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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Sylwii Klinskiej
pt.: ,,Charakterystyka biochemiczna oraz okreslenie roli w remodelowaniu fosfolipidéw wybranych
acylotransferaz acylo-CoA:lizofosfolipid”

Przedmiot rozprawy i jego znaczenie naukowe
Przedmiotem badan opisanych w ocenianej rozprawie jest dokonanie charakterystyki biochemicznej
i ocena roli enzyméw z grupy acylotransferaz acylo-CoA:lizofosfolipid (LPLAT) w utrzymaniu
homeostazy lipidow w komdrkach roélin licznika siewnego Camelina sativa. Badania opisane w
rozprawie mieszczg si¢ w obszarze badan podstawowych - biologia komorki i biochemia roslin, a
réwnoczesnie majg one istotny potencjat aplikacyjny — wykorzystanie uzyskanych wynikow w celu
zwiekszenia udzialu surowcow odnawialnych w réznych galeziach gospodarki, takich jak
energetyka, przemyst chemiczny, przemyst farmaceutyczny i réwnoczesnej minimalizacji
konsumpcji surowcow kopalnych. Jednym z silnie promowanych kierunkéw dziatan sa biopaliwa.
Komponentem glownym tych materiatdéw sg pochodne kwaséw ttuszczowych pozyskiwanych z
roslinnych triacylogliceroli, syntetyzowanych w komorce dzigki aktywnosci szeregu enzymow
tworzacych ztozong i nie do konca poznang sie¢ metaboliczna — jednym z jej elementow sa takze
LPLATYy. Te aplikacyjne aspekty prowadzonych badan podkreslaja znaczenie ocenianej rozprawy.
Réwnoczesnie rangg projektu podkresla wykorzystanie, jako modelu badawczego, rosliny Camelina
sativa — roSliny oleistej cechujgcej si¢ wysoka zawartoscig wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych, opisanej w literaturze jako potencjalne zrodto kwasow tluszczowych o rybo-
podobnym profilu. C. sativa jest takze wykorzystywana jako zrédto innych cennych metabolitow
(polihydroksymaslan, woski). Co wigcej - jest rosling o wysokiej zdolnosci adaptacyjnej do
niekorzystnych warunkow srodowiskowych. C. sativa jest stabo scharakteryzowana na poziomie
molekularnym i biochemicznym, co nie dziwi ze wzgledu na heksaploidalng struktur¢ genomu.
Jednak dostepnos$é danych genomowych i transkryptomicznych (C. sativa DH55) stanowi wazny atut
w planowaniu projektow z wykorzystaniem tego modelu.

Recenzowana rozprawa zostala przygotowana w Zaktadzie Biochemii Roslin
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego pod kierunkiem promotora - prof. dr hab. Antoniego Banasia i promotora
pomocniczego — pani dr Katarzyny Jasienieckiej-Gazarkiewicz, wybitnych ekspertow w obszarze
badan nad metabolizmem lipidow acylowych u roslin. Taka opieka promotorska gwarantowatla
pomyslng realizacje zaplanowanych badan.
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Cele rozprawy i zastosowane metodyki badawcze
Celem badan opisanych w rozprawie byta charakterystyka biochemiczna wybranych enzymow z
grupy LPLAT w nasionach oraz tkankach wegetatywnych C. sativa z uwzglednieniem ich
aktywnosci w reakcjach typu forward i backward oraz ocena roli tych enzymoéw w procesie
remodelowania profilu fosfolipidow. Rownolegtym celem byto zweryfikowanie, czy enzymy
LPLAT mogg penic¢ role w adaptacji rosliny do zmian temperatury otoczenia. W tym kontekscie
badano LPEAT wyrazane w heterologicznym ukladzie drozdzowym.

Rownoczesnie, postawionym w rozprawie zadaniem bylo okreslenie wzglednych udziatéw LPAT vs
fosfolipazy A2 i PDAT (acylotransferazy fosfolipid:diacyloglicerol) w reakcji przenoszenia kwasow
z fosfolipidéw do puli acylo-CoA.

Cele pracy ujete sg opisowo w rozdziale pt. Wprowadzenie i cele pracy. Dla wygody recenzenta, ale
takze ze wzgledu na organizacje kolejnych rozdzialow rozprawy, uzyteczne byloby zestawienie
celow pracy w formie krotkiej listy punktow — prosze o przedstawienie takiej listy w czasie obrony.

Zaktadane w projekcie cele zostaty w pelni zrealizowane i, co niezwykle wazne, w znaczace]
czesei juz opublikowane w czterech pracach opublikowanych w czasopismach z listy JCR: Planta
201912020, Int. J. Mol. Sci. 2021 oraz Cells 2021 — sg to czasopisma specjalistyczne o dobrej reputacji
naukowej. Doktorantka jest pierwszg autorka wszystkich tych prac. Ponadto, Kandydatka jest
wspoétautorka trzech innych publikacji (PubMed 2022.04.14)

Realizujac  projekt Doktorantka zastosowata duza palet¢ metod biochemicznych,
analitycznych, biologii komdérki, metod molekularnych i syntezy organicznej. Metody te dobrane sa
wlasciwie, spelniajg standardy wiasciwe dla projektow z zakresu tematycznego rozprawy, ich
zastosowanie pozwolito na realizacj¢ zakladanych celow.

Najwazniejsze uzyskane wyniki i uwagi krytyczne

Wyniki opisane w rozprawie dokumentuja, iz program badan zrealizowany przez Doktorantke zostat

dobrze przemyslany i uporzadkowany, jest takze uzasadniony wynikami uprzednio opublikowanymi

przez cztonkow Zespotu oraz danymi literaturowymi.

Za najwazniejsze wyniki uzyskane przez Doktorantke uwazam:

e - wstepng charakterystyke biochemiczng enzyméw LPCAT, LPAAT oraz LPEAT w nasionach,
lisciach i korzeniach C. sativa (okreslenie optimum pH i temperatury oraz preferencji
substratowych) oraz wykazanie roli LPLAT w remodelowaniu puli fosfolipidow vs.
cytoplazmatycznej puli acylo-CoA (komentarz nizej);

e -ilosciowa ocene efektywnosci remodelowania puli acylo-CoA vs. fosfolipidy;

e - pokazanie zaleznosci profilu gromadzonych lipidéw od warunkéw wzrostu roslin C. sativa;

e - sugestia roli LPEAT w odpowiedzi roslin na stres cieplny (,,czujniki reagujgce na zmiany
temperatury, prowadzace do modyfikacji profilu kwasow ttuszczowych PE”).

Wyniki uzyskane przez Doktorantke, jak kazdy interesujacy projekt badawczy, prowokuja do dyskusji.

Lista najistotniejszych pytan i sugestii ponizej:

1) Wykonana w projekcie szczegdétowa charakterystyka biochemiczna enzymow LPLAT
przeprowadzona zostala dla frakcji mikrosomalnej co niesie za soba duze ograniczenia
interpretacyjne, ktore zresztg Kandydatka w pracy omawia (m.in. wspétobecnos¢ innych
enzymoOw o naktadajacym sie profilu specyficznosci substrat/produkt, fakt iz kazda z izoform
CsLPCAT, CsLPAAT oraz CsLPEAT jest kodowana przez trzy warianty gendw). Jak zdaniem
Doktorantki mozna by uzupenic¢ palete doswiadczen, aby te watpliwosci zniwelowac?
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2) Jednym z watkéw badan jest konkurencja o substrat pomigdzy LPLAT w reakcji backward a
fosfolipazg A2 i PDAT. Czy mozna pokusic si¢ o (spekulatywna nawet) ocene wzglednych udziatow
tych enzymow? Jaki mechanizm i jakie czynniki (Srodowiskowe?) modulujg t¢ rownowage?

3) Zmiana profilu lipidéw w zaleznosci od warunkéw hodowli ttumaczona jest, i stusznie jak sadze,
warunkami stresowymi. A jaki efekt moze wywolywa¢ obecnos¢ w pozywce sacharozy (2%) —
co wiadomo o sygnalingu cukrowym w konteks$cie badanych szlakéw ? [Zhai et al. 2021;
Anaokar et al, 2021]. Dlaczego hodowle in vitro C. sativa prowadzono nie w pudelkach do
hodowli a w wersji ,,zanurzeniowej” — te warunki powoduja niedotlenienie roslin.

4) Czy analizowano profil acylolipidow w korzeniach C. sativa? Mimo, ze LPLATy pochodzace z
tej tkanki byly charakteryzowane w rozprawie nie znalaztam tych danych.

5) Ocena wplywu stezenia kationdw w tescie enzymatycznym opisana w rozprawie nie jest tatwa do
interpretacji ze wzgledu na obecnos¢ endogennej ich puli we frakcji mikrosomalne;.
Zastosowanie czynnika chelatujgcego endogenne kationy (np. EDTA) mogtoby pomdc okresli¢
stezenie jondw w mieszaninie inkubacyjnej. Czy podjeto takie proby?

6) BSA (jako substytut bialka wigzacego acylo-CoA, ACBP) byt zastosowany w stezeniu
0,2mg/probéwke. Z przewijajacych si¢ w tekscie danych wynika, ze calkowita ilos¢ biatka
pochodzgcego z frakcji mikrosomalnej wynosila ok 2 pg/probéwke, a zatem uzyte 200 ug BSA
znacznie te ilo$¢ przewyzsza i moze wywolac¢ efekty nieswoiste. Jak moze to wptywac na
uzyskane wyniki? Czy rekombinowany ACBP nie jest dostgpny?

7) W doswiadczeniach, ktérych celem byta optymalizacja czasu i temperatury inkubacji zabrakto
danych dla mikrosoméw izolowanych z drozdzy szczepu wyjsciowego transformowanego
pustym plazmidem (44LE1 + pDEST) — czy prowadzono takie kontrole?

Forma pracy
Od strony formalnej rozprawa przygotowana jest w klasycznym uktadzie rozdzialow: Streszczenie w

j. polskim i angielskim, Wykaz skrétéw, Wprowadzenie i cele pracy, Przeglgd literatury, Materialy,
Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie, Pismiennictwo, Aneks.

W Streszczeniu, podobnie jak w Podsumowaniu brak krétkiej konkluzji — co Doktorantka
uwaza za gtéwne osiggnigcie swojej pracy. Prositabym o taka informacje w formie krotkich
stwierdzen (1-2) w czasie obrony.

Rozdzial Wprowadzenie i cele pracy ujety jest nietypowo, w formie nieomal popularno-
naukowej, bez cytowan literaturowych. Cel pracy ujety jest opisowo. Rozdziat ten zamyka wykaz 4
opublikowanych prac, ktore zawieraja wyniki opisane w rozprawie.

Rozdziat Przeglgd literatury jest opracowany szczegdétowo, dostarcza informacji potrzebnych
do zrozumienia prowadzonych badaf, zawiera ilustracje graficzne utatwiajace $ledzenie omawianych
zlozonych $ciezek metabolicznych. Brakuje w tej czgsci rozprawy krotkiej wzmianki o Acyl-CoA
Binding Proteins, ACBP, zwlaszcza, ze biatko to jest wzmiankowane w rozdziale Wyniki. Proszg,
aby Doktorantka w czasie obrony przedstawita syntetyczne podsumowanie wiedzy literaturowej na
temat ACBP i mozliwych interakcji z badanymi procesami.

Jesli sie nie myle w rachunkach - wzory strukturalne kwasow ttluszczowych (Rys 1) pozbawione sa
jednej grupy metylenowej CHo.

Rozdziat MATERIALY opracowany jest bardzo starannie, jednak nie znalazlam tu informacji
o pochodzeniu lizofosfolipidéw ani ich eterowych analogow.

Rozdziat METODY opisany jest takze szczegbtowo. Metodyczne aspekty pracy budzace
podziw to separacja zarodkéw (z 300-400 nasion/probe) czy wykorzystanie dziesigciu znakowanych
substratow ['*CJacylo-CoA. Nasuwajgce si¢ pytanie dotyczy analizy estrow kwasow ttuszczowych —
czy wykonano analize GC standardow FAME i identyfikowano ich czasy retencji ? W rozprawie
opisano wylgcznie uzycie oprogramowania GCsolution Analysis.
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Rozdziat WYNIKI zawiera bardzo obszerny zestaw danych doswiadczalnych, ich opis jest
bardzo szczegdlowy, w sporej czesci tekstu niepotrzebnie powielane sg niezwykle szczegdtowe
komentarze do informacji widocznych w formie wykresow/tabel.

W kilku paragrafach rozprawy Doktorantka przytacza wyniki uzyskane wczesniej 1 opisane w pracy
magisterskiej wyraznie wskazujac ich pochodzenie. W moim odczuciu te wyniki nalezaloby
umiesci¢ w wydzielonym paragrafie czes$ci wstepnej w rozdziale Przeglqd literatury.

Rozdziat DYSKUSJA zawiera omOwienie uzyskanych danych w kontekscie literatury, jednak
spore fragmenty tekstu zawierajg podsumowanie wynikdw — w moim odczuciu tekst bylby
tatwiejszy do $ledzenia, gdyby te fragmenty skroci¢. By¢ moze pomocne bytoby ich opracowanie
tabelaryczne/graficzne.

Na rozdziat PODSUMOWANIE sklada si¢ trzynascie rozbudowanych punktow. Jak
wspomniatam — prosze, aby Doktorantka wskazala dwa-trzy najwazniejsze wyniki opisanych w
rozprawie.

W rozdziale PISMIENNICTWO wymieniono 217 pozycji, w tym 6 prac, ktorych
wspotautorka jest doktorantka. Mozna zauwazy¢ pewne niekonsekwencje formatowania, np. uzycie
duzych liter w tytutach prac, nie wszystkie nazwy czasopism pisane sg kursywa.

Rozdziat APPPENDIX zawiera pi¢c tabel i pig¢ rysunkow.

Rozprawa napisana jest poprawnym jezykiem, liste lapsuséw jezykowych i btedow typograficznych
oraz kilka dodatkowych pytan i drobnych uwag przekazatam bezposrednio Autorce.

Konkluzje
Wymienione komentarze i uwagi krytyczne nie wptywajg na pozytywna opini¢ o przedstawianej mi
do oceny rozprawy. Uzyskane w pracy wyniki stanowig nowe dane naukowe, a znaczna ich czes¢
zostata opublikowana w czterech pracach eksperymentalnych, ktorych Doktorantka jest pierwszym
autorem.

Whiosek koricowy:
Rozprawa zawiera interesujace wyniki posiadajgce istotny element nowosci naukowej. Uwazam, ze
przedstawiona mi do oceny praca spelnia wszystkie ustawowe i zwyczajowe wymogi stawiane
rozprawom doktorskim. W zwigzku z tym wnosze¢ do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Sylwii Klinskiej do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora.

Warszawa, dnia 19 kwietnia 2022r.

Ewa Swiezewska

prof. dr hab.

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN

Warszawa
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