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mgr Paulina Ksenia Stolarek
,Rola wybranych antyoksydantow w biodegradacji butylowych zwigzkow cyny przez
mikroskopowy grzyb strzepkowy Metarhizium robertsii”

Promotor: dr hab. Przemystaw Bernat, prof. UL

Podstawg opracowania recenzji jest pismo Pana prof. dr hab. Andrzeja Kruka Dziekana

Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego, z dnia 19 marca 2019 roku

dotyczace przygotowania oceny wspomnianej wyzej rozprawy doktorskiej.

Mgr Paulina Ksenia Stolarek (z domu Siewiera) przedstawitla rozprawe doktorska
zatytutowang ,,Rola wybranych antyoksydantow w biodegradacji butylowych zwiazkow cyny przez
mikroskopowy grzyb strzepkowy Metarhizium robertsii” w formie spdjnego cyklu czterech

artykulow naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych o zasiggu migdzynarodowym

posiadajacych Impact Factor. Te artykuty to:

1. Siewiera P, Bernat P, Rozalska S, Diugonski J. 2015. Estradiol improves tributyltin

degradation by the filamentous fungus Metarhizium robertsii. International Biodeterioration

& Biodegradation, 104:258-263.1F = 2,429, MNiSW = 30

2. Siewiera P, Roézalska S, Bernat P. 2017. Efficient dibutyltin (DBT) elimination by the
microscopic fungus Metarhizium robertsii under conditions of intensive aeration and

ascorbic acid supplementation. Environmental Science and Pollution Research, 24:12118-

12127. IF = 2,800, MNiSW = 30

3. Siewiera P, Rozalska S, Bernat P. 2017. Estrogen-mediated protection of the

organotindegrading strain Metarhizium robertsii against oxidative stress promoted by

monobutyltin. Chemosphere, 185:96-104. IF = 4,427, MNiSW = 35

4, Stolarek P, Rozalska S, Bernat P. 2019. Lipidomic adaptations of the Metarhizium robertsii

strain in response to butyltin compounds presence. Biochimica et Biophysica Acta -

Biomembranes, 1861(1):316-326. IF = 3,438, MNiSW = 35

Ich sumaryczny Impact Factor wynosi 13,094, zas taczna liczba punktéw MNiSW jest rowna 130.

Te artykuly zostaty uzupelnione o wprowadzenie do tematu rozprawy doktorskiej, sformulowanie



celu pracy, syntetyczne oméwienie tresci przedstawionych publikacji oraz podsumowanie wraz z
wnioskami.
Roéwniez przedstawiony zostat pozostaly dorobek naukowy Doktorantki w postaci artykutéw

naukowych oraz wystapien konferencyjnych, a takze zrodta finansowania Jej badan.

Ocena merytoryczna pracy

W pierwszej kolejnosci cheiatbym sie odnies¢ do celowosci wyboru tematu pracy. Zwiazki
cynoorganiczne, do ktérych migdzy innymi nalezg tributylocyna (TBT) i jej pochodne
(dibutylocyna DBT, monobutylocyna MBT) sg zwigzkami chemicznymi powszechnie
wystepujacymi w roznych zastosowaniach przemystowych oraz w produktach zycia codziennego.
Przede wszystkim zwigzki cynoorganiczne sa sktadnikiem farb okretowych, ale wystepuja takze w
polichlorku winylu oraz w wielu przedmiotach zycia codziennego takich, jak folie i pergaminy do
pieczenia, gabki, odziez, artykuly sanitarne, zabawki dzieciece, tapety, dywany czy poduszki.
Oczywistg sprawa jest, ze nalezy w miare mozliwosci unikaé¢ stosowania tych zwigzkow w
technologii chemicznej 1 przetwdrstwie materialdw chemicznych, ale i tak obecno$é zwigzkoéw
cynoorganicznych jest zauwazalna w srodowisku, przede wszystkim w wodach morskich. Poziom
stezen tego typu zwigzkow jest niski, przez co usuwanie ich ze srodowiska jest drogie i trudne. W
takich przypadkach zwykle najlepiej sprawdzajg si¢ metody biologiczne. Usuwanie zwigzkoéw
cynoorganicznych ze srodowiska moze by¢ konieczne ze wzgledu na takie negatywne efekty ich
oddziatywania na czlowieka, jak zaburzenia reprodukcyjne, zmiany neurobehawioralne, zaburzenia
immunologiczne, zmiany hepatologiczne, toksycznos¢ sercowo-naczyniowa, réznicowanie tkanki
thuszczowej 1 otylos¢ oraz hamowanie osteoklastogenezy.

Mgr Paulina Stolarek zaproponowata zastosowanie grzyba strzepkowego Metarhizium
robertsii z kolekcji Instytutu Mikrobiologii 1 Immunologii UL do usuwania zwigzkéw
cynoorganicznych. We wprowadzeniu do rozprawy doktorskiej Doktorantka udowodnita w moje;j
opinii potrzeb¢ badan nad usuwaniem zwigzkéw cynoorganicznych. Rowniez szczegélowy obszar
badan, ktéry przedstawila, uwazam za trafny i przede wszystkim nowatorski. Wiadomg sprawg jest,
ze biodegradacja czy biotransformacja tego typu ksenobiotykow jest Scisle zwigzana z dostgpem
odpowiedniej ilosci tlenu 1 wlasciwego potencjatu oksydoredukcyjnego w komorkach
mikroorganizmu odpowiadajacego za jego rozklad jak Metarhizium robertsii IM 6519. Oczywiscie
zastosowanie odpowiedniej szybkosci napowietrzania 1 zapewnienie wlasciwego procesu wymiany
masy w bioreaktorze to jedna sprawa, ale préba zastosowania zwigzkéw typu przeciwutleniacze
(zmiatacze rodnikdéw) jak kwas askorbinowy, a-tokoferol oraz naturalne estrogeny to nowatorskie
podejscie to tego typu badan. Badanie wplywu zwigzkéw cynoorganicznych na poziomie

komérkowym (lipidom zastosowanego grzyba) to kolejny wazny element tych badan. Uwazam



zatem wybor tematu pracy doktorskiej za trafny i potrzebny dla rozwoju badan podstawowych i
ewentualnie aplikacyjnych.

Mgr Paulina Stolarek przedstawila rozprawe doktorska obejmujgcg zrealizowanie trzech
istotnych zagadnien badawczych, ktore postawita sobie jako cel pracy. Sg to:

1. Optymalizacja procesu biodegradacji dibutylocyny przez mikroskopowy grzyb strzepkowy

Metarhizium robertsii IM 6519.

2. Analiza wpltywu wybranych substancji o wiasciwosciach antyoksydacyjnych na rozktad

butylowych zwigzkow cyny przez szczep Metarhizium robertsii IM 6519.

3. Badanie toksycznego oddziatywania di- i tributylocyny (w i bez obecnosci witaminy C) na

wybrane sktadniki lipidomu grzybowego szczepu Metarhizium robertsii IM 6519.

Teraz omowie to, co Doktorantka zaprezentowala w poszczegdlnych artykutach
sktadajacych sie na cykl publikacji przedstawionych jako rozprawa doktorska i odniose sie to tego,
czy 1 w jakim stopniu zrealizowata Ona postawiony cel badawczy. Tu chciatbym zaznaczyé, ze
kolejnos¢ celow badan jest odmienna od chronologii artykutow.

Artykut [2] opublikowany w Environmental Science and Pollution Research obejmowat
realizacje celu pierwszego i czgsciowo celu drugiego niniejszej rozprawy doktorskiej. Doktorantka
przedstawita w nim wyniki badan biodegradacji zwigzkow cynoorganicznych, a doktadniej
dibutylocyny (DBT), przez grzyb strzgpkowy Metarhizium robertsii. Jak wynika z opisu w
pierwszej kolejnosci zoptymalizowata ona podloze wzrostowe, a nast¢pnie wykorzystata je do
prowadzenia procesow biodegradacji DBT w kolbach wstrzasanych i w bioreaktorze zbiornikowym
mieszadlowym. To podejscie bylo stuszne, gdyz w ten sposob uzyskata dwa uklady hodowlane o
réznych poziomach dostgpnosci tlenu. Badania te mialy w znacznej mierze charakter badan
wstepnych. Byly przeprowadzone bardzo starannie i w mojej opinii Doktorantka doszta do
stusznych niesprzecznych wnioskow. Przede wszystkim wazne jest to, ze udowodnita zdolnos¢
Metarhizium robertsii do biodegradacji zwiazkéw cyny, zauwazyla inny przebieg procesu
(morfologia grzybni) pod wplywem intensywnego napowietrzania oraz mieszania i powigzala
stusznie ten efekt z lepszym rozktadem DBT i MBT. Pokazala, ze jest to proces typu
kobiodegradacyjnego i udowodnita udziat monooksygenaz cytochromu Psso w biodegradacji, co
pozostaje w zwigzku z wplywem tlenu na przebieg procesu. Zauwazyla tez, ze obecnos¢ DBT
powoduje tworzenie bardziej owtosionych peletek szczego6lnie, jesli dodane sg antyoksydanty.

Jednakze w tej czesci badan nie unikngta drobnych potknigé, gtoéwnie natury
terminologicznej i interpretacji wynikéw badan. Przede wszystkim pima to maksymalna wiasciwa
szybko$¢ wzrostu, a nie specyficzny wspotczynnik wzrostu drobnoustroju (w artykule jest to
napisane prawidlowo: maximum specific growth rate, a w oméwieniu publikacji Zle). Rowniez rys.

1 w artykule [2] (przebieg procesu w kolbach) oraz rys. 2 i 3 (przebieg procesu w bioreaktorze)



wyraznie pokazujg na r6zng dostepnos¢ tlenu w obu uktadach hodowlanych. Prawie 48-godzinny
liniowy wzrost biomasy w kolbach wyraznie wskazuje na limitacje tlenem. Tu szkoda, ze nie ma
punktéw w przedziale od 0 do 24 h. Grzyby strzgpkowe rosng liniowo, kiedy pojawiajg si¢ opory
ruchu masy zwigzane z transportem tlenu do komérek. Tego Doktorantka nie zauwazyta, chociaz
wnioski na temat dostepnosci tlenu w hodowlach sa catkowicie stuszne. W bioreaktorze ten wzrost
juz byl nieliniowy (szybszy niz liniowy), cho¢ nie potrafi¢ oceni¢ na podstawie wykresow, czy w
pelni wyktadniczy. Dodatkowo nasuwaja si¢ tutaj dwa zagadnienia do dyskusji:

1. Z pewnoscia morfologia grzybni miata znaczenie z punktu widzenia dostgpnoscei tlenu do
grzybni, jednak czy tylko lepsze napowietrzanie w bioreaktorze byto przyczyng utworzenia
bardziej owlosionych i luzniejszych peletek? Co =z oddzialywaniem naprezen
mechanicznych zwigzanych z mieszaniem? Poniewaz zaréwno kolby jak i bioreaktor
inokulowane byly w pelni rozwinigta morfologicznie grzybnig (patrzac na czas
przygotowania prekultury), czy mozna byloby zobaczy¢ na obrazach, jaka forma
morfologiczna byla wprowadzana do hodowli. Jesli byty to juz uformowane peletki, to
mogly one ulec przejsciu w forme bardziej owlosiong pod wptywem naprezen $cinajgcych.

2. Pomimo, ze biomasa szybciej rosta w bioreaktorze, to jednak jej konicowe maksymalne
stezenie w fazie stacjonarnej jest nizsze w procesach bioreaktorowych niz w tych
prowadzonych w kolbach, co wida¢ w Tabeli 1 z artykutu [2]. Czy jest na to jakies
wyjasnienie?

Podsumowujac uwazam, ze Doktorantka dobrze zrealizowata ten cel rozprawy.

Artykul [2] réwniez obejmowal czesciowo cel drugi, czyli analize¢ wptywu wybranych
substancji o wlasciwosciach antyoksydacyjnych na rozklad butylowych zwigzkéw cyny przez
szczep Metarhizium robertsii IM 6519. Doktorantka zastosowata kwas askorbinowy i a-tokoferol
jako przeciwutleniacze, uzyskujac lepsze usuniecie DBT i MBT w przypadku kwasu
askorbinowego oraz tylko DBT w przypadku o-tokoferolu. Tu nasuwa si¢ kolejne pytanie do
dyskus;ji:

3. Kobiodegradacja zwiazkéw cynoorganicznych jest zalezna od ilosci tlenu. Okazalo sig, ze
kwas askorbinowy znaczgco poprawia biodegradacj¢ zwigzkéw cynoorganicznych, ale z
drugiej strony kwas askorbinowy sam utlenia si¢ wskutek obecnosci tlenu w podtozu i przez
to zmniejsza sie jego ilo$é. Ale przede wszystkim zmniejsza on stezenie tlenu w podiozu.
Kwas askorbinowy wystepuje wszak w roztworach odtleniajacych do kalibracji elektrod
tlenowych. Czy nie ma tu pewnej sprzecznosci? Tlen potrzebny do biodegradacji jest
jednoczesnie usuwany z podioza przez kwas askorbinowy. Czy da si¢ pozytywne dzialanie

kwasu askorbinowego wyjasni¢ na poziomie komorkowym?

e



Artykut [3] opublikowany w Chemosphere to dalsza realizacja drugiego celu rozprawy doktorskie]
wplywu antyutleniaczy na biodegradacje DBT przez Metarhizium robertsii. W tym przypadku byly
to naturalne estrogeny estron (E1) i estradiol (E2). Doktorantka wykazata negatywny efekt E1 i E2
na degradacje DBT, poziom tego zwigzku byl wyzszy niz w kontroli, ale jednoczesnie st¢zenie
produktu rozktadu dibutylocyny, czyli MBT bylo nizsze niz w kontroli. Jednakze w tej pracy
znacznie doktadniej Doktorantka przyjrzata si¢ mechanizmom rzadzacym procesem biodegradacji.
Przede wszystkim wykazata to, ze estrogeny naturalne wspotzawodnicza z DBT o miejsca aktywne
enzymow z cytochromem Pjs0, co wyjasnia pogorszenie wydajnosci procesu biodegradacji.

Dodatkowo Doktorantka zajela sie nieczgsto badanym zagadnieniem obecnosci reaktywnych
form tlenu (RFT) w obecnosci DBT w jej uktadzie badawczym Wykonata detekcje¢ anionorodnika
ponadtlenkowego, nadtlenku wodoru oraz rodnika tlenku azotu. Bardzo waznym osiggni¢ciem
okazalo si¢, ze MBT jest silniejszym induktorem reaktywnych form tlenu. Ostatecznie okazato sig,
ze funkcja estrogenéw naturalnych bylo zmiatanie reaktywnych form tlenu (RFT) i przez to
tagodzony byl stres oksydacyjny dla badanego grzyba strzepkowego, zas ani katalaza ani
dysmutaza nadtlenkowa nie wykazywaly zmian aktywnosci niezaleznie od dodania badz nie
naturalnych estrogenéw czy DBT.

Wywod w tym artykule jest bardzo logiczny, bardzo dobre wrazenie robia zawansowane
techniki analityczne. Poniewaz do oznaczania obecno$ci RFT wykorzystywanie byly techniki
obrazowania, chcialbym, zeby Doktorantka pokazala na prezentacji przykladowe obrazy, ktore
postuzyly obliczaniom przedstawionym w Tabeli 1 artykutu [3].

Badania zawierajace sic w punkcie 2 zostaly nastgpnie rozszerzone o tributylocyne (TBT),
ktérego posrednimi produktami rozkladu sa DBT oraz MBT (artykul [1] opublikowany w
International Biodeterioration and Biodegradation). Do hodowli Metarhizium robertsii z TBT
dodawany byt tylko estradiol E2. Badania prowadzone byly w tym przypadku w hodowli
wstrzasanej na podtozu Sabouraud. Doktorantka przede wszystkim wykazata, ze dodatek E2 obniza
0 30% stezenie TBT w podlozu i powoduje przeksztatcenie TBT w DBT i MBT. Zaobserwowala
réwniez gwaltowny spadek zawartosci estradiolu w podtozu. Efekt oddzialywania zwigzkow
cynoorganicznych na badany grzyb strzepkowy w obecnosci lub bez estradiolu okreslifa poprzez
badanie profilu fosfolipidowego. Majac wiedzg, ze zwigzki cynoorganiczne wywolujg stres
oksydacyjny u Metarhizium robertsii, udowodnita dziatanie antyoksydacyjne estradiolu, wykazujac
wiekszy przyrost biomasy, a na podstawie analizy fosfolipidow pokazata, ze efekt oddzialywania
TBT polega na niszczeniu integralnosci blony komorkowej. Wyciagneta wniosek, ze poprzez
obnizenie stezenia aktywnych form tlenu dzigki obecnosci E2 polepszona zostata biodegradacja

TBT.
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Wyniki badan przedstawione w publikacji sg bardzo logiczne i spdjne, ale nasuwa si¢ tutaj
kolejne pytanie do dyskusji:

4. Na ile wyniki przedstawione w tej publikacji sg pordéwnywalne z dwiema poprzednimi:
chodzi tu o zmiane podtoza (Sabouraud, a nie mineralne) i tlenowych warunkéw hodowli
(stabiej napowietrzane kolby wstrzasane)?

Ostania praca [4] opublikowana w Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes
obejmowata zagadnienia zwigzane z oddzialywaniem TBT i DBT na wybrane skladniki lipidomu
grzybowego w obecno$ci badz nieobecnosci kwasu askorbinowego. Badania te prowadzono w
bioreaktorze zbiornikowym mieszadlowym z napowietrzaniem, a zatem warunki pod wzgledem
oksydoredukcyjnym sprzyjaty rozktadowi zwigzkéw cynoorganicznych. W celu okreslenia wptywu
TBT i DBT na lipidom Doktorantka badala zaréwno jakosciowo i ilosciowo fosfolipidy,
sfingolipidy, acyloglicerole i sterole komdrkowe Metarhizium robertsii.

Doktorantka, stosujac zaawansowane techniki LC MS/MS, zidentyfikowata 17 lipidow
neutralnych, tylez sfingolipidow oraz ergosterol. Waznym wnioskiem bylo stwierdzenie wzmozonej
syntezy fosfolipidow 1 sfingolipidow pod wplywem zwiazkéw cynoorganicznych oraz
hiperpolaryzacji blony komoérkowej pod wptywem TBT. Pokazata réwniez, ze kwas askorbinowy
pozwala zneutralizowaé negatywny wplyw zwigzkoéw cynoorganicznych na blony komoérkowe
Metarhizium robertsii. Ostatecznie Doktorantka zaproponowata biomarkery obecnosci DBT/TBT 1
witaminy C, ktorymi si¢ okazaly si¢, migdzy innymi, stosunek fosfatydylocholin do
fosfatydyloetanoloamin, stosunek kwaséw tluszczowych Cjs do Cis, warto$¢ indeksu wigzan
podwojnych czy poziom ergosterolu.

Sposréd wszystkich prac w cyklu publikacji te¢ pracg oceniam szczegdlnie wysoko, dzigki
bardzo dokladnym badaniom na poziomie komoérkowym z zastosowaniem zaawansowanych
technik analitycznych oraz bardzo dobrej analizy statystycznej wynikow pracy.

Na koniec tej czesci recenzji, stwierdzam, ze bardzo dobre wrazenie robi zastosowanie
zaawansowanych technik analitycznych przez Doktorantke, chromatografia, spektrometria mas
analiza obrazu (obrazy w $wietle widzialnym i fluorescencji). To wszystko bardzo dobrze Swiadczy
w warsztacie badawczym mgr Pauliny Stolarek.

Z pewnoscig niniejsza praca doktorska wnosi nowa wiedz¢ w badaniach podstawowych nad
mechanizmami rzadzacymi biodegradacja zwigzkéw ksenobiotycznych w tym przypadku
cynoorganicznych. Byé moze zdobyta w tych badaniach wiedza w przyszlosci znajdzie

zastosowania praktyczne.



Ocena formalna pracy

Praca jest przygotowana bez zarzutu, na uwagg zwraca bardzo dobry styl pisania w jezyku
polskim, réwniez tlumaczenie angielskie streszczenia pracy jest na do$¢ dobrym poziomie.
Artykuly naukowe zostaly przygotowane bardzo starannie. W streszczeniu przydaloby sie wiecej
materiahu ilustracyjnego (obrazy grzybni z badan), ktory czgsto nie moze si¢ pojawi¢ w artykutach

naukowych ze wzgledu na brak miejsca.

Podsumowanie i ostateczne wnioski
W ocenie niniejszej rozprawy doktorskiej pojawilo si¢ kilka uwag o charakterze
dyskusyjnym, ale nie majg one wplywu na moja bardzo wysoka ocen¢ niniejszej rozprawy
doktorskiej. Chciatbym tu jeszcze dodaé, ze dodatkowy dorobek Doktorantki poza cyklem
publikacji jest réwniez bardzo dobry (publikacje z IF).
Zatem, ostatecznie stwierdzam, ze w mojej ocenie rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny
Kseni Stolarek 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 zakresie sztuki (Dz. U.
Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.). W zwiazku z tym wnioskuje¢ do Rady Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu L.odzkiego o dopuszczenie mgr Pauliny Kseni Stolarek do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie sktadam wniosek o wyréznienie niniejszej rozprawy
doktorskiej bioragc pod uwage:
e wysoka jakos$¢ prowadzonych badan i sposéb ich przedstawienia,
e forme przedstawionej rozprawy doktorskiej (4 publikacje w bardzo dobrych
czasopismach z Impact Factor),
e dobry dodatkowy dorobek naukowy Doktorantki (6 publikacji w czasopismach z Impact
Factor).

(

Ml totzudio ¢



