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OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Justyny Ruchala pt.: ,,Konstruowanie szczepéw drozdzy Hansenula
polymorpha z ulepszonymi charakterystykami alkoholowej fermentacji ksylozy”, wykonanej
pod kierunkiem Pana Profesora Andrzeja Sybirnego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dotyczy badan majacych na celu konstrukcje i
selekcje wydajnych, rekombinowanych i termotolerancyjnych szczepoéw drozdzy charakteryzujacych
si¢ wysokg produkcjg bioetanolu, z odnawialnych surowcow lignocelulozowych. Autorka dokonata
trafnego wyboru komérek drozdzy, jako dobrego modelu badawczego i waznego elementu systemu
ekspresyjnego przydatnego do heterologicznej ekspresji genéw. W mojej ocenie temat i
problematyka ocenianej pracy doktorskiej jest uzasadniona zaréwno z naukowego jak i praktycznego
punktu widzenia, ze wzgledu na wazny aspekt biotechnologiczny oraz ekonomiczny, ktéry dotyczy
poszukiwania taniego zrodta ekologicznej energii. Swiadczy O tym rosnace zainteresowanie na
swiecie i liczba publikacji na ten temat. Chciatbym mocno podkreslié, ze jest to tematyka badawcza,
ktorg prof. Andrzej Sybirny wraz ze swoim Zespotem tradycyjnie juz od dawna realizuje z duzym
powodzeniem, w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Uniwersytetu Rzeszowskiego.

Praca doktorska mgr Justyny Ruchata ma ukiad typowy dla polskich rozpraw doktorskich.
Obejmuje 156 stron, w tym Streszczenia w j. polskim i angielskim oraz 50 stron obszernego Wstepu
napisanego, w oparciu o aktualng literature naukowa, facznie 196 pozycji. Autorka opisuje w nim
aktualny stan wiedzy na temat procesow fermentacyjnych i technologicznych otrzymywania roznych
biopaliw pierwszej, drugiej i trzeciej generacji, ich szczegdtowa charakterystyke oraz udziat bakterii
i drozdzy w metabolizmie heksoz i pentoz réwniez w aspekcie heterologicznej ekspresji genow. Cel
pracy zostat precyzyjnie okreslony, a nastepnie konsekwentnie realizowany w oparciu o klasyczny i
nowoczesny warsztat badawczy, przy wykorzystaniu wiasciwie dobranych wektoréw bakteryjnych i
szczepow drozdzy Hansenula polymorpha. Doktorantka z gory wiedziata co ja czeka, jakie powinna
zastosowaC metody i jakie uzyska¢ wyniki. Nalezy podkreslié Jej dobra znajomosé genetyki 1
biochemii oraz opanowanie warsztatu badawczego, o czym Swiadczy wybor i zastosowanie wielu

roznorodnych i nowoczesnych metod: w zakresie genetyki, inzynierii genetycznej, biochemii i



bioinformatyki, ktére s3 dokladnie opisane w rozdziale Materialy i metody. W kolejnym rozdziale
pracy przedstawiono wyniki badan, ktore sa dobrze udokumentowane i opisane oraz potwierdzone
analizg statystyczng. W zbyt krétkiej moim zdaniem Dyskusji Autorka dokonala krytycznej analizy
wynikéw badan wiasnych w kontekscie wezesniejszych oraz aktualnych osiggnieé i publikacji na ten
temat. Ponadto, zaproponowata wykaz genéw i kombinacje réznych metod genetycznych i
fizjologicznych, ktérych wykorzystanie moze w przyszlosci zaowocowaé konstrukcja nowych
szczepOw drozdzy H. polymorpha zdolnych do intensywnego wzrostu i wydajnej produkcji
bioetanolu, jako efekt jednoczesnej fermentacji ksylozy i glukozy. Ostatni rozdzial obejmuje cenne
uwagi i cztery giowne wnioski, ktore obrazuja najwazniejsze Jej osiggniecia oraz perspektywy
badawcze na przyszlo$¢. Na poczatku swojej pracy laboratoryjnej Doktorantka podjeta probe
nadekspresji genéw H. polymorpha kodujacych zmodyfikowang reduktaze ksylozy, kinaze
ksylulozy, dehydrogenaze ksylitolu i dekarboksylaze pirogronianowa, a nastepnie okreslenie
intensywnosci alkoholowej fermentacji ksylozy w komérkach transformantéw. Kolejnym etapem
badan byta selekcja komoérek tych szczepéw pod wzgledem ich opornosci na kwas 3-
bromopirogronowy, ktéry jest potencjalnym, obiecujgcym lekiem przeciwnowotworowym i
przeciwgrzybicznym. Aby zwigkszy¢ wydajno$é fermentacji ksylozy i produkcji etanolu wykonano
delecj¢ genu CA78 w genomie komoérek poprzednio uzyskanych rekombinowanych szczepow.

Produkt tego genu jest waznym czynnikiem transkrypcyjnym i ma duzy wplyw na regulacje

uzyskane mutanty delecyjne charakteryzowaly si¢ zwigkszong produkcja etanolu z ksylozy. Autorka
ma racjg, ze tylko analiza transkryptomu uzyskanych mutantéw delecyjnych pod wzgledem genu
CAT8, moze wyjasni¢ molekularny charakter zmian metabolicznych, ktére zachodza w komérkach
drozdzy H. polymorpha. Taka kompleksowa analiza jest mozliwa tylko przy zastosowaniu
kosztochtonnej metody mikromacierzy (microarrays).

Do najwazniejszych osiagni¢é Doktorantki nalezy zaliczy¢:
1) Konstrukcja rekombinowanych szczepéw drozdzy Hansenula polymorpha charakteryzujacych sie
nadekspresjg genéw XYL1I, XYL2, XYL3 i PDCI, ktorych produkty zwigzane sa z metabolizmem
ksylozy i zwigkszong produkcja etanolu, w poréwnaniu ze szczepem dzikim.
2) Izolacja i charakterystyka fizjologiczna mutantow drozdzy Hansenuia polymorpha produkujacych
efektywnie etanol i opornych na przeciwnowotworowy, przeciwgrzybiczy lek 3-bromopirogronian .
3) Konstrukcja mutanta delecyjnego drozdzy Hansenula polymorpha pod wzgledem genu CATS oraz
charakterystyka fenotypowa komorek tego mutanta, ze szczegdlnym uwzglednieniem oddychania

komorkowego i1 produkcji etanolu.
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4) Reasumujac powyzsze irzy osiagniecia, konstrukcja i selekcja szczepow drozdzy Hansenula
polymorpha, ktére charakteryzuja si¢ zwigkszong do 40% produkcja etanolu z ksylozy w temp.
45°C, w poréwnaniu ze szczepami wyjsciowymi.

W ocenianej rozprawie doktorskiej nie zauwazylem powazniejszych btedow metodycznych
lub merytorycznych. W Maieriatach i meiodach w opisie reakcji PCR w czasie rzeczywistym
zastosowano gen kontrolny AC71 (brak w wykazie skrotow). Moje szczegdtowe uwagi krytyczne o
charakterze edytorskim, ktére w odrebnyim zalgczeniu do recenzji przekazatem Doktorantce, dotycza
przede wszystkim licznych bledow literowych, zargonu laboratoryjnego i pewnych niezrgcznosci
stylistycznych oraz koficowego spisu literatury. Do najwazniejszych nalezy zaliczy¢: brak lub
blednie podane 3 pozycje literatury: Waman 1996, Dmytruk et al. 2007, Goshina et al. 2013;
(zacytowane na str. 20, 371 128). W przypadku opisania wplywu 3-bromopirogronianu i etanolu na
komorki drozdzy nie mozna myli¢ odpornosci z fenotypem opornosci i nalezy uzywac terminu
opornoéé ( np. str. 47, 9 wiersz od dohy; str. 58, 5 i 11 wiersz od gory str. 130, 6 wiersz od dohy;
str.1351 136, 2 i 5 wiersz od dotu). Zastosowanie skrotu myslowego na str. 12, 1 wiersz od dotu, w
rozwinieciu poprawnie to nie geny ale ich produkty sa zaangazowane w szlaki centralnege
metabolizmu komorki drozdzowej. Ponadto, nie moge zgodziC si¢ z twierdzeniem Autorki zawartym
w dyskusji (str. 130; 110 wiersz od dolu), ze wplyw 3-bromopirogronianu na drozdze nie byl
wezesniej sprawdzany. Tak si¢ skiada, ze ja osobiscie i moi wspétpracownicy mieliSmy przyjemnos¢
braé udzial w takich badaniach, ktérych wyniki zostaly opublikowane w nastgpujgcych publikacjach:
1). Lis i wsp. (2012). Transport and cytotoxicity of the anticancer drug 3-bromopyruvate in the yeast
Saccharomyces cerevisiae. Journal of Bioenergetics and Biomembranes. 44: 155 — 161. 2). Dylag i
wsp. (2013). 3-bromopyruvate: a novel antifungal agent against the human pathogen Crypfococcus
neoformans. Biochemical Biophysical Research Communications. 434: (2): 322-327. Z obowiazku
recenzenta musze wytkngé zle cytowanie literatury na temat 3-bromopirogronianu poniewaz w
rozprawie dokiorskiej i w artykule Autorki opublikowanym w Microbial Cell Faciories w 2014r
calkowicie pominieto cytowanie wspomnianych wyzej publikacji oraz priorytetowych prac
opublikowanych przez dr Young Ko i prof. P. Pedersena z Johns Hopkins Medical University w
Baltimore. Szkoda, ze Autorka nie zdecydowata si¢ na identyfikacje genu (genow) warunkujacego
fenotyp opornosci komérek H. polymorpha na 3-BrPA. Dlatego z cickawosci recenzenta i osoby
bezposrednio zainteresowanej tym tematem zapytam jaka moze by¢ prawdopodobna funkcja genu i
jego produktu, ktéry determinuje taki fenotyp opornoscei opisany w tej rozprawie doktorskiej.

W podsumowaniu chciatbym podkresli¢, ze recenzowana praca zostata dobrze zaplanowana i
starannie wykonana przy pomocy odpowiednio dobranych szczepdw i plazmidéw oraz stosownych

metod. Praca jest wybitnie nowatorska poniewaz dostarcza nowych, teoretycznych i praktycznych
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wiadomosci na temat szczepow drozdzy i procesu produkcji taniego biotechnologicznego paliwa
wytwarzanego z biomasy roslinnej. Doktorantka dzigki swojej pracowitosci uzyskata wartosciowe
wyniki, ktérych znaczenie poznawcze w biotechnologii 1 by¢ moze praktyczne na szersza skale w
aspekcie technologicznym jest ewidentne. Fakt opublikowania (wspolautorstwo) jednej pracy
oryginalnej] w renomowanyin czasopisimie naukowym (Microbial Cell Factories) i czierech prac
przegladowych w j. angielskim, dodatkowo s$wiadczy o wartosci rozprawy i jest rowniez
bezposrednim dowodem wspierajgcym mojg pozytywng recenzj¢. Nalezy tylko zatowaé, ze
zabrakto wykazu tych publikacji w rozprawie doktorskiej. Pewien niedosyt budzi réwniez brak
opublikowania pozostatych wynikow w renomowanym czasopiSmie naukowym ale jestem
przekonany, ze taka publikacja ukaze si¢ w najblizszej przysztosci.

Przechodzgc do wniosku koncowego uwazam, ze oceniona rozprawa doktorska spelnia
wszystkie kryteria Ustawy o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym z dnia 14 marca
2003r., ze wszystkimi pézniejszymi modyfikacjami, dlatego wnosz¢ do Wysokiej Rady
Wydzialu Biologiczno — Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego o dopuszczenie mgr Justyny

Ruchala do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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