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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Daniela Brody pt.,,Badanie zdolnoSci szczep6w

droidiy Ogdtea (Hansenula) polymorpho z nadprodukcjq flawoprotein - produkt6w

gen6w CYB2 i DLDT- do detoksykaciichromianu i D-mleczanu"

Biodetoksykacja substancji  toksycznych jest istotnym i aktualnym problemem

wsp6lczesnej biologii  i  biotechnologii .  Rozprawa doktorska mgr Daniela Brody jest

elementem tego nurtu bada6, majacego - opr6cz znaczenia poznawczego - perspektywy

praktycznych zastosowari w diagnostyce, ochronie 6rodowiska i medycynie. Celem badari

podsumowanych w rozprawie byto poszukiwanie sposob6w detoksykacji dwu toksyn:

chromianu i D-mleczanu z u2yciem dro2d2y - nadproducent6w enzym6w: f lawocytochromu

b2 (zdolnego do selektywnego utleniania L-mleczanu) i  oksydoreduktazy D-mleczanu oraz

wytwarzanych przez nie biatek.

Rozprawa doktorska mgr Daniela Brody ma klasyczny uktad. Rozpoczyna jE Wstqp, w

kt6rym Doktorant przedstawia dro2d2e metylotroficzne, omawia dro2d2owe

oksydoreduktazy L- i  D-mleczanu (f lawocytochrom bz i oksydoreduktazq D-mleczanu),

metabolizm mleczanu u cztowieka oraz chrom jako mikroelement i  substancjq toksycznq.

Szczeg6lne ciekawe jest krytyczne podsumowanie danych piSmiennictwa dotyczqcych

kontrowersyjnego zagadnienia postulowanej przez wielu autorow rol i  chromu jako

niezbqdnego mikroelementu, o korzystnym dziataniu metabolicznym, zwlaszcza

enigmatycznego ,,czynnika tolerancji glikozy" (glucose tolerance factor). Wstep jest o96lnie

dobrym wprowadzeniem w czq6i doSwiadczalnq rozprawy i m6gtby stai siq podstawq

przynajmniej jednego artykulu przeglqdowego, do kt6rego napisania zachqcam Autora

rozprawy nie tylko w uznaniu dla u2ytecznego opracowania danych pi5miennictwa , ale tak2e

ze wzglqdu, kt6ry przedstawiq w dalszej czq6ci recenzji.

Szczeg6fowo sprecyzowany Cel pracy obejmuje, oprocz aspektu sformutowanego

zwiql le powy2ej, tak2e charakterystykq f izyko-chemicznq biokompleks6w Cr(l l l )  oraz ocenq

dziatania tych biokompleksdw in vivo (ich wptywu na wybrane parametry fizjologiczne i

biochemiczne szczur6w). Cele pracy uwa2amza szerokie (mo2e nawet nieco zbyt rozlegle?) i

niewqtpl iwie ambitne.

Materialy i metody przedstawione sE w zasadzie nale2ycie szczeg6fowo. Budzi

uznanie szeroki zakres metod biologii  molekularnej, metod preparatywnych i anali tycznych

zastosowanych w pracy; naliczytem 69 szczeg6towych procedur opisanych w tym rozdziale

rozprawy. Daje to wyobra2enie o ogromie wlo2onej pracy i rozlegto5ci warsztatu



badawczego opanowanego przez Doktoranta w trakcie realizacj i  rozprawy. Drobne uwagi

krytyczne pod adresem tej czq6ci rozprawy: pewien niedosyt budzi np. opis metody

izolowania biokompleks6w Cr(l l l )  (s. 78). Wprawdzie Autor rozprawy podaje odno6niki do

odpowiednich publikacj i ,  jednak ten opis nie zaspokaja natychmiastowej ciekawoSci

Czytelnika nie majqcego dostqpu do materialdw lr6dtowych. Nie jest te2 jasne, gdzie (w

jakiej zwierzqtarni) przeprowadzone byty doSwiadczenia na zwierzqtach.

Wyniki, opisane w spos6b o96lnie odpowiedni i  nale2ycie szczeg6lowy, sq relacjq ze

2mudnych zmagad Doktoranta z mikroorganizmami i  produktami ich metabolizmu, nie

zawsze uwiericzonych powodzeniem - co jest, niestety, nieodtqcznq cechq autentycznej

pracy badawczej. Eukariotyczne systemy ekspresyjne oparte na dro2d2ach Saccharomyces

cerevisiae i Kluyveromyces loctis dla ekspresji, odpowiednio, biafka fuzyjnego zawierajqcego

sekwencje biatka yEGFP, dehydrogenazy D-mleczanu z dro2d2y Honsenula polymorpha i

znacznika (His)o tag oraz dehydrogenazy D-mleczanu z Hansenula polymorpha nie pozwolity

na uzyskanie aktywnych enzymatycznie biatek i  uzyskanie f luorescencji  biatka w

transferowanych kom6rkach jest sfabym pocieszeniem. (tym bardziej, ze nie sprawdzono, co

dokladnie daje tQ f luorescencjq). Nie udafo sie zidentyfikowai sktadu i struktury

biokompleks6w Cr(l l l ) ,  ale nie udato to siq dotychczas wielu badaczom i oczekiwanie, 2e

badania Doktoranta rozwiqiq ten problem, bytoby zbyt daleko optymizmem. Badania

podsumowane w rozprawie przyniosly jednak szereg oryginalnych i warto5ciowych wynik6w.

Za najciekawsze z nich uwa2am wykazanie ( i) oksydacyjnej detoksykacji  D-mleczanu przez

kom6rki szczepu tr6 dro2d2y H. polymorpho z nadekspresjq dehydrogenazy D-mleczanu, ( i i)

mo2fiwojci otrzymania D-mleczanu z mieszaniny racemicznej poprzez enzymatyczne

utlenianie L-mleczanu katal izowane przez f lawocytochrom b2 wyizolowany z dro|d2y H.

polymorpho, ( i i i )  bezpo6redniej redukcji  chromianu do Cr(l l l )  przez f lawocytochrom b2 w

obecnoSci L-mleczanu jako donora elektrondw, (iv) zdolnofci dro2d2y H. polymorpho tr'1, z

nadekspresjq f lawocytochromu bz do wydajnej redukcyjnej bioremediacj i  chromianu,

zewnAtrzkom6rkowej redukcji  chromianu i chelatowania powstajqcego chromu(l l l)  z

wytworzeniem tiokompleks6w Cr(l l l )  w podto2u hodowlanym, (v) antyoksydacyjnych

wta5ciwo5cit iokompleks6w Cr(l l l )  i  (vi) pozytywnego efektu f izjologicznego tych kompleks6w

podawanych szczurom w postaci obnizenia stq2enia glukozy we krwi oraz (vi i)  zastosowanie

jednoetapowej procedury oczyszczania bialka fuzyjnego zawierajqcego flawocytochrom b2,

wytwarzanego w systemie prokariotycznym (E. coli) tworzqcego ciala inkluzyjne, dla

uzyskania enzymatycznie aktywnej formy tego biatka.

Wysoko oceniajqc wyniki uzyskane w badaniach, z obowiqzku recenzenta chcq

podziel i i  siq ki lkoma refleksjami polemicznymi pod ich adresem. Moim zdaniem niektore

fragmenty opisu wynik6w winny znalei( siq raczej w Dyskusji ni2 w tej czqSci pracy (to

pochodna poglqdu, 2e opis wynik6w powinien byi mo2liwie lapidarny i nie zawierajqcy

element6w interpretacj i ,  a kluczem do ich zrozumienia dla Czytelnika, kt6ry nie potrafi  ich

samodzielnie zinterpretowai, jest Dyskusjo). Dla odmiany, Dyskusjo nie powinna ju2

pokazywai nowych wynikow.



Czy zasadne byfo u2ycie btqkitu Nilu jako mediatora transferu elektron6w skoro jego

standardowy potencjat redoks jest bardzo niski, du2o ni2szy ni2 standardowy potencjat

redoks rdzenia cytochromu bz? Doktorant wykazal podwy2szenie poziomu reaktywnych form

tlenu w kom6rkach H. polymorpha traktowanych chromianem. Czy przeprowadzone byfo

do6wiadczenie kontrolne dotyczqce mo2liwoSci bezpo6redniego utlenienia stosowanej sondy
fluorogennejprzez chromian? Kilka tabeli  przedstawia warto6ci pojedyncze zamiast Sredniej i

odchylenia standardowego (np. tab. 6-9,11-). Czy oznacza to, 2e eksperymenty te nie byty
powtarzane? Analogiczna uwaga nasuwa siq w odniesieniu do warto6ci K, pokazanej na Ryc.
30. Frapujqce sq wyniki oznacze6 aktywno5ci antyoksydacyjnej biokompleks6w Cr(l l l )  (Tab.

12). TazwVczaj aktywno6i jest wy2sza w te6cie redukcji ABTS* ni2 w te5cie redukcji jon6w

Fe(l l l) ;  wyniki przedstawione w Tabeli sugerujq swoisty mechanizm aktywnoSci

antyoksydacyjnej, zasfugujqcy na dalsze badania.

Obszerna, 25-stronicowa Dyskusjo krytycznie analizuje uzyskane wyniki na t le danych
pi5miennictwa. Ta czq6i pracy wystawia dobre Swiadectwo dojrzafoSci naukowej Doktoranta.

Drobna uwaga polemiczna: czy zwiqkszenie rozmiar6w czqsteczki biatka enzymatycznego
mo2e t lumaczyi utratq jego aktywno5ci enzymatycznej (s. 123)?

Kolejna czq6ci rozprawy to Wnioski i Podsumowonie. Doktorant formuluje Lz
wniosk6w; jak zwykle to bywa, nie wszystkie z nich to wnioski sensu str icto (np. ,,wniosek" 8
relacjonujqcy, co badano). Rozprawa zaopatrzona jest w podsumowanie w jqzyku angielskim
i Wykoz skrot6w rozpoczynajqcy pracq. Ten ostatni wydaje siq nieco zbyt skromny i nie
zawiera szeregu skr6t6w stosowanych w pracy. Bogate pi6miennictwo zajmuje 26 sgon
tekstu.

Pewnq slabo5ciq pracy jest strona jqzykowa. Niestety, praca obfituje w btqdy
styl istyczne, niekiedy powt6rzenia, niesp6jno6ci gramatyczne i l i ter6wki. Zapewne wynika to
z po5piechu wymuszonego terminem zto2enia i  obrony. Nie chcq podawai w recenzji  l isty
takich btqd6w, om6witem je z Doktorantem. Kilka przyklad6w ,,ku przestrodze". Autor nie
zawsze przestrzega zasady, by przy pierwszym u2yciu skr6tu podai pelnq nazwq biatka
kryjqcego siq za tym skr6tem (np. FC). Dysmutaza ponadtlenkowa katal izuje dysmutacjq
anionorodnika ponadtlenkowego (superoxide radial anion), nie zaf ,,anionu rodnika

nadtlenkowego" (s. 1-42). Nie zgodzq siq ze sformulowaniem, 2e ksenobiotyki to ,,produkty
przemystowej dziafalnoSci cztowieka". Symbol ,,angstrem" powinien by6 pisany jako A, nie
jako A (s. L9). Tym bardziej chcialbym wiqc zasugerowai Doktorantowi napisanie artykutu
przeglqdowego w jqzyku polskim, co winno byi okazjq do iwiczenia poprawnoici jqzykowej.

7a czasdw mojej mtodo5ci prawie nieodzowne bylo przej6cie przez szkolq nieod2alowanej
pamiqci Prof. Zofii Zielifiskiej, redaktora naczelnego Postqpow Biochemii, kt6ra bezbfqdnie
wylowila ka2dq nie5cistoSi, niewla6ciwe sformulowanie i  btqd w artykule przeglqdowym

skladanym do tego czasopisma. Swego czasu, przeglqdajqc Jej naniesione ot6wkiem uwagi do
prawie kazdego zdania swojego manuskryptu zrozumialem, 2e artykul przeglqdowy musi byi
do b6lu logicznq, bezbtqdnq konstrukcjq, w kt6rej ka2de zdanie musi logicznie wiqzai siq z



poprzednim i nastepnym i w kt6rym nie ma miejsca na btqdy merytoryczne, ortograficzne,

gramatyczne czy jakiekolwiek inne. To winno dotyczyi r6wnie2 rozpraw doktorskich. Chyba

nie ma ju2 dziS redaktor6w, kt6rzy cate serce wktadaliby w 2yczliwq krytykq i nauczanie, jak

pisai w jqzyku polskim - ale winni przynajmniej czq5ciowo spetni6 takie zadanie.

W podsumowaniu, mimo pewnych drobnych w ostatecznym rozl iczeniu uwag

krytycznych wysoko oceniam rozprawQ doktorskq mgr Daniela Brody i uwa2am, 2e zawiera

ona oryginalne i cenne wyniki, kt6re mogq stanowii podstawq praktycznych zastosowafi

dotyczqcych usuwania szkodliwego metaboli tu jakim jest D-mleczan i bioremediacj i

chromianu, a tak2e zawiera nowe dane dotyczqce t iokompleks6w chromu i jest

niewqtpl iwym osiqgniqciem naukowym Doktoranta i  Jego Promotora.

Z pefnym przekonaniem wnoszQ do Rady Wydziatu Biologiczno-Rolniczego o przyjqcie

rozprawy i dopuszczenie mgr Daniela Brody do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.
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