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Politechniki L.6dzkiej w dyscyplinach nauki chemiczne, inzynieria chemiczna, technologia zywnosci i
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Diowksz z dnia 11 pazdziernika 2022 roku.

1. Charakterystyka formalna rozprawy

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Katarzyny Wisniewskiej pt. ,MOLEKULARNA,
FIZJOLOGICZNA I BIOCHEMICZNA CHARAKTERYSTYKA ZIMNOLUBNYCH GRZYBOW MIKROSKOPOWYCH Z
KOLEKC]I INSTYTUTU BIOTECHNOLOGII MOLEKULARNE] I PRZEMYSLOWE]" stanowi rozprawe w postaci
jedno-autorskiego dzieta, jednakze, jak mozna wywnioskowac¢ na podstawie lektury dzieta, jest w znacznej
czeSci oparta na zestawie trzech artykutow naukowych opublikowanych w latach 2017 i 2021 w
czasopismach Polar Biology, Biomolecules oraz International Journal of Molecular Sciences. Doktorantka jest

pierwszym autorem w dwoch, kluczowych artykutach wchodzacych w sktad dzieta, a drugim autorem



w trzeciej pracy. Sama rozprawa jednakze zawiera takze dodatkowe elementy, ktére nie stanowiag
przedmiotu w/w artykutéw naukowych (jak badanie aktywnosci ksylanolitycznej, metryczki
szczepOw). Stad cato$¢ dzieta z jednej strony jest oparta na nowym modelu przygotowywania rozpraw
doktorskich (na podstawie publikacji), a jednocze$nie stanowi oryginalny, niepublikowany wcze$niej
zestaw wynikéw wraz z kompleksowym omoéwieniem catoSci.

Manuskrypt jest skonstruowany w spos6b klasyczny dla rozpraw naukowych, a wspomniane
powyzej publikacje i ich oméwienie stanowia jej zasadnicza cze$¢. W dokumencie zawarto typowe
rozdziaty, takie jak streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wprowadzenie do przedmiotu rozprawy,
cel i zakres pracy, opis zastosowanych materiatéw i metod, wyniki bogato opatrzone elementami
graficznymi, dyskusje i wnioski, spis cytowanej literatury, oraz materialy uzupeiniajace. Zataczono takze
wykaz dorobku naukowego Doktorantki, w ktérego sktad wchodzi 6 oryginalnych artykutéw naukowych,
43 rekordy sekwencji nukleotydowych zarejestrowanych w bazie danych GenBank, 8 doniesien
konferencyjnych, oraz kierowanie 1 projektem naukowym finansowanym ze $rodkéw macierzystej
Uczelni. Reasumujac strukture rozprawy, mozna stwierdzi¢, ze konstrukcja pracy jest klarowna i
logiczna. Manuskrypt jest przygotowany niezwykle starannie, z duzg dbatos$cig o estetyke pracy i
poprawny jezyk. Dorobek naukowy Doktorantki wykracza poza zestaw wynikoéw prezentowanych w
rozprawie. Przedstawienie wynikow prac eksperymentalnych w postaci jednolitej. spéjnej rozprawy,
oraz rola pierwszego / drugiego Autora w kluczowych dla dzieta artykutach, pozwala stwierdzié, ze
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi autorskie dzielo mgr inz. Katarzyny

WisniewskKiej, realizowane pod opiekg Pani Promotor.

2. Przedmiot rozprawy oraz zastosowane podejscie metodyczne
W ogdblnym ujeciu przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska dotyczy biologii zimnolubnych
drozdzy i grzybéw drozdzopodobnych. Gtéwny materiat badany stanowit oryginalny zestaw 29
izolatow grzybéw pochodzacych z ekstremalnego srodowiska, dla ktérych przeprowadzono gruntowng
charakterystyke wtasciwosci fizjologicznych, biochemicznych i molekularnych. Drugi, wyraznie
zaznaczony obszar badawczy stanowia szczegétowe studia nad lakazg z Aureobasidium bupleuri G3 o
unikatowych wtasciwosciach biochemicznych. Na podstawie przegladu literatury przedmiotu mozna
stwierdzi¢, ze podjeta tematyka badawcza zar6wno w odniesieniu do kolekcji zimnolubnych grzybéw,
jak i nowej lakazy stanowi oryginalny aspekt badan uzupelniajacy Swiatowa wiedze o nowe i
ciekawe wyniki.
Cele szczegétowe rozprawy, a tym samym gléwne etapy badan i zastosowane podejscia
metodyczne, mozna skréotowo uja¢ w nastepujacych punktach:
1. Kompleksowa charakterystyka zestawu zimnolubnych grzybdéw z kolekcji Instytutu BMiP
e Metodycznie etap ten zrealizowano poprzez dokonanie identyfikacji szczepéw na
drodze sekwencjonowania dwoch regionéw Kklastra rDNA, przygotowanie drzew

filogenetycznych, okreslenie wielkosci genoméw i struktury kariotypu poprzez



cytometrie przeptywowa i elektroforeze pulsacyjna.

Ponadto dokonano oceny uzdolniei enzymatycznych dla w/w zestawu izolatéw oraz 15
szczepdw kolekcyjnych poprzez zastosowanie szeregu mediéw réznicujacych (inaczej
- indykatorowych) i, w kilku przypadkach, komplementarnych roztworéw barwigcych.
W tym etapie badano uzdolnienia amylolityczne, proteolityczne, esterolityczne,
pektynolityczne, celulolityczne, ksylanolityczne, aktywnos$¢ beta-galaktozydazy, fizaty i

(kluczowej dla dalszych etapéw pracy) lakazy.

2. Zsekwencjonowanie genomu szczepu Aureobasidium bupleuri G3 z kolekcji Instytutu i

przeszukanie sekwencji genomu celem identyfikacji genéw kodujacych lakazy, dla ktérych

wykonano pogtebiong analize bioinformatyczna.

Metodycznie etap polegal na: i) przygotowaniu biblioteki sekwencji i
sekwencjonowaniu nowej generacji, ii) ocenie jako$ci sekwencjonowania, iii) ztozeniu
kompletnej sekwencji genomu, iv) identyfikacji sekwencji kodujgcych biatka i ich
adnotacji funkcjonalne;j.

Dalsze szczeg6towe analizy bioinformatyczne dotyczyty 9 wyselekcjonowanych genéw
o przypisanej funkcji oksydazy miedziowej. W tym zakresie wykorzystano bazy CDD i
Pfam i zastosowano przyréwnanie wielu sekwencji (MSA), aby wskaza¢ kluczowe dla
katalizy domeny, motywy, a w Koricu - reszty aminokwasowe.

Dla wybranych 4 sekwencji o przypuszczalnej funkcji lakaz, analizy bioinformatyczne
poszerzono o charakterystyke wtasciwosci kodowanych biatek - obecno$¢ peptydu
sygnalnego, liczbe i lokalizacje introndéw, zawarto$¢ typowych dla lakaz domen,
przewidywang mase czgsteczkowa, punkt izoelektryczny, oraz bardzo ciekawa analize
sekwencji promotorowych pod katem wystepowania motywéw wigzania czynnikéw

transkrypcyjnych. W tym celu zastosowano szereg narzedzi bioinformatycznych.

3. Dobdér warunkéw syntezy natywnych lakaz przez szczep G3, czeSciowe oczyszczanie i

charakterystyka uzyskanego preparatu enzymatycznego.

Metodycznie realizacja tego celu obejmowata prace z zakresu mikrobiologii i biochemii
- przetestowaniu szeregu sktadnikow medium hodowlanego (bazy medium, dodatku
jonéw Cu, witaminy C i induktoréw syntezy lakaz) oraz badaniu ich wptywu na poziom
aktywnosci lakaz w medium hodowlanym. Bardzo ciekawym, i zakonczonym duzym
sukcesem, aspektem bylo testowanie szeregu surowcéw naturalnych (odpadéw
przemystu rolno-spozywczego) jako bazy podtoza produkcyjnego.

Dalsze prace w ramach tego etapu obejmowaty dobér warunkéw czeSciowego
oczyszczania lakaz syntetyzowanych przez szczep G3, oraz typowe prace z zakresu

enzymologii - badania aktywnos$ci i stabilnoSci w =zakresie temperatur, pH,



specyficznosci pH-substrat.

4. Klonowanie i nadekspresja genu KbLcc1 kodujgcego jedng z czterech lakaz ze szczepu G3 w
Pichia pastoris (Komagataella phaffii), oraz charakterystyka rekombinowanego biatka.

e Realizacja tego zadania wymagata biegltosci w zakresie stosowania szeregu technik
biologii molekularnej i inZzynierii genetycznej. Gen KbLccl klonowano najpierw w
wektorze do sub-klonowan specyficznym dla E. coli, przeprowadzono splicing in vitro,
a gotowy fragment opatrzony stosownymi flankami wprowadzono do wektora typu
shuttle umozliwiajagcego indukowang ekspresje gendw w komoérkach P. pastoris.
Sposrod transformowanych sub-klonéw do dalszych badan wybrano jeden, na
podstawie poziomu aktywno$ci zewnatrzkomoérkowej lakazy i obrazu rozdziatu
elektroforetycznego biatek.

e W dalszym etapie rekombinowany enzym oczyszczono do homogennosci
obserwowanej w rozdziale elektroforetycznym i poddano charakterystyce
biochemicznej w zakresie znacznie poszerzonym w stosunku do natywnego preparatu
ze szczepu G3. W tym przypadku badano aktywnos¢ i stabilno$¢ enzymu w zakresie
temperatur, pH, specyficzno$ci pH-substrat, ale tez wptyw szeregu kationéw oraz
rozpuszczalnikéw organicznych (tu bardzo ciekawe wyniki uzyskano dla testéw z

jonami zelaza i heksanem).

5. Finalnym etapem byto zbadanie potencjatu aplikacyjnego natywnej i rekombinowanej lakazy
w zakresie dekoloryzacji syntetycznych barwnikéw, oraz biotransformacji kwasu ferulowego
do waniliny (tylko enzym rekombinowany). W obu przypadkach prowadzono reakcje

enzymatyczne in vitro, i z sukcesem wykazano potencjat aplikacyjny przedmiotowego enzymu.

Aby zrealizowa¢ zatozone cele badawcze, Doktorantka zastosowata szereg zréznicowanych
technik, ktére w spos6b adekwatny odnosity sie do probleméw badawczych. Podejs$cia eksperymentalne
zostaly szczegbétowo przedstawione w sekcji 3 i 4 rozprawy. Przedstawiona do oceny rozprawa zawiera
wyniki dobrze zaplanowanych, wielokierunkowych badan, o bardzo szerokim zakresie metodycznym,
obejmujgcym podejscia z zakresu mikrobiologii, biochemii, enzymologii, inZynierii genetycznej, biologii
molekularnej, jak réwniez zaawansowane analizy bioinformatyczne. Tak szeroki zakres
przeprowadzonych prac obrazuje szerokie spektrum kompetencji, jakie Doktorantka nabyta w trakcie

wykonywania pracy doktorskiej i zastuguje na duze uznanie.

3. Kluczowe wyniki i wnioski uzyskane w toku realizacji pracy oraz znaczenie osiggniec¢ dla
srodowiska naukowego

Do kluczowych osiggnie¢ naukowych przedstawionych w rozprawie naleza:



e dostarczenie do miedzynarodowej bazy danych 43 rekordéw sekwencji nukleotydowych
kodujacych fragmenty klastra rDNA, co stanowi wartosciowy wktad dla srodowiska naukowego,
poniewaz umozliwi bardziej precyzyjne oznaczenia innym badaczom;

e eksperymentalne wykazanie wielkosci i struktury genomoéw zestawu drozdzy, dla ktérych dane
te nie byty dostepne lub bazowaty na szacowaniach na podstawie analiz bioinformatycznych;
takie dane moga zainicjowac pogtebione prace z zakresu biologii molekularnej tych gatunkéw, a
w konsekwencji - umozliwi¢ prowadzenie modyfikacji genetycznych;

e kompleksowa analiza uzdolnienn enzymatycznych zestawu zimnolubnych grzybéw; dane te
stanowig baze do dalszych pogtebionych prac nad rozwijaniem tych uzdolnien w
ukierunkowanych procesach biotechnologicznych i moga skutkowa¢ ciekawymi rozwigzaniami z
zakresu biotechnologii przemystowej;

e zsekwencjonowanie genomu szczepu A. bupleuri G3 o unikatowych uzdolnieniach
enzymatycznych, jego charakterystyka, adnotacja i skuteczne wyszukanie interesujacych
sekwencji nukleotydowych, wraz z dogtebng analizg bioinformatyczng samych genéw i sekwencji
promotorowych;

e zwiekszenie parametru produktywnosci objetosciowej dla procesu syntezy lakazy KbLcc1 z 0.22
(U/(L*h)) do 0.597 i dalej do 0.77 (U/(L*h)) dzieki modyfikacjom medium produkcyjnego,
zastosowaniu alternatywnego surowca, a finalnie - ekspresji heterologicznej; tutaj szczegdlnie
wysoko oceniam wyniki uzyskane w hodowlach na mtécie browarniczym;

e dokonanie charakterystyki biochemicznej unikatowego enzymu i wykazanie jego potencjatu
aplikacyjnego; ciekawym aspektem byto takze eksperymentalne wykazanie réznic pomiedzy

aktywnoscia natywnej i rekombinowanej lakazy w dekoloryzacji syntetycznych barwnikow.

Wyniki uzyskane w toku prac eksperymentalnych, po trafnej interpretacji biologicznej i szczegétowym
przedyskutowaniu z danymi literaturowymi, pozwolily na sformutowanie az 17 finalnych obserwacji i
wnioskow, zaprezentowanych na str. 199 dokumentu. Postawione wnioski sg uzasadnione i poparte

przedstawionymi danymi eksperymentalnymi.

4. Komentarze
PrzedtozZona do recenzji rozprawa doktorska w znacznej czesci juz przeszta proces recenzencki,
jako ze stanowi zbiér wynikéw przedstawionych w oryginalnych artykutach opublikowanych w
recenzowanych czasopismach naukowych. W ocenie recenzenta, praca jest ciekawa, przygotowana
starannie, prezentuje bardzo szeroki zakres dobrze zaplanowanych prac eksperymentalnych, a
interpretacje i wyjasnienia uzyskanych rezultatéw sa szczegbétowe i wyczerpujace. Z tego wzgledu
pozwole sobie jedynie na drobne komentarze oraz zapytania kierowane do Doktorantki z prosba o

ustosunkowanie sie do nich w trakcie publicznej obrony:



Jako osobe pracujaca z niekonwencjonalnym drozdzami dimorficznymi, bardzo zainteresowato
mnie stosowane przez Doktorantke okreslenie ,,grzybéw drozdzopodobnych”. Chciatam uprzejmie
poprosi¢ o przyblizenie jaka grupa grzybow miesci sie w tej grupie? Czy sa jakie$ konkretne
wyznaczniki pozwalajace na zaklasyfikowanie danego gatunku do tej grupy?

Analiza wynikéw przedstawionych na Rysunku 5.16 obrazujacego wyniki testowania uzdolnien
amylolitycznych trzech szczepé6w W10, W15 i G3 budzi watpliwo$¢ w odniesieniu do stwierdzonej
aktywnosci amylolitycznej szczepéw z serii W. Do watpliwoSci przyczynia sie kontrast pomiedzy
charakterystyka stref przejasnienia dla G3 i W10/W15. Obserwowane dla tych drugich strefy
przejasnienia majg innych charakter niz dla szczepu G3 - s3 mniejsze, brzegi strefy s3 mniej ostre

i mniej wyrazne niz w przypadku szczepu G3. Biorgc pod uwage, iz kompleksowanie jodu przez
helise skrobi jest reakcja wrazliwg na warunki $rodowiska, jak np. pH (cho¢ pH medium
wskaznikowego w tym wypadku bylo regulowane), obserwowane przejasnienie moze by¢
wynikiem syntezy metabolitow, a nie reakcja enzymatyczng. Poniewaz w rozprawie po raz
pierwszy stwierdzono aktywno$¢ amylolityczng dla F. oeirense W10, warto bytoby na jednej ptytce
z medium buforowanym posia¢ wszystkie te szczepy badane oraz szczepy kontrolne, dla ktérych
juz stwierdzono obecnos$¢ / brak tych uzdolnien. Takie wyniki jednoznaczne wykazg zasadnos$¢
wnioskow. Przy okazji tego pytania, chcialtam tez dopytaé, dlaczego regulowano pH tylko
niektorych z podtéz wskaznikowych?

Zgodnie z najlepsza wiedza recenzenta media selekcyjne to takie, ktére pozwalajg wyeliminowac¢
cze$¢ wysianej populacji mikroorganizméw a umozliwi¢ wzrost grupie preferowane;j. Z kolei, media
roéznicujace = wskaznikowe = indykatorowe to takie, ktére umozliwiaja wzrost catej wysianej
populacji, ale pozwalajg na ich réznicowanie ze wzgledu na dang ceche. Mozliwe s3 media
jednoczesnie selekcyjne i réznicujace. Uprzejmie prosze o ustosunkowanie sie do tych znanych
recenzentowi definicji w kontekscie mediéw stosowanych w pracy do badania uzdolnien
enzymatycznych kolekcji szczepow.

Zainteresowatl mnie fakt, ze przy klonowaniu genu KbLccl w komercyjnym wektorze
ekspresyjnym, klonowana sekwencja byta opatrzona dwoma sekwencjami peptydu sygnalnego -
jednym natywnym dla rzeczonej lakazy, i drugim peptydem sygnalnym czynnika alfa; jako ze
sekwencja kodujaca ten peptyd stanowi integralny element stosowanego wektora. Bardzo mnie
ciekawi, czy oba byty peptydy prawidtowo procesowane w szlaku sekrecyjnym gospodarza. Mozna
to zbada¢ przy zastosowaniu degradacji Edmana prazka wycietego z zelu. Czy moze Doktorantka
dysponuje takimi danymi?

Chciatam tez dopyta¢ Doktorantke, czy ma jakie$§ przypuszczenia dlaczego rekombinowana lakaza
wykazywata lepsza efektywnos$¢ w dekoloryzacji syntetycznych barwnikéw?

Drobne potkniecia edytorskie: s. 153 - Overall-Extension PCR; literowki na str 84, 85; btad we
wniosku 13 - masa czasteczkowa nie jest 69 kDa (przewidywana na podstawie sekwencji) tylko
76 kDa, jak wynika z przeprowadzonych eksperymentéw; nieprecyzyjny opis kolejnych kolumn w
Tab. 5.18 (kolumny ,,motyw” i ,domniemana funkcja” czasami wskazuje na czynnik transkrypcyjny,
a czasami rzeczywis$cie na motyw sekwencji DNA). Chciatam poprosi¢ o uzupetnienie informacji na

temat warunkéw kwasowosci Srodowiska reakcji biotransformacji kwasu ferulowego do waniliny



zaprezentowanych na Rysunku 5.61. W omoéwieniu wskazano, Ze reakcje prowadzono w pH 3.5 i

7, ale nie wskazano dalej, w jakich warunkach prowadzono reakcje ktérej dotycza zaprezentowane

wyniki.

5. Posumowanie
W recenzowanej rozprawie doktorskiej mgr inz. Katarzyny Wisniewskiej na uwage zastuguje
szeroki zakres przeprowadzonych badan. Wysoko oceniam wielokierunkowo$¢ podejs¢ i mnogosé
zastosowanych technik, co skutkuje kompleksowym i rzetelnym podejsciem do badanego problemu.
Uwazam, iz przedstawiona rozprawa doktorska wraz z towarzyszacymi jej publikacjami stanowi
merytorycznie warto$Sciowy i nowatorski wktad do $wiatowej wiedzy naukowej z zakresu biologii
zimnolubnych grzybéw mikroskopowych oraz unikatowej lakazy, stanowigc zarazem rzetelng podstawe

do kontynuowania badan w tej tematyce i w obszarach pokrewnych.

6. Wniosek konncowy
W mojej ocenie przediozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Katarzyny Wisniewskiej
spetnia wszystkie warunki okre$lone w art. 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017, poz. 1789).
Zwracam sie zatem do Rady do spraw Stopni Naukowych Politechniki L.6dzkiej w dyscyplinach nauki
chemiczne, inzynieria chemiczna, technologia Zywno$ci i Zywienia o dopuszczenie mgr inz. Katarzyny

Wisniewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

7. Wniosek o wyrdznienie
Jednoczes$nie, majac na uwadze walory merytoryczne recenzowanej rozprawy oraz jakosc¢
opublikowanych artykutéw naukowych towarzyszacych rozprawie, wnosze do Rady do spraw Stopni
Naukowych Politechniki Lédzkiej w dyscyplinach nauki chemiczne, inzynieria chemiczna, technologia

zZywnosSci i Zzywienia o jej wyrédznienie.

Signed by /
Podpisano przez:

Ewelina Celinska
Date/Data ..........
2022-10-24
13:48

Poznan, 24-10-2022




		2022-10-24T13:48:26+0200




