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RECENZJA

rozprawy doktorskiej pt.: “Badanie zdolnosci szczepow drozdzy
Ogataea (Hansenula) polymorpha z nadprodukcja flawoprotein
— produktow genow CYB2 i DLDI — do detoksykacji
chromianu i D-mleczanu”
wykonanej przez mgr Daniela Brode
z Zakladu Biotechnologii Uniwersytetu Rzeszowskiego w Rzeszowie

Nadestana mi do recenzji praca doktorska pod w/w tytulem przedstawiona
Jest na 178 stronach maszynopisu podzielonego na jedenascie rozdziatéw, ktére
podzielone s3 z kolei na podrozdziaty, w tym spis literatury obejmujgcy az 366
najnowszych pozycji z ostatnich kilkunastu lat gltownie polskich, rosyjskich
i anglojezycznych, ktére wykorzystano we wstepie pracy, celem wprowadzenia
czytelnika w omawiany problem. Wyniki badan przedstawiono w 19 tabelach i
46 kolorowych rysunkach oraz kilku zdjeciach, co stanowi obszerng i bardzo
dobrze udokumentowang czesé pracy.

Jednym z najwazniejszych probleméw wspotczesnej cywilizacji jest
zachowanie dobrego zdrowia i samopoczucia dla wszystkich ludzi na catym
swiecie. Nasze zdrowie zalezy od wielu czynnikéw, ale jednym z najuwazniej-
szych jest stan srodowiska, w ktérym zyjemy, pracujemy i spedzamy wolny czas.
Stad Swiadomo$¢ naszych zwiazkéw ze $rodowiskiem, w ktéorym zyjemy,
zaczyna dominowa¢ w wigkszosci podejmowanych przez cztowieka dzialan pro-
zdrowotnych i proekologicznych. Do ludzi dociera swiadomos¢, ze podejmujac
niekiedy proste dziatania, mozna nie niszczac podstawowych elementéw $ro-
dowiska wyeliminowaé szkodliwe czynniki z naszego otoczenia, a prowadzgc
odpowiedni styl zycia zachowa¢ zdrowie na dtugie lata.

Nasze bogactwa naturalne i zasoby $rodowiska mocno nadwerezone w
przesztosci, bez watpienia nie wytrzymaja dalszych obcigzen. Eksperci juz dzi$
ostrzegaja, szczegblnie w krajach rozwijajacych si¢, a takze i w Polsce, ze
wzrastajgca liczba ludnosci pociggnie za sobg wzrost zanieczyszczenia $rodo-
wiska. Wydaje sie, ze nowoczesne technologie wykorzystujgce najnowsze



zdobycze wiedzy z zakresu medycyny, ekologii, biologii molekularnej, genetyki,
inzynierii genetycznej i mikrobiologii moga sprosta¢ stojacymi przed ludzkoscig
zadaniom i przyczyni¢ sie do zmniejszenia zachorowalnosci ludzi na liczne
choroby cywilizacyjne. Nic, wiec dziwnego, ze temat pracy doktorskiej p. mgr
Daniela Brody zwigzany jest z mozliwoscig wykorzystania szczepdw drozdzy
do detoksykacji chromianu i D-mleczanu, groznych i toksycznych zwigzkéw
chemicznych, ktérych obecnos¢ w srodowisku ulega stalemu zwigkszeniu.

Nalezy zaznaczy¢, ze w Polsce od kilkunastu lat obserwuje si¢ dyna-
miczny wzrost zainteresowania nowoczesnymi metodami biologicznymi
pozwalajgcymi na neutralizacje, rewitalizacj¢ i detoksyfikacje skazef srodo-
wiska réznymi ksenobiotykami. Zastosowanie drobnoustrojow oraz bio-
augmentacja wydajg sie najlepszymi i najtanszymi metodami pozwalajgcymi
zrealizowaé ten cel. Dlatego jestem pelen uznania za trud podjecia badan
zmierzajagcych do wyjasnienia zaleznosci migdzy uzdolnieniami szczepow
drozdzy Ogataea polymorpha i ich zdolnosci do nadprodukcji flawoprotein, a
mozliwoscig detoksykacji chromianu i D-mleczanu.

Podjecie powyzszych badan uwazam za stuszne i celowe, a wykonanie ich
w warunkach laboratoryjnych, gdzie stworzono wiele kombinacji doswiad-
czalnych i badano rézne zaleznosci i interakcje wynikajace z ich wlasciwosci, za
bardzo cenne osiggniecie Doktoranta.

1. Ocena pracy pod wzgledem metodycznym

Przystepujac do oceny recenzowanej pracy, jako rozprawy doktorskiej
pragne zaznaczyé, ze zebrane wyniki dotycza ogromnego zakresu badan
wykonanych w warunkach laboratoryjnych. Powyzsze badania stanowig cenne
osiagniecie naukowe z zakresu biologii mikroorganizmoéw, genetyki, inzynierii
genetycznej, toksykologii i biotechnologii, a dotycza wykorzystania niekonwen-
cjonalnych, termotolerancyjnych, metylotroficznych drozdzy Habsenula
(Ogataea) polymorpha, jako zrédto flawoprotein do detoksykacji D-mleczanu i
chromianu. Drozdze, wykorzystano jako zrodlo enzyméw, a po modyfikacjach
genetycznych uzyskano ich nadprodukcje, co pozwala na ich wykorzystane w
przysztosci do celow komercyjnych.

Do osiggniecia tych waznych celow doktorant zastosowatl nowoczesne
metody inzynierii genetycznej pozwalajace na synteze biatek enzymatycznych
oraz tak zrekombinowal komoérki drozdzy, ze uzyskal enzymy o zwigkszone;j
aktywno$ci w stosunku do D-mleczanu oraz otrzymat flawoproteiny o wyzsze]
aktywnosci bioremediacyjnej wzgledem chromianu. Waznym osiggnigciem
doktoranta jest takze fakt wykazania, ze drozdze H. polymorpha trl posiadaja
zdolno$é¢ do zewnatrzkomérkowej redukcji toksycznego chromianu i chelatacji
chromu(IIl). Nalezy zaznaczy¢, ze otrzymane kompleksy Cr(II) zostaty
przebadane w do$wiadczeniach fizjologicznych na szczurach i wykazano, ze
powodowaty obnizenie poziomu glukozy we krwi szczuréw, nie wykazujac



dziatania toksycznego. Powyzsze badania przeprowadzono za pomoca testéw na
aktywno$¢ aminotransferaz ALAT i AST.

Zastosowane metody badawcze oparte sg na nowoczesnych metodach
mikrobiologicznych i genetycznych, sa wiasciwie dobrane oraz zastosowane,
pozwalajace na udowodnienie postawionego celu. Na szczegélne podkreslenie
zastugujg badania nad systemem syntezy biatek fuzyjnych, synteza mitochon-
drialnej flafoproteiny oraz powstawaniem biokomplekséw Cr(III).

Powyzsze badania Doktorant przeprowadzi wyjatkowo starannie, w
licznych powtdrzeniach, co zaowocowalo wieloma bardzo interesujgcymi
wynikami, ktére by¢ moze znajda praktyczne zastosowanie w opracowaniu
nowoczesnych metod rewitalizacji skazonego srodowiska. Praca wykonana jest
poprawnie pod wzgledem metodycznym.

2. Ocena pracy pod wzgledem merytorycznym

Oceniana praca doktorska zawiera bardzo dobrze opracowang czesé
wstepng-przeglagdows, w ktoérej autor opisuje dotychczasowy dorobek nauko-
Wy W tej dziedzinie, dajgc wyraz swej doskonatej orientacji w najnowszych
osiggnigciach badawczych nad rolg flawoprotein produkowanych przez drozdze
w detoksykacji D-mleczanu i chromianu. Nalezy zaznaczy¢, ze drozdze sa
najlepiej nadajgcym sie zrédlem bialek enzymatycznych oraz platforma do
heterologicznej produkcji bialek. Ponadto w czesci wstepnej opisano rézne
gatunki drozdzy i ich modyfikacje genetyczne oraz inne mikroorganizmy, ktore
mozna wykorzystywa¢ do nadprodukcji wielu waznych z gospodarczego punktu
widzenia enzymdéw. Szczegdtowy opis réznych szlakéw metabolicznych i moz-
liwosci ich praktycznego zastosowania oraz aktywno$é wybranych enzymoéw
wskazujg na waznos$¢ podjetych badan. Natomiast zastosowanie najnowszych
technik badawczych z zakresu biologii molekularnej i inzynierii genetycznej
uwidaczniajg nieograniczone mozliwo$ci tworzenia nowych rekombinowanych
szczepow drobnoustrojow w tym drozdzy o potencjalnych mozliwosciach ich
wykorzystania w degradacji wielu toksycznych substancji skazajacych $rodo-
wisko oraz bedacych przyczyna wielu choréb ludzi i zwierzat.

Giownymi celami wykonanej pracy doktorskiej byty badania mikrobio-
logiczne, biochemiczne i genetyczne zmierzajace do opracowania nowych
technik badawczych do biotechnologicznego wykorzystania drozdzy w:

- konstruowaniu metodami inzynierii genetycznej i biatkowej nadpro-
ducentéw flawoprotein — produktéw genéw CYB2 i DLD — zdolnych do stereo-
specyficznego utleniania L- i D-mleczandw,

- detoksykacji D-mleczanu przy pomocy drozdzy Hansenula polymorpha
tr6, zdolnych do nadprodukcji oksydoreduktazy D-mleczanu DLDH, produktu
genu DLDI1,

- otrzymanie D-mleczanu z racematu przy wykorzystaniu flawocyto-
chromu b,, specyficznego wzgledem L-mleczanu,



- detoksykacja chromianu przy pomocy drozdzy Hansenula polymoprpha
trl, zdolnych do nadprodukcji flawocytochromu b5, produktu genu CYB2,

- charakterystyka fizyko-chemiczna wyizolowanych bio-kompleksow
Cr(I1I),

- ocena wplywu bio-komplekséw Cr(Ill) na wybrane parametry fizjo-
logiczne szczurdw.

Zamierzony cel osiggnigto poprzez dokladne badania genetyczne,
biochemiczne, enzymatyczne, mikrobiologiczne oraz fizjologiczne na szczurach.
Wszystkie badania wykonano w wielu powtdrzeniach wykorzystujac do tego
celu nowoczesne techniki badawcze tgcznie z inzynieria genetyczna konstruujgc
nowe rekombinowane szczepy drozdzy zdolne do nadprodukcji waznych biatek,
posiadajgcych specyficzne wiasciwosci. Nalezy zaznaczyé, ze Doktorant wyko-
nat caly szereg dodatkowych badan zwigzanych z zastosowaniem technik
analitycznych jak: izolacja plazmidowego i genowego DNA, klonowanie i nam-
nazanie plazmidowego DNA, transformacje komérek drobnoustrojéw, izolacje
ciat inkluzyjnych z E. coli, mikroskopia fluorescencyjna, chromatografia,
elektroforez¢ i wiele innych powszechnie stosowanych w nowoczesnych
laboratoriach mikrobiologicznych, biochemicznych, genetycznych i biotechno-
logicznych.

Badania zostaty zaplanowane bardzo dobrze, co umozliwito takze prze-
prowadzenie doglebnej analizy statystycznej otrzymanych wynikow. Prze-
prowadzone badania sg bardzo wazne pod wzgledem naukowym i nie budza
zastrzezen natury merytorycznej. Jako oryginalne i bardzo ciekawe Wnoszg one
nowe elementy naukowe do poznania roli flawoprotein w detoksykacji
chromianu i D-mleczanu.

Uzyskane wyniki wyraznie wskazujg, ze istnieje mozliwos$é konstru-
owania nowych rekombinowanych szczepéw drozdzy, ktére moga posiadaé
nowe cenne cechy o duzych mozliwo$ciach ich wykorzystania w praktyce.

W oparciu o uzyskane wyniki z przeprowadzonych badaf autor wyciagnat
wnioski, ktére sprecyzowane sg bardzo rzeczowo i konkretnie. Do najwaz-
niejszych wnioskdw Doktoranta nalezy zaliczy¢ te, w ktérych stwierdza, ze
drozdze mozna wykorzysta¢ do celéw remediacyjnych i przeprowadzi¢ za ich
pomocg detoksykacje chromianu i D-mleczanu oraz inne, w ktérych wykazat,
ze:

1. Zastosowanie prokariotycznego systemu ekspresyjnego opartego na bakteriach Escherichia coli i wektorze
plazmidowym z serii pET32a do IPTG-indukowanej ekspresji drozdzowego ORF HpCYB2, kodujacego
flawocytochrom 52, daje w efekcie synteze tego enzymu w postaci ciat inkluzyjnych.

2. Fuzja bialek znacznikowych - tioredoksyny (Trx), (His)6-tag, S-tag z flawocytochromem b2, zachowuje
aktywnos¢ (16 J . mg-I) enzymatyczna tego biatka, po solubilizacji ciat inkluzyjnych w obecnosci 0,3%
N-lauroilosarkozyny.

3. Eukariotyczny system ekspresyjny oparty na drozdzach Saccharomyces cerevisiae, dla syntezy biatka
fuzyjnego, sktadajgcego si¢ z potaczenia biatka yEGFP, dehydrogenazy D-mleczanu z drozdzy Hansenula
polymorpha oraz znacznika (His)6-tag nie daje aktywnej postaci enzymu, jednak powoduje jego fluorescencje w
komérkach rekombinowanych.



4. Eukariotycznego uklad sekrecyjny z uzyciem drozdzy Kluyveromyces lactis dla ekspresji pochodzacej z
drozdzy Hansenula polymorpha dehydrogenazy D-mleczanu powoduje sekrecje nieaktywnej postaci enzymu.

5. Zastosowanie komorek szczepu rekombinowanego tr6 drozdzy H.polymorpha, wykazujacych nadekspresje
dehydrogenazy D-mleczanu, prowadzi do detoksykacji D-mleczanu z wydajnoscig 9 mM . h-1.

6, Wykazno mozliwo$¢ otrzymania D-mleczanu z racematu na drodze enzymatycznego utleniania L-mleczanu
za pomocg oczyszczonego flawocytochromu 62 z drozdzy H. polymorpha.

7. Flawocytochrom b2, dzigki niespecyficzno$ci do akceptora elektronéw in vitro, posiada zdolnosé
bezposredniej redukcji chromianu do Cr(III) w obecnosci L-mleczanu.

8. Zbadano aktywno$¢ mediatorowa réznych barwnikéw o aktywnosci redoks w redukcji chromianu
flawocytochromem b2; wyselekcjonowany dichlorfenolindofenol zastosowano do bioremediacji chromianu w
reakcji, katalizowanej przez flawocytochrom b2 oraz komérki drozdzy H. polymorpha (zywe badz
permabilizowane).

9. Drozdze H. polymorpha trl znadekspresja flawocytochromu 52 zdolne do wydajnej (100%) bioremediacji
redukcyjnej | mM chromianu.

10. Drozdze H polymorpha trl znadsyntezg flawocytochromu /2 posiadaja zdolno$é do zewnatrzkomérkowej
redukcji toksycznego chromianu i chelatacji chromu z wytworzeniem biokomplekséw Cr(IIl) w podiozu
hodowlanym.

11. Wyizolowane biokompleksy HpCr(III) sktadaja si¢ przynajmniej z dwéch komponentéw(w tym biatkowego).
Pochfaniaja $wiatlo z pikami przy: 275, 325, 580 i 975 nm. Sa zdolne do zielonej fluorescencji. Posiadaja
aktywnos¢ antyoksydacyjna (9,9 + 21,9 J . g-1 Cr) w testach z ABTS i jonami zelaza(III).

12. Otrzymane biokompleksy Cr(IIl) wykazuja pozytywna biologiczng aktywno$¢ w badaniach fizjologicznych
z uzyciem szczur6w jako modelu badawczego: nie powoduja dzialania toksycznego (w tescie z
aminotransferazami ALT i ASP), obnizajg poziom glukozy we krwi.

Z obowigzku recenzenta powyzszej rozprawy doktorskiej, zglaszam
nastepujace uwagi, zapytania i prosze o wyjasnienie:
- prosze przedstawi¢ najnowsza systematyke drozdzy,
- naczym polega toksyczne dziatanie Cr(III) i Cr(VI),
- omow otrzymywanie metanolu przy wykorzystaniu drobnoustrojow,
- na czym polega prozdrowotne dzialanie bakterii kwasu mlekowego
u ludzi i zwierzat,
- co to sg probiotyki, prebiotyki i synbiotyki,
- co to jest siara i jaka jest jej rola u ludzi i zwierzat (str.48),
- omow lancuch oddechowy drozdzy w warunkach tlenowych i bez-
tlenowych,
- dlaczego jedna reakcja jest pisana (str. 15) po angielsku, a podobna na
str.26 po Polsku,
- scharakteryzuj plazmidy i omow jakie cechy one koduja,
- omow metody izolacji plazmidowego i genomowego DNA u organiz-
mow prokaryotycznych i eukariotycznych,
na czym polega dziatanie chromatografii cieczowej (HPLC) str. 71.
MO_]e uwagi - nie majg charakteru krytycznego i oczywiscie nie wplywaja
W najmniejszym stopniu na wartos¢ naukowa pracy, a sg jedynie pytaniami
1 uwagami w dyskusji oraz powinny stuzy¢ lepszemu przygotowaniu pracy do
druku.

3. Ocena pracy pod wzgledem formalnym i strukturalnym

Praca napisana jest zwigzle i tresciwie, stad przedstawiong rozprawe p.
mgr Daniela Brody oceniam bardzo wysoko. Uzyskane w Jego pracy wyniki



wzbogacaja nasza wiedzg z zakresu mikrobiologii, genetyki drobnoustrojéw,
biotechnologii i mozliwosci konstruowania nowych rekombinowanych szcze-
péw drozdzy o cennych wiasciwosciach biochemicznych w zakresie degradacji
szkodliwych zwigzkéw toksycznych skazajacych nasze $rodowisko. Groma-
dzenie tego rodzaju faktow jest szczegélnie cenne w obecnym czasie, kiedy
srodowisko przyrodnicze poddawane jest roznej presji i widaé negatywna inge-
rencj¢ cztowieka. Zanieczyszczenia i skazenia réznymi zwiazkami chemicznymi,
preparatami i materiatami budowlanymi czynia, ze coraz trudniej bedzie
uzyska¢ informacje o uktadach i zaleznosciach biologicznych panujacych w
srodowisku, co jest konieczne dla okredlenia w nich stopnia wywolywanych
zmian. Nalezy podkresli¢, ze praca wykonana jest poprawnie pod wzgledem
formalnym, stylistycznym i jezykowym oraz nie budzi zastrzezen natury
naukowej. Na uwage zasluguje poprawny styl i jezyk polski. Na specjalna
pochwate zastuguje sama redakcja pracy, ktéra wykonano bardzo estetycznie
i wyjatkowo starannie, co dodatkowo $wiadczy o wszechstronnych uzdolnie-
niach Doktoranta.

4. Wniosek koncowy

Biorgc pod uwage powyzsze dane dotyczace oceny formalnej, meto-
dycznej i merytorycznej pracy doktorskiej pana mgr Daniela Brody pt.:

»Badanie zdolnosci szczep6éw drozdzy Ogataea (Hansenula) polymorpha
z nadprodukejg flawoprotein — produktéw genéw CYB2 i DLDI —
do detoksykacji chromianu i D-mleczanu”

stwierdzam, Ze powyzsza rozprawa stanowi niewsatpliwie oryginalne i cenne
osiggni¢cie naukowe doktoranta w zakresie biotechnologii i mikrobiologii.
Wykazat w prezentowanej pracy umiejetno$é organizacji i samodzielne;j
realizacji badan. Duza znajomo$¢ literatury przedmiotu, opanowanie techniki
badawczej z zakresu mikrobiologii, inzynierii genetycznej i analityki - wskazujg
na dobre przygotowanie doktoranta do pracy naukowej. Powyzsza praca
powinna by¢ opublikowana.

W Swietle powyzszych danych uwazam, ze rozprawa doktorska pod w/w
tytutem wykonana przez p. mgr Daniela Brody z Zakladu Biotechnologii
Wydzialu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego pod kierun-
kiem prof. dr hab. Mykhaila Gonchara w_pelni odpowiada wymogom-*stawia-
nym rozprawom doktorskim. W zwigzku z powyzszym stawiam wniosek do
Rady Wydzialu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego w
Rzeszowie o dopuszczenie mgr Daniela Brody do dalszych etapéw poste-
powania przewodu doktorskiego.




Z uwagi na znaczenie naukowe tematu, duzy wklad pracy wilasnej w
badaniach laboratoryjnych, analitycznych i mikrobiologicznych oraz sposéb
przedstawienia wynikow, ich opracowanie i omdwienie stawiam wniosek do
Rady Wydzialu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego
0 wyroznienie powyzszej rozprawy doktorskiej p. mgr Daniela Brody — sto-
sowng nagroda Ministra lub Rektora Uniwersytetu.

Prof. zw. dr hab. Wiestaw BARABASZ
Katedra Mikrobiologii

Uniwersytet Rolniczy w Krakowie
30-059 Krakow, Al. Mickiewicza 24/28
tel. (012) 633-13-56




