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Podstawa opracowania recenzji jest pismo Pana prof. dr hab. Andrzeja Kruka
Dziekana Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Eodzkiego, z dnia
25.01.2018 roku dotyczace przygotowania oceny wspomnianej wyzej rozprawy doktorskie;j.

Mgr Katarzyna Zawadzka przedstawita rozprawe doktorskg zatytulowang
»~Mikrobiologiczna degradacja wybranych zwigzkéw N-heterocyklicznych o dziataniu
farmakologicznym” w  formie spdjnego cyklu czterech artykutow naukowych
opublikowanych w czasopismach naukowych o zasiegu migdzynarodowym posiadajacych
Impact Factor. Te artykuly zostaly uzupelnione o wprowadzenie do tematu rozprawy
doktorskiej, sformutowanie celu pracy, wyliczenie zastosowanych technik badawczych,
syntetyczne omoéwienie tresci przedstawionych publikacji oraz podsumowanie wraz z
wnioskami. Réwniez przedstawiony zostal pozostaly dorobek naukowy Doktorantki oraz
oswiadczenia wspotautorow artykutdéw naukowych zaliczonych do cyklu. Juz w tym miejscu
recenzji chciatbym zauwazyé, ze Doktorantka ma wigkszosciowy (powyzej 75%) udzial w
powstaniu tych czterech artykuléw i jest w nich pierwszym autorem, co bardzo dobrze

Swiadczy o Jej umiejetnosciach prowadzenia badan naukowych oraz pisania publikacji.

Ocena merytoryczna pracy

W pierwszej kolejnosci cheiatbym si¢ odnie$é do celowosci wyboru tematu pracy. W
dzisiejszych czasach nie ma watpliwosci, ze wiele zsyntezowanych przez czlowieka
organicznych zwigzkow chemicznych o szerokich zastosowaniach zaréwno w przemysle

chemicznym, spozywczym czy kosmetycznym jest ksenobiotykami. Sg one czesto
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komercyjnymi produktami tych gatezi przemystu i znajdujg zastosowanie w codziennym
zyciu jako kosmetyki, $rodki powierzchniowo czynne, barwniki, substancje stodzace czy
érodki lecznicze. Z faktu, ze sa one ksenobiotykami wynika to, ze ich rozklad biologiczny
moze by¢ utrudniony, wolniejszy, niepelny, a czasem wregcz niemozliwy, kiedy przedostana
si¢ one do $rodowiska wodnego czy glebowego. Co wigcej wiele z tego typu substancji
podejrzewa sie, badz jest to juz pewne, ze oddzialuja one na uktad hormonalny zwierzat i
ludzi. Sa one wtedy tak zwanymi modulatorami hormonalnymi (endocrine disrupting
compounds, EDCs).

Mgr Katarzyna Zawadzka do swoich badan wybrata dwa zwigzki z grupy N-
heterocyklicznych weglowodoréw aromatycznych: karbazol oraz karwedilol. Karbazol,
bedacy pochodng wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA), a doktadniej
N-podstawiong pochodng fluorenu, jest bez watpienia substancja negatywnie oddziatujgcg na
srodowisko i zdrowie cztowieka, chociaz w przyrodzie pojawia si¢ W sposob naturalny w
paliwach kopalnych. Jego szerokie zastosowania w przemysle chemicznym i
farmaceutycznym jako prekursora syntez organicznych sprawiajg, ze moze si¢ on stac
uciazliwym zanieczyszczeniem srodowiska. Karwedilol, ktory jest pochodng tegoz karbazolu,
nalezy do lekéw z grupy tzw. B-blokerow. Nie s3 one w pelni metabolizowane przez
cztowieka po ich zazyciu w terapii nadcisnienia tgtniczego i teoretycznie w ten sposob mogg
przedostawac si¢ do sSrodowiska.

Istnieje dobrze ugruntowana wiedza, ze grzyby strzgpkowe ze wzgledu na swoj bogaty
metabolizm maja zdolno$¢ do transformowania (przede wszystkim utleniania) zwiazkow o
charakterze aromatycznym. Doktorantka postanowita zbada¢ t¢ ich zdolnos¢ wobec karbazolu
i karwedilolu. Uwazam, ze zaréwno we wprowadzeniu do tematu rozprawy doktorskiej, jak i
w przedstawionym cyklu artykutéw naukowych Doktorantka wyraznie udowodnita potrzebe
zbadania proceséw biotransformacji tych dwoch zwiazkéw organicznych przez grzyby
strzgpkowe.

Rozprawa doktorska obejmuje kilka istotnych zagadnien badawczych, ktore zostaty
szczegOtowo i jasno przedstawione w celu pracy, a s to:

1. skrining grzybéw strzepkowych w celu poszukiwania takiego gatunku, ktory
posiadatby zdolno$¢ metabolizowania zaréwno karbazolu, jak i karwedilolu,

2. ocena zdolnosci biotransformacji karbazolu i karwedilolu wraz z okresleniem
mechanizméw rzadzgcych tymi procesami,

3. zbadanie oddziatywania tych dwoch zwiazkoéw organicznych na ostony komorkowe

mikroorganizméw wybranych do ich biotransformacji oraz przeprowadzenie testow
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toksycznosci  zaré6wno dwoch badanych zwigzkéw, jak 1 produktéow ich

biotransformacji

Teraz krotko omoéwie to, co Doktorantka zaprezentowata w poszczegdlnych artykutach
sktadajacych si¢ na cykl publikacji przedstawionych jako rozprawa doktorska.

Artykut P1 opublikowany w Environmental Science and Pollution Reasearch
obejmuje badania polegajace na poszukiwaniu grzybow strzepkowych miedzy innymi z
rodzajow Cunninghamella, Aspergillus czy Metarhizzium posiadajacych zdolnosci do
biotransformacji (hydroksylacji) karbazolu. Po znalezieniu odpowiednich szczepow
Doktorantka zbadala usuwanie karbazolu przez trzy szczepy z rodzaju Cunninghamella.
Oproécz ilosciowego okreslenia takich podstawowych wielkosci opisujacych proces wzrostu
grzybni w obecnosci karbazolu, jak stopien usunigcia (biotransformacji) badanego zwigzku
oraz jego wpltyw na wzrost biomasy grzybni, Doktorantka jeszcze wykryta jeszcze produkty
biotransformacji (hydroksylowane pochodne), zbadata toksyczno$¢ podtoza pohodowlanego
oraz przeanalizowata profil fosfolipidowy badanych grzybow strzepkowych, udowodniajgc
jego zmiang¢ pod wplywem karbazolu. Oceniam t¢ publikacje P1 bardzo wysoko przdede
wszystkim ze wzgledu na kompleksowe podej$cie do badan nad wybranym zwigzkiem
chemicznym oraz zastosowanie szerokiego spektrum technik analitycznych.

W dalszych badaniach Doktorantka prowadzita skrining 10 szczepdéw grzybdéw
strzgpkowych ~w  kierunku biotransformacji ~ karwedilolu, sugerujac  zastosowanie
Cunninghamella echinulata do tego procesu.

W artykule P2 opublikowanym w Chemosphere Doktorantka opisata podobne pod
wzgledem stosowanej metodyki (jak w artykule P1) badania nad usuwaniem karwedilolu
przez Cumninghamella echinulata. Okreslone zostaly oczywiscie stopnie biotransformacji
karwedilolu, profil fosfolipidowy oraz, co najcenniejsze, znalezione produkty jego
biotransformacji. Szczegdlnie wysoko oceniam te czgs¢ artykulu P2, w ktorej Doktorantka
przedstawita bardzo szczegoétowa analizg biotransformacji karwedilolu przez Cunninghamella
echinulata, wykorzystujac dane z widm masowych. W tym artykule przedstawione zostaty
szlaki biotransformacji karwedilolu przez badany grzyb strzgpkowy. Uwazam, Ze te dane
moglyby by¢ wlaczone do jednej z internetowych baz danych metabolizmu, jak Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes lub University of Minnesota Biodegradation and
Biotransformation Database.

Artykut P3  (International Biodeterioration and Biodegradation) jest podobny

metodologicznie artykutu P2 i dotyczy biotransformacji karwedilolu przez inny grzyb
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strzgpkowy Cunninghamella elegans. Rowniez na szczegdlng uwage zastuguje tutaj
identyfikacja produktéw biotransformacji karwedilolu. Rowniez uwazam, ze te dane powinny
si¢ znalez¢ w wyzej wspomnianych internetowych bazach danych. Bardzo wazne i cenne jest
rowniez udowodnienie mechanizmu hydroksylacji karwedilolu z udziatem cytochromu Pys.

Ostatnia praca P4 (International Journal of Antimicriobial Agents) nieco odbiega
tematycznie od poprzednich, co nie oznacza, ze jest niespdjna w cyklu. Doktorantka zbadata
tu wlasciwosci antybiotyczne (bakteriobdjcze) karwedilolu jednoczesnie poszukujac
produktéw rozktadu tego zwigzku przez bakterie. Byly one inne niz w przypadku grzybow
strzepkowych i w mojej opinii te badania sg dobrym punktem wyjscia do kolejnych prac na
temat bakteryjnej biodegradacji tego zwigzku. Na pochwale zastugujg rowniez szczegolowe
badania profili fosfolipidowych bakterii oraz sktadu kwasoéw ttuszczowych w warunkach ich
wzrostu w obecnosci karwedilolu. Zastosowane metody badawcze byly podobne jak w
poprzednich artykutach, a podejscie do badan kompleksowe.

Podsumowujac te czgs$¢ recenzji, uwazam, ze artykuly przedstawione jako spojny cykl
publikacji sg napisane na bardzo wysokim poziomie, tematyka badawcza aktualna. Dobrze
zostal sformutowany cel rozprawy doktorskiej, a mgr Katarzyna Zawadzka doszla do
konkretnych i jasnych wnioskow. Dodatkowo chcialbym jeszcze raz podkresli¢ bardzo
wysokg jako$¢ prowadzonych badan przez Doktorantke pod wzgledem zastosowanych
technik analitycznych. Umiata ona wykorzystaé szereg najnowoczesniejszych aparatow
badawczych jak chromatografy cieczowe i gazowe sprzgzone ze spektrometrami mas,

mikroskop konfokalny, czy tez techniki biologii molekularne;.

Ocena formalna pracy

Praca jest przygotowana bez zarzutu, na uwage¢ zwraca bardzo dobry styl pisania w
jezyku polskim, rowniez ttumaczenie angielskie streszczenia pracy jest na dobrym poziomie.
Mozna tylko zauwazy¢ jeden brak. Rozumiem, ze syntetyczny opis tego, o czym traktuja
publikacje w cyklu powinien by¢ zwiezly i syntetyczny, ale obecnos¢ rysunku ze struktura
badanych zwigzkow bytaby w tym miejscu przydatna. Takie rysunki rzadko przedstawia si¢ w
publikacjach, ale wiadomo, Zze miejsce w czasopismach naukowych jest ograniczone.

Zauwazytem tez kilka drobnych btedow edycyjnych. Na rys. 1 w artykule P3 sucha
biomasa chyba powinna by¢ w g/l. Na tym samym rysunku zauwazytem prezentacje wzrostu
biomasy w postaci wykresu stupkowego. Takie przedstawienie uwazam za niezbyt czytelne
(takze rys. 1 w publikacji P2). Wzorcowo zmiany st¢zenia biomasy w czasie wygladaja na

rys. 1 w artykule P1.



Uwagi do rozprawy doktorskiej

Jak juz kilka razy wspominatem, rozprawe doktorskg mgr Katarzyny Zawadzkiej
oceniam bardzo wysoko. Chciatbym jednak przedstawi¢ kilka uwag o réznym charakterze.
Nie sg one krytycznymi zarzutami wobec Doktorantki. Maja one albo zwigzek z terminologig
naukowa, albo majg stuzy¢ wywolaniu dyskusji na publicznej obronie. Chcialbym, zeby

Doktorantka odniosta si¢ na publicznej obronie do uwag dyskusyjnych.

Uwaga zwigzana z uzywang terminologia naukows

M¢j pierwsza uwaga wynika gtéwnie z tego, ze reprezentuje nauki techniczne i przez
to nie za bardzo zgadzam si¢ ze sformulowaniem ,dynamika eliminacji karbazolu”.
Doktorantka uzyla tego sformulowania w syntetycznym oméwieniu wynikéw oraz w
artykutach. To, co zostalo przedstawione jako dynamika, jest tylko pokazaniem stopnia
usunigcia a wlasciwie biotransformacji karbazolu lub karwedilolu w réznych godzinach
procesu wyrazonym w procentach jego pozostatosci (np. Fig. 2, w publikacji P1). Ta uwaga
dotyczy réwniez tego, co Doktorantka nazwata ,,dynamikg wzrostu biomasy”. Doktorantka w
artykule P1 i innych pokazuje po prostu zmiany zawartosci biomasy w badanej hodowli w
czasie. Dynamika zjawiska to odpowiedz jakiego§ ukladu bedacego w stanie réwnowagi
(ustalonym) na bodziec wyprowadzajacy tenze uklad ze stanu réwnowagi (ustalonego), albo

dochodzenie w czasie badanego ukfadu do stanu ustalonego (réwnowagi).

Uwagi dyskusyjne

Doktorantka wybrala wartosci stezenia badanych zwigzkéw organicznych w
podtozach hodowlanych na poziomie 200 mg/l dla karbazolu i 20 mg/l dla karwedilolu, ale
jestem ciekaw, i tu prositbym o probe znalezienia takich danych w literaturze, oczywiscie jesli
to mozliwe, jakie stezenia karbazolu i karwedilolu mozna znalezé w prébach pochodzacych
zaro6wno z srodowiska (np. gleba, osady denne zbiornikéw wodnych), jak i w instalacjach do
oczyszczania Sciekow: (osady Sciekowe), Scieki surowe i oczyszczone.

Najwazniejsza moja uwaga dyskusyjng jest kwestia mechanizmu usuwania zaréwno
karbazolu, jak i karwedilolu z podloza. Doktorantka oznaczala analitycznie karbazol i
karwedilol w calej hodowli po dezintegracji biomasy. Jest to bardzo stuszne podejscie, gdyz
W ten sposob mozna znalez¢é nieuwalniane do podloza metabolity posrednie przemian
badanych zwigzkéw chemicznych. Nasuwa si¢ jednak pytanie o sklad fazy cieklej, przede
wszystkim o stezenie karbazolu czy karwedilolu po odfiltrowaniu biomasy. Czy karbazol i

karwedilol byty wykrywalne na jakich§ poziomach w przefiltrowanej brzeczce w kazdej



godzinie hodowli? To pozwalatoby stwierdzi¢, czy i jak szybko badane zwigzki chemiczne sg
od razu adsorbowane (prawdopodobny mechanizm biosorpcji) na zywej biomasie, po ktorej
to sorpcji z pewnos$cig nastepuje biotransformacja zwigzku chemicznego (to zostato
niewatpliwie udowodnione przez Doktorantke). Szczerze mowigc, to zanik badanego zwigzku
w przefiltrowanym podtozu jest tak naprawde tym wiasciwym usunigciem badanego zwiazku.
Badajac w ten sposob usuniecie obu badanych zwigzkéw chemicznych, Doktorantka by¢
moze uzyskataby jeszcze bardziej spektakularne wyniki niz ten maksymalny wynik okoto
90% biotransformowanego karbazolu czy karwedilolu. I druga sprawa, czy w takie]
przefiltrowanej brzeczce da sie wykry¢ jakies produkty biotransformacji (np. hydroksylowane
pochodne). Takie produkty biotransformacji wydzielane poza komoérki moga zwigksza¢ lub
zmniejszaé¢ toksyczno$¢ przefiltrowanego podloza.

W artykule P1 Doktorantka stwierdza, ze zidentyfikowata 2-hydroksykarbazol oraz 3-
hydroksykarbazol jako produkty biotransformacji karbazolu przez grzyby z rodzaju
Cunninghamella. Czy Doktorantka probowata oznaczy¢ ilosciowo te zwigzki? Wydaje sie to
mozliwe, gdyz deklaruje w materiatach i metodach posiadanie jako czystej substancji
chemicznej 2-hydroksykarbazolu. Jesli takie dane istniejg, prositbym o przedstawienie ich na
obronie.

Nie ulega watpliwosci, ze biotransformacja karbazolu wymaga warunkow tlenowych i
dostepnosci tlenu czasteczkowego. Stad pojawia si¢ moje kolejne pytanie do dyskusji na
temat morfologii grzybni. Zaleznie od tego, czy jest to grzybnia rozproszona (wolne strzepki)
czy zwarta (peletki) mozna si¢ spodziewa¢ innych poziomow biotransformacji ze wzgledu na
efektywnos¢ transportu tlenu do zywych komorek poprzez konwekeje (mieszanie zawiesiny) i
dyfuzje na poziomie molekularnym do aglomeratéw grzybni (peletki). Prosze zatem o krotka

informacje na temat uzyskanych form morfologicznych grzybni.

Podsumowanie i ostateczne wnioski

Przedstawione powyzej uwagi o charakterze dyskusyjnym nie maja wptywu na moja
bardzo wysoka ocene niniejszej rozprawy doktorskiej. Chciatbym tu jeszcze doda¢, ze
dodatkowy dorobek Doktorantki poza cyklem publikacji jest naprawde imponujacy. W mojej
opinii caloksztalt dorobku (liczba publikacji, cytowania) znaczaco przekracza wymagania
stawiane pracom doktorskim.

Zatem, ostatecznie stwierdzam, ze w mojej ocenie rozprawa doktorska Pani mgr
Katarzyny Zawadzkiej spetnia wymogi okreslone w stosownych przepisach Ustawy z dnia 14

marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
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zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pozn. zm.). W zwigzku z tym wnioskuje¢ do Rady
Naukowej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu L6dzkiego o dopuszczenie
mgr Katarzyny Zawadzkiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie z
catym przekonaniem sktadam wniosek 0 wyr6znienie niniejszej rozprawy doktorskiej biorgc
pod uwage:

* bardzo wysoka jakogé prowadzonych badat i sposéb ich przedstawienia,

e forme przedstawionej rozprawy doktorskiej (4 publikacje w_bardzo dobrych

czasopismach z Impact F. actor),
* bardzo bogaty dodatkowy dorobek naukowy Doktorantki (9 publikacji réwniez w
czasopismach z Impact F actor) oraz

* wyjatkowo wysoki, jak na osobg zaczynajaca karier¢ naukowa, indeks Hirscha na

g
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poziomie 6.



