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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Emilii Niemczyk

pt. ,Ukierunkowana biosynteza i wybrane aspekty aktywnosci biologicznej
fikobiliprotein”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska, wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Jacka
Lipoka, dotyczy badan nad fikobiliproteinami, ich wytwarzaniem i aktywnoscig biologiczna.
Fikobiliproteiny, ze wzgledu na zidentyfikowane wtasciwosci uzytkowe i biologiczne, wzbudzity
zainteresowanie wielu gatezi przemystu, m.in. spozywczego czy kosmetycznego. Wtasciwosci
antyoksydacyjne, antybakteryjne czy antynowotworowe powodujg, ze coraz czesciej uwage kieruje
sie na zastosowanie fikobiliprotein w otrzymywaniu biofarmaceutykéw, czy w dziedzinie
diagnostyki. Ze wzgledu na tak szerokie mozliwosci aplikacyjne, wiele uwagi poswieca sie aspektom
wydajnego otrzymywania, ekstrakcji i oczyszczania tych cennych zwigzkédw. Obecnie, gtdwnym
zrédtem fikobiliprotein sg cyjanobakterie. Dlatego tez, praca doktorska p. Emilii Niemczyk wpisuje
sie bardzo dobrze w nowe trendy, zwigzane z procesami wytwarzania i okreslania aktywnosci
biologicznej fikobiliprotein.

Ocena ukfadu rozprawy

Rozprawa doktorska posiada klasyczny ukfad, jest podzielona na rozdziaty i podrozdziaty.
Napisana jest poprawnie, z zachowaniem prawidtowych proporcji poszczegdlnych rozdziatéw i liczy
190 stron (w tym wykaz skrotéw, cel pracy - 2 strony, przeglad literatury - 29 stron, metodologia
prowadzenia badan - 19 stron, omdwienie i dyskusja wynikow - 87 stron, podsumowanie - 4 strony,
whioski - 1 strona, podsumowanie w j. angielskim - 4 strony, suplement - 15 stron). Praca zawiera
rowniez opis dorobku naukowego Doktorantki oraz bibliografie. Cytowanych jest az 336 pozyc;ji
literaturowych, w znaczacej czesci opublikowanych po 2000 roku. W rozprawie zamieszczono 93
rysunki i 11 tabel. Wyniki badan zostaly przedstawione oraz omdwione w sposéb czytelny
i zrozumiaty.
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Ocena merytoryczna

Przedstawiony temat pracy w petni zgadza sie z okreslonymi w rozdziale “Cel pracy” zatozeniami
i zakresem badan oraz przedstawionymi wynikami.

Doktorantka jasno przedstawita bardzo ambitny cel pracy, ktérym byto okreslenie wptywu
wybranych czynnikdw na produkcje i aktywnos¢ biologiczng filkobiliprotein. Osiggniecie tego celu
wymagato realizacji szeregu zadan. Zakres badan jakie Autorka zrealizowata byt bardzo szeroki,
poczawszy od oceny wrazliwosci testowanych cyjanobakterii halofilnych i stodkowodnych na
dziatanie wybranych stresoréw (natezenie i barwa $wiatta oraz modulatory chemiczne z grupy
zwigzkow fosfonowych i boronowych), po okreslenie zmian zawartosci chlorofilii fikobiliprotein oraz
zmian struktury i aktywnosci biologicznej. Dodatkowo, Doktorantka podjeta réwniez badania
oddziatywania fikobiliprotein z jonami zfota.

W rozdziale ,Przeglad literatury”, Autorka przedstawita stan wiedzy dotyczacy budowy i podziatu
fikobiliprotein, skupiajac sie najpierw na szlakach biosyntezy samych chromoforéw. Nastepnie
opisata doktadnie proces tworzenia sie fikobiliprotein. Doktorantka omdéwita najwazniejsze enzymy
(m.in. liazy), katalizujgce poszczegdlne etapy przemian. W dalszej czesci, p. Niemczyk przedstawita
proces agregacji fikobiliprotein oraz podata najwazniejsze wtasciwosci utworzonych fikobilisomow.
Kolejne rozdzialy dostarczyty informacji na temat wifasciwosci i szerokiego zastosowania
fikobiliprotein w przemysle spozywczym (naturalne barwniki), kosmetycznym (barwniki i
przeciwutleniacze), farmaceutycznym, medycynie (m.in. w diagnostyce, terapii fotodynamicznej,
terapiach przeciwnowotworowych), czy do wytwarzania nanoczgstek srebra. Nastepnie Autorka
przedyskutowata wptyw wielu czynnikéw (barwy i natezenia swiatta, pH i temperatury medium
hodowlanego, azotu, metali ciezkich, pestycyddw, zanieczyszczen) na produkcje fikobiliprotein w
komoérkach cyjanobakterii. Te cze$¢ pracy konczy omdwienie metod izolacji i oczyszczania
fikobiliprotein. Wstep literaturowy oraz liczba cytowanych publikacji, Swiadczg o bardzo dobrym
rozeznaniu p. Niemczyk w tematyce pracy i gruntownym przygotowaniu do podjecia badan w tej
dziedzinie. Swiadcza réwniez o duzych umiejetnosciach Doktorantki w zakresie odpowiedniego
doboru i interpretacji danych literaturowych.

Kolejnym rozdziatem jest ,Metodologia prowadzonych badan” gdzie Autorka opisata stosowane
gatunki cyjanobakterii, mikroalg oraz grzybow, jak réwniez zwigzki wykorzystywane w badaniach,
po czym jasno omowita kolejne procedury badawcze i liczne metody analityczne stosowane w pracy.
Ciekawym podejsciem byto zebranie szczegétdw dotyczacych czesci eksperymentalnej w
Suplemencie, na koncu pracy, co umozliwia szybkie znalezienie potrzebnych danych.

W czesci “Wyniki badan” logicznie przedstawione zostaty wyniki kolejnych etapéw realizacji
zatozonych w pracy celéw. Jestem pod wrazeniem tak szerokiego zakresu eksperymentdw, na tak
wielu organizmach. Autorka w swoich badaniach zastosowata az 6 gatunkéw stodkowodnych i
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3 gatunki halofilnych cyjanobakterii, 5 gatunkéw mikroalg eukariotycznych oraz 16 gatunkow
grzybéw strzepkowych. Przestestowata wptyw czterech zwigzkéw aminofosfonowych i czterech
zwigzkéw boronowych na produkcje chlorofili i fikobiliprotein w 9 gatunkach cyjanobakterii.

Doktorantka bardzo doktadnie i jasno przedstawita na rysunkach wptyw wybranych
ksenobiotykdw na zawartosc fikobiliprotein i chlorofili. W dyskusji omdéwita m.in. wptyw stezenia
poszczegblnych zwigzkdw oraz czasu hodowli, na wytwarzanie fikobiliprotein (fikocyjaniny,
allofikocyjaniny i fikoerytryny). Za bardzo uzyteczne uwazam zebranie wynikow wrazliwosci
cyjanobakterii na obecnos¢ ksenobiotykéw w postaci map termicznych, co pozwala tatwo okresli¢
pozytywne i negatywne oddziatywania poszczegdlnych zwigzkdéw z wybranymi gatunkami badanych
organizmoéw. Podsumowujgc wptyw kazdej z grup ksenobiotykdw, Doktorankta przedstawita na
jakie procesy w badanych organizmach moga wptywaé testowane zwigzki fosfonowe i boronowe.
Autorka uzasadniajgc dobdr zwigzkéw boru do badan, powotuje sie na rosnace zainteresowanie tg
grupa, przytaczajgc m.in. przyktad, ze ,,metabolity i koniugaty tawaborolu, s wydalane gtéwnie z
moczem”. Moim zdaniem otwiera to kolejng sciezke badawczg, gdyz ciekawe bytoby sprawdzenie
wptywu metabolitéw badanych modulatoréw na wzrost cyjanobakterii i produkcje fikobiliprotein.
W S$rodowisku naturalnym wystepujg przeciez nie tylko badane w pracy zwigzki, ale réwniez
produkty ich rozpadu, czy metabolizmu w réznych organizmach zywych.

Pewien niedosyt budzi jedynie fakt, ze mimo przedstawienia na wykresach zawartosci
poszczegdlnych fikobiliprotein (fikocyjaniny, fikoerytryny i allofikocyjaniny), Autorka w dyskusji
prawie caty czas odnosi sie tylko do ich sumy. Troche zabrakto mi chociaz krétkiej dyskusji dotyczacej
zréznicowanych ilosci poszczegdlnych typow fikobiliprotein, wytwarzanych przez badane gatunki
cyjanobakterii oraz zmian spowodowanych stosowanymi zwigzkami chemicznymi.

Kolejna czes¢ badan, juz na wybranym gatunku halofilnych sinic Arthrospira platensis, dotyczyta
okreslenia wptywu testowanych zwigzkédw chemicznych na procesy energetyczne zachodzace w tym
organizmie. Doktorantka wyznaczyta zawartosci ATP, ADP i AMP w komoérkach cyjanobakterii oraz
obliczyta adenylowany tadunek energetyczny. Dodatkowo Autorka okreslita réwniez skfad i czystos¢
fikobiliprotein wyekstrahowanych z komaérek Arthrospira platensis oraz zmiany w drugorzedowej
strukturze biatek zawartych w ekstraktach.

Za wartoSciowe, z punktu widzenia technologicznego i aplikacyjnego, uwazam badania
prowadzone w wiekszej skali, w fotobioreaktorze o pojemnosci catkowitej 4 L. Uzyskane dla
wybranych modulatoréw chemicznych wyniki potwierdzity korzystny wptyw tych substancji na
produkcje fikobiliprotein oraz mozliwo$¢ zwiekszenia skali hodowli. Dodatkowo doktorantka
udowodnita, ze kluczowe znaczenie w procesie wytwarzania fikobiliprotein ma barwa swiatta, a przy
zastosowaniu Swiatta niebieskiego i mieszanego (czerwone, a pdzniej niebieskie) zaobserwowata
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wzrost ilosci wytwarzanych barwnych biatek. W tej czesci znajduje sie tez rzetelna dyskusja
dotyczgca wptywu barwy swiatta na produkcje poszczegdlnych typow fikobiliprotein.

Omowienie wynikdw konczy opis badan aktywnosci biologicznej fikobiliprotein, wyizolowanych
z Arthrospira platensis. Doktorantka zauwazyta m.in. niewielki wptyw ekstraktéw
fikobiliproteinowych na rozwdj stodkowodnych cyjanobakterii oraz bardziej znaczacy dla mikroalg
eukariotycznych. Zbadata réwniez aktywnos¢ przeciwgrzybiczg otrzymanych fikobiliprotein. Mimo,
ze w wiekszosci przypadkdw badane proteiny nie wykazywaty aktywnosci w stosunku do grzybow
strzepkowych, to obserwacje dotyczace grzybéw Trichoderma koningii mogg by¢é przydatne w
opracowywaniu nowych preparatéw biologicznej ochrony roslin. Doktorantka wykazata réwniez, ze
badane fikobiliproteiny moga redukowac jony ztota Au®*.

Najwazniejsze aspekty pracy zostaty na koniec krétko i jasno przedstawione w ,,Podsumowaniu”
(w j. polskim i angielskim), a najbardziej istotne wnioski ujete w 11 punktach.

Strona merytoryczna pracy nie budzi zastrzezen, jednak przy tego typu opracowaniach
nieuniknione sg pewne niedopatrzenia oraz btedy edytorskie i jezykowe, ktdre w niewielkim stopniu
wptywajg na mojg ostateczng ocene pracy. Z obowigzku recenzenta podaje wybrane uwagi oraz
niescistosci, ktore zauwazytam podczas analizy rozprawy, z prosbg o komentarz:

Str.44 — zgodnie z opisem, zwigzki boronowe rozpuszczane byty w DMSO, dlatego prowadzono
rowniez kontrolne hodowle cyjanobakterii z DMSO. Wyniki takich préb sg podane w rozdziale 4.3,
natomiast nie znalaztam podobnych informacji w przypadku badarn opisanych w rozdziale 4.2.
Prosze o komentarz.

Str.44 — nie znalaztam uzasadnienia doboru réznych zakreséw stezen zwigzkéw fosfonowych i
boronowych stosowanych w hodowli stodkowodnych i halofilnych gatunkéw cyjanobakterii?

W pracy wprowadzony zostat parametr ,specyficzna zawarto$¢/wydajnosé fikobiliprotein w
komarkach” (Yeep). Moim zdaniem parametr ten (zdefiniowany w czesci doswiadczalnej str. 47) nie
zawsze oddaje rzeczywisty wptyw czynnika zewnetrznego na produkcje fikobiliprotein. Czesto,
mimo znacznego obnizenia ilosci wytwarzanych fikobiliprotein (PBP) i chlorofili (CHL), Autorka
otrzymuje bardzo wysokie wartosci Yeee, ze wzgledu na zmiane stosunku stezenia PBP/CHL.
Przyktadowo na str.68, rys.26A — dla Arthrospira fusiformis, przy stezeniu 3mM glifozyny, po 7
dniu, Yegr wynosi 407%, po 10 dniu 163% a po 14 dniu 241%. Wskazywatoby to na intensyfikacje
produkcji fikobiliprotein pod wptywem glifozyny, a tymczasem po 10 i 14 dniu, stezenia
fikobiliprotein i chlorofili sg w tym przypadku bliskie 0. Prosze o komentarz.

Na rysunkach brak jest stupkéw btedéw. Autorka zapewnia przy kazdym wykresie, ze wyniki sg
srednig z co najmniej 3 powtdrzen, jednak stupki btedéw pozwolityby lepiej ocenic jakie byty
odchylenia od wartosci Sredniej. Poza tym, w przypadku rysunkdw, gdzie wystepujg czesci A, B, C,
czesto brak stosownych opiséw w tytutach pod wykresami, co utrudnia interpretacje.
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Str.69. Zdanie ,Wzmozong wydajnos¢ produkcji fikobiliprotein w ostatnim dniu hodowli
odnotowano w przypadku stodkowodnego gatunku Chroococcidiopsis thermalis, gdy stezenie
glifozyny wynosito 0,03 mM oraz 0,10 mM.” nie zgadza sie z wykresem, gdzie w przypadku uzycia
0,03 mM glifozyny, wyniki nie réznig sie niczym od kontroli.

Str 52115 okreslanie czystosci fikocyjaniny na podstawie ilorazu absorbancji przy dtugosciach fali
615 i 280 nm jest pewnym uproszczeniem. Niejasne jest np. co oznaczajg czystosci 2,36; 3,33 itp.
(Tab. 7). Bardziej poprawne bytyby moim zdaniem wartosci obliczone na podstawie ilorazu ilosci
fikocyjaniny do wyznaczonej catkowitej ilosci biatka w preparacie.

Wybrane btedy, w tym edytorskie i skroty myslowe (nie wymagajg komentarza Doktorantki):
W czesci literaturowej, przy tytutach niektérych rysunkédw brak Zrédet literaturowych na
podstawie ktdrych je sporzadzono.
Doktorantka czasami uzywa nazw zwyczajowych lub handlowych zwigzkéw chemicznych, bez
podania wzoru czy nazwy systematycznej (np. paration metylowy; Trolox).
Str. 12. Niezbyt precyzyjne okreslenie ,Zewnetrzne pierscienie pirolowe (A i D) zwigzane s3 z
atomem tlenu, natomiast srodkowe z resztami kwasu propionowego”.
Niektore skréty uzywane w pracy nie sy wyjasnione w spisie skrétow (przyktadowo na str.19-20).
Rysunki 2,4,6 — brak wyjasnienia, co oznacza R we wzorach.
Str. 17 rys. 6. Niespdjnos$¢ w oznaczeniu pierscieni pirolowych (w tekscie pierscienie A i D s3
dyskutowane jako ,,zewnetrzne”, natomiast na rysunku sg to pierscienie A i B).
Niezbyt jasne zdania: Str.26 ,W warunkach oswietlenia, elektrony, ktdére zmieniajg poziom
energetyczny, mogg réwniez redukowaé¢ AgNOs w osrodku, tworzac nanoczastki srebra...
Udowodniono jednak, ze fikocyjanina kieruje przeniesienie elektronu w ukfadzie
eksperymentalnym oraz jest zdolna do wigzania sie z jonami metali przejsciowych”.

Str. 46 — brak wyjasnienia co oznaczajg wspotczynniki liczchbowe we wzorach 7-9 i 11.
Str. 106, brak wyjasnienia haset ,,enzymy typu-R” oraz ,,rownowaga R-U".

Whioski konncowe

Podsumowujac, w przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej omowione zostaty aktualne
zagadnienia, zaréwno z punktu widzenia naukowego, jak i praktycznego. Zakres podjetych badan
jest bardzo obszerny, a rozprawa zawiera wiele cennych wynikdéw nad mozliwoscig kontrolowanego
wytwarzania fikobiliprotein przez cyjanobakterie halofilne i stodkowodne. Doktorantka udowodnita
mozliwo$é zwiekszenia skali hodowli tych organizméw oraz wykonata wiele badan réznorodnej
aktywnosci biologicznej otrzymanych biatek. Pani Emilia Niemczyk wykazata sie niezwyktg
pracowitoscig oraz umiejetnosciami w wykorzystaniu i analizie danych literaturowych, logicznym
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planowaniu doswiadczen, ich realizacji i formutowaniu wnioskéw. Zastosowane w pracy liczne,
nowoczesne techniki laboratoryjne ianalityczne, sSwiadczg o duzym zaangazowaniu i dobrym
przygotowaniu mgr Emilii Niemczyk do pracy naukowej. Dorobek naukowy zwigzany z tematyka
pracy obejmuje 3 publikacje z listy JCR (Doktorantka jest pierwszym Autorem w jednej z nich), o
tacznym IF 13,51 oraz 4 rozdziaty w monografiach. Swoje wyniki Autorka prezentowatfa na 22
konferencjach krajowych i miedzynarodowych, w postaci wystgpien ustnych i posteréw. Pani Emilia
Niemczyk moze sie takze pochwali¢ udziatem w 3 projektach naukowych, stazem zagranicznym na
Uniwersytecie w Ferrarze oraz szerokg dziatalnoscig popularyzatorskg i organizacyjng. Za swoje
osiggniecia otrzymata Nagrode Rektora Uniwersytetu Opolskiego oraz liczne stypendia w czasie
realizacji pracy doktorskiej.

Uwazam, ze rozprawa doktorska pt. ,,Ukierunkowana biosynteza i wybrane aspekty aktywnosci
biologicznej fikobiliprotein” spetnia wszystkie wymogi merytoryczne i formalne okreslone w art.13
ust.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
i tytule w zakresie sztuki (t.j. Dz.U. z 2017 r. poz. 1789 z pdzn. zm.), w zwigzku z czym zwracam sie
do Rady Naukowej Uniwersytetu Opolskiego, z prosbg o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr inz.
Emilii Niemczyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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