezesniej nie podejrzewano. Do tej grupy nalezy
acylotransferaza przenoszaca reszty kwasu ttuszczowego na glicerolo-3-fosfocholing
(GPCAT). Oceniana praca opisuje wlasnie t¢ aktywno$¢ i katalizujacy przemian¢ niedawno
sklonowany enzym kodowany w genomie drozdzy piekarniczych i obecny w roslinach, w tym
oleistych.

Praca mgr Bartosza Glaba pt. ,, CHARAKTERYSTYKA BIOCHEMICZNA I
POTENCJALNE ZNACZENIE FIZJOLOGICZNE ACYLOTRANSFERAZ ACYLO-
CoA:GLICEROLO-3-FOSFOCHOLINA” zawiera 150 ponumerowanych stron, w tym 53
rysunki, 9 tabel, 140 pozycji cytowanego piSmiennictwa i 1 adres cytowanej strony www.
Uklad pracy jest tradycyjny dla prac do§wiadczalnych w dziedzinie nauk przyrodniczych.
Dotaczono jeden rozdzial obejmujacy wykaz stosowanych skrétow i streszczenie w jezyku
polskim. Hierarchiczny podzial gléwnych rozdzialow rozprawy jest prawidioWy. Pod
wzgledem metodologii prezentacji rozprawa nie budzi zastrzezen.

Wstep dysertacji, nazwany wprowadzeniem, jest adekwatny merytorycznie do opisu
prowadzonych badan Autora ale wedtug mnie stanowczo za dlugi i nazbyt szczegolowy a
narracja prowadzona jest ab ovo co w pracach doktorskich jest raczej mankamentem.
Rozdzial ten mogtby zaczynaé si¢ od podrozdziatu 4.4 ale i dalej pomija¢ te podrozdzialy
opisujace czgsci metabolizmu, ktorymi Autor w ogole si¢ nie zajmowat. Brakuje natomiast w
podsumowaniu wstepu odniesienia do znaczenia metabolicznego nowej reakcji, obiektu

badan Autora czyli enzymu GPCAT (acylotransferazy glicerolo-3-fosfocholinowej) na planie



og6lnym. Szczegdtowe badania tej aktywno$ci w drozdzach piekarniczych i w roslinach
pozostaja bowiem w slabym zwiazku z fizjologicznymi aspektami drozdzy i ro$lin. Rozdzial
,,Blony biologiczne i ich homeostaza” wigze co prawda sktad lipidowy bton z réznymi ich
wlasciwosciami ale jaka jest relacja réznych drog syntezy lipidow z ostatecznym wynikiem
nie zostalo nawet zasugerowane. Po glebszym przemysleniu tego rodzaju hipotetyczna relacja
moglaby si¢ sta¢ hipoteza robocza.

Autor brat kluczowy udziat w sklonowaniu GPCAT z drozdzy i roélin i to osiagniecie
calego zespolu ma réwniez wptyw na jego oceng. Nie bylo to jednak jej gldéwnym celem
pracy a sg nimi raczej dalsze etapy tego duzego projektu wykonywanego w kooperacji
szwedzko-polskiej. Cele pracy doktorskiej zostaly sformutowane jako: dokonanie
charakterystyki biochemicznej GPCAT i dalej analiza specyficznosci substratowej enzymu z
wyjasnieniem pewnego szczegdtowego aspektu tejze specyficznosci oraz sprawdzenie roli
fizjologicznej enzymu poprzez alternatywne badania wptywu wytaczenia i nadekspresji
GPC1 pochodzacego z drozdzy piekarniczych w tych komdrkach, réwniez w roslinie
modelowej — rzodkiewniku Arabidopsis thaliana a takze w dwoch roslinach oleistych —
raczniku pospolitym i w kapuscie rzepaku. Jak wspomniatem brakuje mi tutaj sformutowania
roboczej hipotezy, ktora cheiatbym ustyszeé od Doktoranta w trakcie obrony.

* Opis uzytych w projekcie materialow i metod jest przedstawiony prawidlowo a pod
wzgledem ilo$ciowym niemal wyczerpujaco. Poza niedomogami redakcyjnymi, opisanymi
dalej dla calej pracy, mozna uzna¢ ze poziom szczegétlowosci opisu pozwala na niezalezne
powtorzenie wynikow z jednym zastrzezeniem merytorycznym. Zauwazam bowiem brak
standaryzacji najcze$ciej uzywanych do oznaczen aktywnos$ci enzymow preparatow
mikrosomalnych. Wyniki sg przedstawiane w postaci bezwzglednych ilo$ci nieznakowanych i
14C-znakowanych produktéw (w nanomolach) otrzymanych w okre§lonym czasie. Jak Autor
chcialby zagwarantowac ich odtwarzalno$¢ jezeli przykltadowo beda reprodukpwane W innym
laboratorium z inaczej otrzymanymi mikrosomami?

Rozdziat Wyniki rozpoczyna si¢ od prezentacji zdje¢ frakcji mikrosomalnej drozdzy
piekarniczych i z liSci Arabidopsis thaliana uzyskanych w transmisyjnym mikroskopie
elektronowym. Nie sg one wysokiej jakos$ci a identyfikowane struktury sa na nich obecne
raczej domyslnie. Sugerowatlbym w miejsce fotografii mikroskopowej raczej oznaczanie
biochemiczne znacznikéw molekularnych dla mikrosoméw, mitochondriéw, bton retikulum
czy cytoplazmy. Badania aktywnosci okre$lonych reakcji enzymatycznych przeprowadzone

sa natomiast fachowo a przedstawione, z zastrzezeniem powyzszej uwagi, czytelnie.



Wydaje sie, ze drozdzowy model badawczy ktérym postugiwat si¢ Autor w swoich
badaniach spehnit swoje zadanie. Pojedyncze delecje gendow Gpcl albo Alel oraz podwdjna
delecja gendéw Alel Gpcl pozwolity bowiem stworzy¢ warunki eliminujace dzika
transacylacje glicerolo-3-fosfocholiny z udzialem acylo-CoA albo kwasu lizofosfatydowego.
Transfekcja plazmidami zawierajacymi natomiast sklonowany gen GPC! pod kontrola
promotora galaktozowego, pozwalajac na jego nadekspresjg, pozwolila przypisac¢ catq
obserwowang aktywnos$¢ temu produktowi genu. Pojawienie si¢ natomiast dwdch
podstawowych produktéw reakcji: kwasu fosfatydowego i kwasu lizofostatydowego
pozostawito otwarta kwesti¢ mechanizmu ich powstawania. Jest to zatem bardzo ciekawa
sytuacja homeostazy metabolicznej, w ktdrej udziat biora co najmniej dwa enzymy
przenoszace acyl na glicerolo-3-fosfocholing z réznych donoréw, enzymy przenoszace acyl
na kwas lizofosfatydowy ale rowniez enzymy hydrolizujace wigzanie estrowe z kwasami
tluszczowymi. Na ten ztozony obraz naktada si¢ dodatkowo zréznicowana zdolnos$¢ panelu
dostepnych acyli do przenoszenia pomigdzy donorami i akceptorami. W ustaleniu
dynamicznych zmian tego uktadu niezbgdna bylaby pelna analiza profili specyficznosci i
parametrow kinetycznych wszystkich dziatajacych w uktadzie enzymow a ostatecznie
zastosowanie programu symulujacego t¢ wypadkowa kinetyke. Jestem bardzo ciekawy jakie
podejscie in silico proponowalby Autor dla rozwigzania tego problemu.

Z powyzszego wywodu staje si¢ widoczne ze Autor podjat si¢ bardzo ztozonego
zadania, w ktorym liczba zmiennych jest znaczna. Badania metabolizmu posredniego zawsze
byty skomplikowane ale starano si¢ uktady doswiadczalne in vitro maksymalnie upraszczad
aby wnioski byly wiarygodne cho¢ nadal nie tozsame z sytuacja in vivo. Jest zrozumiate ze
pelna rekonstrukcja prostego uktadu enzymatycznego ze zdefiniowanymi sktadnikami jest
bardzo trudna gdyz badane enzymy moga dziata¢ wylacznie w interakcji z btona
mikrosomalng ale nie jest rOwniez niemozliwa. Autor nawiazuje do tego w Dyskusji co
nalezy z uznaniem podkresli¢. |

W podsumowaniu i wnioskach na koncu pracy Doktorant wiarygodnie potwierdzil, ze
jednoetapowa reakcja katalizowana przez produkt genu GPCI w acylacji glicerolo-3-
fosfocholiny z udziatem aktywnych kwasoéw ttuszczowych jest dominujaca w drozdzach
piekarniczych. Dokonano przy tym charakterystyki enzymu gtoéwnie pod katem
specyficznosci wobec roznych acylo-CoA. Tym niemniej udzial lizofosfolipidow jako
dawcdw kwasu thuszczowego okazat si¢ znaczacy. Acylacja niezalezna od acylo-CoA
wykazana zostata rbwniez w nasionach niektérych roslin oleistych. Obecnos¢

homologicznych do drozdzowego GPCI genow Autor wykazal w Arabidopsis thaliana,



Ricinus communis i w Brassica napus. Posrednio udowodnit réwniez udziat produktu genu w
transacylacjach pomiedzy dwoma réznymi kwasami lizofosfatydowymi. Nalezy przy tym
uzna¢ zdolno$¢ Autora do krytycznej analizy wynikow prowadzacych do tego wniosku.

Nie osiagnieto natomiast celu powigzania specyficznosci substratowej i typu kinetyk
enzymu GPCAT ze jego znaczeniem fizjologicznym. Nie jest to jednak proste co
potwierdzam na podstawie wlasnych badan nad innymi enzymami rowniez odkrytymi w
nowych zrodtach.

Podsumowujac opis wynikow, nalezy podkresli¢ ze gros celow postawionych przed
przystapieniem do projektu zostal osiagnigty, co jest Doktoranta jak i jego wspolpracownikow
wielka zastuga. Nie ma zadnych zastrzezen do poprawnosci postepowania do§wiadczalnego,
wybranej metodologii dla kazdego etapu i ostatecznych wynikow.

Dyskusja potwierdza dojrzato$¢ Autora jako osoby potrafiacej spojrze¢ na swoje
dokonania w kontekscie innych podobnych badan i perspektyw dla uzyskanych przez siebie
tak interesujacych nowych enzymow.

Podsumowujac cala cze$¢ doswiadczalng nalezy potwierdzi¢ wyr6zniajaca si¢ jakos¢
pracy, bardzo wysoki poziom doktadnosci laboratoryjnej i jej zakres w znaczeniu ilosciowym
znacznie przekraczajacy $rednig ilo$¢ wynikow prezentowanych w doktoratach z tej
dziedziny.

Z obowiazku recenzenckiego chciatbym tez zaznaczy¢ kilka istotnych mankamentow
w opracowaniu i prezentacji wynikow.

1. Rysunki 12, 13, 14 oraz 20 zawieraja przebiegi funkcji kinetycznych i wysycenia
substratem bez punktow przecigcia z osiami wykresu lub bez wyprowadzenia z poczatku
wykresu (0,0). Nie jest to prawidtowa prezentacja a w przypadku wykresu Lineweavera-
Burk’a wrecz bledna gdyz to wlasnie z punktow przecigcia tej zaleznosci z osiami oznacza si¢
warto$ci parametréw Ky 1 Vipax.

2. Wiele histograméw ze stupkami wartosci zréznicowanych tylko odcieniami szarosci
jest trudno czytelnych a niektore (przykladowo Rys. 25) sa zupetnie niezrozumiafe.

3. Przynajmniej w dwoch miejscach mylony jest 3-fosfoglicerol z kwasem 3-
fosfoglicerynowym (str. 21, 2 linia od gory i str. 65, linia 12 od dotu).

4. We wstepie i w pozostalych rozwazaniach nad ogdélnym metabolizmem lipidow
ttuszczowych przydatoby sie uzycie czytelnych schematow. Sa one obecne w pracy ale
rozdrobnione na poszczegolne rozdziaty. Potaczenie rysunkéw 4, 51 7 i dodanie do nich
elementow opisanych trudnym do §ledzenia tekstem na stronie 26 w jeden schemat znacznie

ulatwitoby zrozumienie zagadnienia.



5. Tabela skrotow (rozdziat 3 na stronie 9) jest niekompletna (przyktad LPA, 18:0,
18:1 etc.) i nie powinna zawiera¢ innych skr6tow po stronie odkodowanej (przyktadowo
GPCAT).

6. Pomimo logicznej prawidtowosci uzycia stowa ,,poszlaka” w Dyskusji, zastapienie
tego prawniczego terminu stowami ,,dowdd posredni” lub ,,dowodd z okolicznosci” jest w
nauce o wiele czestsze.

Pewna ograniczona ilo$¢ bledow drukarskich, ortograficznych, interpunkcyjnych i

leksykalnych nie zmniejsza warto$ci estetycznej pracy.

Powyzsze uwagi nie obnizaja rowniez zasadniczej warto$ci naukowej recenzowanej
pracy, ktora zawiera bardzo powazny element nowosci naukowej w obj¢tosci bezwzglednie
wystarczajacej dla uzyskania stopnia naukowego doktora. W podsumowaniu uwazam, ze
dysertacja pana mgr Bartosza Glaba pt. ,, CHARAKTERYSTYKA BIOCHEMICZNA 1
POTENCJALNE ZNACZENIE FIZJIOLOGICZNE ACYLOTRANSFERAZ ACYLO-
CoA:GLICEROLO-3-FOSFOCHOLINA” odpowiada warunkom okre$lonym w art. 13
Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
z 14 marca 2003 r. (Dz. Ust. Nr 65/2003, poz. 595, z p6zn. zm.) dla rozpraw na stopien
daktora i uznaje, ze pan mgr Bartosz Glab moze by¢ dopuszczony do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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