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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej Pani mgr Sylwii Klinskie;

,,Charakterystyka biochemiczna oraz okreslenie roli w remodelowaniu fosfolipidow
wybranych acylotransferaz acylo-CoA:lizofosfolipid”

Praca doktorska Pani mgr Sylwii Klinskiej to efekt podjecia gleboko uzasadnionych, a zarazem
ambitnych badan wnoszacych nowa wiedzg¢ na temat regulacji gospodarki lipidowej u roslin.
Dysertacja jest poswigcona scharakteryzowaniu procesu remodelowania lipidow, w ktorym
kluczows rol¢ odgrywaja acylotrfansferazy acylo-CoA:lizofosfolipid (LPAT) odpowiedzialne
za edycj¢ grup acylowych. Doktorantka wybrata do badan Camelina saliva L. (Inicznik
pospolity), poniewaz jako roslina oleista, ktorej nasiona dodatkowo zawierajg biatka o dobrym
skladzie aminokwasowym, ma duze znaczenie przemyslowe. Gatunek ten charakteryzuje
rowniez szereg cech agronomicznych, m.in. odpornos¢ na niska temperature i patogeny, co
ogranicza koniecznos¢ stosowania kosztownych zabiegéw agrotechnicznych i w konsekwencji
zmniejsza wysokos¢ nakladow finansowych zwiagzanych z jego uprawa. Poznany genom oraz
fatwos¢ wuzyskania roslin transgenicznych sprawiaja, ze zdecydowana wigkszosc
dotychczasowej wiedzy na temat regulacji przemian lipidowych u roslin dotyczy Arabidopsis
thaliana. Gatunek ten zostal wykorzystany jako model eksperymentalny we wczesniejszych
badaniach zespolu naukowego, ktory pod kierownictwem Pana prof dr. hab. Antoniego
Banasia, odkryl, ze biatka LPAT moga by¢ modulatorami procesow wzrostu u roélin. Te wyniki
zostaly opublikowane w 2017 r. w prestizowym czasopismie Plant Physiology. W zwigzku z
tym, ze odkryte mechanizmy moga by¢ jedynie czesciowo specyficzne gatunkowo, coraz
czeiciej poszukuje si¢ nowych modeli badawczych, zwlaszcza wérdd gatunkdéw uprawnych o
znaczeniu utylitarnym, a w ten trend doskonale wpisuje si¢ C. sativa. Dlatego badania
dotyczace metabolizmu lipidéw u tego gatunku kontynuowane sa w ramach kierowanego przez
Pana prof. dr hab. Antoniego Banasia grantu OPUS13 (2017/25/BNZ3/00721), w ktorego
realizacj¢ Pani mgr Sylwia Klinska bylta zaangazowana.

Celem podjetych badan byla charakterystyka biochemiczna oraz okreslenie preferencji
substratowych enzyméw LPAT w wybranych wegetatywnych i generatywnych organach C.
saltiva, a takze okreslenie wpltywu warunkow uprawy na modyfikacje lipidow. Podjecie przez
Doktorantke tych badan jest trafne i w pelni uzasadnione.



Struktura pracy — ocena formalna

Przedlozona do recenzji dysertacja ma postaé¢ bardzo obszernego tomu liczacego 269 stron.
Zawiera ona 47 rycin i 17 tabel. Cze$¢ wynikow Autorka zaprezentowala na S rycinach i w 5
tabelach dofaczonych do pracy w formie aneksu. Rozprawa doktorska zostata napisana
zrozumialym, naukowym jezykiem, jest przygotowana w sposab klasyczny i zawiera wszystkie
elementy charakterystyczne dla dysertacji. Rozpoczyna ja zwigzle streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, wykaz stosowanych skrotow i terminoéw, krotkie wprowadzenie z
najwazniejszymi, przejrzyscie sformulowanymi celami badawczymi, zrodla finansowania
badan oraz wykaz 4 artykuléw eksperymentalnych, w ktorych Doktorantka opublikowata
wigkszo$¢ wynikéw prezentowanych takze w niniejszej dysertacji. Obszerny wstep, bedacy
Swiadectwem znajomosci literatury przedmiotu przez Autorke, poprzedza rozdziat zawierajgcy
opis wykorzystanych podczas realizacji pracy materialow i metod badawczych.
Najobszerniejszg czescia dysertacji s3 wyniki zaprezentowane na 97 stronach. Nastepnie, po
rozbudowanej dyskusji znajduje sie rozdzial ze zwigztym podsumowaniem uzyskanych
wynikow. Prace wieficzy wykaz literatury obejmujacy 217, glownie anglojezycznych pozycii.

Ocena merytoryczna

Tresci dotyczace procesu remodelowania fosfolipidow zawarte w krotkim Wprowadzeniu
prawidlowo uzasadniaja tematyke badan podjetych przez Doktorantke. Zarowno nadrzedny cel
pracy, jak i cele szczegolowe, zostaty dobrze oraz przejrzyscie sformutowane. Obejmujg one
charakterystyke biochemiczng, wraz z okresleniem preferencji substratowych oraz aktywnosci
w reakcjach typu forward oraz backward enzymow acylotransferaz acylo-CoA:lizofosfolipid
(LPLAT) obecnych w wybranych wegetatywnych i generatywnych organach C. sativa, a takze
zbadanie wplywu warunkow uprawy roslin i stresu temperaturowego na proces modyfikacji
fosfolipidow zachodzacych w réznych tkankach u tego gatunku. Precyzyjnie wyszczegolnione
w tej czesci dysertacji zadania czastkowe, wskazuja na doglebne przemyslenie i opracowanie
przez Autorke szczegblowego planu badan, ktérego realizacja pozwolita na wzorowe
osiagnigcie wytyczonych celow.

W syntetycznie napisanym, wartosciowym Przeglgdzie literatury, Autorka zamiescita ogolne
informacje dotyczace lipidow, omowita synteze kwasow tluszczowych i scharakteryzowata
glicerolipidy. Doktorantka wiele miejsca po$wiecita opisowi budowy, roli oraz alternatywnym
sciezkom syntezy fosfolipidow i glikolipidow. Ponadto scharakteryzowata lipidy neutralne z
uwzglednieniem  triacylogliceroli. Omoéwila réwniez modyfikacje fosfolipidow i
galaktolipidow zachodzace wskutek ich remodelowania oraz potencjalne enzymy katalizujace
te przemiany. Z uwagi na podjeta w dysertacji tematyke badawcza niezwykle cenne s3
podrozdzialy, w ktorych Autorka szczegdtowo scharakteryzowata LPLAT z podzialem na
grupy, w ktorych kryterium przyporzadkowania enzymow stanowi ich szczegolna
specyficznos¢ wzgledem jednego z akceptoréw grup acylowych. Ostatnie dwa podrozdzialy tej
czesct pracy poswigcono charakterystyce C. sativa z uwzglednieniem wilasciwosci oraz
mozliwosci wykorzystania tego gatunku w badaniach naukowych. Przeglgd literatury zostal
bardzo starannie i logicznie opracowany, uwzglednia najnowsze dane na temat regulacji



gospodarki lipidowej i wytycza nowe, ambitne nurty badan dla zespoléw badawczych
specjalizujacych si¢ w tematyce lipidow roslinnych.

Do realizacji zamierzonych celow Doktorantka wykorzystata bardzo szeroka game technik, co
jest zrozumiale i konieczne, biorac pod uwage mnogos¢ analizowanych watkéw. Sa to techniki
biologii molekularnej, metody biochemiczne, analizy instrumentalne oraz te, prowadzone z
uzyciem narzedzi bioinformatycznych. Autorka opisala je w jasny, jednoznaczny i
wyczerpujacy sposob w podrozdziatach Materialy i Metody. Ta czes¢ dysertacji pozwala
bardzo wysoko oceni¢ bieglos¢ warsztatowa Pani mgr Sylwii Klinskiej oraz Jej kompetencje w
prawidtowym doborze i opanowaniu technik badawczych.

Wyniki zaprezentowane w dysertacji doktorskiej wskazuja, ze wytyczone cele zostaly wzorowo
osiggnigte. Pani mgr Sylwia Klinska wykazata, ze w nasionach, lisciach i korzeniach C. sativa
wystepuja enzymy, ktore odpowiadaja za synteze/remodelowanie fosfatydylocholiny (LPCAT,
— acylotransferazy acylo-CoA:lizofosfatydylocholina), kwasu fosfatydowego (LPAAT -
acylotransferazy acylo-CoA:kwas lizofosfatydowy) oraz fosfatydyloetanoloaminy (LPEAT —
acylotransferazy ~acylo-CoA:lizofosfatydyloetanoloamina). Autorka okreslita optimum
temperaturowe oraz zakres pH, przy ktorych enzymy te wykazuja najwyzsza aktywno$é w
nasionach. Odkryta takze, ze aktywnos¢ enzymatyczna LPEAT moze by¢ modulowana przez
jony magnezu, wapnia i potasu. Wszystkie z analizowanych przez Doktorantke enzymow
LPLAT obecne w nasionach preferuja jako donory kwasoéw tluszczowych acylo-CoA z 18-
weglowymi nienasyconymi kwasami tluszczowymi. Kolejnym osiaggnigciem jest wykazanie
zalezno$ci migdzy aktywnoscia enzymatyczna LPLAT w stosunku do poszczegolnych
donoréw grup acylowych zmieniajaca si¢ w nasionach bedacych w roznym stadium rozwoju.
W mojej opinii waznym bylo odkrycie, ze enzymy LPCAT petnig kluczows role w transferze
nienasyconych kwasow thiszczowych z fosfatydylocholiny do puli acylo-CoA, z ktorej moga
by¢ wykorzystane przez pozostate acylotransferazy zaangazowane w biosynteze lipidow
zapasowych oraz remodelowanie lipidow blonowych. Z kolei udziat enzyméw LPAAT oraz
LPEAT w suplementacji puli acylo-CoA jest niski. Stosujac metody chromatograficzne
Doktorantka udowodnita, ze warunki uprawy roslin determinuja skiad kwasow thuszczowych
oraz zawartos¢ i sklad poszczegolnych klas lipidow. Ponadto wykazata, ze zard6wno w
warunkach in vifro, jak i in vivo, aktywnos¢ transkrypcyjna genow kodujacych LPEAT nie jest
skorelowana z aktywnoscia samych enzyméw, ktére wykazuja wyzsza aktywnos¢
enzymatyczna w liSciach roslin uprawianych in vitro. Obserwacje Doktorantki wskazuja, ze
wyniki badaf dotyczace profilu lipidowego oraz metabolizmu lipidow otrzymane na podstawie
eksperymentow przeprowadzonych dla roslin uprawianych w warunkach 7in vitro nie oddaja
przemian zachodzacych u roslin uprawianych w warunkach in vivo, a co za tym idzie nie moga
mie¢ takze bezposredniego przelozenia na rosliny uprawiane w warunkach naturalnych.
Intensywnos$¢ remodelowania fosfolipidow oraz udziat w tym procesie enzyméw LPLAT,
fosfolipaz i acylotransferaz fosfolipid:diacyloglicerol (PDAT) zalezy od klasy fosfolipidow
podlegajacych modyfikacjom, tkanki w ktorej zachodza, warunkéw uprawy roslin oraz
temperatury otoczenia. Doktorantka ujawnita nowe fakty dotyczace fizjologicznej roli
enzyméw LPEAT, ktore w odpowiedzi na dziatanie temperatury mogag modyfikowaé swoja
specyficznos¢ substratowa i w ten sposob petni¢ w roslinie role swoistych czujnikow stresu



termicznego. Cennym bylo sklonowanie genéw kodujacych poszczegolne izoenzymy LPEAT,
ich analiza filogenetyczna oraz wykazanie, ze ekspresja poszczegolnych izoform jest rézna
organowo. Stosujac system drozdzowy Autorka dokonata takze charakterystyki biochemiczne;j
LPEAT oraz preferencji substratowych w zaleznosci od temperatury. Wszystkie
zaprezentowane w dysertacji wyniki stanowig nowo$¢ naukowa i majg duzy ciezar gatunkowy.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka analizuje najwazniejsze wyniki wlasnych badan i
konfrontuje je z danymi opublikowanymi we wspélczesnej literaturze przedmiotu. Wyciagniete
wnioski $wiadcza o duzej dojrzatosci naukowej Autorki. Ta cze$é pracy jest bogata w watki,
wielokierunkowa, wyczerpujaca i oceniam jg bardzo wysoko. Recenzowana praca spetnia pod
wzgledem merytorycznym wymagania stawiane rozprawom doktorskim. |

Prace wienczy podsumowanie wynikow, z ktorych Doktorantka trzynascie uznala za
najistotniejsze.

Przediozona do recenzji praca nie jest wolna od drobnych bledow literowych, nieprecyzyjnosci
1 niezrgcznosci stylistycznych oraz interpunkcyjnych. Jednak nie umniejszaja one walorowi
naukowemu oraz wartosci pracy i osiggnieé jej Autorki.

Whiosek koncowy

Przedstawiona przez Pania mgr Sylwie Klifiskg dysertacja doktorska stanowi bardzo wazny
element dziatan naukowych biotechnologéw roslin zmierzajacych w kierunku kompleksowego
poznania mechanizmu regulujacego metabolizm lipidéw. Autorka pracy dokonata niezwykle
waznych ustalen, ktore jednoczesnie pozwolity na wytyczenie nowych kierunkow badawczych
na przyszio$¢. Prezentowane wyniki s3 liczne i oryginalne. Recenzowana praca spelnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim, o ktorych méwi artykut 13 Ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. nr 65,
poz. 595; z pdzniejszymi zmianami). W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Dyscypliny
Nauki Biologiczne UG o dopuszczenie Pani mgr Sylwii Klinskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Whiosek o wyréznienie

Umiejetnos¢  postawienia przez Doktorantke pytania naukowego, wytyczenie drogi
zmierzajgcej do uzyskania odpowiedzi na to pytanie, realizacja szeregu poprawnie
zaplanowanych eksperymentéw, przy zastosowaniu starannie dobranych podejsé
doswiadczalnych, zaowocowalo uzyskaniem wynikéw badan, ktére wzbudzily
migdzynarodowe zainteresowanie. Potwierdza to fakt, ze uzyskane przez Doktorantke wyniki
zostaly opublikowane az w czterech pracach eksperymentalnych w bardzo prestizowych
periodykach naukowych o zasiggu $wiatowym. Ukazuje to wysoki poziom naukowy
wykonanych badan. W kazdej z prac Pani mgr Sylwia Klinska jest pierwszym autorem.
Powyzsze jest podstawa do wyrdznienia dysertacji doktorskiej stosowng nagroda, o co wnoszg
do Szanownego Gremium Rady Instytutu.
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