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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Ewy Kosiorowskiej
zatytutowanej ,,Badanie zdolnosci fizjologicznych drozdzy Yarrowia lipolytica
do rozktadu tworzyw sztucznych”, wykonanej pod kierunkiem dr hab. Aleksandry
Marii Miroriczuk prof. uczelni, w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci,
Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu

Syntetyczne polimery tzw. tworzywa sztuczne ze wzgledu na niskie koszty produkcji,
atrakcyjnoéé form, wytrzymatosé, elastycznos¢ itd. szybko staly sie jednym z bardziej
pozadanych materiatébw w przemysle. Zwigkszajaca sig produkcja i powszechne uzycie
materiatéw z polipropylenu (PP, np. strzykawki, naczynia laboratoryjne), polistyrenu (PS, np.
styropian), polietylenu (PE, np. folia), politereftalan etylenu (PET, np. butelki), bez
jednoczesnego rozwoju systeméw segregacji, odzysku i rozktadu, przetozyta sie na postepujace
zanieczyszczenie $rodowiska. Dodatkowym problemem jest uwalniany w wyniku rozkfadu
tworzyw sztucznych mikro- i nanoplastik, ktorego obecno$¢ wykazano nie tylko na obszarach
zamieszkanych przez cztowieka, ale roéwniez w morzach i oceanach, na obszarach
podbiegunowych, a nawet w obrgbie Rowu Marjanskiego. Dostarczany wraz z pozywieniem
mikroplastik stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia zwierzat i cziowieka. Najnowsze
doniesienia wskazujq na obecno$¢ mikroplastiku we krwi ludzkiej i w mleku matki. Rozwigzan
problemu zanieczyszczen tworzywami sztucznymi upatruje sie w zwiekszeniu odzysku i
recyklingu ale rowniez w biodegradacji. Zidentyfikowano juz enzymy, ktére z powodzeniem
rozktadajq syntetyczne polimery na monomery. Obecnym wyzwaniem jest modyfikacja tych
enzyméw w taki sposéb, by biologiczny rozpad byt kontrolowany, wydajny i nie wymagat
trudnych do osiagniecia warunkéw. Przedstawiona mi do oceny praca doktorska wpisuje sig¢ w
ta aktualng i niezmiernie wazng tematyke badawcza, stanowi bowiem probe wykorzystania
narzedzi inzynierii genetycznej do przystosowania drozdzy Yarrowia lipolytica do ekspresji
enzymoéw (kutynazy i PETazy) zdolnych do rozktadu politereftalan etylenu (PET).

Praca doktorska mgr Katarzyny Kosiorowskiej to cykl publikaciji, ktory zostat opracowany i
przedtozony mi do recenzji jako rozprawa doktorska. Praca zostata napisana w jezyku polskim,
stylem naukowym. Praca ma ukfad typowy dla rozpraw doktorskich z dyscypliny nauk
biologicznych, przygotowanych w formie cyklu publikacji naukowych. Opracowanie do cyklu
sktada sie z 62 stron, zawiera 7 rozdziatow i materiaty uzupetniajace (dorobek naukowy;
informacje o finansowaniu; streszczenia w jezyku polskim i angielskim; zatgczniki). W pracy
umieszczono 4 publikacje stanowiace cykl, w trzech z nich mgr Katarzyna Kosiorowska jest



pierwszym autorem (badania oryginalne), w jednej gtownym wspdtautorem (praca
przegladowa). Prace zostaly opublikowane w czasopismach znajdujacych sie w aktualnym
wykazie czasopism MNiSW, charakteryzujgcych sie wysokim wspétczynnikiem oddziatywan. Z
informacji o zrodtach finansowania badan Doktorantki wynika, ze badania zaprezentowane w
rozprawie doktorskiej zostalty wykonane w ramach projektu OPUS14 (UMO-
2017/27/B/NZ9/02218, kierownik: dr hab. Aleksandra Mironczuk), w ktérym Doktorantka byta
wykonawca.

Rozprawe otwiera Wstep wprowadzajacy w tematyke projektu, w ktérym Doktorantka
opisata problem zanieczyszczenia Srodowiska tworzywami sztucznymi, wskazata na
niebezpieczenstwo skazenia mikroplastikiem, przedstawita enzymy majgce potencjat
degradacyjny tworzyw sztucznych i opisata cykl degradacji enzymatycznej PET. Catosc
przedstawiono w sposob okrojony. Cho¢ jest to tylko opracowanie do cyklu publikacji i wiele
dodatkowych informacji wprowadzajacych znajduje sie w odpowiednich, dotgczonych artykutach,
brakuje doktadnych informacji o wptywie mikroplastiku na organizm czlowieka/zwierzat.
Doktorantka wskazuje np. wptyw na indukcje odpowiedzi immunologicznej lub na ekspresje
gendw, nie analizujgc podstaw/mechanizmu tego zjawiska. Analiza zmian ekspresji genéw pod
wptywem ekspozycji na mikroplastik moze poméc badaczowi w doborze odpowiednich szczepow
(mutantéw) w badaniach. Nie podano informacji o juz znanych modyfikacjach genetycznych
wptywajacych na zwiekszenie naturalnych zdolnosci mikroorganizméw do rozktadu tworzyw
sztucznych, choc¢ informacje te zostaty w szerszym zakresie opisane w jednej z dotaczonych
publikacji. W opracowaniu brak rycin i/lub tabel, ktére zwykle utatwiajg czytelnikowi analize
tekstu. Dodanie do Wstepu Ryc.2 z pracy przegladowej (P1) przedstawiajacej schemat
biodegradacji PET z uwzglednieniem enzymow biorgcych udziat w tym procesie, wzbogacitoby
opracowanie. Poniewaz Wstep ma by¢ wprowadzeniem do danych ze wszystkich publikacji cyklu,
a podstawg badan Doktorantki jest szczep drozdzy Yarrowia lipolytica, brakuje mi rozwiniecia
uzasadnienia wyboru tego organizmu, zwiaszcza w kontekscie heterologicznej ekspresji
enzymow z Trichoderma reesei. Szczepy T. reesei sa z powodzeniem uzywane w biotechnologii.
Cel pracy zostat jasno okreslony i w petlni odpowiada tematowi rozprawy. Doktorantka
prawidtowo wyznaczyta cele szczegotowe.

Kolejny rozdziat (Materialy i metody) Doktorantka poswiecita na charakterystyke materiatéw i
metod uzytych w trakcie przygotowywania rozprawy. Pochwalam dotaczenie tego rozdziatu do
rozprawy, bo chociaz w artykutach badawczych zwykle jest rozdziat Materials and
methods/Experimental procedures wydawca czesto narzuca ograniczenia informacji.
Doktorantka przytoczyta istotne dla opracowania dane dotyczace technik eksperymentalnych i
materiatdbw uzytych w pracy laboratoryjnej. Mam kilka niewielkich uwag do tej czesci
opracowania. W tabeli 1 btednie wedtug mnie nazwano kolumne ,szczepy” - poniewaz wpisano
tam jeden szczep E. coli, pozostate informacje dotyczg plazmidéw. Zauwazytam niescistos¢ w
podanych warunkach hodowli — podioze z 2% czy 5% glukozg? Ilos¢ dodawanego mikroplastiku
podana jest w gramach, lecz nie wskazano objetosci hodowli- lepiej okresla¢ stezenie
procentowe. Jako niefortunne uwazam uzycie sformutowania ,Kit-u do izolacji”, powinno by¢
»Zzestawu do izolacji”. Okreslenie ,metode rekombinacji z rDNA” sugeruje rekombinacje z
rybosomalnym DNA. Nie podano stezenia uzytego oleju. Uwagi te majg charakter edytorski i nie
wptywaja na ocene pracy.

Rozdziat dotyczacy wynikdw pracy (Komentarze do publikacji) zostat podzielony na 4
podrozdziaty, kazdy z nich stanowi rekapitulacje najwazniejszych osiggnie¢ opisanych w



poszczegdlnych publikacjach cyklu. Wigczone do cyklu 4 artykuty zostaty opublikowane w
wysoko ocenianych czasopismach (Frontiers in Bioenginering and Biotechnology; International
Biodeterioration and Biodegradation; Science of Total Environment), a ich sumaryczny
wspdétczynnik oddziatywania (Impact factor, IF) jest imponujacy i wynosi 32,4. Wszystkie te
prace poddane zostaty wnikliwej ocenie niezaleznych, miedzynarodowych ekspertéw - to samo
w sobie éwiadczy o wysokiej jakosci badan i zdecydowanie utatwia mi oceng merytoryczng
roZprawy.

Pierwsza z zatgczonych w ramach cyklu publikacji praca (P1), jest to praca przegladowa (Front.
Bioeng. Biotechnol; 2021r), ktorej Doktorantka jest jednym z dwéch gtéwnych autoréw. W
doskonaty, wnikliwy i analityczny spos6b przedstawia dotychczasowy stan wiedzy na temat
biodegradacji poli(tereftalan etylenu). Praca wzbogacona jest bardzo dobrze skonstruowanymi
rycinami i tabelami. Dogigbnej i krytycznej analizie poddano wptyw notowanych dotychczas
modyfikacji na aktywno$¢ enzymow i efektywnos¢ rozktadu PET. Analizie poddano PETazy i
MHETazy, jak réwniez chimeryczne enzymy powstate np. przez fuzje kutynazy i lipazy.
Opracowanie wskazuje na bardzo dogtebne zaznajomienie sig Doktorantki z tematyka badan i
umiejetnosé krytycznej analizy opracowan naukowych. Taka analiza jest bardzo dobrg podstawg
do trafnego wyboru zrodta materiatu genetycznego do klonowania i stanowi ptynne
wprowadzenie do przedstawionych wynikéw badar Doktorantki.

Trzy kolejne dotaczone w ramach rozprawy doktorskiej prace (P2; P3; P4) opisujg wyniki badan
eksperymentalnych. We wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem. Swoje
badania Doktorantka rozpoczeta od konstrukcji zmodyfikowanych genetycznie szczepow
Yarrowia lipolytica dostosowanych do heterologicznej ekspresji genéw kutynazy z Fusarium
solani (CUT_Fs) i Trichoderma reesei (CUT_Th). Zdolnoé¢ genetycznie modyfikowanych
szczepdw do rozktadu tworzyw sztucznych oceniano przy uzyciu poli(e-kaprolaktonu) (PCL) jako
tworzywa modelowego (P2; Int. Biodeterior. Biodegrad., 2021r). Heterologiczna ekspresja
obcych gendéw kutynaz nie wptyneta na dynamike wzrostu Yarrowia lipolytica. Ilo$¢ powstatego
transkryptu obu genow oceniana metodg qRT-PCR wskazuje na wyzszy poziom mMRNA genu
CUT_Th niz CUT_Fs, chociaz zastosowano ten sam promotor. Nasuwa sig pytanie czy ta réznica
wynika np. ze zmniejszonej stabilnoéci transkryptu CUT_Fs? Zbadano réowniez wpltyw
nadprodukcji natywnej lipazy (Lip2) z Y. lipolytica na aktywnos¢ enzymatyczng obu kutynaz,
powodowato to jednak zmniejszenie poziomu transkryptow koekspresjonowanych gendéw. Warto
sprawdzi¢, czy efekt ten utrzymuje sie w przypadku sastosowania réznych promotoréw a nie
wynika z mechanizmow wewnatrzkomoérkowych, kontrolujacych stabilnos¢ mRNA. Wysoka
ekspresja genu nie zawsze przektada sig na wysoki poziom produktu biatkowego, czy mozliwe
jest sprawdzenie iloéci/jakosci biatka kutynaz np. Z wykorzystaniem przeciwciat? Analizy
aktywnoséci enzymatycznej supernatantéw wskazaly na zdecydowanie zwiekszong efektywnos¢
degradacji PCL w przypadku nadekspresji CUT-Fs, bez zauwazalnego zwiekszenia wydajnosci
procesu w przypadku jednoczesnej nadprodukgji lipazy Lip2. Analogiczne wyniki otrzymano
réwniez w badaniach degradacji folii PCL bezposérednio w hodowli mikroorganizmoéw. W oparciu
o uzyskane dane szczep produkujacy CUT_Fs wykorzystano do badan nad rozktadem docelowego
substatu - poli(tereftalanu etylenu) (PET). Wyniki tych badan przedstawiono W kolejnej
dotaczonej do cyklu pracy (P3; Sci. Total Enviromen., 2022r). Zaobserwowano, ze
zmodyfikowane szczepy Y. lipolytica produkujace CUT_Fs z powodzeniem mogg by¢
wykorzystane do biodegradacji PET. Ilos¢ TPA, produktu degradacji PET, znaczaco rosta w czasie
trwania hodowli, z maksimum uwalniania po ~240h kultywacji. Wydajnos¢ tego procesu



zwigkszono w przypadku zastosowania hodowli w duzych objetodciach, w bioreaktorach. Co
wazne, zaobserwowano iz skala objetosci hodowli wptywa na stosunek uwalnianych TPA i MHET
- co moze by¢ wykorzystane jako czynnik faworyzujacy pozadany produkt rozpadu. Obiecujace
wyniki otrzymano réwniez w analizach degradacji foli PET w bezposredniej hodowli drozdzowej,
gdzie po miesigcu zaobserwowano ubytki, co wskazuje na mozliwo$é zastosowania szczepu do
bezposredniej hydrolizy polimeru podczas fermentacji w niewymagajgcych warunkach
(standardowe podtoze i temp. 28st).

Najciekawsze wedtug mnie wyniki dotycza uzycia Y. lipolytica do heterologicznej ekspresji
PETazy z bakterii Idonellas sakaiensis, ktére zostaly przedstawione w czwartej publikacji (P4,
Sci.Total Environ., 2022r). Pochodzacy z bakterii I. sakaiensis enzym uwazany jest za jeden z
najaktywniejszych obecnie systeméw hydrolizy PET do monomeréw MHET, minusem jest
koniecznos¢ podgrzewania do 75st C. Doktorantce z sukcesem udato sie stworzy¢ modyfikowany
genetycznie szczep Y. lipolytica produkujacy PETaze z I. sakaiensis (PET_Is). Ekspresja obcego,
bakteryjnego biatka nie zaburzata wzrostu komorek drozdzy, a poziom transkryptu genu PETazy
byt zadowalajacy. W serii dobrze zaprojektowanych eksperymentdéw badano zaréwno aktywnosé
produkowanej przez Y. lipolytica PETazy jak i podjeto proby optymalizacji warunkéw reakcji
(dodatek aktywatoréw np. soli, oliwy z oliwek; zwiekszanie objetosci hodowli). Najlepsza
stymulacje rozktadu PET zaobserwowano po dodaniu oliwy z oliwek do hodowli prowadzonej w
kolbach. Miesigczna inkubacja folii PET w hodowli Y. fipolytica produkujacej PET_Is skutkowata
znacznymi uszkodzeniami na powierzchni materiatu, ktérych wzér zmieniat sie w obecnosci oliwy
z oliwek. Otrzymane przez Doktorantke wyniki wskazujg na mozliwo$¢ zastosowania
heterologicznej ekspresji hydrolaz PET w Y. lipolytica jako nowego systemu degradacji tworzyw
sztucznych w niskiej temperaturze, w krétkim czasie, bez wstepnej obrébki materiatu
plastikowego, z zastosowaniem tanich podtozy mikrobiologicznych. Nasuwajg sie w tym miejscu
kolejne pytania badawcze. W literaturze sa informacje o substytucjach w sekwencji
aminokwasowej PETazy I. sakaiensis zwigkszajacych efektywnos¢ procesu rozktadu PET (np.
doi.org/10.1038/s41467-019-09326-3), czy wprowadzenie tych zmian zwiekszy aktywnosé
enzymu produkowanego w Y. lipolytica? Analogiczne pytanie odnosi sie do potencjalnych
modyfikacji sekwencji aminokwasowej CUT-FS. Zaprezentowana w P2 analiza poréwnawcza
sekwencji enzyméw z kilkunastu organizméw pozwolita na identyfikacje 5-aminokwasowego
wysoce konserwatywnego regionu, czy mozna te wyniki wykorzystaé do zaprojektowania miejsc
substytucji? Wyniki najnowszych badan z wykorzystaniem sztucznej inteligencji wskazuja na
zaprojektowanie sekwencji syntetycznej FAST-PETazy (ang. FAST-PETase: functional, active,
stable and tolerant PETase), enzymu ktéry zdolny jest to rozktadu PET w zaledwie kilka godzin
w temp. 50 C (Lu, H., Diaz, D.J., Czarnecki, N.]. et al. Machine learning-aided engineering of hydrolases
for PET depolymerization. Nature 604, 662-667 (2022)). Kuszace jest sprawdzenie czy produkcja tej
formy PETazy w Y. lipolytica pozwoli na zachowanie wysokiej aktywnosci enzymu z
jednoczesnym utrzymaniem niskiej temperatury reakcji. Z uwag ogélnych, w wielu miejscach
opracowania powtérzone jest sformutowanie, najprawdopodobniej wynikajace ze skrétu
myslowego, o ,zewnatrzkomérkowej produkcji” enzymu — enzym produkowany jest w komorce
i ewentualnie podlega sekrecji.

Na zakonczenie opracowania podsumowano wyniki publikacji (Podsumowanie) i w osobnym
rozdziale ,Wnioski” przedstawiono najwazniejsze wnioski wynikajace z prowadzonych przez
Doktorantke badan. Jako zataczniki do rozprawy dotaczono o$wiadczenia wspétautoréw, w
ktérych wykazuja swoja role w powstaniu poszczegdlnych publikacji cyklu. Wszystkie



oéwiadczenia wskazujg na istotng role Pani Katarzyny Kosiorowskiej w wykonaniu
eksperymentéw, doborze metod, przygotowaniu i edycji manuskryptu.

Jak wczesniej wspomniatam, prace opublikowane zostaty w doskonatych czasopismach i przed
publikacja poddane wnikliwej ocenie ekspertow, zaréwno w kontekscie prawidtowego doboru
metod badawczych jak i krytycznej oceny przedstawionych wynikoéw. Jest to dowdd na wysoKi
poziom wykonanych badan, ich duze znaczenie dla rozwoju podstawowych dziedzin nauki oraz
mozliwe praktyczne wykorzystanie uzyskanej wiedzy.

Zgodnie z informacjami zawartymi w rozprawie doktorskiej wyniki badan Pani Katarzyny
Kosiorowskiej prezentowane byly na 8 miedzynarodowych konferencjach, przy czym p.
Katarzyna dwukrotnie zostata zaproszona do ustnej prezentacji wynikow., W czasie trwania
studiéw doktorskich mgr Katarzyna Kosiorowska odbyta cztery krotkoterminowe staze
naukowe/szkoleniowe: W Imperial College London, dwukrotnie w CIEMAT w Hiszpanii i w
Technical University of Denmark. Poza czterema publikacjami stanowigcymi podstawe tej
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyna Kosiorowska jest wspotautorem kolejnych trzech publikacji.
Pani Katarzyna Kosiorowska byta wykonawca W grancie OPUS 14 (UMO-2017/27/B/NZ9/02218),
stypendysta projektu NCN SONATA BIS 7 (UMO—2017/26/E/NZ9/00975), a staze zagraniczne
Doktorantki finansowane bylty z projektu PROM, NAWA,(PPI/PRO/ZO19/1/0004/U/001) iz
projektu INCREaSE, NAWA. Widaé, ze Pani mgr Katarzyna Kosiorowska jest w petni
uksztattowanym miodym badaczem, ktéry posiada szeroka wiedzg | umiejetnosci z zakresu
biologii molekularnej.

Uwazam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska w petni spetnia warunki okreslone
w art. 187 ust. 1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018r Prawo 0 szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z
2018, poz.1668 ze zm.) stawiane rozprawom doktorskim i sktadam wniosek do Rady Dyscypliny
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu o dopuszczenie mgr Katarzyny
Kosiorowskiej do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego. q/ ")
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