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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Hasiewicz-Derkacz, pt: “"Wazrost
stabilnosci oleju Inianego przez zwig¢kszenie puli antyoksydantéw”

Badania przeprowadzone przez Panig mgr Karoling Hasiewicz-Derkacz w ramach pracy
doktorskicj dotyczyly poznania biochemicznej podstawy stabilnosci oleju Inianego, a
nastepnic, uzyskane wyniki staly si¢ punktem wyjsciowym dla otrzymania roélin o
zwigkszonej stabilnosci oleju Inianego na utlenianie poprzez wytworzenie transgenicznych
genotypow Inu o zmodyfikowanym poziomie ekspresji gendw, ktdrych biatkowe produkty sa
zwigzane z mechanizmami antyoksydacyjnymi. Badania Autorki wpisujg sie w problematyke
badawczg Zaktadu Biochemii Genetycznej Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego nad ulepszeniem jakosci plonu Inu oleistego poprzez poprawe jakosci jego
wlokna oraz stabilnosci oleju.

Olej z nasion Inu, w przeciwienstwie do oleju pozyskiwanego z innych gatunkéw
roslin gromadzacych olej w nasionach zawiera nienasycone kwasy tluszczowe, takie jak
linolowy ®-6 i a-linolenowy -3, zaliczane do rodziny Wielonienasyconych Niezbednych
Kwaséw Ttuszczowych (WNKT), poniewaz nie sg one syntetyzowane w organizmie ludzkim,
i muszg by¢ dostarczane wraz z pozywieniem. Kwas a-linolenowy (ALA) jest substratem do
syntezy kwaséw eikozapentaenowego (EPA) i dokozaheksaenowego (DHA), a linolowy ®-6
(LA) do syntezy kwasu arachidonowego (AA). Kwasy -3 majg fundamentalne znaczenie dla
prawidlowego funkcjonowania calego organizmu. Stanowia bowiem strukturalng i
funkcjonalng komponent¢ bton komorkowych organizmu ludzkiego powiazang z regulacjg
wielu procesow zyciowych, takich jak funkcjonowanie ukladu sercowo-naczyniowego,
osrodkowego 1 obwodowego ukladu nerwowego, przewodu pokarmowego, ukladu
oddechowego oraz nerek i narzadéw rozrodezych. Niedobory skutkujg uposledzeniem wielu
czynno$ci organdw wewngtrznych, zwigkszona podatnoscig na infekcje, oraz chorobami
skornymi. Wielokrotnie wyzszy stosunek kwasu a-linolenowego (ALA) do linolowego (LA)
w oleju Inianym sprawia, ze spozywanie oleju Inianego przeklada sic na obnizenie
niekorzystnego dla zdrowia wysokiego stosunku LA do ALA, co skutkuje uruchomieniem
mechanizméw przeciwzapalnych.

Problem w tym, ze wielonienasycone kwasy ®-3 sa zwigzkami bardzo nietrwatymi, i
w obecnosci S$wiatta i wysokiej temperatury powstajg bardzo szkodliwe rodniki
nienasyconych kwaséw tluszczowych, a takze inne pochodne, takie jak sprz¢zone dieny LA i
trieny ALA, ktére prowadzg do zmiany wlasciwosci strukturalnych i funkcjonalnych blon
biologicznych, i zaburzen funkcji komoérek. Dlatego tez, jednym z celoéw pracy doktorskiej
Pani mgr Karoliny Hasiewicz-Derkacz bylo poznanie komponentéw oleju Inianego, ktére
bytyby odpowiedzialne za przeciwdzialanie oksydacji nienasyconych kwaséw tluszczowych
oraz stabilizacj¢ oleju.



Nasiona Inu sg nie tylko cennym zrédlem biatka i wielonasyconych kwasow
thuszczowych (WNKT), ale takze roznego rodzaju antyoksydantéw, ktére nalezg do szlaku
fenylopropanoidowego 1 terpenoidowego, i moga pelni¢ zaréwno funkcje ochronne dla
nienasyconych kwaséw -6 1 ®-3 przed utlenieniem, jak rowniez funkcje prozdrowotne dla
organizmu.

Juz na wstepie badan, poréwnujgec odmiany Inu o zréznicowanej zawartosci kwasu a-
linolenowego Autorka wykazala, ze podatno$¢ oleju na utlenianie w wysokiej temperaturze,
mierzona poziomem powstajgcego dialdehydu malonowego (MDA) jest dodatnio
skorelowana z zawarto$cig kwasu a-linolenowego w oleju nasion. T¢ zalezno$¢ Autorka dalej
potwierdzita badajac podatno$¢ na utlenianie oleju pochodzgcego z odmiany Linola o niskiej
zawarto$ci kwasu a-linolenowego, ktéry po uzupelieniu wzrastajgcymi stgzeniami
egzogennego kwasu a-linolenowego, wykazywal wzrost zawartosci MDA. Z drugiej strony,
gdy Autorka poréwnala podatnos¢ oleju na oksydacj¢ u dwdch linii Inu o wysokiej zawartosci
kwasu a-linolenowego, ale r6znigeych si¢ zawarto$cig ogélnej puli  zwigzkow
fenylopropanoidowych, olej linii W86 o wyzszej zawartosci fenylopropanoidow byt mniej
podatny na utlenianie. Dane te wyraznie wskazywaly, Ze w ochronie nienasyconych kwasow
thuszczowych przed utlenianiem biorg udzial fenylopropanoidy. Dla zweryfikowania
postawionej hipotezy, Autorka wykorzystata odmiane Linola oraz wyprowadzone z niej linie
transgeniczne, W92 niosgca geny CHS/CHI/DFR nalezace do szlaku flawonoidowego z
Petunia hybryda, charakteryzujgca si¢ wyzszg zawartoscig ogolnej puli zwigzkow
fenylopropanoidowych w todydze, linic W86 niosacg supresj¢ genu CHS o wyzszej
zawartos$ci zwigzkéw fenolowych i tanin hydrolizowalnych w lodydze oraz linig GT
nadeksprymujacg gen GT (kumulujgca glukozylowe pochodne kwaséw fenolowych). W
wytloczonym oleju z nasion w/w genotypéw Autorka przesledzila zawartos¢ zwigzkdw
fenylopropanoidowych i terpenoidowych, a nast¢pnie przeanalizowata zawarto$¢ nasyconych
i nienasyconych kwaséw tluszczowych (0-9, m-6, m-3), wlasciwosci antyoksydacyjne olejow,
ich podatno$¢ na utlenianie w wysokich temperaturach oraz stabilno$¢ oleju podczas
przechowywania. Do przeprowadzenia badan Autorka zastosowala zestaw odpowiednio
dobranych metod. Do analizy zwiazkéw fenylopropanoidowych oraz terpenoidowych,
Autorka zastosowata odpowiednio dopracowane metody ich ekstrakcji z oleju, a nastgpnie
rozdzialu za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem diodowym
PDA (UPLC-PDA), dla wodo-rozpuszczalnych zwigzkéw fenylopropanoidowych lub
gazowej z detektorem jonizacji FID (GC-FID) dla lipo-rozpuszczalnych zwigzkéw
terpenoidowych. Identyfikacje rozdzielonych zwigzkow fenylopropanoidowych lub
terpenoidowych przeprowadzita w wyniku polgczenia technik chromatograficznych z
detektorem mas, tj. UPLC-PDA-MS lub GC-FID-MAS. Wlasciwosci antyoksydacyjne olejow
okreslita za pomoca metody TBARS (Thiobarbituric Acid-Reactive Substances),
wykrywajacej diladehyd malonowy (MDH), a stabilnos¢ oleju za pomocg rdéznicujace;
kalorymetrii skaningowej (DSC). Nalezy szczegolnie podkreslic, ze zaréwno wodo-
rozpuszczalne fenylopropanoidy, jak i lipo-rozpuszczalne zwigzki terpenoidowe nie byty
dotychczas analizowane w oleju Inianym.



Jak Autorka wykazata, oleje pochodzace z linii W92 i W86 posiadaty znacznie wyzsze
wiasciwosei antyoksydacyjne oraz utlenialy si¢ znacznie pdzniej niz olej pochodzacy z
odmiany wyjsciowej Linola. Analiza zawartosci zwigzkéw fenylopropanoidowych w
nierafinowanym oleju wyttoczonym z analizowanych genotypéw Inu wykazata statystycznie
wyzszg zawarto$¢ fenolokwaséw, ferulowego, kumarowego, chlorogenowego i kawowego,
aldehydow koniferylowego i syryngowego oraz znaczne ilo$ci waniliny u linii
transgenicznych W86 i W92 niz u odmiany wyjéciowej Linola. Co ciekawe, najwyzszy
poziom zidentyfikowanych fenylopropanoidéw Autorka wykazala u wysoko-linolenowej linii
W86. Z kolei, wsrdd lipidorozpuszezalnych terpenoidéw Autorka zidentyfikowata w oleju
glownie luteing, plastochromanol-8 i y-tokoferol. Ich zawarto$é byla takze najwyzsza u
wysoko linolenowej linii W86. Po suplementacji olei egzogennie podanymi
zidentyfikowanymi kwasami fenolowymi, Autorka ustalifa, ze kwas kawowy oraz ferulowy, a
wiréd terpenoidow y-tokoferol najefektywniej chronig olej przed oksydacjg. W przypadku
waniliny, poziom hamowania utleniania oleju byl znacznie nizszy, a z kolei luteina
wykazywala bardziej wlasciwosci prooksydacyjne dla oleju niz stabilizujgce. W ten sposb,
Autorka uzyskata bezposredni dowod, ze stabilnosé oleju Inianego na utlenianie jest zalezna
od zawartosci obecnych w nim okre$lonych kwaséw fenolowych i y-tokoferolu, a takze
uzyskata dowdd, ze ich poziom w oleju mozna zwigkszy¢ metodami inzynierii genetyczne;.

Na tej podstawie, Autorka mogla przyja¢ zalozenie, ze zwigkszajac zawartosé
zwigzkow fenylopropanoidowych w wyniku manipulacji genetycznej u odmiany Inu o
wysokiej zawartosci kwasu a-linolenowego, pozwoliloby na zwickszenie wihasciwosci
antyoksydacyjnych oleju, a dalej jego stabilnosci podczas przechowywania, a tym samym na
otrzymanie cennego zrodia egzogennych kwaséw tluszczowych ®-3 w diecie, tak bardzo
potrzebnych dla utrzymania dobrego stanu zdrowia. Dlatego tez, dalszym celem badan Pani
mgr Karoliny Hasiewicz-Derkacz bylo uzyskanie wysokolinolenowego Inu o stabilnym oleju
w wyniku transformacji genetycznej. Do badan wybrata wysokolinolenowa odmiang Inu
Opal, ktorg transformowata, z jednej strony trojgenowym konstruktem zlozonym z genéw
CHS/CHI/DFR, nalezgcych do szlaku flawonoidowego, wezesniej uzytym do transformaciji
odmiany Linola, kt6ry przyczynit si¢ do zwigkszenia zawartosci zwigzkow
fenylopropanoidowych w oleju nasion. Otrzymane linie transgeniczne z konstruktem
CHS/CHI/DFR Autorka nazwala umownie Fen. Ponadto, dla zwiekszenia zawartosci
tokoferoli w oleju, Autorka przeprowadzita transformacj¢ odmiany Opal genem HPT-1 (VTE-
2) kodujgeym fitylotransferazg homogentyzynianowa, kluczowy enzym w szlaku biosyntezy
tokoferoli, a otrzymane linie transgeniczne z tym konstruktem nazwala umownie Hom.
Poniewaz obydwa typy transgenow, tj. tréjgenowy CHS/CHI/DFR (Fen) i VTE-2 (Hom)
zostaly wprowadzone do Inu pod promotorem wirusa CaMV 35S, ktéry zapewnia
konstytutywng regulacj¢ ekspresji transgenéw we wszystkich tkankach roéliny, Autorka
mogla spodziewaé si¢ zwigkszonego poziomu fenylopropanoidéw w grupie roslin
transgenicznych Fen, a w grupie Hom antyoksydantéw lipido-rozpuszczalnych nalezacych do
terpenoidéw. Na wstgpie, w otrzymanych roslinach in vitro typu Fen, Autorka przesledzita
o0golng zawarto$¢ fenylopropanoidéw, a u typu Hom zwigzkow terpenoidowych, i na tej
podstawie, do dalszych badan wybrata po trzy formy Fen (10, 42 i 56) charakteryzujace sic



najwyzsza zawartoscia zwigzkow fenylopropanoidowych w tkankach zielonych oraz trzy
formy Hom (41, 151 i 165) o najwyzsze]j zawartosci zwigzkow terpenoidowych.

W przypadku rodlin Fen, dalsze badania Autorka przeprowadzila na ro$linach
uprawianych w szklarni oraz w polu. U roélin rosnagcych w szklarni Autorka zaobserwowata
wyrazne zmiany fenotypowe dotyczace wysokosci todygi i koloru nasion. Roéliny typu Fen
10, 42 i 56 byly znacznie (statystycznie) wyzsze niz nietransgeniczna linia kontrolna Opal
oraz posiadaly jasniejszg okrywe nasion. W stomie odmiany Opal oraz linii Fen Autorka
zidentyfikowala rézne zwigzki fenolowe wolne oraz zwigzane estrowo ze $ciang komorkowa,
przy czym, tylko w przypadku zwigzkéw wolnych Autorka wykazala dla wigkszosci z nich
statystyczny wzrost zawartodci. Z kolei, w nasionach odmiany Opal i badanych linii Fen
(uprawianych ~ w  szklarni), = Autorka  zidentyfikowala  dziewig¢  zwigzkow
fenylopropanoidowych, takich jak kwas ferulowy, kawowy i kumarowy, dwie pochodne (I i
II) kwasu kawowego oraz glukozydy kwaséw kumarowego, kawowego i ferulowego.
Ponadto, wykryta obecnos¢ diglukozydu sekoizolaricirezinolu (SDG), ktory wystgpowatl w
najwigkszej ilosci w nasionach. W przypadku kwaséow fenolowych, zmiany statystycznie
istotne wystgpowaly tylko w przypadku zawartosci kwasu ferulowego, i tylko u linii 56,
natomiast w przypadku glukozyddéw, ktorych zawarto$¢ byla znacznie wyzsza niz ich
kwasowych pochodnych, statystycznie istotne zmiany wystepowaty w przypadku glukozydu
kwasu kumarowego u linii 56, i kwasu ferulowego u linii 10 i 56. Takze w przypadku
pochodnych kwasu kawowego I i II statystyczne zmiany wystgpowaly u linii 10 i 42,
natomiast zmiany w zawartoéci SDG u linii Fen byly statystycznie nieistotne. Z kolei, w
skfadzie kwasow tluszczowych oznaczonych w nasionach za pomocg chromatografii gazowej
wyposazone] w detektor jonizacji, Autorka wykazala zmiany u linii Fen w poréwnaniu do
odmiany kontrolnej Opal w zawartosci kwasu oleinowego, linolowego i linolenowego,
zwlaszcza w zawartosci kwasu linolenowego u linii 56, przy czym zmiany te nie byly
statystycznie istotne, i nie przekladaly si¢ na zmiang calkowitej zawartosci kwasow
thuszczowych. Takze zmiany wéréd dziewigeiu zidentyfikowanych steroli nie byly
statystycznie istotne. Szkoda, ze Autorka nie analizowata zwigzkow fenylopropanoidowych,
ani zawartosci kwasow tluszczowych w oleju wytloczonym z nasion pochodzgcych z roslin
uprawianych w szklarni.

Przeprowadzitla natomiast analize zawartosci kwasow tluszczowych w  oleju
wytloczonym z nasion odmiany Opal oraz linii Fen 10 i1 42 uprawianych w polu. Co ciekawe,
inaczej niz u roslin uprawianych w szklarni, w oleju linii 101 42 nastgpit statystycznie istotny
wzrost zawartosci kwasu a-linolenowego oraz nasyconego kwasu palmitynowego, a spadek
zawartosci kwasoéw linolowego i oleinowego w poréwnaniu do ich zawartosci w oleju
odmiany Opal. Pordwnujgc zawarto$¢ poszezegdlnych kwasow thuszczowych w 100 g oleju u
odmiany Opal oraz linii Fen w nasionach roslin uprawianych w szklarni oraz w oleju roslin
uprawianych w polu, wida¢, ze u roslin uprawianych w szklarni jest ona przecigtnie dwa
nizsza niz u oleju roslin uprawianych w polu. Te dane, chociaz Autorka ich nie komentuje
moga wskazywa¢ na udzial tkanek okrywajacych w masie nasion na obnizenie zawartos$ci
kwasow thuszczowych w nasionach, co moze maskowac réznice wystepujace w zawartosci
poszczegblnych kwaséw w oleju, lub tez warunki uprawy roslin majg wplyw na zawartosé
kwasow thuszczowych w oleju. Dalej, Autorka okreslita podatno$é oleju roslin Fen na



utlenianie w temperaturze 140°C metodg TBARS, oznaczajgc zawarto$¢ MDA. Jak wykazala,
ilos¢ wytworzonego MDA byla nizsza u roslin transgenicznych niz u odmiany Opal, co
wskazywaloby na jego wyzsza odpornosé¢ na utlenianie, jednak obserwowane zmiany nie byty
statystycznie istotne. Z drugiej strony, stabilnos$¢ oleju pochodzgcego z roslin Fen, okreslona
metodg DSC, a wyrazona czasem potrzebnym do zapoczatkowania reakeji utleniania
nienasyconych kwasow tluszczowych w wyzszych temperaturach byla znacznie wyzsza u
linii Fen niZ u kontroli Opal, a w przypadku linii 10 nawet dwukrotnie wyzsza. Ten wynik jest
pozytywnym efektem zrealizowania postawionego przez Autorke celu badan, a mianowicie,
uzyskania form Inu o wysokiej zawartosci kwasu -3 wraz z wyzszg stabilno$cig oleju na
utlenianie. W przypadku linii 42 stabilno$¢ oleju zostala przedtuzona z 22 az do 99 dni.

Dalej Autorka wyprowadzita czyste linie homozygotyczne dla genotypow 10, 42 i 56
w dalszych pokoleniach wsobnych, a w pokoleniu T2 okreslita zawartos¢ zwigzkow
fenylopropanoidowych w stomie.

7, kolei, w przypadku roslin transgenicznych z nadekspresjg genu VTE-2 (Hom)
Autorka przedstawita jedynie wstgpne wyniki analizy roslin uprawianych tylko w warunkach
in vitro, w ktorych wykazata zwigkszong zawarto$¢ wielu zwigzkow terpenoidowych, w tym
a-tokoferolu, luteiny, neoksantyny, wiolaksantyny, B-karoteun i chlorofilu a i b. Ekstrakty
metanolowe z roslin Hom 41, 151 i 165, po dodaniu do oleju podnosity jego wlasciwosci
antyoksydacyjne.

W sumie, Pani mgr Karolina Hasiewicz-Derkacz wykonala gigantyczng prace dla
zrealizowania celu badan rozprawy doktorskiej. Ostatecznym wynikiem badan bylo uzyskanie
transgenicznych form Inu charakteryzujacych si¢ zaro6wno wysokg zawartoscia kwasu o-
linolenowego w oleju nasion, jak i jeg zwickszong stabilnoscig oleju na utlenianie. Dla
zrealizowania badan Autorka musiala dokona¢ ogromnej liczby oznaczen, najpierw
zawarto$ci 1 sktadu kwasow thuszezowych, wlasciwosei antyoksydacyjnych otrzymanych olei
i ich podatno$ci na utlenianie, nastgpnie zawartosci zwigzkow fenylopropanoidowych i
terpenoidowych w réznych organach, tj. todydze, nasionach, a takze w oleju u dwdch odmian
Inu Linola i Opal, a dalej w otrzymanych z nich liniach transgenicznych pochodzacych z
odmiany Linola: GT, W92 i W86 oraz u dwéch grup Fen i Hom pochodzacych z odmiany
Opal, tj. 10, 42 i 56 (Fen) oraz 42 151 i 156 (Hom). Nalezy tez zaznaczy¢, ze Autorka musiala
przygotowa¢ dwa typy ros$lin transgenicznych. Ponadto, analizy zostaly przeprowadzone na
ro§linach uprawianych w szklarni oraz w polu. Zmiany w zawartosci analizowanych
zwiazkow Autorka analizowala statystycznie, co bardzo uwiarygadnia uzyskane wyniki oraz
ich interpretacjg¢. Cheialbym zaznaczy¢, ze zastosowanie tak szerokiego zakresu technik do
izolacji, rozdziatu oraz identyfikacji zwigzkéw fenylopropanoidowych i terpenoidowych oraz
do izolacji i identyfikacji kwasow ttuszczowych, analizy podatnosci oleju na utlenianie, nie
tylko budza podziw czytelnika dla Autora, ale mogly zosta¢ przeprowadzone tylko w
znakomicie przygotowanym do tego typu badan zespole badawczym.

W opisie rozprawy doktorskiej Pani mgr Karolina Hasiewicz-Derkacz przedstawila
bardzo obszerny i wieloaspektowy Wstep do badan, dokiadny opis stosowanych metod
badawczych, w tym sposobu uzyskania i weryfikacji roslin transgenicznych pod katem



wprowadzonego transgenu, bardzo dobrze udokumentowane Wyniki badan oraz ciekawa
Dyskusje wynikow.

Biorge pod uwage rozlegly zakres przeprowadzonych badan, wysoka jakosé
uzyskanych wynikow, a takze bardzo dobre ich udokumentowanie oraz wiedze, ktorej Pani
mgr Karolina Hasiewicz-Derkacz nabyla podczas wykonywania niniejszej pracy, z pelnym
przekonaniem stwierdzam, ze Pani mgr Karolina Hasiewicz-Derkacz spehia wszystkie
wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Dlatego tez, wnosz¢ wniosek do Rady Naukowej
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszezenie Pani mgr Karoliny
Hasiewicz-Derkacz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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