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1. Inaczenie podjetych badan

Od wielu lat jednym z wazniejszych trendéw badawczych jest poszukiwanie
mozliwosci zwiekszenia zawartosci sktadnikéw bioaktywnych w surowcach roslinnych,
szczegdlnie tych zaliczanych do egzogennych dla ludzi i zwierzat.

Badania zwigzkéw ttuszczowych dotyczg reaktywnych substancji tworzgecych sie w
trakcie szybko zachodzgcych przemian oksydacyjnych. Dynamika procesdéw utleniania
lipiddéw jest ztozona i zalezy od wielu czynnikéw fizycznych i chemicznych. Na przemiany
triacylogliceroli zwigzanych z utlenianiem ma wptyw ich struktura chemiczna - ilos¢ wigzan
podwadjnych w czgsteczce kwasdw polienowych, a takze obecnos¢ w matrycy biologicznej
substancji. pozwalajgcych na opdinianie Ilub hamowanie procesu utleniania.
Przeciwutleniacze w zaleznosci od charakteru i wtasciwosci mogqg by¢ inhibitorami proceséw
utleniania w fazie wodnej i Hfuszczowej. W prowadzonych badaniach zwraca sie uwage
zardbwno na przeciwulleniacze hydrofilowe jak i lipofilowe, a oddziatywanie praktycznie
zwiqgzane jest nie tylko z przedtuzaniem trwatosci np. surowcdw i zywnosci ale réwniez z
wykorzystaniem ich witasciwosci w profilaktyce i/lub leczeniu np. chordéb cywilizacyjnych

zwigzanych ze stresem oksydacyjnym.



Stosowane w laboratoriach techniki instrumentalne wykorzystujgce najnowsze
rozwigzania aparaturowe umozliwiajg doktadne oznaczania jakosciowe i iloSciowe
zwigzkdéw chemicznych, a takze coraz czesciej pozwalajg na identyfikacje tych
jeszcze nierozpoznanych. Zachowanie homeostazy przeciw- i proutleniajgcej jest
waznym czynnikiem prawidtowego dziatania kazdego organizmu zywego. W
roslinach oleistych i ich nasionach wystepujg cenne substancje bioaktywne - zwiqzki
niskoczgsteczkowe wptywajgce na przebieg procesdw utleniania. Do nich zaliczamy
hydrofilowe polifenole oraz hydrofobowe tokochromanole, karotenoidy i sterole
wystepujgce we frakcji nieglicerolowe;.

Biorgc pod uwage witasciwosci przeciwutleniajgce tych zwigzkdw i ich
oddziatywanie biologiczne, w szczegdlnosci zwigzkdw fenolowych oraz substancii
witamino-E aktywnych, karotenoiddw i steroli podjety temat pracy wraz z zakrojonymi
na szerokqg skale badaniami eksperymentalnymi uwazam za bardzo wazny, o duzym
potencjale naukowym i poznawczym. Temat rozprawy jest zbiezny z projektem ,,Grant

Plus” [POKL8.2.2], ktérego Doktorantka byta wykonawcq.

. Ocena pracy

Recenzowana dysertacja jest opracowaniem bardzo obszernym obejmujgcym
188 stron. Spis tresci na poczgtku zawiera spis rysunkdw (26), tabel (10) i wykreséw (49),
a nastepnie wykaz uzywanych skrétdw. Streszczenia w jezyku polskim i angielskim
otwierajgce czes¢ tekstowqg sq wartosciowym elementem informujgcym o tematyce
i wynikach badan. Rozprawa podzielona jest na siedem gtéwnych rozdziatéw. Uktad
edytorski jest charakterystyczny dla doktoratu opartego na czesci eksperymentalne;,
w ktdrym kolejno przedstawiono: Wstep z opracowaniem teoretycznym dotyczgcym
zagadnieh zwigzanych z realizowanymi badaniami, postawiony Cel pracy, Materiaty
i metody, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie oraz Spis literatury. Na ostatnich czterech
stronach manuskryptu zostato umieszczone CV Doktorantki i Jej dorobek naukowy.

W rozprawie wykorzystano tgcznie 298 pozycii literaturowych, przy czy w spisie
zostato ujetych tylko 286 (brak 12 pozycii). Z ostatniego dziesieciolecia sq cytowane
163 publikacje. Obszerne studia literaturowe, ktére Autorka przedstawita w
opracowaniu teoretycznym, wykorzystane metodyki w czesci doswiadczalnej oraz
odniesienia do wybranych pozycji w Wynikach i Dyskusji méwiqg o znakomitym

rozeznaniu tematycznym i umiejetnosciach mgr Karoliny Hasiewicz-Derkacz w



korzystaniu z réznego rodzaju zrédet najnowszej literatury naukowej, a zdobyta wiedza
w pracy nad dysertacjg moze by¢ réwniez wysoce przydatna w dalszej pracy
badawczej.

Doktorantka we Wstepie obejmujgcym 26 stron zawiera wprowadzenie do
zagadnieh zwigzanych z tematykq rozprawy. Opisata i scharakteryzowata len jako
materiat wybrany do badan, nastepnie szczegdtowo skupita sie na przedstawieniu
substancji o wtasciwosciach przeciwutleniajgcych — hydrofobowych i hydrofilowych,
ktérych obecnos¢ w nasionach Inu jest wazna w wielu aspekiach. Rozdziaty te
poswiecone antyoksydntom przedstawiajq szlaki ich syntezy, budowe i wtasciwosci. W
pierwszej kolejnosci zostaty omodwione tokochromanole, sterole, karotenoidy, a
nastepnie w podobny sposdb grupa zwigzkédw fenolowych. Autorka w przeglgdzie
literatury zwrécita réwniez uwage na patogeny Inu, ktére w znaczgcy sposdb
wptywajg na obnizenie jakosci widkna i nasion - surowcdw uzyskiwanych w wyniku
jego hodowli, a takze plonowania roslin. Rozwazania literaturowe zamykajg dwa
rozdziaty, w ktérych Autorka przedstawita prace zwigzane z polepszaniem wtasciwosci
nasion Inu poprzez réznego rodzaju modyfikacje z wykorzystaniem narzedzi inzynierii
genetycznej, nad ktdérymi pracowat zespdt naukowy w rodzimym Zaktadzie Biochemii
Genetycznej pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Jana Szopy-Skérkowskiego.
Biotechnologiczne prace nad modyfikacjq Inu i innych roslin oleistych w niezbedne
dla naszego organizmu biokomponenty o szerokim spekirum prozdrowotnego
dziatania to kierunki prowadzonych i przysztosciowych badah w wielu pracowniach
naukowych w Polsce i na $wiecie. Przedstawione przez Doktorantke opracowanie
literaturowe oceniam bardzo wysoko.

Za gtéwny Cel badan w dysertacji Autorka postawita sobie przeprowadzenie
modyfikacji Inu na drodze inzynierii genetycznej, w taki sposdb by uzyskane nasiona
byty zasobne w zwigzki o wtasciwosciach przeciwutleniajgcych. Cel realizowano
poprzez zadania szczegdtowe, w ktdérych m.in. identyfikowano zwigzki lipofilne i
hydrofiine w oleju Inianym; wyznaczano korelacje pomiedzy stezeniem tych substancii
i podatnoscig na utlenianie oleju; badano stabilnos¢ oleju uzyskanego z nasion z
wiekszg zawartosciq przeciwutleniaczy hydrofilowych i hydrofobowych. Dodatkowym
aspektem badah byta ocena plonowania roélin GM i ich podatnosci na najczesciej

wystepujgce choroby grzybowe.



Postawiony Cel pracy jest ambitny i trudny, a zaplanowane przez Doktorantke
badania bardzo szerokie, kompleksowe, z zastosowaniem najnowszych,

nowoczesnych metod biologii molekularnej i analityki instrumentalnej.

Czes¢ doswiadczalng pt. Materialy i metody opisano na 25 stronach. Autorka
szczegdtowo wymienita stosowane materiaty i odczynniki, uzyte media i szczepy oraz
wektory plazmidowe. Na koAcu przedstawita odmiany i typy roslin wykorzystane w
doswiadczeniach. Czes¢ opisujgca badania to: zbidr wszystkich metod uzytych do
przeprowadzenia transformacii genetycznych, analityka zwigzana z przygotowaniem
préob i uzyskaniem ekstrakidw oraz metody dotyczqce oznaczania sktadu
chemicznego i stabilnosci oksydacyjnej uzyskanych zwiqzkéw frakcji hydrofilowej i
hydrofobowej. Te cze$¢ zamykajg dwie metody mikrobiologiczne dotyczqgce
okre$lenia odpornoéci roélin Inu na infekcje grzybowe z rodzaju Fusarium. W realizacji
badan Autorka wykorzystata réwniez oprécz narzedzi genetycznych, wiele technik i
metod pomiarowych m. in. chromatografie gazowq potgczong ze spektrometrig
masowq (GC-FID-MS), ultrasprawng chromatografie cieczowqg (UPLC-PDA-MS), testy
do okredlenia aktywnosci przeciwutleniajgcej (DPPH’, FRAP) i réznicowq kalorymetrie
skaningowq (DSC).

Wiekszos¢ przedstawionych opiséw jest wystarczajgco doktadna choé nie zawsze
podawano np. nawazki prébek, kidre potem dalej analizowano, a takze korzystniej
bytoby podac:

- Jakg mase nasion Inu poddano ttoczeniu i jak dtugo préby uzyskanego oleju byty
przechowywane do czasu analiz (podana temp. 4°C, to temperatura chtodnicza, w
ktérej zachodzqg procesy utleniania, ale znacznie wolniegj).

- Z punktu widzenia technologii ttuszczéw - olejdw roslinnych wazna jest petna
charakterystyka sktadu chemicznego uzyskanych nasion Inu jak réwniez préb, ktére w
tych dodwiadczeniach byty traktowane jako odniesienia — gtéwnie powinna byé
oznaczona zawarto$e i sktad chemiczny frakcji ttuszczowej w nasionach.

- Czytelno$¢ czesci doSwiadczalne] bytaby jeszcze lepsza, gdyby zamieszczono
schemat pokazujgcy kolejnos¢ przeprowadzonych po sobie dziatan badawczych i
toku analitycznego na kazdym z etapdw pracy.

Podsumowujqgc te czes¢ rozprawy doktorskiej uwazam, ze Doktorantka przy jej

realizacji zaprezentowata doskonate przygotowanie zaréwno od strony teoretycznej



jak i umiejetnosci analitycznych. Do wykonania zamierzonych badan zostaty wybrane
najnowoczesniejsze metody, wykorzystano bogaty zestaw aparatury pozwalajgcy na
oznaczenia i identyfikacje zwigzkdw wystepujgcych w minimalnych ilosciach, co
pozwolito na osiggniecie zamierzonych efektéw wyartykutowanych w celu pracy.
Nalezy tu podkresli¢ biegtos¢ analityczng Doktorantki i znakomitg organizacje pracy

w realizaciji tak wielu réznych i odmiennych zadan badawczych.

Wyniki uzyskane w pracy to kolejny rozdziat zajmujgcy 77 stron. Jest on
Zilustrowany 19 rysunkami, 49 wykresami, a dane liczbowe zestawiono w 10 tabelach.
Rezultaty uzyskane przez Doktorantke sg obszernie omdwione. Ten rozdziat mozna
podzieli¢ na cztery czesci zgodnie z planem postawionym w celu pracy.

Do najwazniejszych osiggnie¢ zwigzanych z realizacjg badan przez mgr Karoline
Hasiewicz-Derkacz nalezy zaliczy&:

= Okredlenie, ktére z natywnie wystepujgcych substancji o charakterze
przeciwutleniajgcym majg znaczgcy wptyw na stabilno$¢ oleju Inianego o réznym
stopniu nienasycenia kwasdéw ttuszczowych.

=  Wpykorzystanie gendw syntezy flawonoidéw do transformaciji skutkujgcej
zwiekszeniem fenylopropanoiddw w liniach transgenicznych Inu oraz identyfikacja
jakosciowa i ilosciowa zwigzkéw fenolowych w uzyskanych liniach transgenicznych,
dotqd nie zidentyfikowanych (analizowano réwniez czesci zielone rosliny Inu i stome).
= Wykorzystanie konstruktu genetycznego zawierajgcego gen syntezy tokoferoli i
wykazanie wzrostu ekspresji wprowadzonego kluczowego genu -VTE-2 oraz badania
nad stabilnociq oleju uzyskanego z wybranych linii transgenicznych Inu.

Do uzyskanych efektéw w pracy nalezy dotqczy& eksperymenty, ktdre
wykonata Doktorantka znacznie poszerzajgc plan badan, a zwigzane byty m.in. ze
stresem biotycznym modyfikowanych genetycznie linii Inu oraz morfologiq i wegetacijq
ro$lin.

Przeprowadzone badania dotyczgce wiasciwosci przeciwutleniajgcych w
prébach oleju uzyskanego z nasion modyfikowanych transgenicznie roslin oparto o
metody pozwalajgce na pomiary zdolnosci antyoksydacyjnej wykorzystujgce
mechanizm typu SET (DPPH* i FRAP), parametry termodynamiczne zwigzane z kinetykg
utleniania olejéw - kalorymetrie skaningowq (DSC) oraz oznaczenie dialdehydu

malonowego jako produktu widrnego powstajgcego w czasie procesu autooksydacii



ttuszczu. Dobierajgc odpowiedni test z uwagi na réznorodny mechanizm dziatania
tych zwigzkdéw i w zaleznosci od srodowiska, w ktérym natywnie wystepujq jestedmy w
stanie przebadacd i okresli¢ ich wtasciwosci przeciwutleniajgce.

Wybrane metody jednak przy bardzo matej ilosci uzyskanego oleju z nasion
modyfikowanego Inu, mogg w petni nie oddawac przebiegu mechanizmu
zachodzgcego procesu utleniania uktaddéw, ktére badata Doktorantka. Badania
technologiczne dotyczqce ttuszczdw wykonuje sie w prébkach o znacznie wigkszej
masie, grubszej warstwie, dostepie $wiatta i zmiennej temperaturze. Czynniki fizyczne
maijqg bardzo istotny wptyw na przebieg reakcji w procesie utleniania. Dotyczy to m.in.
metody, w ktdrej utleniano préby w temp.140°C oraz oznaczania TBARS. Trudno na
podstawie tych wynikdw jednoznacznie prognozowacd stabilno$¢ olejow w temp.
pokojowej. Stgd pytanie do Doktorantki, o ktére z metod dotyczqgce trwatosci frakciji
ttuszczowe] powinny by<& w przysztosci rozszerzone badania dotyczgce oleju z

modyfikowanych nasion Inu.

W Dyskusji obejmujgcej 23 strony Doktorantka doktadnie analizuje rezultaty
uzyskane w swoich badaniach. Umiejetnie odnosi je i pordwnuje do najnowszych
danych z literatury $wiatowej oraz wczesniejszych rezultatdw zespotu naukowego, w
ktdrym realizowata swoje badania. Tu na podkreslenie zastugujg Jej naukowe
kompetencije i doskonaty, wysoki poziom przeprowadzonych badan. Catos¢ zostaje
zamknieta Podsumowaniem efektédw uzyskanych w badaniach biochemicznych,
genetycznych i chemicznych.

Oceniajgc poszczegdlne etapy przeprowadzonych badan w pracy doktorskiej
moge stwierdzi¢, ze zatozony plan zostat przez Doktorantke w petni zrealizowany.
Trudno mi sie odnie$¢ w petni do przeprowadzonych modyfikacji genetycznych
poniewaz nie lezqg one w kregu moich bezposrednich zainteresowan naukowych i
realizowanych prac badawczych. Jednak wykazane pozytywne rezultaty tych
zabiegdw potwierdzone uzyskaniem zwigkszonej biosyntezy w rodlinach Inu
przeciwutleniaczy lipofinych i hydrofinych sg najlepszym dowodem na to, ze
Doktorantka wybrata wtasciwg droge do zrealizowania zatozonych celdw
badawczych.

Wprowadzenie transformaciji genetycznych w rodlinach Inu i oznaczenie
substancji o witasciwosciach przeciwutleniajgcych tgcznie z ich identyfikaciq,

szczegdlnie w obszarze zwigzkdw fenolowych, ma duze znaczenie poznawcze.



Oddziatywanie substancji hydrofilowych i hydrofobowych w matrycy biologicznej
rosliny a nastepnie w uzyskanej frakcji ttuszczowej ciggle nie jest jednoznacznie
zdefiniowane. Nie mozemy jednak przewidziec jak zwiekszona zawarto$¢ tych
zwigzkdw moze wptyngé na zmiany ilosciowe innych waznych substancii
bioaktywnych (np. kwasdw ttuszczowych polienowych) co réwniez stwierdzono w tej
pracy. Oddziatywanie obu rodzajéw przeciwutleniaczy w uktadach biologicznych
moze by< synergistyczne lub antagonistyczne, mogg one wchodzi¢ réwniez w
interakcje z innymi substancjami wystepujgcymi w matrycy biologicznej. Dla uzyskania
petnych danych dotyczgcych stabilnosci oleju Inianego z nasion genetycznie
modyfikowanych powinny by<& przeprowadzone badania w szerszym spekirum
metod np. HET i analizujgcych paradoks polarnosci substancii przeciwutleniajgcych.
Dyskusyjne sq stwierdzenia w trzeciej cze$ci Podsumowania, ze rosliny Inu GM
charakteryzujq sie podwyzszonym potencjatem przeciwutleniajgcym, jest to duzy skrét
myslowy, a caty ten akapit powinien by<¢ inaczej sformutowany. Mozliwosc
zwiekszonej biosyntezy zwigzkdw hydrofiinych i lipofinych o wtasciwosciach
antyoksydacyjnych moze w efekcie wptywac na ksztattowanie wiekszej odpornosci
na stres biotyczny i abiotyczny roslin lub zwigzki te obecne w nasionach Inu wptywajg
na zmiany dynamiki reakcji rodnikowych, zaktadajgc ich pozytywne dziatanie tylko w
pewnych granicach stezenh. Przeprowadzone badania sq bardzo wazne, sq istotnym
rozpoznaniem i potwierdzeniem mdéwigcym o mozliwosciach przysztosciowych
modyfikacji transgenicznych Inu pozwalajgcych na zwiekszong synteze
biokomponentéw o wiasciwosciach przeciwutleniajgcych. Stgd kontynuacija
rozpoczetych badan w szerszym aspekcie, ktére Autorka sugeruje w Dyskusji wydaje

sie by¢ konieczna.

Oceniania dysertacja zostata zredagowana bardzo starannie pod wzgledem
edytorskim. Zamieszczone liczne rysunki i wykresy dobrze ilustrujg uzyskane dane, a
tabele i wykresy w czesci wynikowej pozwalajg na ich wiasciwg interpretacje. Jednak
Autorka przy tak obszernym opracowaniu nie uchronita sie od kilku bteddw. Znalezione
usterki w pracy dotyczqg stylistyki, gramatyki i brakujgcych liter, a takze stosowania
fachowego stownictwa, ktére czasami niefortunnie zastepowano niewtasciwymi

nazwami, okresleniami i sformutowaniami.



Dotyczy to m. in. "izoformy” - tokochromanole to homologi, réznigce sie iloscig
podstawionych grup CHs, stqd greckie litery dla kolejnych homologdéw a-T, B-T itd.,

wielokrotnie powinna by¢ uzyta |. mnoga, bo wystepujq zawsze razem,

- kwasy wielonienasycone to kwasy polienowe, pojecie standard jest zawsze
jednoznaczne i nie uzywamy przymiotnika ,,autentyczny”(str.106,109), ,,.czysty" (str.
74,139),

- praktycznie nie stosuje sie spolszczenia - antyoksydanty wodorozpuszczalne i
lipidorozpuszczalne, zwigzki hydrofiine, lipofilne, hydrofobowe itd., to najczesciej
uzywane okreslenia w chemii i technologii ttuszczéw (zresztq Doktorantka réwniez je

stosuje w pracy),

- w tekscie zabrakto symbolu rodnika przy DPPH*, ktdry jest wzglednie trwatym
rodnikiem 1.1-difenylopikrylohydrazylu, a glin to aluminium (str. 43),

- olej byt ttoczony przy pomocy prasy srubowej z nasion Inu, jak opisano w czesci
metodycznej, a nie ,wyciskany” (str. 81, 161). Rozdziat 4.1.5. jako taki wydaje sie by<&
zbedny i powinien by¢ potgczony z rozdziatem 3.7.23. Inaczej powinno brzmiec

zdanie ,,Oleje zaczynaty utlenianie...”(str. 83),

- podczas przeprowadzonych analiz zwigzki chemiczne byty identyfikowane,

wykrywane, oznaczane, a nie ,,odnajdowane” (np. str. 104, 150),

- zwigzki ulegajg konwersji, transformaciji lub przechodzg w forme itd., ale nie

»przemieniajq sie” (str. 36, 161),
- co Autorka miata na myili piszgc o testach podwyzszonego utleniania?

- skréty w opisie wynikédw prezentowanych na wykresach FW/DW powinny by& polskie

a wiec Swieza lub sucha masa (§.m./s.m.),

- w tytutach rozdziatdw, w spisie Literatury i tytutach zamieszczonych publikacji nazwy

tacinskie powinny by¢ pisane kursywq.

Pozostate znalezione niedoskonatos$ci zaznaczono w ocenianym manuskrypcie m.in.
na str. 22, 27, 32, 36, 47, 48, 71,73, 74, 78, 83, 92,101,142, 147, 150, 153.



Warto$¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Hasiewicz-
Derkacz, mimo przedstawionych uwag oceniam bardzo wysoko. Autorka szeroko i
wyczerpujgco potraktowata rozdziat Dyskusja, a cato$é dysertacii jest wzajemnie
powigzana z zachowaniem odpowiednich proporcji. Doktorantka w swoje badania
witozyta ogrom pracy, wykazata sie inwencjg naukowq i biegtosciq analityczng. Do
realizacji zaplanowata szerokie i wielokierunkowe badania, a ich wyniki umiejetnie
zintegrowata i skomentowata. W osiggnieciu celu pracy Autorka potqgczyta badania z
wielu dziedzin - genetyki, hodowli, technologii, a w przysziosci uzyskane rezultaty bedqg

mogty by¢ efektywnie wykorzystane w dietetyce, farmacji i medycynie.

. Wniosek koncowy

Reasumujgc moje spostrzezenia, wyrazam opinie, ze rozprawa doktorska
Pani mgr Karoliny Hasiewicz-Derkacz
pt.” Wzrost stabilnosci oleju Inianego przez zwiekszenie puli antyoksydantow”
spetnia wymogi stawiane dysertacjiom (Art. 13. Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i
podzniejszymi zmianami Dz. U. 2014. 1852) i przedktadam wniosek Radzie Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Doktorantki do dalszego

etapu przewodu doktorskiego.

WX ﬂc@‘ﬁ@\&@ AV T\

Poznan 25. wrzesnia 2017r.



