Lwoéw, dnia 05.02.2018 r.

RECENZJA

rozprawy doktorskiej pt.: “Konstruowanie szczepow drozdzy
Ogataea (Hansenuia) polymorpha zdolnych do efektywnej konwersji
glicerclu do etanolu” wykonanej przez Mgr inz. Iwone Kate w Katedrze
Biotechnologii i Mikrebiologii Uniwersytetu Rzeszowskiego
_pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Sybirnego

Przedstawiona do oceny praca doktorska pod w/w tytulem nalezy
do dziedziny nauk biologicznych i przedstawiona jest na 137 stronach
maszynopisu podzielonego na 10 rozdziatow, w tym spis literatury obejmujacy
272 najnowszych pozycji z ostatnich kilkunastu lat. Wyniki badanprzedstawiono
w 10 tabelach, 10 rysunkach i 18 wykresach, stuzacych informacyjnym
udokumentowaniem wynikow pracy.

1. Ocena aktualnosci problematyki rozprawy.

Jednym z najwazniejszych problemow wspotczesne] cywilizacji jest
otrzymanie nowych Zrodet energii, w tym — odnawialnych alternatywnych
biopaliw. Bioetanol, jako wazne nowoczesne biopaliwo, wytwarzane z biomasy,
moze pochodzié zaréwno z petnowarto$ciowych produktéow roslinnych (zboze,
buraki cukrowe, ziemniaki, trzcina cukrowa), jak i z odpadéw. W zwiazku z
duzym poziomem produkcji biodiesla (okoto 25 bilionéw litréw rocznie)
problem utylizacji glicerolu jak odpadowego produktu ubocznego, siggajacego
10% od produkowanego biodiesla. Ten nadmiar zanieczyszczonej gliceryny
powoduje konieczno$é jej konwersji na cenne produkty o wyzszej wartosci.
Jednym z najbardziej obiecujacych produktow, ktoére mozna otrzymaé z
ubocznego glicerolu, jest bioetanol, uzywany w formie ptynnego paliwa. Jego
roczna produkcja $wiatowa wynosi ponad 97 mid litréw i w ciagu najblizszych
lat ta liczba ulegnie znacznemu wzrostowi.

W zwiazku z zaznaczonym, temat rozprawy doktorskiej Mgr inz. Iwony
Katy pt. “Konstruowanie szczepow drozdzy Ogataca (Hansenula) polymorpha
zdolnych do efektywnej konwersji gliceroiu do etanolu” jest bardzo aktualny z
punktu widzeaia nauki polskiej i Swiatowej. O aktualnosei tej problematyki
swiadczy wiecej niz 350 tys. artykutdw poswi gconych biokonwersji glicerolu do
etanolu w internetowych bazach danveh,

Wybér drozdzy Ogataea (Honserula) polvmorpha dla genetycznych
manipulacji w celu polepszenia wydainosei konwersji glicerolu do etanolu jest
bardzo trafny, poniewaz ten organizin jest termoodpornym, stosowanym w
praktycznej biotechnologii. Dla pomiyélne] realizacji celéw pracy doktorskiej,



wazny tez dobry poziom wiedzy o tym organizrie w aspekcie metabolicznym i
molekulamo-biologicznym, dostepnosé technik inzynierii genetycznej stosownie
tych drozdzy, i tez wspaniate do$wiadczenie zespotu, kierowanego przez prof.

dr hab. Andrzeja Sybirnego, w konstruowaniu genetycznym  Ogataea
polymorpha.

2. Ocena pracy poed wzgledem metodycznym.

Uzyte w pracy metody badawcze oparte sa na nowoczesnych metodach
molekularno-genetycznych, biochemicznych i mikrobiologicznych, sg whadciwie
dobrane oraz zastosowane, pozwalajace na udowodnienie postawionego celu.
Gléwnym podejsciem metodycznym w pracy jest inzynieria metaboliczna z
zastosowaniem roznych nowoczesnych technik, w tym: konstruowanie kaset
nadekspresyjnych, transformacja komoérek drozdzy, udowodnienie obecnosci
genéw celowych po transformacji komoérek za pomocg PCR i analizy
restrykcyjnej, RT-PCR analiza transkrypcji wprowadzonych genow, analiza
aktywnosci  odpowiednich enzymdw w ekstraktach bezkomoérkowych,
oznaczanie glicerolu i etanolu metoda HPLC (oba zwiazki) oraz metoda
enzymatyczng (etanol). O duzym zakresie pracy Swiadcza 7 wektordw
plazmidowych i 7 szezepow drozdzy i bakterii, skonstruowanych w badaniach,
16 par primeréw dla réznych gendw, analiza aktywnodci 6 enzymow. Wszystko
wskazuje na to, ze badania w recenzowanej prace wykonane na wspotczesnym
poziomie, ktory odpowiada nhowoczesnym osiagnieciom w tej dziedzinie nauki
sSwiatowe].

Wszystkie badania Doktorant przeprowadzita wyjatkowo starannie, w
licznych powtérzeniach, z opracowaniem statystycznym, co zaowocowalo
wiarogodnymi wynikami oraz udowodnionymi wnioskami.

3. Ocena pracy pod wzgleden: merytoryczaym.

Celem ocenianej pracy byto skonstruowanie szezepdw drozdzy O.
polymorpha zdolnych do efektywnej konwersji glicerolu do etanolu, a takze
poznanie procesu metabolizmu glicerolu w komorkach niekonwencjonalnych
drozdzy O. polymorpha, wyjasnienie funkcji genow kodujacych enzymy
odpowiedzialne za katabolizm glicerolu oraz analiza wydajnosci produkcji
etanolu z odpadowego glicerolu.

Przeglad literatury jest poswigcony scharakteryzowaniu biopaliw jako
alternatywnych nosnikéw energii, konwersji glicerolu przez komérki bakteryjne i
drozdzowe, z duzym akcentem na mikroorganizmy, zdolne do konwers;ji
glicerolu do uzytecznych zwiazkéw chemicznych, w tym etanolu. Dalej opisane
zostaly gltdwne techniki stosowane w inzynierii metabolicznej mikroorganizméw,
w tym dla drozdzy Ogataea polymorpha jako organizmu badawczego.



Szczegblng uwage zwraca sic na analize szlakow metabolicznych konwersji
glicerolu do etanoiu w komérkach O. polymorpha oraz nadekspresji kluczowych
genow, odgrywajgcych wazna role w mataholizmic glicerolu w tym organizmie.

Cele pracy zostaly precyzyjnie okreglone, a zaplanowane zadania sg
bardzo logiczne i powigzane z gldéwnvm celem badat.

Gléwnymi  osiggnieciami  ocenianej pracy jest przeprowadzenie
nadekspresji genéw ADHI i PDCI, kodujacych odpowiednio dehydrogenaze
alkoholowg oraz dekarboksylaze pirogronianows cdpowiedzialne za produkcje
etanolu, a takze realizacja nadekspresji gendéw GCYI, DAKI, GUT! i GPDI,
kodujacych odpowiednio dehydrogenaze glicerolu, kinaze dihydroksyacetonu,
kinaz¢ glicerolu oraz dehydrogenaze glicerolo-3-fosforanu. Skonstruowane
szczepy sg scharakteryzowane pod wzgledem udowodnienia integracji
zaznaczonych genéw w genom gospodarza, oceny poziomu ekspresji wyzej
wymienionych genéw oraz oznaczania aktywnodci odpowiednich enzymodw,
zwigzanych z metabolizmem glicerolu. Kiuczowym wynikiem pracy jest analiza
produktywnosci konwersji glicerolu do etanolu, W wyniku tych badan
skonstruowane zostaly szczepy z nadekspresjg gendw ADHI i PDCI zdolnych
do polepszone] produkcji etanolu w podwyzszonej temperaturze — do 5 g/l
etanolu. Centralnym aspektem pracy sg manipulacje genetyczne, powiazane z
enzymami katabolizmu glicerolu — kinaza glicerolu (Gut) 1 dehydrogenaza
glicerolo-3-fosforanu (Gpd), oraz dehydrogenaza glicerolu (Gey) i kinazg
dihydroksyacetonu (Dak). Nadekspresia gendw kodujgcych dehydrogenaze
glicerolu (Gey) i kinaze dihydroksyacetonu (Dak) spowodowata wzrost
produkgcji etanolu odpowiednio do 10.41 g/l (szlak Gut-Gpd) 1 10,71 g/l (szlak
Gey-Dak). Wyciagniety zostat wazny wniosek, ze geny, biorgce udziat w
pierwotnych etapach katabolizmu glicerolu  w komérkach drozdzy O.
polymorpha, maja istotne znaczenie w konwersji glicerolu do etanolu.
Nadekspresja genow GCY!, DAK]I, a takze GUTI i GPDI, pozwala zwiekszy¢
wydajnos$¢ produkcji etanolu przez komérki zmodyfikowanych drozdzy O.
polymorpha. Nalezy podkresli¢, ze skonstruowane szczepy z nadekspresjg
gendw poczatkowych etapéw katabolizmu glicerclu oraz genow PDC1 i ADH]I
sq zdolne do produkcji etanolu nie tylko z czystego gliceroly, jak réwniez z
preparatow gliceryny odpadowe;.

Fakt opublikowania dwoch artykutéw naukowych (w tym jednej pracy
oryginalnej w renomowanym czasopi$mie Yeass (Kata L, Semkiv M.V.,
Ruchala J., Dmytruk K.V., Sibirny A.A. Overexpression of the genes PDC1 and
ADHI activates glycerol conversion to ethano! in the thermotolerant yeast
Ogataea (Hansenula) polymorpha // Yeast. - 2016, - V. 33, Nr 8. - P. 471-478
(Impact factor 1.99; nalezy do czesci A Wykazu czasopism naukowych — 25
punktéow) dodatkowo $wiadezy o wartodci rozprawy i stuzy bezposrednim
dowodem migdzynarodowego poziomu wykonanych badaf.

Wysoko oceniajac wyniki uzyskane w prace, chee zwrdcié uwage na
niektére aspekty krytyczne (czy polemiczne). Moim zdaniem, przeglad literatury



bytby bardziej czytelny, jesliby opis szlakéw utylizacji glicerolu i produkcji
etanolu zostal dopemiony schematami metabolicznymi, a w charakterystyce
drozdzy O. polymorpha — schematem metabolizmu metanolu. To samo dotyczy
opisu uktadu CRISP-Cas9. Warto bytoby tez poda¢ wykaz skrotdbw nazw
enzymow oraz genéw, stosowanych w pracy. W podsumowaniu do przegladu
literatury brakuje tabeli z uogdlnieniem w dostepnej literature informacji o
skutkach genetycznej modyfikacji drozdzy O. polymorpha dla produktywnodci
etanolowej na glicerolu.

Mam tez uwagi charakteru terminologicznego:

- zamiast ,synteza etanolu” lepiej pisaé »produkcja”, dlatego ze
transformacja glicerolu do etanolu jest reakcja, kataboliczna;

- z punktu widzenia matematycznego, zamiast ,,mmol/L/h”, »2/1/h”,
trzeba pisa¢ ,,mmol/(L-h)”, ,.g/(L*h)” albo ,mmol-L""*h"" i ,_.g'L'l'h'l”, dlatego
ze powtorne dzielenie oznacza juz mnozenie;

- na str. 60, 61, 62, 63 i 64 zamiast ,,U/mL biatka” powinno by¢ ,,U/mg
biatka”;

- milimolowy wspotczynnik absorbancji dla kofaktora
nikotynoamidowego (6,22) ma wymiar mM™ -em™;

- na Rys. 2 | innych podobnych wykresach podano nieprawidlowe
wyjasnienie: ,MW — marker wielkosci (1 kb)”: bardzo czesto na Sciezce
elektroforetycznej dia markeréw nie pokazano masy molekularnej paska;

- na Wykresie 5 (s. 71) pomijana jest nazwa osi Y (stgzenie etanolu);

Z obowiazku recenzenta rozprawy doktorskiej zglaszam nastgpujace

uwagi, zapytania dla wyjasénienia:

- Czgsto w tekscie pracy upomina sie, ze "generalnie drozdze O.
polymorpha na glicerolu rosng bardzo stabo, a zrekombinowane
szczepy drozdzy wykazujg nieco lepszy wazrost...", chociaz na
wykresach przedstawiono informacje o wzrostu komoérek i konsumpcji
glicerolu tylko przy duzej poczatkowej biomasie wysiewu (wiecej, niz
1,5 g/l). Czy prowaczita Pani Doktorant badania kinetyki wzrostu
skonstruowanych (oraz macierzystych) szczepéw w klasycznym
formacie, to znaczy, przy matym poczatkowym stezeniu komérek?

- Moim zdaniem, przy analizie wydajnosci etanolowej oprécz
masowego wymiaru (g etanolu/g spozytego glicerolu) nalezaloby
poda¢ ten parametr w jednostkach molowych (mol EtOH/mol
konsumowanego glicerolu). W ostatnim przypadku, taka forma
podania wydajno$ci pozwolitaby autorowi zwrdcié uwage na niektére
paradoksalne wyniki. Np., w Tabeli 7 (s. 75), gdzie podane sa gltéwne
parametry fermentacji glukozy przez zrekombinowane szczepy
drozdzy O. polymorpha, wydajno$é etanolu (g/g zuzytej glukozy) dla
niektorych szczepdw wynosi 0,689, 0,874, 0,719, 0,767, czyli wartosci



wyzsze od teoretyczni. mozliwych (2 € 45)/180=0,511 g/g). Jak mozna
wythimaczy¢ takie wyniki?

Podobna sytuacja ma miejsce przy zestawieniu gtdwnych parametrow
fermentacji glicerolu do etanolu przez zrekombinowane szczepy
drozdzy O. polymorpha (Tabela 9, s. 97). Wydajnos$¢ etanolu (g/g
zuzytego glicerolu) dla trzech szczepdéw jest istotnie wigksza (0,628;
0,636; 0,541) w poréwnaniu z teoretycznie mozliwg wartoscig tego
parametru (46/92 = 0,50). Jakie sq przyczyny takiego zjawiska? Czy
nie moze to by¢ powigzane z obecnoscig w ekstrakcie drozdzowym,
stosowanym dla przygotowania podioza, komponentéw zdolnych do
fermentacji alkoholowej?

Poniewaz szlaki metaboliczne glicerolu u drozdzy O. polymorpha nie
sa do konca poznane, bardzo wazna jest informacja o aktywnosciach
enzyméw przemiany clicerolu u tego mikroorganizmu. W zwiazku z
tym mam pytanie: jezeli u drozdzy O. polymorpha funkcjonujg oba
szlaki katabolizmu glicerolu — przez dehydrogenaze glicerolu/ kinaze
dihydroksyacetonu oraz kinaze glicerolu/dehydrogenaze
glicerolo-3-fosforanu, dlaczego aktywnosci tych czterech wyzej
wymienionych enzyméw sa obserwowane w  ekstraktach
bezkomoérkowych rodzicielskiego szeczepu 1 szeczepu WT/ADH1/PDC1
(Tabela 9), ale nie odkrywane aktywnosci Gey i Dak u szczepow
rekombinowanych WT/ADHI1/PDC1/GUT1, WT/ADH1/PDC1/GPDI1
i WT/ADHI1/PDC1/GUT1/GPDI1; podobna sytuacja wystepuje dla
enzymow Gpd i1 Gut — ich aktywno$¢ nie jest obserwowana u szczepow
WT/ADH1/PDC1/GCY1, WT/ADH1/PDC1/DAK1 i
WT/ADH1/PDC1/GCY1/DAK1?

U drozdzy, np., S. cerevisiae, glicerol tworzy sie¢ przy fermentacji
cukru do etanolu w procesie redoks-obojetnym. Przeciwnie, konwersja
glicerolu do etanolu powoduje naruszenie réwnowagi redoks wedhug
schematu reakcji: Glyc + NAD™ + ADP + P; = EtOH + CO, +
NADH/H™ + ATP + H,0. Pani Doktorant nie analizuje skutki tego
procesu dla komorki. Mam wobec tego pytanie, jakie sa dalsze
perspektywy ulepszenia procesu konwersji gliceroiu do etanolu, biorac
pod uwage powodowang tym procesem disbalans  redoks w
komorkach?

Dalej, poniewaz Pani Doktorant przeprowadzila nadekspresje
kluczowych enzyméw dwoch szlakéw katabolizmu glicerolu: gendow
GCYI1, DAKI, a takze GUT! i GPDI, kodujacych dehydrogenaze
glicerolu, kinaze dihydroksyacetonu, kinaze glicerolu oraz cytozolowa
dehydrogenaze glicerolo-3-fosforanu, jaki mechanizm zuzycia
cytozolowego nadmiaru NADH w komodrkach? Czy jest dla tego
potrzebny jakikolwiek komorkowy akceptor H z redukowanego



NADH (warunki bezilenowe) czy zachodzi utlenianie NADH w
trakcie oddychania (warunk: tlenowe)?

- W zwigzku z tym, ze Pani doktorant prowadzila nadekspresje genu
GPD1, kodujacego cytozolows dehydrogenaze glicerolo-3-fosforanu -
enzymu, ktéry odpowiada za osmotolerancje komorek drozdzy, czy
badata Pani tolerancje odpowiednich szczepéw na wysokie stgzenie
glicerolu w podtozu (ponad 150 g/L)?

- Poniewaz dla drozdzy O. polymorpha glicerol nie represuje syntezy
oksydazy alkoholowej, a ostatni enzym powinien spowodowaé spadek
wydajnosci produkeji etanolu dzieki jego utlenianiu, czy badata Pani
doktorant aktywno$¢ tego enzymu u skonstruowanych szczepow na
podtozu z glicerolem?

- W pracy Ruchala i wsp, 2017 pokazano ze delecja genu
regulatorowego CATS powoduje wzrost produkeji etanolu na ksylozie.
Czy jest informacja (albo zalozenie), jak to moze wplynaé na
konwersje glicerolu do etanolu?

- Bardzo mi imponuje, @ze Doktorant prowadzila testowanie
skonstruowanych szczepdéw na zdolno$¢ do konwersji glicerolu w
etanol na technicznych preparatach glicerolu (glicerynie odpadowej
oczyszczone] 1 surowej glicerynie nieoczyszczonej) 1 przy tym
otrzymane zostaly obiecujace wyniki. Chociaz w pracy (Tabela 10)
podana jest zawarto$¢ sktadnikow mineralnych, ale wynika pytanie,
jakie sg skladniki organiczne w tym preparacie glicerolu i jakim jest

technologiczne pochodzenie surowej goliceryny firmy Koncernu
Naftowego? Czy ma ten ostatni preparat zwigzek z produkcja
biodieslu?

- Poniewaz nieoczyszczony odpadowy glicerol zawiera toksyczne dla
drozdzy komponenty, jakg jest opinia Pani Doktorantki odnosnie
mozliwogci fermentacji glicerolu w bioreaktorach, w tym z
immobilizowanymi komorkami?

Oczywiscie, ze moje uwagi nie majg charakteru pryncypialnego i nie
wplywaja w najmniejszym stopniu na warto$¢ naukows pracy, a sg jedynie
pytaniami i uwagami w dyskusji i majg sluzyé lepszemu przygotowaniu
fragmentow pracy do druku w czasopismach fachowych.

4. Ocena pracy pod wzgledem formalnym i strukturalnym

Praca napisana jest bardzo dokiadnie, precyzyjnie i tresciwie, dlatego
przedstawiong rozprawg Pani Mgr Iwony Katy oceniam bardzo wysoko.
Uzyskane w Jej pracy wyniki wzbogacajg naszg wiedzg z zakresu mikrobiologii,
biochemii i genetyki drobnoustrojéw, szczegélnie w aspekcie enzymologii i
regulacji genetycznej katabolizmu glicerolu 1 produkeji etanolu. W aspekcie



praktycznym, otrzymane wyniki sg waz yim osiagnieciem w  dziedzinie
biotechnologii drozdzy, poniewas odkrywajs moziiwodci konstruowania
nowych zrekombinowanych 8zczepow, zdolnych do biokonwersji odpadowego
glicerolu do etanoly - bardzo potrzebnego dla nowoezesne] cywilizacji zrédta
energii.

Nalezy podkregli¢, ze fecenzowana praca vykonana jest poprawnie pod
wzgledem formalnym, stylistycznym L jezykowym. Tekst i ilustracje wykonane
zostaly w tadnym, esietycznym stylu. Kluczowe rozdziaty przegladu literatury
nalezy opublikowaé Jako podrecznik dia studentdw.

S. Whiosek koricowy.

Przechodzac do wniosku koficowego i biorac pod uwage powyzszg
analiz¢ rozprawy pracy pod wzgledem formalnym, metodycznym i
merytorycznym, stwierdzam niewatpliwie, ze praca doktorska ,,Konstruowanie
Szczepow droidzy Ogataea (Hanserula) polymorpha zdolnych do efektywnej
konwersji glicerolu do etanolu” stanowi oryginalne i cenne osiagniecie
naukowe w zakresie mikrobiologii, biotechnologii i genetyki molekularne;.
Uwazam, ze rozprawa doktorska pod w/w tytutem wykonana przez Mgr inz.
Iwone Kate w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Uniwersytetu
Rzeszowskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Sybirnego w_pelni
odpowiada wymogom stawianym_rozprawom doktorskim. W _zwiazku z
POWYi#szym stawiam wniosek do Rady Wydzialu Biologiczno-Rolniczego
Uniwersytetu Rzeszowskiego w Rzeszowie o dopuszczenie Mgr inz. Iwony
Katy do dalszych etapéw postepowania przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na bardzo wysoki naukowo-metodyczny poziom pracy, duzy
wkiad  pracy Wwiasnej w badaniach eksperymentainych  oraz Sposob
przedstawienia wynikéw, ich oOpracowanie i oméwienie, stawiam wniosek do
Rady Wydziatu Biologiczno-Rolnicrego Uniwersytetu Rzeszowskiego o
Wyréznienie powyzsze] rozprawy doktorskiej Pani Mgr inz. Iwony Katy
stosowng nagroda Rektora Uniwersytetu.

Prof. dr hab. Mykhaiio NCHAR
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