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Recenzja pracy doktorskiej mgr Anny Kostyn pt. ,Manipulacja biosynteza terpenoidow
w Inie (Linum usitatissimum L.) metodami przejsciowej transformacji”

Wprowadzenie

Len (Linum usitatissimum L.) nalezy do gatunkéw roslin uprawnych, ktore odegraty
niezwykle wazng role w rozwoju cywilizacyjnym cztowieka. Len towarzyszyl cztowiekowi
juz od epoki kamienia lupanego i byl uprawiany przede wszystkim w celu pozyskiwania
wi6kna. Od dawna znane byly takze wtasciwosci prozdrowotne nasion i oleju Inianego. Len
byt jednym z pierwszych udomowionych gatunkow roslin i nalezatl do najwazniejszych roslin
uprawnych juz w starozytnym Egipcie. Przez wiele stuleci len byt takze jedng z
najwazniejszych ro$lin uprawnych w Europie. Znaczenie Inu jako rosliny uprawnej ulegto
zmniejszeniu gdy wiokno Iniane zostato zastapione przez inne materiaty widkiennicze.
Obecnie w Polsce len jest uprawiany na niewielkich areatach. W ostatnich latach obserwuje
sie jednak wzrost zainteresowania jego uprawa, glownie ze wzgledu na mozliwosci
pozyskiwania cennych biosurowcow na potrzeby przemystu spozywczego, kosmetycznego i
farmaceutycznego. Ze wzgledu na swoje unikalne cechy len budzi zainteresowanie
biotechnologéw. W Polsce zaawansowane prace nad Inem, ukierunkowane na nadawanie
nowych whasciwosci zarowno wioknu jak i olejowi Inianemu, prowadzone sg przez zespot
badawczy z Uniwersytetu Wroclawskiego. Zespot ten posiada znaczace osiggniecia
biotechnologiczne w tym obszarze. Badania Autorki wykonane pod opiekg Pani dr hab. Anny
Kulmy wpisujg si¢ w problematyke badawcza tego zespotu.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska dotyczy waznego i ztozonego zagadnienia
inzynierii metabolicznej u roslin wyzszych. Inzynieria metaboliczna jest waznym obszarem
wspotezesnej biotechnologii i szybko rozwijajacej si¢ biologii syntetycznej. Podstawowym
wyzwaniem inzynierii metabolicznej jest dobre poznanie szlakow metabolicznych i
zrozumienie zaleznosci oraz powigzan pomiedzy nimi, tak aby mozliwe byto stabilne
regulowanie (programowanie) tych szlakow w celu uzyskiwania zaplanowanego poziomu
okreslonych metabolitéw. Do najbardziej znanych przyktadow inzynierii metabolicznej roslin
mozna zaliczy¢ uzyskanie ryzu akumulujacego duze ilosci p-karotenu w ziarniakach (zloty
ryz), czy tez uzyskanie gozdzikow i 16z o niebieskich kwiatach w wyniku przekonstruowania
szlaku biosyntezy flawonoidow tak, ze w platkach kwiatow wytwarzana jest delfinidyna.



Autorka za sw6j model badawczy wybrata szlak metaboliczny terpenoidéw u Inu.
Szlak ten jest bardzo ztozony i kluczowy dla wzrostu oraz rozwoju roslin. Budzi takze duze
zainteresowanie biotechnologiczne gdyz w obrgbie tego szlaku syntetyzowane sg wazne dla
cztowieka zwiazki o walorach prozdrowotnych, m.in. karotenoidy i tokoferole. Ponadto
Autorka podjeta probe odpowiedzi na pytanie czy metody transformacji przejsciowej moga
by¢ wykorzystane do uzyskiwania zmian epigenetycznych u Inu. Jedng z nowych technik
hodowli roslin budzacych duze zainteresowanie w ostatnich latach jest hodowla
epigenetyczna opierajgca si¢ na wykorzystywaniu naturalnych badz indukowanych epialleli.
Opracowanie wydajnych metod uzyskiwania zmian epigenetycznych determinujacych wazne
cechy uzytkowe roslin uprawnych jest jednym z wyzwan wspotczesnej biotechnologii.
Badania wykonane przez Autorke uwazam za celowe i w petni uzasadnione gdyz wzbogacaja
one wiedze zarowno w zakresie inzynierii metabolicznej Inu jak i nowych technik
hodowlanych u tego gatunku.

Dane formalne o rozprawie

Rozprawa sktada sie z rozdziatléw w uktadzie typowym dla nauk przyrodniczych,
ktére stanowia: wstep literaturowy (32 strony), cel pracy (1 strona), materiaty i metody (14
stron), wyniki (96 stron), dyskusja (16 stron), podsumowanie i najwazniejsze wnioski (1
strona) oraz spis literatury (34 strony). Rozprawe poprzedza rozbudowany spis tresci oraz
wykazy wykreséw, tabel, rycin i skrétow. Ponadto gtéwne rozdzialy rozprawy sa
poprzedzone streszczeniami w jezyku polskim i angielskim. Spis literatury stanowi 345
pozycji i sa to prace z anglojezycznych pism naukowych, z wyjatkiem 2 pozycji
polskojezycznych. W rozprawie zamieszczono 78 wykreséw, 9 tabel i 7 rycin. Ponadto na
koficu rozprawy zamieszczono materiaty uzupelniajace, zawierajgce sekwencje kodujace
badanych gendw ze wskazaniem miejsc przytgczania sie syntetycznych antysensownych
oligodeoksynukleotydow zaprojektowanych i badanych w ramach tej pracy.

Ocena rozprawy

Cze$é doswiadczalng pracy poprzedza rozbudowany i wielowatkowy wstep
literaturowy. We wstepie tym Autorka przestawita wazne informacje dotyczace znaczenia
gospodarczego Inu i najwazniejszych metod ulepszania roslin oraz omowita wiasciwosci i
biostynteze terpenoidow. Podrozdziaty wstepu literaturowego dotyczace metody wyciszania
przejéciowego za pomocg antysensownych oligodeoksynukleotyddéw i biosyntezy
terpenoidow uwazam za szczegélnie interesujace i cenne. Autorka wykazata si¢ duza
znajomodcia najnowszej literatury, ktora potrafita przedstawi¢ w sposob przemyslany i
syntetyczny. Najwazniejsze galezie szlaku biosyntezy terpenoidow zostaly zilustrowane
przejrzystymi schematami co umozliwia czytelnikowi dobre zrozumienie uzyskanych
wynikéw. W podrozdziatach dotyczacych uzyskiwania roslin genetycznie modyfikowanych
doszukatem sie drobnych niescistosci. Przyktadowo, za mylace uwazam stwierdzenie o
uprawie odmian genetycznie modyfikowanych buraka ¢wiklowego w USA (str. 34) —z tego
co mi wiadomo do uprawy wprowadzono tam odmiany genetycznie modyfikowane ale buraka

cukrowego.



Gtéwnym celem badan Autorki bylo poznanie mozliwosci manipulacji poziomem
ekspresji genéw szlaku terpenoidowego w Inie z wykorzystaniem dwoch technik wyciszania
przejsciowego gendw. Autorka zrealizowata ten cel wykonujgc szereg zadan szczegétowych,
obejmujacych miedzy innymi: (1) optymalizacje i okreslenie efektywnosci dwoch metod
wyciszania przej$ciowego genéw u Inu, (2) uzyskanie ro$lin z wyciszeniami i ocene poziomu
oraz stabilnogci wyciszenia kluczowych gendw szlaku biosyntezy terpenoidow, (3)
profilowanie transkryptomiczne i metaboliczne roslin z wyciszonymi poszczegolnymi genami
strukturalnymi, (4) zbadanie poziomu metylacji i ekspresji genow zaangazowanych w
regulacje epigenetyczna, a takze potencjatu antyoksydacyjnego u roélin z wyciszeniami.
Dodatkowym aspektem badan byto profilowanie transkryptomiczne i metabolomiczne szlaku
biosyntezy terpenoidéw oraz ogoélnego poziomu metylacji i potencjatu antyoksydacyjnego
wykonane dla wybranych odmian i linii transgenicznych Inu rosnacych w polu.
Przedstawiony cel badafi uwazam za bardzo ambitny, a zaplanowane badania za
wielowatkowe i kompleksowe. Aby osiggna¢ wyznaczony cel Autorka wykorzystata szereg
zaawansowanych metod badawczych inzynierii genetycznej, genetyki molekularnej, czy tez
najnowszych metod analitycznych.

W swoich badaniach Autorka zastosowata dwie metody wyciszania przejsciowego
glownych gendw zwiazanych z metabolizmem terpenoidow. Pierwsza metodg byta metoda
biolistyczna za$ druga opierata si¢ o syntetyczne antysensowne oligodeoksynukleotydy
(ODN-y). Metody przej$ciowego wyciszania genow umozliwiajg obnizenie ekspresji genu
docelowego, bez wbudowywania si¢ transgenu na state w genomie biorcy, co umozliwia
szybkie zbadanie efektow wyciszenia. Metody te s3 niezwykle przydatne u gatunkéw roslin,
dla ktérych nie sg dostepne mutanty lub szybkie procedury transgenezy, a do takich wiasnie
gatunkéw nalezy len. Metody wyciszania przejéciowego pozwalajg na szybkie wykonanie
analiz funkcjonalnych jednakze cechujg si¢ matg stabilnoscia, co prowadzi w konsekwencji
do uzyskiwania duzego rozrzutu wynikéw, czego doswiadczyta Autorka pracy analizujac
statystycznie swoje wyniki. Wybor tych metod dla Inu uwazam za uzasadniony, tym bardziej,
ze Autorke interesowalo takze sprawdzenie czy metody te moga by¢ stosowane do
uzyskiwania ulepszonych linii Inu nie bedgcych GMO.

W przypadku metody biolistycznej Autorka wykorzystata konstrukcje antysensowne
dla 16 genow szlaku biosyntezy terpenoidéw. Ekspresja fragmentow antysensownych byta
regulowana przez promotor 35SCaMV, ktory jest powszechnie stosowanym promotorem
konstytutywnym. Wybdr tego promotora uwazam za W pelni uzasadniony. Konstrukcje
wyciszajgce wklonowano do plazmidu binarnego pBinAR. Miatbym prosbe do Autorki, aby
wyjasnita jakie przestanki/kryteria byty zwiazane z wyborem plazmidu i dlaczego wiasnie ten
plazmid zostat wykorzystany do sporzadzania konstrukeji antysensownych. W przypadku
drugiej metody ODN-Ow, ktora jest stosunkowo rzadko stosowana u roslin, do kazdego z 17
genéw docelowych zaprojektowano po 2-3 syntetyczne antysensowne oligodeoksynukleotydy
(ODN-y). Oligonukleotydy te réznity si¢ strukturg drugorzedowa. Ponadto Autorka
przetestowata seri¢ ODN-6w 0 zwickszonej stabilnosci posiadajacych grupg tiofosforanowa
(ODN PTO). Nalezy podkresli¢, ze zaprojektowanie konstrukcji wyciszajacych byto mozliwe



dzieki wezesniejszemu poznaniu genéw szlaku biosyntezy terpenoidow przez zespol
badawczy, w ktérym Autorka realizowata prace doktorska.

Do transformacji przejéciowej Autorka wykorzystata 3-4 tygodniowe rosliny Inu
odmiany ‘Linola’ uprawiane w warunkach in vitro. W eksperymentach wstepnych
zoptymalizowata metodyke transformacji przejsciowe;, dobierajgc m.in. punkty czasowe
pobierania tkanki do profilowania transkryptomiczno-metabolicznego i badania metylacji
oraz potencjatu antyoksydacyjnego, a takze metodyke stosowania ODN-6w dobierajac ich
stezenie. Udane wykonanie transformacji przejsciowej i uzyskanie ro$lin z wyciszeniami oraz
potwierdzenie poziomu wyciszenia genow docelowych wymagato niewatpliwie duzego
wysitku ze strony Doktorantki i byto kluczowym etapem badan.

Autorka uzyskata rosliny z wyciszeniami dla wigkszosci badanych gendw, przy czym
metoda biolistyczna byta bardziej skuteczna. Wyciszenie na poziomie transkryptomicznym
okreglita z wykorzystaniem standardowej metody Real Time PCR, a efekty na poziomie
metabolicznym z wykorzystaniem ultrasprawnego chromatografu cieczowego z detektorem
PDA (UPLC). Analiza roslin z 7 genami wyciszonymi za pomocg dwdch roznych metod
wyciszenia umozliwita ich poréwnanie. Autorka obserwowata r6zne poziomy wyciszenia
genéw w zaleznosci od zastosowanej metody i genu docelowanego. Dla niektorych gendw
bardziej efektywna byta metoda biolistyczna (np. dla genow kodujacych izomeraze
pirofosforanu izopentenylu IDI, syntazg fytoenu PSY, fitylotransferaz¢ homogentyzynianowa
VTE? i metylotransferaze fitylobenzochinolu VTE3), dla innych genow metoda ODN-6w (np.
dla genéw kodujacych desaturaze zeta-karotenu ZDS, izomerazg prolikopenu CRTISO,
cyklaze tokoferolu VTEI), czasami wyniki wyciszenia byly podobne dla obydwu metod (np.
dla genu kodujacego syntaz¢ farnezylu FDS), a dla niektérych genéw wyciszenia nie
uzyskano. Szkoda, ze Autorka nie przedstawita tych wynikéw w postaci zbiorczej tabeli
poréwnawczej sumujacej uzyskane efekty wyciszenia.

Dopetnieniem tych analiz byta préba powigzania wlasciwosci strukturalnych ODN-6w
ze skutecznosciag wyciszania genoéw docelowych. Znalezienie takich relacji bytoby bardzo
wartosciowe i pozwolitoby na skuteczne projektowanie wyciszaj acych ODN-6w. Autorka nie
stwierdzita jednak bezposrednich zaleznosci pomigdzy cechami strukturalnymi ODN-6w 1
efektywnoscig wyciszania. Niemniej zaobserwowata, ze w przypadku ODN-6w, ktore
potencjalnie tworzg struktury drugorzgdowe, znacznie czesciej otrzymywano wysoki poziom
wyciszenia genu docelowego.

W kolejnym etapie badan Autorka wytypowata rosliny z potwierdzonym wyciszeniem
gen6w szlaku biostyntezy terpenoidéw i wykonata dla nich analizy transkryptomiczne,
metaboliczne i epigenetyczne oraz ocen¢ potencjatu antyoksydacyjnego. Umozliwito to
wskazanie kluczowych genéw szlaku biosyntezy terpenoidow u lnu i zidentyfikowanie
nowych zaleznoéci w obrebie tego szlaku, sposrod ktérych najwazniejsze jest powigzanie
wzrostu poziomu a-tokoferolu z obnizong ekspresja glownych genéw szlaku biosyntezy
karotenoidéw. Uzyskane wyniki sugeruja przeptyw jednostek budulcowych pomiedzy
szlakami biosyntezy karotenoidow i tokoferoli w Inie. Autorka obserwowala takze réznice w
og6lnej metylacji i profilu ekspresji gendw zwigzanych z regulacjg epigenetyczna u roslin z

-4 -



wyciszeniami. Wskazanie nowych powigzan pomigdzy poziomem metabolitéw i poziomem
ekspresji gtownych genow szlaku biosyntezy terpenoidow moze mie¢ w przysztosci
zastosowania biotechnologiczne.

Waznym etapem pracy bylo okreslenie stabilnosci uzyskanych wyciszen dla
najbardziej efektywnych ODN-6w. Autorka obserwowata zmiany w poziomie wyciszenia
gendéw docelowych 14 tygodni po inkubacji z ODN-ami, a w pewnych przypadkach nawet 12
miesiecy po traktowaniu ODN-ami. Trzeba zaznaczy¢, ze wyniki te uzyskano dla warunk6w
in vitro. Szkoda, ze Autorce nie udato si¢ poszerzy¢ przeprowadzonych badan o potomstwo
badanych roslin co pozwolitoby na stwierdzenie czy opisane zmiany w profilach
transkryptomiczno-metabolicznym i ogélnej metylacji sa dziedziczne. Wazna konkluzja
przedstawiong przez Autorke jest wskazanie, ze metoda ODN-6w moze by¢ przydatna na
potrzeby hodowli epigenetycznej jednakze wymaga to dalszych badan.

Analizy korelacji wykonane dla poziomu ekspresji badanych genow pozwolity na
zdefiniowanie hipotetcznych kompleksow multienzymatycznych, ktére mogg tworzy¢
enzymy zaangazowane w biosynteze karotenoidow. Zaproponowane przez Autorke
kompleksy multienzymatyczne charakteryzuja si¢ innym sktadem w poréwnaniu z wezesniej
postulowanymi, jednakze jak zaznacza Autorka w dyskusji potrzebne sa dalsze prace, aby
potwierdzi¢ ich funkcjonowanie.

Wyniki uzyskane przez Autorke sg oryginalne i wzbogacajg dotychczasowa wiedze¢
dotyczaca funkcjonowania szlaku biosyntezy terpenoidow i stosowania nowych metod
hodowlanych u Inu. Autorka umiejetnie przedstawita uzyskane wyniki i przedyskutowata je w
interesujacy i krytyczny sposob przedstawiajac ciekawe tezy, ktére mogg ukierunkowac
dalsze badania nad opracowaniem skutecznych strategii modyfikowania szlaku biosyntezy
terpenoidow u Inu, prowadzace do uzyskania linii charakteryzujgcych sie¢ wytwarzaniem
pozadanych metabolitow z tej grupy. Rozprawa jest napisana starannie i wlasciwie
zredagowana pod wzgledem edytorskim. Zamieszczone liczne wykresy dobrze ilustrujg
uzyskane wyniki. Pewnym utrudnieniem podczas czytania pracy sa drobne niedociggnigcia
jezykowe: stylistyczne, gramatyczne, czy tez uzywanie niewtasciwych termin6éw, skrotow
myslowych i zargonu laboratoryjnego, ktdre nie umniejszajg warto$ci merytorycznej pracy.

Uwagi do pracy

(1) Stwierdzenie wynikajace z analiz bioinformatycznych ODN-6w, ze ODN-y, ktore
wykazuja podobiefistwo sekwencyjne 72-98% do genu docelowego PSY powoduja
wyciszenie wszystkich izoform tego genu nie do konca mnie przekonuje. Czy
podobiefistwo na poziomie 72% jest wystarczajace do wyciszenia genu docelowego? Czy
mozna to wykazaé¢ metodami bioinformatycznymi?

(2) W moim odczuciu przedstawione najwazniejsze wnioski moglyby by¢ lepiej
zredagowane, przyktadowo ostatni wniosek dotyczacy kompleksow enzymatycznych jest
trudny w zrozumieniu, szczegdlnie czgs¢ dotyczaca modyfikacji trzeciego kompleksu.



(3) Uwazam, ze Autorka nie zawsze whasciwie wykorzystuje okreslenie ,,sekwencja DNA”.
Sekwencja zasad jest jedynie cechg DNA. Przyktadowo w wektorze do transformacji
umieszczany jest fragment DNA o okreslonej sekwencji, a nie sekwencja DNA jak pisze
Autorka (str. 75), podobnie biatko VirE2 chroni T-DNA a nie sekwencje T-DNA (str. 37),
mikronosniki w metodzie biolistycznej sa optaszczone DNA a nie sekwencjami DNA (str.
39).

(4) Uzycie okreslenia ,,stworzenie” w odniesieniu do roslin z przejSciowym wyciszeniem
gendw (str. 75) w moim odczuciu nie jest do konca poprawne. Termin ,,stworzenie”
kojarzy sie raczej z aktem stworczym de novo. W kontekscie uzyskania roslin z
przejéciowym wyciszeniem genéw zastosowatbym raczej okreslenie bardziej
technologiczne, np. uzyskanie, skonstruowanie lub podobne.

(5) W kilku miejscach Autorka nie stosuje poprawnej terminologii polskoj¢zycznej, na
przyklad piszac o kukurydzy odpornej na insekty (str. 34 wiersz 25) - bardziej poprawne
byloby pisanie o kukurydzy odpornej na szkodniki lub bardziej precyzyjnie o kukurydzy
odpornej na omacnicg prosowianke, ktora jest jednym z kilku szkodnikéw kukurydzy.

(6) W pracy poczawszy od metodyki (str. 66) Autorka stosuje okreslenie ,,roztwor cukru” w
odniesieniu do roztworu, w ktérym zawieszano antysensowne oligodeoksynukleotydy nie
precyzujac o jaki zwiazek chemiczny chodzi i nie podajac zrodta pochodzenia tego
zwiazku. Cukier ten powinien by¢ lepiej zdefiniowany.

(7) Sporadycznie w tekscie pracy Autorka niewlasciwie odwoluje si¢ do zrodet
literaturowych podajac niepotrzebnie obok nazwiska autora jego imie lub inicjaty (np. str.
44 wiersz 14, str.47 wiersz 26).

(8) W spisie literatury wystgpuja niespéjnosci zwigzane ze sposobem cytowania artykutow
Autorka stosuje rézne style cytowania, przyktadowo: czasami podane sa pelne tytuty
pism, a innym razem skroty, czasami w tytufach prac sg stosowane duze litery a innym
razem male, nazwy lacinskie powinny by¢ zapisane kursywa a najczesciej nie sg. Styl
cytowania artykutéw powinien by¢ jednolity dla catego spisu literatury.

Podsumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anny Kostyn dotyczy
trudnej i kompleksowej problematyki badawczej jakg jest zrozumienie mechanizmow
regulacji metabolizmu terpenoidow u roslin oraz wskazanie metod sterowania tym szlakiem
na potrzeby ulepszania Inu. Prace badawcze zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem
szerokiego spektrum metod badawczych, a uzyskane wyniki sg oryginalne i stanowig
warto$ciowe podtoze do dalszych prac nad ulepszaniem Inu. Autorka rozprawy opanowata
liczne techniki badawcze obejmujace metody inzynierii genetycznej, kultur tkankowych
roslin, profilowania transkryptomicznego i metabolicznego. W realizacj¢ swej pracy
doktorskiej Autorka wiozyla ogrom pracy pokazujac, ze potrafi rozwigzywaé problemy
badawcze i umiejetnie analizowaé uzyskane wyniki badan. Biorac pod uwage wszystkie
powyzsze elementy stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa spetnia wymogi stawiane pracom
doktorskim i wobec tego wnosze do Rady Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu



Wroctawskiego o dopuszczenie Autorki rozprawy do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Gw(«zw Rectosu bl

Dr hab. Grzegorz Bartoszewski (prof. SGGW)



