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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Daniela Brody pt. ,,Badanie zdolnosci szczepow
drozdzy Ogatea (Hansenula) polymorpha z nadprodukcja flawoprotein — produktéw
genéw CYB2 i DLD1 - do detoksykacji chromianu i D-mleczanu”

Biodetoksykacja substancji toksycznych jest istotnym i aktualnym problemem
wspotczesnej biologii i biotechnologii. Rozprawa doktorska mgr Daniela Brody jest
elementem tego nurtu badan, majacego — oprocz znaczenia poznawczego — perspektywy
praktycznych zastosowari w diagnostyce, ochronie srodowiska i medycynie. Celem badan
podsumowanych w rozprawie byto poszukiwanie sposobow detoksykacji dwu toksyn:
chromianu i D-mleczanu z uzyciem drozdzy - nadproducentéw enzyméw: flawocytochromu
b, (zdolnego do selektywnego utleniania L-mleczanu) i oksydoreduktazy D-mleczanu oraz
wytwarzanych przez nie biatek.

Rozprawa doktorska mgr Daniela Brody ma klasyczny ukfad. Rozpoczyna jg Wstep, w
ktérym  Doktorant przedstawia drozdze metylotroficzne, omawia drozdzowe
oksydoreduktazy L- i D-mleczanu (flawocytochrom b, i oksydoreduktaze D-mleczanu),
metabolizm mleczanu u cztowieka oraz chrom jako mikroelement i substancje toksyczng.
Szczegdlne ciekawe jest krytyczne podsumowanie danych pismiennictwa dotyczgcych
kontrowersyjnego zagadnienia postulowanej przez wielu autoréw roli chromu jako
niezbednego mikroelementu, o korzystnym dziataniu metabolicznym, zwfaszcza
enigmatycznego ,czynnika tolerancji glikozy” (glucose tolerance factor). Wstep jest ogdlnie
dobrym wprowadzeniem w cze$¢ doswiadczalng rozprawy i mogtby sta¢ sie podstawa
przynajmniej jednego artykutu przegladowego, do ktdérego napisania zachecam Autora
rozprawy nie tylko w uznaniu dla uzytecznego opracowania danych pismiennictwa, ale takze
ze wzgledu, ktory przedstawie w dalszej czgsci recenzji.

Szczegdtowo sprecyzowany Cel pracy obejmuje, oprocz aspektu sformutowanego
zwiezle powyzej, takze charakterystyke fizyko-chemiczng biokomplekséw Cr(lll) oraz oceng
dziatania tych biokompleksdw in vivo (ich wptywu na wybrane parametry fizjologiczne i
biochemiczne szczuréw). Cele pracy uwazam za szerokie (moze nawet nieco zbyt rozlegle?) i
niewatpliwie ambitne.

Materiaty i metody przedstawione s3 w zasadzie nalezycie szczegotowo. Budzi
uznanie szeroki zakres metod biologii molekularnej, metod preparatywnych i analitycznych
zastosowanych w pracy; naliczytem 69 szczegétowych procedur opisanych w tym rozdziale
rozprawy. Daje to wyobrazenie o ogromie wiozonej pracy i rozlegtosci warsztatu



badawczego opanowanego przez Doktoranta w trakcie realizacji rozprawy. Drobne uwagi
krytyczne pod adresem tej czesci rozprawy: pewien niedosyt budzi np. opis metody
izolowania biokomplekséw Cr(Ill) (s. 78). Wprawdzie Autor rozprawy podaje odnosniki do
odpowiednich publikacji, jednak ten opis nie zaspokaja natychmiastowej ciekawosci
Czytelnika nie majgcego dostepu do materiatéw Zrodtowych. Nie jest tez jasne, gdzie (w
jakiej zwierzetarni) przeprowadzone byty doswiadczenia na zwierzetach.

Wyniki, opisane w sposob ogdlnie odpowiedni i nalezycie szczegétowy, sg relacjg ze
imudnych zmagan Doktoranta z mikroorganizmami i produktami ich metabolizmu, nie
zawsze uwieniczonych powodzeniem - co jest, niestety, nieodfgczng cechg autentycznej
pracy badawczej. Eukariotyczne systemy ekspresyjne oparte na drozdzach Saccharomyces
cerevisiae i Kluyveromyces lactis dla ekspresji, odpowiednio, biatka fuzyjnego zawierajgcego
sekwencje biatka yEGFP, dehydrogenazy D-mleczanu z drozdzy Hansenula polymorpha i
znacznika (His)e tag oraz dehydrogenazy D-mleczanu z Hansenula polymorpha nie pozwolity
na uzyskanie aktywnych enzymatycznie biatek i uzyskanie fluorescencji biatka w
transferowanych komarkach jest stabym pocieszeniem (tym bardziej, ze nie sprawdzono, co
doktadnie daje te fluorescencje). Nie udato sie zidentyfikowa¢ sktadu i struktury
biokomplekséw Cr(lll), ale nie udato to si¢ dotychczas wielu badaczom i oczekiwanie, ze
badania Doktoranta rozwigzg ten problem, bytoby zbyt daleko optymizmem. Badania
podsumowane w rozprawie przyniosty jednak szereg oryginalnych i wartosciowych wynikow.
Za najciekawsze z nich uwazam wykazanie (i) oksydacyjnej detoksykacji D-mleczanu przez
komarki szczepu tr6 drozdzy H. polymorpha z nadekspresjg dehydrogenazy D-mleczanu, (ii)
mozliwosci otrzymania D-mleczanu z mieszaniny racemicznej poprzez enzymatyczne
utlenianie L-mleczanu katalizowane przez flawocytochrom b, wyizolowany z drozdzy H.
polymorpha, (iii) bezposredniej redukcji chromianu do Cr(lll) przez flawocytochrom b, w
obecnosci L-mleczanu jako donora elektrondw, (iv) zdolnosci drozdzy H. polymorpha trl z
nadekspresjg flawocytochromu b, do wydajnej redukcyjnej bioremediacji chromianu,
zewnatrzkomorkowej redukcji chromianu i chelatowania powstajgcego chromu(lll) z
wytworzeniem tiokomplekséw Cr(lif) w podfozu hodowlanym, (v} antyoksydacyjnych
witasciwosci tiokompleksow Cr(lll) i (vi) pozytywnego efektu fizjologicznego tych kompleksow
podawanych szczurom w postaci obnizenia stezenia glukozy we krwi oraz (vii) zastosowanie
jednoetapowej procedury oczyszczania biatka fuzyjnego zawierajgcego flawocytochrom b,
wytwarzanego w systemie prokariotycznym (E. coli) tworzgcego ciata inkluzyjne, dla
uzyskania enzymatycznie aktywnej formy tego biatka.

Wysoko oceniajgc wyniki uzyskane w badaniach, z obowigzku recenzenta chce
podzieli¢ sie kilkkoma refleksjami polemicznymi pod ich adresem. Moim zdaniem niektore
fragmenty opisu wynikdw winny znaleZ¢ sie raczej w Dyskusji niz w tej czgsci pracy (to
pochodna pogladu, ze opis wynikow powinien by¢ mozliwie lapidarny i nie zawierajacy
elementdw interpretacji, a kluczem do ich zrozumienia dla Czytelnika, ktory nie potrafi ich
samodzielnie zinterpretowaé, jest Dyskusja). Dla odmiany, Dyskusja nie powinna juz
pokazywac nowych wynikow.



Czy zasadne byto uzycie btekitu Nilu jako mediatora transferu elektrondw skoro jego
standardowy potencjat redoks jest bardzo niski, duzo nizszy niz standardowy potencjat
redoks rdzenia cytochromu b,? Doktorant wykazat podwyzszenie poziomu reaktywnych form
tlenu w komoérkach H. polymorpha traktowanych chromianem. Czy przeprowadzone byto
doswiadczenie kontrolne dotyczace mozliwosci bezposredniego utlenienia stosowanej sondy
fluorogennej przez chromian? Kilka tabeli przedstawia wartosci pojedyncze zamiast $redniej i
odchylenia standardowego (np. tab. 6-9,11). Czy oznacza to, ze eksperymenty te nie byty
powtarzane? Analogiczna uwaga nasuwa sie w odniesieniu do wartosci K, pokazanej na Ryc.
30. Frapujace sg wyniki oznaczen aktywnosci antyoksydacyjnej biokomplekséw Cr(lll) (Tab.
12). Zazwyczaj aktywnos¢ jest wyzsza w tescie redukcji ABTS* niz w tescie redukcji jondw
Fe(lll); wyniki przedstawione w Tabeli sugerujg swoisty mechanizm aktywnosci
antyoksydacyjnej, zastugujacy na dalsze badania.

Obszerna, 25-stronicowa Dyskusja krytycznie analizuje uzyskane wyniki na tle danych
piSmiennictwa. Ta czes¢ pracy wystawia dobre Swiadectwo dojrzatosci naukowej Doktoranta.
Drobna uwaga polemiczna: czy zwiekszenie rozmiaréw czgsteczki biatka enzymatycznego
moze ttumaczy¢ utrate jego aktywnosci enzymatycznej (s. 123)?

Kolejna czesci rozprawy to Wnioski i Podsumowanie. Doktorant formutuje 12
wnioskow; jak zwykle to bywa, nie wszystkie z nich to wnioski sensu stricto (np. ,wniosek” 8
relacjonujacy, co badano). Rozprawa zaopatrzona jest w podsumowanie w jezyku angielskim
i Wykaz skrdtow rozpoczynajacy prace. Ten ostatni wydaje sie nieco zbyt skromny i nie
zawiera szeregu skrotow stosowanych w pracy. Bogate pismiennictwo zajmuje 26 sfron
tekstu.

Pewng staboscig pracy jest strona jezykowa. Niestety, praca obfituje w btedy
stylistyczne, niekiedy powtdrzenia, niespdjnosci gramatyczne i literéwki. Zapewne wynika to
z pospiechu wymuszonego terminem ztozenia i obrony. Nie chce podawac w recenzji listy
takich btedow, omowitem je z Doktorantem. Kilka przyktadéw ,ku przestrodze”. Autor nie
zawsze przestrzega zasady, by przy pierwszym uzyciu skrotu podac¢ petng nazwe biatka
kryjacego sie za tym skrotem (np. FC). Dysmutaza ponadtlenkowa katalizuje dysmutacje
anionorodnika ponadtlenkowego (superoxide radial anion), nie za$ ,anionu rodnika
nadtlenkowego” (s. 142). Nie zgodze sie ze sformutowaniem, ze ksenobiotyki to , produkty
przemystowej dziatalnosci cztowieka”. Symbol ,angstrem” powinien by¢ pisany jako A, nie
jako A (s. 19). Tym bardziej chciatbym wiec zasugerowac¢ Doktorantowi napisanie artykutu
przegladowego w jezyku polskim, co winno by¢ okazjg do ¢wiczenia poprawnosci jezykowej.
Za czasOw mojej mtodosci prawie nieodzowne byto przejscie przez szkote nieodzatowanej
pamieci Prof. Zofii Zielinskiej, redaktora naczelnego Postepow Biochemii, ktéra bezbtednie
wytowita kazdg niescistos¢, niewtasciwe sformutowanie i btad w artykule przeglgdowym
sktadanym do tego czasopisma. Swego czasu, przegladajgc Jej naniesione otéwkiem uwagi do
prawie kazdego zdania swojego manuskryptu zrozumiatem, ze artykut przeglagdowy musi by¢
do bdlu logiczng, bezbtedng konstrukcja, w ktérej kazde zdanie musi logicznie wigzaé sie z



poprzednim i nastepnym i w ktérym nie ma miejsca na btedy merytoryczne, ortograficzne,
gramatyczne czy jakiekolwiek inne. To winno dotyczy¢ réwniez rozpraw doktorskich. Chyba
nie ma juz dzi$ redaktorow, ktorzy cate serce wkfadaliby w zyczliwg krytyke i nauczanie, jak
pisa¢ w jezyku polskim —ale winni przynajmniej cze$ciowo spetnic takie zadanie.

W podsumowaniu, mimo pewnych drobnych w ostatecznym rozliczeniu uwag
krytycznych wysoko oceniam rozprawe doktorskg mgr Daniela Brody i uwazam, ze zawiera
ona oryginalne i cenne wyniki, ktére mogg stanowi¢ podstawe praktycznych zastosowan
dotyczacych usuwania szkodliwego metabolitu jakim jest D-mleczan i bioremediacji
chromianu, a takie zawiera nowe dane dotyczace tiokompleksow chromu i jest
niewatpliwym osiggnieciem naukowym Doktoranta i Jego Promotora.

Z petnym przekonaniem wnosze do Rady Wydziatu Biologiczno-Rolniczego o przyjecie
rozprawy i dopuszczenie mgr Daniela Brody do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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