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OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Justyny Ruchala pt.: ,rKonstruowanie szczep6w droildhy Hansenula
polymoryha z ulepszonymi charakterystykami alkoholowej fermentacji ksylory,,, wykonanej
pod kierunkiem Pana Profesora Andrzeja Sybirnego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dotyczy badari maj4cych na celu konstrukcjg i
selekcjg wydajnyctL rekombinowanych i termotolerancyjnych szczep6w dro2diry charakteryzuj4cych

sig wysok4 produkcj4 bioetanolu, z odnawialnych surowc6w lignocelulozowych. Autorka dokonala
trafnego wyboru kom6rek drozdiry,jako dobrego modelu badawczego i waznego elementu systemu
ekspresyjnego przydatnego do heterologicznej ekspresji gen6w. W mojej ocenie temat i
problematyka ocenianej pracy doktorskiej jest uzasadniona zar6wno z naukowego jak i praktycznego
punltu widzenia, ze wzglgdu na wu2ny aspekt biotechnolo giczny oraz ekonomiczny, ktory dotyczy
poszukiwania taniego 2r6dta ekologicznej energii. Swiadczy o tym rosn4ce zainteresowanie na
Swiecie i liczba publikacji na ten temat. Chcialbym mocno podkre6li6, ze jest to tematyk abadawcza,
ktor4 prof. Andrzej Sybirny wraz ze swoim Zespolem tradycyjnie juz od dawna realizuje z dulym
powodzeniem, w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Uniwersytetu Rzeszowskiego.

Praca doktorska mgr Justyny Ruchala ma uklad typolvy dla polskich rozpraw doktorskich.
Obejmuje 156 stron, w tym Streszczenia w j. polskim i angielskim oraz 50 stron obszernego Wstgpu
napisanego, w oparciu o aktualn4 literaturg naukow4, l1cznie 196 pozycji. Autorka opisuje w nim
aktualny stan wiedzy na temat proces6w fermentacyjnych i technologicznych otrzymywania r62nych

biopaliw pierwszej, drugiej i trzeciej generacji, ich szczegolow4 charalterystykg orazudzial bakterii
i dro2dzy w metabolizmie heksoz i pentoz r6wniez w aspekcie heterologicznej ekspresji gen6w. Cel
pracy zostal precyzyjnie okre6lony, a nastgpnie konsekwentnie realizowany w oparciu o klasyczny i
nowoczesny wilrsztat badawczy, przy wykorzystaniu wlaSciwie dobranych wektor6w bakteryjnych i
szczep6w dro2d2y Hansenula polymorpha. Doldorantka z g6ry wiedziala co j4 czeka, jakie powinna
zastosowad metody i jakie uzyskad wyniki. Nalezy podkreSli6 Jej dobr4 znajomo6i genetyki i
biochemii oraz opanowanie warsztatu badawczego, o czym Swiadczy wyb6r i zastosowanie wielu
r62norodnych i nowoczesnych metod: w zakresie genetyki, in2ynierii genetycznej, biochemii i
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bioinfcrmatyki, kr6re sq dokladnie opisane ...1, rczdziale lt,Iaterialy, i meto{'. W kolejnym rozdziale

pracy przedstawiono wyniki badafr, klore s4 dobrze udokumentowane i opisane oraz potwierdzone

analizq statystyczn4. W zbyt kr6tkiej moim zdaniem Dyskusji Autorka dokonala krytycznej analizy

wynik6w badari wlasnych w kontek3cie wczeSniejszych oraz aktualnych osi4gnigi i publikacji na ten

temat. Ponadto, zaproponow-ala wykdz gEfi|w i kombiriacjg r62nych metod genetycznych i

frzjologicznych, ktorych wykorzystanie mo2e w przysAoSci zaowocowai konstrukcj4 nowych

szczep6w dro2tJ2y H. polymorphu zdolnych d<-r intensywnego wzrostu i wydajnej produkcji

bioetanolu, jako efekt jednoczesnej fermentacji ksylozy i glukozy. Ostatni rozdzial obejmuje cenne

uwagi i cnery glowne wnioski, ktore obrazuj4 najwu2niejsze Jej osi4gnigcia oraz perspektywy

badawcze na przyszloSi. Na pocz4tku swojej pracy laboratoryjnej Doktorantka podjgla probg

nadekspresji gen6w H. polymorphu koduj4cych zmodyfikowaur4 reduktazg ksylozy, kinazg

ksylulozy, dehydrogenazg ksylitolu i dekarboksylazg pirogronianow4, a nastgpnie okre5lenie

intensy-w-no5ci alkoholowej fernientacji ksylozy w' koni6rkach transformant6w-. Kolejnym etapem

badafr byla selekcja kom6rek tych szczep6w pod wzglgdem ich oporno6ci na kwas 3-

bromopirogronowy, ktory jest potencjalnym, obiecujqcym lekiem przeciwnowotworow)'m i

przeciwgrzybicznym. Aby zwigkszyi wydajno66 fermentacji ksylozy i produkcji etanolu wykonano

delecjg genu CATS u' genomie kom6rek poprzednio uzyskanych rekombinorvanych szczep6u,.

Produkt tego genu jest waznym czynnikiem transkrypcyjnym i ma duzy wptryw na regulacjg

ekspresji licznych gen6w, dete,rminuj4cych migdzy innymi r6wnie2 proces glukoneogenezy. Tak

uzyskane mutanty delecyjne charakteryzowaly sig zwigkszon4 produkcj4 etanolu zksylozy. Autorka

ma rqnia ia trrllrn analiza transkr-1'ptomu uzyskanych mutantcr',, delec5'jnych pod rvzglgdem genur M 4  r  e v J  Y ,

CAT8, moze wyjaSnid molekularny charakter zmian metabolicznych, kt6re zachodz4 w komorkach

drazdiy H. polymorpha. Taka kompleksowa analiza jest mo2lir,va tylko przy zastosowaniu

kosaochlonnej metody mikro ma cier zy (microarray s).

Do najwazrriej szych osi4gni gC Doktoraritki nale2y zaliczy d.

l) Konstrukcja rekombinowanych szczep6w dro2&2y Hansenula polymorpha charakreryzuj4cych sig

nadekspresj4 gen<iw XI'L[, XI'L2, XI'L| i PDC|, kt6rych pro<iukty zwiqzane s4 z metabolizmem

ksylozy i zwigkszon4 produkcj4 etanolu, w por6wnaniu ze szczepem dzikim.

2) izolacja i charaitterystyka fizjoiogiczna mutantow orozozy Iiansenuia poiymorpha prociukuj4cych

efektywnie etanol i opornych na przeciwnowotworowy, przeciwgrzybiczy lek 3-bromopirogronian .

3) Kcrnstrukcja mutanta delecyjnego drozdzy Hunsenulu polymorphu p<ld wzglgdem genu CAT6 oraz

charakterystyka fenotypowa komorek tego mutanta, ze szczeg6lnym uwzglgdnieniem oddychania

kom6rkowego i produkcji etanolu.
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4) Reasumuj4c powy2sze irzy osi4gnigcia, konstrukcja i seiekqa szczepow dro2d2y iiansenuia

polymorpha, kt6re charakteryzuj4 sig zwigkszon4 do 40Yo produkcj4 etanolu z ksylozy w temp.

45oC, w porownaniu ze szczepami wyj6ciowymi.

W ocenianej rozprawie doktorskiej nie zauwa2ylem powazniejszych blgdow metodycznych

iub meryiorycznych. W iuiaieriaiach i meiotiqch w opisie reakcji PCR w czasie rzeczywisiym

zastosowano gen kontrolny ACTI (brak w wykazie skrotow). Moje szczegolowe uwagi krytyczne o

charakterze edytorskim, kt6re w odrgbny ft zalqczeniu do recenzji przekazalem Doktorantce, dotyczq

przede wszystkim licznych blgdow literowych, zargonu laboratoryjnego i pewnych niezrgcznoSci

q+rrliarrrnzn'.rnh nrnT koriCowego spisu literatury. Do naj.wazniejszych nalezy zaliczy'c: brak lubJrJ  r rcL)  uzr rJ  v r r  v r  q

blgdnie podane 3 pozycje literatury: Waman 1996; Dmytruk et al. 2007; Goshina et al. 2013;

(zac1'tou'ane na str. 20,37 i l2S). W przypadku opisania .npl)'r'..u 3-bromopirogronianu i etanolu na

kom6rki dro2d2y nie mozna mylic odpornofci z fenotypem oporno6ci i nalezy u2ywac terminu

oporno-(i ( np. str. 47,9 wiersz,od dolu; str. 58, 5 i ll wiersz od gory str. 130, 6 wiersz od dolu;

str.135 i 136,2 i 5 wiersz od dolu). Zastosowanie skrotu my6lowego na str. 12, 1 wiersz od dolu, w

rozrvinigciu poprarvnie to nie geny ale ich produkty s? zaenga2ou'ane rv szleki centralnego

metabolizmu komorki drozd2owej. Ponadto, nie mogg zgodzil sig z twierdzeniem Autorki zawartym

w dyshusji (str. 130, ll0'"'"'iersz od dolu), 2e'wpli-.w 3-bromopirogronianu na drozdze nie byl

wczeSniej sprawdzany. Tak sig sklada, ze ja osobiScie i moi wsp6$racownicy mieli$my przyjemno6i

brad udzial w taliich badaniach, ktorych wyniki zostaly'opublikowane w nastgpujQcych publikacjach:

l). Lis i wsp. (2012). Transport and cytotoxicity of the anticancer drug 3-bromopyruvate in the yeast

Saccirtromyces cerevisiae. Journal of Bioenergeiics and Biomembranes. 44: 155 - i6i. 2).Dyiagi

wsp. (2013). 3-bromopyruvate: a novel antifungal agent against the human pathogen Cryptococcus

neoformans. Biochernical'Biophysicai Research Communications. 4s4. (2): 322-32i Z obowi4zku

recenzenta muszg wytkn4i zle cytowanie literatury na temat 3-bromopirogronianu poniewaz w

rozprawie <ioktorsliej i w artykuie Auiorki opublikowanym w rliicrobial Ceii Faciories w 2014r

calkowicie pominigto cytowanie wspomnianych wyzej publikacji oraz priorytetowych prac

opublikow'anych przez dr Young Ko i prof. P. Pedersena z Johns Ilopkins N{edical University w

Baltimore. Szkoda, ze Autorka nie zdecydowala sig na identyfikacjg genu (genow) warunkuj4cego

fenotlp oporno5ci kom6rek H. polymarpha na 3-BrPA. Dlatego z ciekawo6ci recenzenta i osoby

bezpoSrednio zainteresowanej tym tematem zapytamjaka mo2e byc prawdopodobna funkcja genu i

jego produklu, ktory determinuje taki fenotlp opomo6ci opisany rl, tej rozprarvie doktorskiej

W podsumowaniu chcialbym podkre6li6, 2e recenzowana praca zostala dobrze zaplanowana i

starannie wykonana przy pomocy odpowiednio dobranych szczepow i plazmidow oraz stosownych

metod. Praca jest wybitnie nowatorska poniewa2 dostarcza nowych, teoretycznych i praktycznych



wiadomoSci na temat szczepow drozdiry i procesu produkcji taniego biotechnologicznego paliwa

wytwarzanego z biomasy ro5linnej. Doktorantka dzigki swojej pracowito5ci uzyskala warto6ciowe

wyniki, kt6rych znaczenie poznawcze w biotechnologii i byc mo2e praktyczne na szerszA skalg w

aspekcie technologicznym jest ewidentne. Fakt opublikowania (wsp6lautorstwo) jednej pracy

oryginalnej w renomowanym czasopiSmie naukowym (l'ficrtibial Cell Factories) i czterech prac

przegl4dowych w j. angielskim, dodatkowo Swiadczy o warto6ci rozprary i jest r6wniez

bezpo6rednim dowodem wspieraj4cym moj4 pozytywn4 recenzjg. Nalezy tylko zalowat, 2e

zabraklo wykazu tych publikacji w rozprawie doktorskiej. Pewien niedosyt budzi rownie2 brak

opublikowania pozostalych wynikow w renomowanym czasopi6mie naukowym ale jestem

przekonany,2etaka publikacja ukaze sig w najblizszej przyszlo6ci.

Przechodz4c do wniosku kofcowego uwaiam, ie oceniona rozprawa doktorska spelnia

wszystkie kryteria Ustawy o Stopniach Naukorvych i Tytule Naukowym z dnia 14 marca

2003r., ze wszystkimi p6iniejszymi modyfikacjami, dlatego wnoszQ do Wysokiej Rady

Wydzialu Biologiczno - Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego o dopuszczenie mgr Justyny

Ruchala do dalszych etap6w pzewodu doktorskiego. /.

Wroclaw, 15. I l. 2015 r.


