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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Justyny Mierziak-Dereckiej,

pt.: ,Znaczenie genu kodujacego beta-ketotiolaze dla metabolizmu Inu”

Pani mgr Justyna Mierziak-Derecka realizowala swojg prace doktorskg w Zaktadzie
Biochemii Genetycznej, na Wydziale Biotechnologii, Uniwersytetu Wroclawskiego pod opieka
prof. dr hab. Jana Szopa-Skérkowskiego i dr hab. Anny Kulmy. W Zakladzie Biochemii
Genetycznej od lat prowadzone s3 badania dotyczace ulepszania roslin uzytkowych (w tym Inu)
z zastosowaniem transgenezy. Praca doktorska mgr Justyny Mierziak-Dereckiej dotyczaca
transgenicznego Inu z nadekspresjg beta-ketotiolazy réwniez wpisuje si¢ w powyzszy nurt
badawczy.

Przedmiotem pracy doktorskiej byla analiza aktywnosci enzymu beta-ketotiolazy na
pierwszorzedowy i drugorzedowy metabolizm w Inie transgenicznym uzyskanym dzieki
wprowadzeniu bakteryjnej beta-ketotiolazy i w roslinach kontrolnych. Przedstawiona do recenzji
praca jest wieloaspekowa, bo porusza tematy zwigzane z genomem ro§linnym, transkryptomem
i metabolomem. Szczego6lng uwage w pracy poswiecono beta-hydromaslanowi, ktéry powstaje
w roslinach w reakcji katalizowanej przez beta-ketotiolaze. Temat pracy doktorskiej uwazam za
bardzo wazny i uzasadniony. Wczesniejsze badania prowadzone z‘Zakladzie Biochemii
Genetycznej dotyczace nadprodukcji polihydromaslanu w  Inie wykazaly zmiany w
metabolizmie lipidow, cukrow i fenylopropanoidéw i powigzano te zmiany z Dbeta-
hydromaslanem. Celem pracy doktorskiej pani mgr Justyny Mierziak-Dereckiej byto wykazanie,
ze zwigzek ten, ktory wehodzi w sktad ciat ketonowych w komérkach zwierzecych jest obecny

w Inie i dziafa plejotropowo na poziomie komérkowym.



Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pani mgr Justyny Mierziak-Dereckiej jest
oryginalnym opracowaniem liczgcym 171 stron maszynopisu (wraz z zalacznikami) i ma ukfad
przyjety dla tego typu opracowan.

Streszczenie - w jezyku polskim i angielskim zawiera zwigzte podsumowanie pracy.

Wstep - przeglad literatury - rozdzial ten stanowi zwiezte 24-o stronicowe wprowadzenie
do problematyki pracy i sklada si¢ z siedmiu podrozdzialow. Autorka przedstawita
charakterystyke Linum usitstissimum i wykazala, jaki ogromy potencjat kryje si¢ za tg jednag z
najpowszechniej uprawianych roslin uzytkowych. W tym miejscu chcialabym zadaé¢ pytanie
doktorantce co miata na mysli piszqc, ze wiokno Iniane moze byc¢ dobrym surowcem do wylworzenia
alternatywnego antybiotyku?

Kolejne podrozdzialy wstgpu omawiajg tiolazy i ich role w organizmach prokariotycznych i
eukariotycznych. Ta czeé¢ jest bardzo dobrze zilustrowana za pomocg schematéw i rysunkéw co
pozwala na zrozumienie trudnych i skomplikowanych szlakow syntezy i dzialania tiolaz. Na
pochwale zastuguje opisanie przez Doktorantke w rozdziale wstep modyfikacji epigenetycznych
zwigzanych ze zmianami w poziomie metylacji DNA i zmianami w potranslacyjnej modyfikacji
histonéw. Ogrom literatury zacytowanej w tej czesci pracy $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci
tematu. We wstepie nie zabrakto réwniez informacji dotyczacej szlaku fenylopropanoidowego
ze wzgledu na fakt, ze pani mgr Justyna Mierziak-Derecka w swojej pracy badata rowniez wplyw
beta-hydromaslanu na wyzej wymieniony szlak zwigzany z metabolizmem wtérnym roslin. Do
tej czesci pracy doktorskiej mam pytanie - co Doktorantka miata na mysli piszac w rozdziale
dotyczacym techniki OLIGO, Ze technika ta opiera si¢ na epigenetycznej modyfikacji polegajqcej na
wprowadzeniu do ROSLIN HOMOLOGICZNYCH do badanego genu  krétkich sekwencji
oligonukleotydowych? Co lo sq rosliny homologiczne?

Cel pracy - w tym rozdziale pracy mgr Justyna Mierziak-Derecka jasno sformutowata pieé
glownych zagadnieri, ktore badata w ramach realizacji rozprawy doktorskiej. Gléwny cel i
problem badawczy dotyczytl okreslenia zawartosci beta-hydromaslanu w tkankach Inu
transgenicznego i niemodyfikowanego oraz okreslenie jego potencjalnego zaangazowania w
funkcjonalnosé komorek roslinnych. Kolejny cel to zbadanie jaki wptyw ma ekspresja beta-
ketotiolazy oraz nadprodukcji beta-hydromaslanu na funkcjonowanie roslin (wzrost i
metabolizm), jak réwniez ocena surowca pozyskanego z modyfikowanych roélin Inu w
poréwnaniu do kontroli. Ze wzgledu na fakt, ze Doktorantka badata beta-hydromaslan - jednym
z celow jej pracy byla analiza zmian w ekspresji genow zaangazowanych w modyfikacje

chromatyny ze szczegélnym uwzglednieniem deacetylaz histonowych.



Materialy i Metody. Rozdzial ten obejmujgcy spis odczynnikéw chemicznych
wykorzystanych w trakcie realizacji pracy doktorskiej oraz uzytej aparatury budzi moje
najwigksza zastrzezenia w calej pracy. Wypunktowanie wszystkich odczynnikow w kolejnosci
alfabetycznej i brak numeracji powoduje, Ze nie ma odnosnikéw do tych odczynnikow w
metodach, co bedzie w przysziosci problemem dla kogos, kto bedzie chcial powtorzy¢
eksperymenty opisane przez Doktorantke. Ponadto niektére z odczynnikéw zostaly opisane
skrétem i brak jest jego wyjasnienia (przyklad CDTA). Skoro Doktorantka napisata, ze
wykorzystywata standardy zwigzkow fenylopropanoidowych, monocukry, czy tez standardy do
wykreslenia krzywych do oznaczenn metoda spektrofotometryczng firmy Sigma-Aldrich, to
powinny by¢ one wymienione w tym rozdziale. Opisanie warunkéw hodowli in vitro Inu réwniez
pozostawiajg wiele do zyczenia. Nie ma na przykiad podanegc; pH pozywki MS (do wzrostu
kalusa i powstawania pedéw). Napisanie, Ze do pozywki dodawano 350 pl PPM po
autoklawowaniu, ale nie podajgc objetosci pozywki czytelnik dalej nie ma pojecia jakie jest
stezenie tego zwigzku w medium. Warto réwniez wspomnie¢ na jakim podiozu hodowano
patogeny ludzkie (np.: Staphylococcus aureus), a na jakim Agrobacterium tumefaciens. Jaki antybiotyk
selekcyjny stosowata Doktorantka w przypadku transformacji komdrek bakteryjnych i ile dodawata go do
pozywki selekcyjnej (str. 54)? W podrozdziale 3.5.15. powinna by¢ zacytowana Tabela 2, a nie
Tabela 1. Czy podczas oznaczenia zawartosci zwigzkow fenylopropanoidowych metodg UPLC
Doktorantka wykorzystywata mokrq mase roslin czy suchg? Bardzo bym prosita, by podczas obrony pracy
pani mgr Justyna Mierziak-Derecka szczegotowo opisala jak oceniata wphyw ekstrakiu ze stomy
Inianej na wzrost wybranych szczepéw bakteryjnych i proliferacje komdrek skornych. Z opisu w pracy
wynika bowiem, ze w przypadku bakterii traktowata je ona ekstraktem metanolowym, a alkohol
ten sam w sobie ma wlasciwosci bakteriobdjcze. Moim zdaniem w przypadku badania wplywu
ekstraktu na proliferacje komoérek skérnych Doktorantka powinna po wysuszenia ekstraktow
metanolowych rozpusci¢ je w DMSO, a nie w wodzie, bo nie wszystkie metabolity wtorne
rozpuszczajg si¢ w wodzie (glikozydy flawonoidowe dobrze rozpuszczajg sie¢ w HxO, ale
aglikony juz nie).

W rozdziale Wyniki na 72 stronach maszynopisu Doktorantka szczegotowo opisala wyniki
swoich badann w czterech gléwnych podrozdziatach. Pokazata, Ze zidentyfikowala sekwencje
kodujace beta-ketotiolazy w Inie wykorzystujac narzedzia biologii molekularnej. Kolejno
przeanalizowata ona wplyw egzogennego beta-hydromaslanu na len. W tym wypadku poddata
analizie poziom ekspresji genu kodujacego Iniang beta-ketotiolaze¢ (Lu_bKAT) i poziom ekspresji
genéw kodujacych enzymy zaangazowane w modyfikacje epigenetyczne (deacetylazy klasy
RPD3-HDAC6, HDAC1Y, klasy Sir2-SRT1 i SRT2 oraz klasy HD2-HD2). W tej czesci wynikow
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Doktorantka  przeanalizowala réwniez ekspresj genéw metabolizmu  zwigzkéw
fenylopropanoidowych pod wplywem dziatania beta-hydromaslanu i stwierdzita, ze wiekszog¢
zbadanych genéw ulegta nadekspresji. Aby dopetni¢ analiz¢ pani mgr Justyna Mierziak-Derecka
okreslita profil zawartosci zwigzkéw fenylopropanoidowych w Inie, gdzie wykazala spadek
zawartosci flawonoidéw i wzrost kwasow fenolowych.

W celu poznania funkcji genu odpowiedzialnego za beta-ketotiolazy Doktorantka uzyskata
len transgeniczny z nadeksperesjg beta-ketotiolazy. W tym miejscu mam pytanie do Doktorantki
— jaki i ile uzyto w tym wypadku antybiotyku w podtozu selekcyjnym do weryfikacji roslin C (uzyskanych
przez dr Magdaleng Wrobel-Kwiatkowskg) i roslin H uzyskanych w ramach realizacji niniejszej pracy
doktorskiej? Po wykonaniu analizy z wykorzystaniem narzedzi biologii molekularnej okreslajacej
poziom ekspresji transgenu w roslinach zmodyfikowanych genetycznie, Doktorantka okreslita
poziom ekspresji genu kodujacego Iniang beta-ketotiolaze i reduktaze acetoacetylo-CoA w tych
ro$linach. Istotng czescig pracy doktorskiej byta ocena zawartosci beta-hydromaslanu w Inie z
nadekspresjg beta-ketotiolazy. Zaadoptowana i zmieniona metoda oznaczania beta-
hydromaslanu z krwi ludzkiej z wykorzystaniem chromatografii gazowej i spektrometrii mas
pozwolita Doktorantce na pelng analiz¢ roslin C i H i wykazanie obecnosci wolnego beta-
hydomaslanu w Inie. Z kolei ocena poziomu ekspresji genéw kodujacych enzymy zaangazowane
w modyfikacje epigenetyczne pozwolifa na stwierdzenie, Ze modyfikacje genetyczna na
transgenicznym Inie nie miata wplywu na ogolny poziom metylacji genomu roélinnego. Istotnym
aspektem pracy doktorskiej byla analiza szlaku fenylopropanoidowego w transgenicznych
roslinach C oraz H biorgc pod uwage jak ogromng role odgrywaja te zwigzki w roslinach. Pani
mgr Justyna Mierziak-Derecka zbadata zmiang ekspresji poziomu 21 genéw zwigzanych z
metabolizmem zwigzkéw fenylopropanoidowych (geny syntezy flawonoidow, kwasow
fenolowych, r6znych grup fenylopropanoidow i benzenoidéw) i wykazata nadekspresje
wigkszosci z badanych genéw w roslinach C i H. Analiza chromatograficzna UPLC zawartosci
wtornych metabolitow z grupy fenylopropanoidéw pozwolita na poréwnanie roslin C i H w
kulturach in vitro. Analize takg wykonano réwniez dla roslin C w warunkach polowych. I fu mam
pytanie — dlaczego takiego eksperymentu nie wykonano dla voslin H? Z kolei wykorzystanie
chromatografii gazowej sprzezong ze spektrometria mas pozwolilo na analize wybranych
metabolitow pierwszorzedowych (aminokwasoéw i kwasow karboksylowych) zawartych w
tkankach roslin transgenicznych. Tlos¢ i jakos¢ tych metabolitéw ma wplyw na poziom
metabolitow wtérnych, dlatego tez taka analiza byta bardzo wskazana.

W pracy doktorskiej pani mgr Justyna Mierziak-Derecka korzystala nie tylko z roslin

transgenicznych uzyskanych przy wykorzystaniu wektora - A. fumefaciens, ale réwniez
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nowoczesnej metody OLIGO, ktora pozwala na epigenetyczne modyfikacje genomu roslinnego
w celu wywotania nadekspresji badZ represji interesujacych nas genéw. Doktorantka przebadata
w ramach realizacji pracy doktorskiej wplyw czterech réznych sekwencji oligonukleotydéw,
ktore miaty za zadanie zmiang w ekspresji Inianej beta-ketotiolazy. Wyniki badani wykazaly, ze
sekwencja OLIGO 2 spowodowala najwyzszy wzrost nadekspresji genu kodujacego beta-
ketotiolaz¢ (0 68% w poréwnaniu do kontroli). W zwigzku z ta czeécig wynikéw mam do pani
mgr Justyny Mierziak-Dereckiej kilka pytan. Co byto kontrolg w wypadku analizy ekspresji genéw
opisanych na wykresie 21 - czy kontrolg stanowity roliny, kiére rowniez byly poddane infiltracji przez 15
minut, ale bez dodatku OLIGO? Czy doswiadczenie bylo powtarzane w kilku niezaleznych eksperymentach
biologicznych? Czy technika OLIGO odnoszqca sig do komorek roslinnych byta wczesniej opisana w
literaturze? Czy 24 i 48 godzin jest to czas wystarczajgcy by zaobserwowaé zmiany w ekspresji gendw -
czy Doktorantka sprawdzata ekspresje po dtuzszym czasie? Czy uzyskiwanie roslin metody OLIGO jest
ekonomicznie uzasadnione?

Biorac pod uwagg fakt, ze len, ktory byt obiektem badari Doktorantki moze by¢é w przyszlosci
wykorzystany w wielu galeziach przemystu, analiza surowcow uzyskanych z transgenicznych
roslin byla wazng czescig pracy doktorskiej. Istotne jest, Ze Doktorantka nie stwierdzila
wyraznych réznic fenotypowych pomiedzy roslinami transgenicznymi C i kontrolg. W roslinach
C hodowanych w warunkach polowych pani mgr Justyna Mierziak-Derecka okreslita szereg
waznych parametrow jak: zawartos¢ zwigzkéw fenylopropanoidowych, terpenoidéw oraz
kwasow ttuszczowych w stomie, w nasionach w we widknie Inu. Szczegolowo zostata opisana
analiza biochemiczna gtéwnych sktadnik6w $ciany komorkowej stomy z transgenicznego Inu C
(celuloza, ligniny, hemicelulozy, pektyny). Analize sktadu i struktury wiokna zamykajg badania
wykonane przy pomocy spektroskopii w podczerwieni (FT-IR) i rentgenografii strukturalnej. W
tym miejscu mam pytanie do Doktorantki: czy ona sama wykonywata te badania czy analizy te zostaty
zlecone? Dlaczego nie analizowano surowcow uzyskanych z transgenicznych roslin H?

Biorac pod uwagge fakt, iz stoma Iniana i uzyskiwane z niej wikno zawieraja zwigzki
wykazujgce aktywnos¢ przeciwutleniajacg oraz przeciwdrobnoustrojowa uzupetnieniem pracy
doktorskiej byly wlasnie te badania. Doktorantka napisata, Ze ekstrakty ze stomy
niezmodyfikowanej i zmodyfikowanej wykazywatly dobre wlasciwosci antyoksydacyjne i moje
pytanie brzmi - na podstawie jakiego wzorcajodniesienia zostata tak oceniona ta aktywnosé? W
przypadku oceny wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych ekstraktow ze stomy Inianej mam
duzo watpliwosdci ze wzgledu na niejasny opis eksperymentéw, ktére doprowadzity do
uzyskanych przez Doktorantke wynikow. W zwigzku z powyzszym prositabym podczas obrony

pracy doktorskiej o doktadniejszy ich opis. Co umieszczono na osi Y na Rysunku 11 w Panelu A i B i
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co bylo kontroly? Biorac pod uwage CFU po 24 godzinach dziatania ekstraktow ze stomy Inianej
spadek 01 logarytm w stosunku do kontroli nie pozwala na wysunigcie wniosku, Ze ekstrakty te
maja dobre wiasciwosci przeciwbakteryjne (szczegolnie w stosunku do S. aureus). Moja uwaga -
nie ma ,zwigzkow o wilasciwosciach biomedycznych i zwigzkow antymikrobiologicznych” - str.
132.

Dyskusja. W ostatnim rozdziale pracy ,Dyskusja” na 9 stronach tekstu Doktorantka
przedyskutowata wyniki swojej pracy z dostgpna literaturg $wiatowg. Pani mgr Justyna
Mierziak-Derecka w dyskusji napisala, Ze beta-hydromaslan jest naturalnie syntetyzowany w
roélinach, by w drugim zdaniu napisac, Ze nie ma doniesiefi 0 jego obecnosci w roslinach, co nie
jest prawda (str. 140). Czy piszqc, ze w pracy doktorskiej po raz pierwszy wykazano obecnos¢ beta-
hydromaslanu w roslinach Doktorantka miata na mysli rosliny Inu, czy wszystkie rosliny C3 i C4?

Pani mgr Justyna Mierziak-Derecka w swojej pracy doktorskiej umiescita 5 tabel, 12
rysunkow i 48 wykresow, co §wiadczy o ogromnej pracy wlozonej przez Doktorantke w trakcie
wykonywania doswiadczen. Prezentowana do recenzji praca doktorska napisana jest
poprawnym jezykiem. W sekcji materialy i metody wkradt sie blad dotyczacy numeracji
rozdzialéw, poniewaz po rozdziale 3.5.30 pojawity si¢ numery 3.5.3 do 3.5.7 co wprowadza w
blad przy czytaniu rozdziatu wyniki. Podobnie w sekcji Wyniki dwa razy wystepuje numeracja
rozdzialow 4.2. i dotyczy zupelnie innych zagadnien. W tym samym rozdziale pod
podrozdziatem 4.2.7. pojawiajg si¢ podrozdziaty 4.2.5 i 4.2.6. Doktorantka nie ustrzegla sie
rowniez przed uzywaniem Zargonu laboratoryjnego - namnazanie genéw (str. 51), wytwarzanie
roélin (str. 53). W rozdziale literatura autorzy, ktérzy maja 2, 3 prace w jednym roku powinni by¢
oznaczeni jako a, bi ¢, bo pdzniej w cytowaniu nie bardzo wiadomo o ktéra pozycje literaturowa
chodzi (np.: Chen i Wu 2005; Zhao i in. 2014; Luo i in. 2012). W kilku miejscach tytuly artykuléw
zostaly znieksztalcone przez program edycji (np.: Kim i in. 2008; Tian i Chen 2001; Bond i in.
2009). Réwniez w kilku miejscach zacytowana zostala literatura, ktéra niekoniecznie wniosta
informacje dotyczgce danego zagadnienia - np.: Gebarowski i in. 2017, czy Amat i in. 2009 (str.
146). Wydaje mi sig, ze Doktorantka mogtaby z powodzeniem zacytowa¢ mniej literatury, niz w
pracy (doliczytam si¢ 343 pozycji). Niestety w pracy bardzo czesto wystepowat blad literowy -
stowo luteolina zostato poprawione najprawdopodobniej przez autokorekte word na luteina. Nie
pisze si¢ biatka Argonauta, a Argonaute. Jednakze powyzsze niedociggniecia redakcyjne nie
umniejszajg oceny rozprawy doktorskie;j.

Podsumowujjc, przedstawione przez panig mgr Justyne Mierziak-Dereckg wyniki badan
stanowig wazny wklad w poszerzenie wiedzy dotyczacej genu kodujacego beta-ketotiolaze w

roslinach Inu. Po zapoznaniu si¢ z pracg doktorskg stwierdzam, ze Pani mgr Justyna Mierziak-
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Derecka wykazata si¢ umiejetnym planowaniem eksperymentéw i zdolnoscig wykorzystania
technik biologii molekularnej i biotechnologii roslin. Za osiggniecie jej pracy uwazam wykazanie,
ze zmiana ekspresji genu kodujacego beta-ketotiolaze wywiera wplyw na metabolizm
podstawowy i wtérny w roélinach Inu, a beta-hydromaslan wplywa na ekspresje genow
zwigzanych z modyfikacjg chromatyny. Badania pokazaly, Ze beta-hydromaslanktory jest
dominujacym zwigzkiem wchodzacym w skiad ciat ketonowych w komoérkach zwierzecych, jako
czgsteczka regulatorowa moze mie¢ znaczenie na przebieg szlakéw metabolicznych w roslinach
Inu.

Recenzowana rozprawa doktorska spelnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim (okreslone w Art. 13 punkt 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 Nr 65 poz. 595 i test
jednolity Dz. U. 2016, pozycja 882, 1311), stanowi oryginalne rozwiazanie problemu
badawczego i wykazuje ogolng wiedze teoretyczng i praktyczng Doktorantki w dyscyplinie
naukowej, w zwigzku z powyzszym, zwracam si¢ do Rady Wydzialu Biotechnologii
Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie Pani magister Justyny Mierziak-

Dereckiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego o nadanie stopnia naukowego

doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biotechnologia.
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