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R E C E N Z J A

rozprawy doktorskiej pt.: "Badanie zdolnoSci szczep6w droidiy
og ataea (Hans en ulu) p orymorp h a z nadprod ukcj 4 fl awoprotein

- produkt6w gen6w cyB2 i DLDI - do detoksykacJi
chromianu i D-mle czanuD

wykonan ej przez mgr Daniela Brodg
z Zakladu Biotechnologii Uniwersytetu Rzeszowskiego w Rzeszowie

Nadeslana mi do recenzji pracadoktorska pod w/w tytulem przedstawiona
jest na 178 stronachmaszynopisu podzielon.go ttu jedenaSci"roidtiul6w, kt6re
podzielone sq z kolei na podrozdziaty, w tym spis literatury obejmujecy az 366
najnowszych pozycji z ostatnich kilkunastu lat gl6wnie polskich, rosyjskich
i angLojqzycznych, kt6re wykorzystano we wstgpie pracy, celem *pro*ud zenia
czytelnika w omawiany problem. Wyniki badaf przedstawiono w 19 tabelach i
46 kolorovvych rysunkach oraz kilku zdjEciach, co stanowi obszern4 i bardzo
dobrze udokumentowan4 czgilC pracy.

Jednym z nqwahniejszych problem6w wsp6lczesnej cywilizacji jest
zachowanie dobrego zdrowia i samopoczucia dla wszystkich ludzi nu""uiy^
Swiecie. Nasze zdrowie zaleLy od wielu czynnik6w, ale jednym z najuwa1niej-
szychjest stan Srodowiska, w kt6rym zyjemy, pracujemy i spgdzamy wolny "rir.
stqd Swiadomosi naszych zwirykow ze srodowiskiem, 

-w 
kt6rym zyjemy,

zaczyna dominow aC w wigkszoSci podejmowanych przez czlowiek a dziaNair pro-
zdrowotnych i proekologicznych. Do ludzi dociera SwiadomoSC, Le podejmuj4c
niekiedy proste dzialania, mohna nie niszczqc podstawowych element6w Sro-
dowiska wyeliminowai szkodliwe c4rnniki , iar"ego otoczenia, a prowa dzyc
odpowiedni styl Lycia zachowac zdrowie na dlugie lata.

Nasze bogactwa naturalne i zasoby Srodowiska mocno nadwergzone w
przeszlo(ci,bez w4tpienia nie wytrzymajq dals4rch obciq;2en. Eksperci ju| dzi6
ostrzegajq, szczeg6lnie w krajach rozwijajqcych sig, a tak2e i w pols ce, 2e
wzrastalqca liczba ludnoSci poci4gnie za sobq wzrost zarieczyszczenia Srodo-
wiska. Wydaje tig, 2e nowoczesne technologie wykorzystuj4ce najnowsze



zdobycze wiedzy z zakresu medycyny, ekologii, biologii molekularnej, genetyki,
inZynierii genetycznej i mikrobiologii mog? sprosta6 stoj4cymi przed ludzkoSciq
zadaniom i przyczyni6 sig do zmniej szenia zachorowalnoSci ludzi na liczne
choroby cywilizacyjne. Nic, wigc dziwnego,2e temat pracy doktorskiej p. mgr
Daniela Brody zwiqzany jest z mozliwoSciq wykorzystania szczep6w drohdiry
do detoksykacji chromianu i D-mleczanlr, groinych i toksycznych zwiqzk6w
chemicznych, kt6rych obecnoS6 w Srodowisku ulega stalemu zwigkszeniu.

Nalezy zaznacz!6, 2e w Polsce od kilkunastu lat obserwuje sig dyna-
miczny wzrost zainteresowania nowoczesnymi metodami biologicznymi
pozwalajqcymi na neutralizacjg, rewitalizacjE i detoksyfikacjg skaZeri Srodo-
wiska roimymi ksenobiotykami. Zastosowanie drobnoustrojow otaz bio-
augmentacja wydaj4 sig najlepszymi i najtairszymi metodami pozrvalaj4cymi
zrealizowa6 ten cel. Dlatego jestem pelen uznaria za trud podjgcia badarl
zmierzqqcych do wyjaSnienia zale2nofici migdzy uzdolnieniami szczep6w
droadiry Ogataea polymorpha i ich zdolnoSci do nadprodukcji flawoprotein, a
moZliwo 5ci4 detoksykacj i chromianu i D-ml e azanu.

Podjgcie powyhszych badaf uwaham za sluszrre i celowe, a wykonanie ich
w warunkach laboratoryjnych, gdzie stworzono wiele kombinacji doSwiad-
czalnych i badano r6ime zaleimoici i interakcje wynikaj4ce zich wla5ciwofici, za
bar dzo cenne osi4gnigcie Doklor anta.

1. Ocena pracy pod wzglgdem metodycznym

Przystgpuj4c do oceny recenzowanej pracy, jako rczprary doktorskiej
pragng zaznaczy1, 2e zebrane wyniki dotycz1 ogromnego zakresu badan
wykonanych w warunkach laboratoryjnych. Powyhsze badania stanowi4 cenne
osi4gnigcie naukowe z zal<resu biologii mikroorganizmow, genetyki, inzynierii
genetycznej, toksykologii i biotechnologii, a dotyczq wykorzystania niekonwen-
cjonalnych, termotolerancyjnych, metylotroficznych dro2diry Habsenula
(Ogataea) polymorpha, jako 2r6dNo flawoprotein do detoksykacji D-mleczanu i

chromianu. Drozdze, wykorzystano jako 2r6dlo enzym6w, a po modyfikacjach
genetycznych uzyskano ich nadproduk"jg, co pozwala na ich wykorzystane w
prryszlofici do cel6w komercyjnych.

Do osi4gnigcia tych wu2nych cel6w doktorant zastosowal nowoczesne
metody inZynierii genetycznej pozwalajqce na syntezg bialek enzymatycznych
orcz tak zrekombinowal kom6rki drohdzy, 2e uzyskal enrymy o zwigkszonej
aktywno$ci w stosunku do D-mleczanu oraz otrzymal flawoproteiny o wyhszej
aktywnoSci bioremediacyjnej wzglgdem chromianu. Waznym osi4gnigciem
doktoranta jest takhe fakt wykazania, 2e drohdhe H. polymorpha trl posiadaj4

zdolnoS6 do zewnqtrzkom6rkowej redukcji toksycznego chromianu i chelatacji
chromu(Ill). Nalezy zaznaczyI, 2e otrzymane kompleksy Cr(III) zostaNy
przebadarre w doSwiadczeniach fizjologicznych na szczurach i wykazano, 2e
powodowaby obnizenie poziomu glukozy we krwi szczrx6w, nie wykanjqc



dzialania toksycznego. Powy Zsze badania przepr owadzono za pomoc4 test6w na
aktywnoSi aminotransferaz ALAT i AST.

Zastosowane metody badawcze opafte sq na nowoczesnych metodach
mikrobiologicznych i genetycznych, s4 wlaSciwie dobrane oraz zastosowaneo
pozwalajqce na udowodnienie postawionego celu. Na szczeg6lne podkreSlenie
zasluguj4 badania nad systemem syntezy bialek fuzyjnych, syntez1 mitochon-
drialnej fl afoprote iny or az powstawani em b i okompl eks6w cr(III).

Powyhsze badania Doktorant przeprowadzi wyj4tkowo starannie, w
licznych powt6rzeniach, co zaowocowalo wieloma bardzo interesuj4cymi
wynikami, kt6re byc mohe znajdq pral<tyczne zastosowanie w opracowaniu
nowoczesnych metod rewitalizacji ska2onego Srodowiska. Praca wykonana jest
poprawnie pod wzglgdem metodycznym.

2. Ocena pracy pod wzglgdem merytorycznym

Oceniana praca doktorska zawiera bardzo dobrze opracowan4 czgst
wstgpn4-przeglqdow?, w kt6rej autor opisuje dotychczasowy dorobek nauko-
wy w tej dziedzinie, dEqc wyraz swej doskonalej orientacji w najnowszych
osiqgnigciach badawczych nad rol4 flawoprotein produkowanych przez droail2e
w detoksykacji D-mleczanu i chromianu. NaleZy zaznaczy1, Ze droadae sq
najlepiej nadaj4cym sig ir6dtem bialek enzymatycznych oraz platform4 do
heterologicznej produkcji bialek. Ponadto w czgsci wstgpnej opisano r6ime
gatunki drohd:iry i ich modyfikacje genetyczne oraz inne mikroorganizmy, kt6re
mo2na wykorzystywac do nadprodukcji wielu wahnych z gospodarczego punktu
widzenia enzym6w. Szczeg6loo'oy opis r62nych szlak6w metabolicznych i moa-
liwoSci ich praktycznego zastosowarria oraz aktywnoS6 wybranych enzym6w
wskazuj4 na wai;toSi podjgtych badari. Natomiast zastosowanie najnowszych
technik badawczych z zakresu biologii molekularnej i inzynierii genetycznej
uwidaczniajq nieograniczone mozliwoS ci tworzenia nowych rekombinowanych
szczep6w drobnoustroj6w w tym droAdiry o potencjalnych mo2liwoSciach ich
wykorzystania w degradacji wielu toksycznych substancji skaZaj4cych Srodo-
wisko orazbgdqcych przycrpa wielu chor6b ludzi i zwierzqt.

Gl6wnymi celami wykonanej pracy doktorskiej byty badania mikrobio-
logiczne, biochemiczne i genetyczne zmierzajqce do opracowania nowych
technik badawczych do biotechnologicznego wykorzystania drozdiry w:

- konstruowaniu metodami inirynierii genetycnrcj i bialkowej nadpro-
ducent6w flawoprotein - produkt6w gen6w CYB2 i DLD - zdolnych do stereo-
specyficznego utleniania L- i D-mleczan6w,

- detoksykacji D-mleczanu przy pomocy dro2&iry Hansenula polymorpha
tr6, zdolnych do nadprodukcji oksydoreduktazy D-mleczanLr DLDH, produktu
genu DLDl,

- offzymanie D-mleczanu z racematu przy wykorzystaniu flawocyto-
chromu b 2, spec! frcznego wzgl gdem L-mleczanu,



- detoksykacja chromianu przy pomocy drohdiry Hansenula polymoprpha
ttl, zdolnvch do nadprodukcji flawocytochromu b2, produktu genu CyB2,' 

'

- charakterystyka fizyko-chemiczna wyizolowanych bio-kompleks6w
Cr(III),

- ocena wptywu bio-kompleks6w Cr(IIf na wybrane parame try fizjo-
logiczne szczrxSw.

Zamierzony cel osiqgnigto poprzez dokladne badania genetyczne,
biochemiczne) enzymatyczne) mikrobiologiczne oraz fizjologiczne na szczurach.
Wszystkie badania wykonano w wielu powt6rzeniach wykorzystujqc do tego
celu nowoczesne techniki badawcze lqcnie z inirynieria genety.rnu kotrstruujlc
nowe rekombinowane szczepy droildiry zdolne do nadprodukcji wa2nych biafik,
posiadaj4cych specyficzne wlaSciwoSci. Nalezy zaznaczy1, z; Dokto;ant wyko-
nal caty szereg dodatkowych badan ntviqzanych z zastosowaniem technik
analitycznych jak: izolacja plazmidowego i genowego DNA, klonowanie i nam-
na2anie plazmidowego DNA, transformacjg kom6rek drobnoustroj6w, izolacjg
cial inkluzyjnych z E. coli, mikroskopia fluorescencyjna, chromato grafii,
elektroforezg i wiele innych powszechnie stosowanych w ,ro*o.r.rnych
laboratoriach mikrobiologicznych, biochemicznych, genetycznych i biotechno-
logicznych.

Badania zostaty zaplanowane bardzo dobrze, co umozliwilo tak2e prze-
prowadzenie doglgbnej analizy statystycznej otrzymanych wynik6w. irr"-
prowadzone badania sq bardzo wu2ne pod wzglgdem naukowym i nie btdzq
zasttzeAeri natury merytorycznej. Jako oryginalne i bardzo ciekawe wnoszq one
nowe elementy naukowe do poznania roli flawoprotein w detoksytacji
chromianu i D-mle czanu.

Uzyskane wyniki v,ryruLnie wskazvlq, 2e istnieje mo2liwoSi konstru-
owania nowych rekombinowanych szczep6w droadiry, kt6re mogg posiadai
nowe cenne cechy o duzych moZliwo6ciach ich wykorzystariaw praktyce.

W oparciu o uzyskane wyniki z przeprowadzonych badari autor wyciqgnql
wnioski, kt6re sprecyzowane s? bardzo rzeczowo i konkretnie. Do najiai-
niejszych wniosk6w Doktoranta naleiry zaliczyl te, w kt6rych stwierdza, Le
drohdhe mohna wykorzysta6 do cel6w remediacyjnych i przeprowadzi| za ich
pomocQ detoksykacjg chromianu i D-mleczanu oraz inne. w kt6rych wykazal,
2e: 

r
l. Zastosowanie prokariotycznego systemu ekspresyjnego opartego na bakteriach Escherichia coli i wektorze

plazmidowym z serii pET32a do IPTG-indukowanej ekspresji drozdzowego OW HpCyB2, koduj4cego
flawocytochrom b2, daje w efekcie syntezg tego enzymu w postaci cial inkluzyjiych.
2. Fuzja bialek ntacmikowych - tioredoksyny (Trx), (His)6-tag, S-tag z fluroryto.hromem b2, zachowuje
aktywno6C (16 J . mg-I) enzymatycznq tego bialka, po solubilizacji cial inkluzyjnych w obecnoSci 0,3%
N-Iauroilosarkozyny.
3. Eukariotyczny system ekspresyjny oparty na drohdfuach Saccharomyces cerevisiae, dla syntezy bialka
fuzyjnego, skladajqcego sig z polqczenia bialka yEGFP, dehydrogenazy D-mleczanu z drozdiry Hansenula
polymorpha oraz zrracznika (His)6tag nie daje aktywnej postaci en{mu, jednak powoduje jego flu-orescencjg w
kom6rkach rekombinowanych.



4. Eukariotycznego uklad sekrecyjny z u2yciem drozd2ry Kluyveromyces lactis dla ekspresji pochodz4cej z
drozdiry Hansenula polymorpha dehydrogenazy D-mleczanu powoduje sekrecjg nieaktywnej postaci enzymu.
5. Zastosowanie kom6rek szczepurekombinowanego tr6 dro2d2y H.polymorpha, wykazuj4cych nadekspresjg
dehydrogenazy D-mleczanu, prowadzi do detoksykacji D-mleczanu z wydajnoSci4 9 mM . h-I.
6, Wykazno mo2liwoSd otrzpania D-mleczanu z racematu na drodze enzymatycznego utleniania L-mleczanu
za pomoc4 oczyszczonego flawocytochromu b2 z drohdLy H. polymorpha.
7. Flawocytocbrom b2, dzigki niespecyficznoSci do akceptora elektron6w in vitro, posiada zdolnosd
bezpo5redniej redukcji chromianu do C(IQ w obecno6ci L-mleczanu.
8. Zbadano aktywno5d mediatorow4 r6inych barwnik6w o aktywnoSci redoks w redukcji chromianu
flawocytochromem b2; wyselekcjonowany dichlorfenolindofenol zastosowano do bioremediacji chromianu w
reakcji, katalizowanej przez f\awocytochrom b2 oraz kom6rki drozdiry H. polymorpha (zryvte bqM
permabilizowane).
9. Dro2d2e H. polymorpha trI znadekspresjq flawocytochromu b2 zdolne do wydajnej (100%) bioremediacji
redukcyjnej I mM chromianu.
10. Dro2d2e H polymorpha trl nadsyntez4 flawocytochromu h2 posiadajq zdolnoS6 do zewn4trzkom6rkowej
redukcji toksycmego chromianu i chelatacji chromu z Wtworzeniem biokompleks6w Cr(III) w podloZu
hodowlanym.
I l. Wyizolowane biokompleksy HpCr(III) skladaj4 sig przynajmniej z dw6ch komponent6w(w tym bialkowego).
Pochlaniaj4 Swiatlo z pikami prry: 275,325, 580 i 975 nm. S4 zdolne do zielonej fluorescencji. Posiadaj4
alctywnos6 antyoksydacyjn4 (9,9 + 21,9 J . g-l cr) w testach z ABTS i jonami zelaza(rrr).
12. Otrzymane biokompleksy Cr(III) wykazuj4porytyvn1 biologiczr4 aktywno56 w badaniach fizjologicznych
z uzyciem szczur6w jako modelu badawczego: nie powoduj4 dziatania toksyczrego (w teScie z
aminotransferazami ALT i ASP), obnifuajqpoziom glukozy we lrwi.

Z obowi4zku recenzenta powyhszej rozprawy doktorskiej, zglaszam
nastgpuj4ce uwagi, zapytania i proszg o wyjaSnienie:

- proszg przedstawi6 najnowsz4 systematykg dro2diry,
- na czym polega toksyczne dzialanie Cr(III) i Cr(VI),
- om6w otrzymywanie metanolu przy wykorzystaniu drobnoustroj6w,
- na czym polega prozdrowotne dzia\anie bakterii kwasu mlekowego

u ludzi i zwierzqt,
- co to s4 probiotyki, prebiotyki i synbiotyki,
- co to jest siara i jakajest jej rola u ludzi i zwierzqt (str.48),
- om6w laricuch oddechowy droildiry w warunkach tlenolvych i bez-

tlenowych,
- dlaczego jedna reakcja jest pisana (str. l5) po angielsku, a podobna na

str.26 po Polsku,
- scharakteryzuj plazmidy i om6w jakie cechy one koduj4,
- om6w metody izolacji plazmidowego i genomowego DNA u orgariz-

m6w prokaryo ty czny ch i eukariot y czny ch,
- na czympolega dzialarie chromatografii cieczowej (I{PLC) str. 71.
Moje uwagi - nie maj4 charakteru krficznego i oczyrviScie nie wptywaj4

w najmniejszym stopniu na wartoSi naukowa pracy, o s? jedynie p$aniami
i uwagami w dyskusji oraz powinny sNuiryc lepszemu przygotowaniu pracy do
druku.

3. Ocena pracy pod wzglgdem formalnym i strukturalnym

Praca napisana jest zwigZle i tre6ciwie, st4d przedstawionq rozprawg p.
mgr Daniela Brody oceniam bardzo wysoko. Uzyskane w Jego pracy wyniki



wzbogacajq naszq wiedzg z zal<resu mikrobiologii, genetyki drobnoustroj6w,
biotechnologii i moZliwoSci konstruowania nowych rekombinowanych ri"r"-
p6w drozdry o cennych wlafciwoSciach biochemi cznych w zakresie degradacji
szkodliwych zwiryk6w toksycznych sku2ajqcych nasze Srodowisko. Groma-
dzenie tego rodzaju fakt6w jest szczeg6lnie cenne w obecnym czasie, kiedy
Srodowisko przyrodnicze poddawane jest r6imej presji i widad negatywnq inge-
rencjg czlowieka. Zaniecryszczenia i skazeniar6imymi zwiqzkami chemicznymi,
preparatami i materialami budowlanymi czyni1, 2e coraz trudniej bgdzie
uzyska6 informacje o ukladach i zaleimoficiach biologicznych panuj4cych w
Srodowisku, co jest konieczne dla okreslenia w nich stopnia *y*oly*anych
zmian. Nalezy podkreSlil, 2e praca wykonana jest pop.a*ttie pod wzglgdem
formalnym, stylistycznym i jgzykowym oraz nie budzi zastrzehen natury
naukowej. Na uwagg zasluguje poprawny styl i je"yk polski. Na specjalna
pochwalg zasluguje sama redakcja pracy, kt6r4 wykonano bardzo estetycznie
i wyj4tkowo starannie, co dodatkowo Swiadczy o wszechstronnych uzdolnie-
niach Doktoranta.

4. Wniosek koricorvy

Bior4c pod uwagg poryZsze dane dotyczqce oceny formalnej, meto-
dycznej i merytorycznej pracy doktorskiej pana mgr Daniela Brody pt.:

,rBadanie zdolnoSci szczep6w droLd?y og ataea (Hans e n ala) po lymorp ha
z nadprodukcjq flawoprotein - produkt6w gen6w cyB2 i DLDI -

do detoksykacji chromianu i D-mleczanrf,

stwierdzam, 2e powyLsza rozprawa stanowi niew4tpliwie oryginalne i cenne
osi4gnigcie naukowe doktoranta w zakresie biotechnologii i mikrobiologii.
Wykazal w prezentowanej pracy umiejgtnoSd organizacji i samodzielnej
tealizacji badafi. Duha znajomoSd literatury przedmiotu, opanowanie techniki
badawczej z zakresu mikrobiologii, inZynierii genetycznej i analityki - wskazuj4
na dobre przygotowanie doktoranta do pracy naukowej. Powyhsza praca
powinna byi opublikowana.

W Swietle powyzszych danych uwa2am, 2e rczprawa doktorska pod w/w
tytulem 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 wvmogom.stawia-
nYm rozDrawom doktorskim. W zwiazku z powv2szvm stawiam wniosek do

Uniwe
Rzeszowie o dopuszczenie mgr Dani
powania przewodu doktorskiego.

do da
Rzeszowski



z uwagi na znaczenie naukowe tematu, duiry wklad pracy wlasnej w
badaniach laboratoryjnych, analitycznych i mikrobiologicznych oraz spos6b
przedstawienia wynik6w, ich opracowanie i om6wienie stawiam wniosek do
Rady Wydzialu Biologiczno-Rolni czego Uniwersytetu Rzeszowskiego
o wyr62nienie powyiszej rozpraryy doktorskiej p. mgr Daniela Brody - sto-
sowne nagrod4 Ministra lub Rektora Uniwersytetu.

Prof. zrv. dr hab. Wieslaw BARABASZ
Katedra Mikrobiologii
Uniwersytet Rolniczy w Krakowie
30-059 Krak6w, Al. Mickiewicza 24/28
tel. (012) 633-13-56


