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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Moniki Urbaniak
»Zmiennos¢ sekwencji kodujgcych syntetazy nierybosomalnych peptydéw oraz charakterystyka
wytwarzanych metabolitéw z grupy heksadepsipeptydéw u Hypocreales”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr. hab. tukasza Stepnia

w Instytucie Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk

Przedstawiona do oceny praca wpisuje sie w aktualng i waing tematyke biochemii
ekologicznej oraz genetycznych podstaw zmiennosci metabolizmu wtérnego. Podjete badania sg
zgodne z tematyka badawczg realizowang w IGR PAN, dotyczaca relacji gospodarz-patogen,
metabolitow mikromycetes i biologii Hypocreales. Jako przedmiot badan doktorantka wybrata
depsypeptydy (bowerycyny, bowenniatyny i enniatyny) wystepujgce u Hypocreales, skupiajac sie na
zmiennosci strukturalnej tej grupy zwigzkéw, zaleznosci profilu ilosciowego i jakosciowego
metabolitdow heksadepsypeptydowych od trybu zycia badanych grzybdéw, relacjach pomiedzy
sekwencjg gendw kodujgcych syntetazy bowerycyny oraz enniatyny i metabolizmem badanych
szczepOw oraz zmiennoscig tych gendw w kontekscie pokrewienistwa badanych organizmdéw. Podjeta
tematyka ma istotne znaczenie zaréwno z czysto poznawczego punktu widzenia, jak i ze wzgledu na
potencjalne zastosowania badanych jonoforéw. Zwigzki te wykazujg silne dziatanie biologiczne —
w swojej natywnej formie oraz jako analogi sg badane jako potencjalne leki o wtasciwosciach
przeciwpierwotniakowych, przeciwbakteryjnych, przeciwgrzybiczych i przeciwnowotworowych.
Z drugiej strony ich dziatanie toksyczne i zdolno$é do kumulowania sie w zywnosci, wptyw na rozwdj

owaddéw oraz zaangazowanie w relacje roslina-patogen powoduje, ze znajomos¢ zmiennosci
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chemicznej w tej grupie zwigzkéw, ich producentéw, ekologicznych igenetycznych czynnikéw
decydujacych o ich syntezie etc. jest niezbedna ze wzgledu na zapewnienie bezpieczenstwa zywnosci
oraz potencjalne zastosowanie przedstawicieli Hypocreales do kontroli biologicznej szkodnikow lub
produkcji bioagrochemikaliéw. Poszukiwania zaleznosci zdolnosci do syntezy heksadepsypeptydow
przez rézne izolaty od sekwencji genetycznych kodujgcych syntetazy peptyddw nierybosomalnych
stanowi wazne wyzwanie ze wzgledu na mozliwos¢ opracowania narzedzi do szybkiej diagnostyki
patogenicznosci lub toksygenicznosci szczepdw. Wybdr Doktorantki dotyczacy tematyki badawczej

uwazam za stuszny.

Praca sktada sie z trzech oryginalnych publikacji naukowych (1-3) oraz jednej pracy
przeglagdowej (4), opublikowanych w uznanych czasopismach (Toxins, Pathogens, Journal of Fungi)
ujetych na liscie JCR. Prace zostaty opatrzone komentarzem Autorki, zawierajgcym podstawowe
informacje o podjetej tematyce (wstep, stan wiedzy, metodologia), zdefiniowanie hipotez
badawczych, krétkie omodwienie najwazniejszych wynikdw oraz wnioski. Do pracy dotgczono
oswiadczenia Doktorantki i wspdtautoréw o ich udziale w poszczegdlnych etapach powstania
publikacji. Nalezy podkresli¢, ze we wszystkich pracach mgr Urbaniak jest pierwszym autorem oraz
autorem korespondencyjnym (w pracy 4 autorem korespondencyjnym jest takze Promotor). Zgodnie
z o$wiadczeniami Autorka uczestniczyta we wszystkich etapach powstawania prac sktadajacych sie na
rozprawe doktorsky: planowaniu eksperymentdw, dyskusji wynikow, przygotowaniu manuskryptu
i odpowiedziach na recenzje; brata takie aktywny udziat w prowadzeniu wiekszosci prac
eksperymentalnych. Prace finansowane byty z dwdch projektow NCN, w tym jednego, ktérego
kierownikiem byta mgr Urbaniak (program PRELUDIUM 13). Cze$é badan wykonano podczas stazu

Doktorantki w The Norwegian Veterinary Institute.

Od strony merytorycznej rozprawa prezentuje sie bardzo dobrze. Autorka zrealizowata
zaplanowane zadania naukowe. Na podkreslenie zastuguje biegte postugiwanie sie technikami
z domeny biologii ,klasycznej” (izolacja szczepow, zaktadanie kultur) i molekularnej (izolacja DNA,
sekwencjonowanie, analiza filogenetyczna) oraz chemii (bio)analitycznej (izolacja i oczyszczanie
metabolitow, analizy HPLC i HILIC, zastosowanie ekstrakcji w uktadach ciecz/ciato state do
frakcjonowania depsypeptyddw, ilosciowe i strukturalne wykorzystanie technik MS i HRMS). Do

najwazniejszych osiggnieé Doktorantki zaliczam:

e zidentyfikowanie nowych, naturalnie wystepujgcych analogéw bowerycyny zawierajgcych
reszty tyrozynowe w czgsteczce;
o wykazanie zwigzku pomiedzy sekwencjg syntetazy bowerycyny, a grupg troficzng organizmu

z ktérego wyizolowano DNA;
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o wykazanie olbrzymiej zmiennosci wewnatrz- i miedzygatunkowego potencjatu syntezy
depsypeptyddéw, niezaleznego od warunkdéw wzrostu, trofizmu i przynaleznosci rodzajowej
i gatunkowej;

e wykazanie posiadania genéw odpowiednich syntetaz oraz zdolnosci do syntezy
heksadepsypeptyddw przez przedstawicieli saprobiontycznych Trichoderma;

e przygotowanie wartosciowej pracy przegladowej o cyklodepsypeptydach — zwigzkach

o istotnym znaczeniu biologicznym i farmaceutycznym.

Komentarz do publikacji napisany jest przejrzyscie, cho¢ brakuje w nim kilku rysunkéw i schematéw,
np.: struktur badanych zwigzkéw i ich biosyntezy, gdyz ich wytgcznie stowne opisy sg mato czytelne
(wszak ,jeden obraz wart jest tysigca stow”). W czesci polskojezycznej Autorce nie udato sie ustrzec
pewnych drobnych btedow w ttumaczeniu poje¢ (np.: str. 25: ,ciekta chromatografia” zamiast
chromatografia cieczowa; str. 20: ,pofragmentowany jon sodowy z bowerycyny” zamiast jony
potomne powstate z jonu sodowanej czgsteczki bowerycyny). Kilka istotniejszych btedéw (cho¢ nie
rzutujgcych na merytoryczng warto$¢ catej rozprawy) mozna natomiast odnalezé w publikacjach

stanowigcych podstawe pracy:

e w pracy 4 (Rys. 2) na trzy struktury hydroksykwaséw dwie sg narysowane btednie:
w czgsteczce kwasu 2-hydroksy-3-metylopentanowego brakuje grupy —OH, natomiast
zamiast kwasu 2-hydroksymastowego narysowano czagsteczke kwasu 2-hydroksy-2-
metylopropionowego (2-hydroksyizomastowego);

e uzycie zapisu secCH,CH(CHz), lub iCH,CH(CHs), jest btedne. Notacje n-, izo-, sec-, tert-
stosujemy wytgcznie w wypadku, jesli nastepujacy po symbolu podstawnik jest zapisany
w postaci sumarycznej, np.: C4Ho. Kazdy podstawnik -CH,CH(CHs), jest grupg izobutylowg (2-
metylopropylowg). Nie istnieje ugrupowanie secCH,CH(CHs),; grupa sec-butylowa (2-
butylowa) ma strukture -CH(CH3)CH,CHs.

e w pracach 1 i 2 znajduje sie informacja, ze kolejnos¢ elucji bowerycyn rozdzielanych
w ukfadzie faz odwrdconych silnie zalezy od mas czgsteczkowych analizowanych zwigzkow.
Jest to stwierdzenie nieprawdziwe — powinowactwo do fazy stacjonarnej Cy5 jest zalezne od
oddziatywan hydrofobowych, nie od masy czgsteczkowej. W przypadku depsypeptydow
badanych w pracy 1 wzrost mas czgsteczkowych zwigzany jest z rozbudowg podstawnikéw
alkilowych lub ich zamiang na reszty benzylowe. Pocigga to za sobg spadek polarnosci. Tym
samym obserwowany ,trend” w zmianach czaséw retencji nie ma charakteru przyczynowo-
skutkowego. Wartosci podawane w pracy 2 w ogdle nie korelujg ze sobg, a obserwowane
zmiany czaséw retencji s3 wypadkowymi dwéch typdw zmian strukturalnych (patrz wykres

ponizej).
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rozbudowa alkilowych i arylowych
16 - tancuchow bocznych
wzrost hydrofobowosci

RT [min]

wzrost liczby grup hydroksylowych

7 w tancuchach bocznych
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Podsumowujgc, wysoko oceniam warto$é merytoryczng pracy, zawierajgcej wartosciowy
materiat doswiadczalny. O wartosci uzyskanych wynikéw swiadczy fakt ich opublikowania w
trzech pracach w wiodacych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. Nalezy takze podkresli¢
aktywnosé mgr Urbaniak w zakresie zdobywania srodkow na finansowanie nauki, zaangazowanie
we wspotprace miedzynarodowa oraz umiejetnosé wykorzystania stazy naukowych do rozwoju
wtasnej tematyki badawczej oraz zdobywania nowych umiejetnosci badawczych. Tym samym
Doktorantka jawi sie jako ambitna, wszechstronna i zaangazowana w prace mtoda badaczka.
W zwigzku z powyiszym wnioskuje do Rady Instytutu Genetyki Roslin PAN o wyrdznienie pracy

doktorskiej mgr Moniki Urbaniak.

Jednoczesdnie stwierdzam, ze praca mgr Moniki Urbaniak spetnia wymogi okreslone w ustawie
zdnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65 z pdzniejszymi zmianami) oraz wnioskuje o dopuszczenie pani

mgr Moniki Urbaniak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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