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Recenzja rozprawy doktorskiej

Mgr inz. Patrycji Szczepanskiej
pt. ,Produkcja zwigzkow bioaktywnych z wykorzystaniem drozdzy Yarrowia lipolytica”

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Patrycji Szczepanskiej
zostata wykonana pod kierunkiem Pana Prof. dr hab. Zbigniewa Lazara z Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu, drugim promotorem jest dr hab. Andrzej Rapak z Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu. Praca doktorska realizowana byta w
toku realizacji projektu ,BioTechNan — Program Interdyscyplinarnych Srodowiskowych
Studiow  Doktoranckich KNOW z obszaru Biotechnologii i Nanotechnologii”
wspotfinansowanego przez Unie Europejskg w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego.

Tematyka pracy doktorskiej dotyczy produkcji zwigzkéw aktywnych przez drozdie
Yarrowia lipolytica, tj. fosfatydylocholiny oraz resweratrolu. Zaréwno zagadnienia zwigzane
z zagospodarowaniem odpadowego substratu, jakim bez watpienia jest gliceryna, ktéry
wykorzystywano do produkcji fosfatydylocholiny przez drozdze Y. lipolytica, jak i zwiekszony
popyt na produkcjg nutraceutykdw wynikajacy z faktu, ze obecnie wiek ok. 10% populacji
Swiata przekracza 65 lat s3 wysoce istotnymi zagadnieniami dla wspodtczesnych
biotechnologdw, stad rozwéj badan w tej tematyce uwazany jest za priorytetowy.

Na catos¢ pracy doktorskie sktada sie 6 rozdziatow gtdéwnych. Praca zawiera przy tym
wykaz publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej wraz z suplementami,
streszczenie w jezyku polskim i jezyku angielskim, dorobek naukowy oraz oswiadczenia
wspotautordw publikacji o ich wktadzie w powstanie publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy
doktorskiej.
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Jako podstawe rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Patrycja Szczepanska przedstawia
jedng prace przeglagdowa oraz trzy oryginalne publikacje naukowe. Z oswiadczen Doktorantki
oraz wspoétautorow tychze publikacji wynika, ze we wskazanych publikacjach opracowywata
Ona metodologie, prowadzita badania laboratoryjne, analizy ilosciowe oraz jakosciowe,
a takze brata udziat w merytorycznym opracowywaniu wynikéw oraz ich dyskusji, byta rowniez
autorem manuskryptéw. Zatem warunek dotyczgcy umiejetnosci samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej przez Doktorantke uwazam za w petni spetniony.

Wprowadzeniem w tematyke rozprawy doktorskiej jest jej Wstep. Doktorantka osadza
tematyke podejmowanych przez siebie badan popierajac jg informacjami zaczerpnietymi
z Swiatowej literatury naukowej. Podejmuje Ona proby oceny dotychczas wykorzystywanych
metod produkcji nutraceutykdw, uwzgledniajgc rowniez ich niedoskonatos¢ oraz problemy.
Nastepnie pokrotce omawia dotychczas poznane mikroorganizmy olejogenne, skupiajgc sie
szczegolnie na gatunku Y. lipolytica. Nalezy jednak podkresli¢, ze recenzowana rozprawa
podejmuje temat produkcji dwdch zupetnie réznych zwigzkéw aktywnych tj. fosfolipidow
i rezweratrolu, w obu przypadkach wykorzystywany jest jako substrat do produkgcji glicerol
oraz modyfikowane szczepy drozdzy Y. lipolytica jako producenci. Trudno o wyodrebnienie
wspdlnego podejscia metodologicznego dla rozwigzania obu wspomnianych probleméw, gdyz
szlaki biosyntezy tych zwigzkdw sg zupetnie inne. Z ciekawosci Recenzenta nasuwa sie pytanie
— co byto pierwotnym przyczynkiem do sformutowania takiej koncepcji rozprawy doktorskiej?

Kolejny rozdziat to Cele badan, przedstawione w sposdb jasny i odpowiadajacy
tematowi rozprawy doktorskiej.

Pierwsza publikacja prezentowana jako podstawa rozprawy doktorskiej to praca
przeglagdowa (Critical Review in Biotechnology, 2022). Wartym podkreslenia jest
szczeg6towos¢ prezentowanego przegladu, a co za tym idzie jego merytoryczna wartos$é. W
niniejszym przegladzie omdéwione zostaty najnowsze trendy i wyzwania dotyczgce strategii
inzynierii metabolicznej oraz genetycznej wykorzystywane w kierunku poprawy produkcji
cennych lipidéw, takich jak kwas eikozapentaenowy, kwas dokozaheksaenowy, kwas linolowy,
kwas y-linolenowy, ponadto opisano réwniez mniej powszechne pochodne kwaséw
ttuszczowych takie jak woski, laktany oraz kwasy dikarboksylowe. Praca jest cennym
materiatem Zrédtowym dla specjalistéw w dziedzinie badan nad lipidami produkowanymi
przez drozdze olejogenne oraz podsumowuje najnowsze badania w tej tematyce rowniez
wykorzystujgce metody biologii syntetycznej, co umozliwito bezposrednia produkcje lipidow
czynigc proces bardziej opfacalnym.

Kolejno przedtozona zostata praca oryginalna (International Journal od Molecular
Sciences, 2022), ktérej gtdwnym zatozeniem byto zbadanie mozliwosci produkcji fosfolipidow
(gtéwnie fosfatydylocholiny) przez drozdze Y. lipolytica. W tym celu na drodze inzynierii
genetycznej wyizolowano odpowiednie szczepy Y. lipolytica, charakteryzujgce sie
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kombinacjach, jak réwniez z delecjg gendéw odpowiedzialnych za ich degradacje. Kolejno w
celu zwiekszenia produkcji fosfolipidéw wykorzystujac glicerol jako substrat, zdecydowano sie
na nadekspresje genu kodujgcego kinaze glicerolu (GUT1) oraz nadekspresje kinazy
diacyloglicerolowej (DGK1). Zgodnie z zatozeniem pozwolito to na niemal 3-krotne zwiekszenie
produkcji fosfolipiddw. Niestety nie prowadzono inzynierii szlaku bezposrednio
uczestniczacego w biosynteze fosfolipidéw. Zastanawia mnie jednak czy badano konsumpcje
glicerolu przez badane szczepy drozdzy? Czy wysokie stezenie glicerolu nie wptywato
negatywnie na produkcje fosfolipidéw przez badane transformaty? Jaka byta produktywnosé
procesu?

Nastepna, przedtozona jako podstawa rozprawy doktorskiej praca opublikowana zostata
w czasopiSmie Metabolic Engineering Communications (2020), dotyczy ona produkcji
resweratrolu przez modyfikowane szczepy drozdzy Y. lipolytica na podtozu z glicerolem. Autor
opisuje doswiadczenia dotyczgce pomysinej ekspresji heterologicznych gendw syntezy
polifenolu resweratrolu z fenyloalaniny oraz tyrozyny. Uzyskano dos¢ wysokie stezenia
resweratrolu, co stwarza perspektywy dla dalszego ulepszania producentéw w przysztosci.
Nalezy jednak zaznaczyé, ze w tej bardzo konkurencyjnej dziedzinie innym autorom udafto sie
skonstruowaé bardziej wydajnych producentdw resweratrolu wykorzystujgc ten sam
organizm, tj. Y. lipolytica. Nasuwa sie zatem pytanie — jakie sg kolejne plany Doktorantki w tej
tematyce? Natomiast jesli takich planow nie ma, to jaki kierunek dalszych badan, zdaniem
Doktorantki nalezatoby obra¢ poprawic¢ produkcje resweratrolu przez badane szczepy?

Czwarta praca Pani mgr inz. Patrycji Szczepanskiej odbiega od poprzednich, gdyz jest to
multidyscyplinarna praca dotyczgca badania wptywu pochodnych lipidowych resweratrolu na
wiasciwosci przeciwnowotworowe i antyoksydacyjne w ludzkich komérkach nowotworowych.
Praca opublikowana zostata w International Journal od Molecular Sciences, 2023. Doktoranta
udowodnifa, ze badane pochodne resweratrolu znaczgco obnizaty zywotnos¢ badanych linii
komodrek nowotworowych, nie wykazujgc przy tym takiego wptywu na komérki fibroblastow.
W przypadku estru resweratrolu z kwasem oleinowym zaobserwowano mocng indukcje
apoptozy komdrek nowotworowych. Badane zwigzki wykazaty réwniez specyficzne dziatanie
antyoksydacyjne na normalne komoérki fibroblastéw. Dane te pokazujg wysoki potencjat
badan w tym kierunku, jednak przyczyny zaobserwowanej swoistosci dziatania pochodnych
lipidowych resweratrolu na komdrki nowotworowe nie zostaty w petni wyjasnione. Czy
Doktorantka potrafi wskaza¢ potencjalne przyczyny tego zjawiska?

Whnioski pracy przytoczone sg na stronie 107, odpowiadajg one tresci wyzej
wymienionych publikacji naukowych.

Wszelkie moje uwagi nie wplywajg jednak na poziom naukowy i merytoryczny
przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej, a wynikajg jedynie z ciekawosci naukowej
Recenzenta.
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Na dorobek naukowy Doktorantki sktada sie ponadto 6 publikacji naukowych
w czasopismach z listy JRC. Ponadto Doktorantka zrealizowata dwa zagraniczne staze naukowe
(Imperial College Londyn, Wielka Brytania; Monash University, Melbourne, Australia), ktérych
tematy Scisle korespondujg z tematyka pracy doktorskiej. Byta réwniez wykonawcy jednego
projektu naukowego finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki — Opus, a takze
kierownikiem projektu Innowacyjny Doktorat. Dodatkowo Doktorantka byta wspdétautorem
7 doniesien konferencyjnych, szkoda jednak, ze nie wskazata czy byfa autorem prezentujgcym
oraz czy forma prezentacji to poster czy prezentacja ustna.

Recenzowana przeze mnie praca doktorska mgr inz. Patrycji Szczepanskiej wykonana
jest z zachowaniem wiasciwej metodologii badan biologicznych. Na uwage zastuguje fakt
wykorzystania surowcow odpadowych do produkcji zwigzkéw bioaktywnych. Takim
surowcem bez watpienia jest glicerol, ktérego gtownym zrdodtem jest produkcja estrow
kwasow ttuszczowych tj. biodiesla. Co istotne, jak do tej pory nie znaleziono skutecznego
sposobu jego zagospodarowania, stad najczesciej znajduje on zastosowanie techniczne przy
produkcji m.in. srodkéw antyadhezyjnych, a takze jest wykorzystywany jest w biogazowniach.
Z uwagi zatem na fakt tak ogromnej produkcji glicerolu bedgcego odpadem, przemyst
petrochemiczny wcigz poszukuje skutecznych oraz optacalnych sposobdw jego utylizacji, stad
wyniki otrzymane w niniejszej pracy doktorskiej, po odpowiednich optymalizacjach produkcji,
w perspektywie majg ogromny potencjat aplikacyjny. Uwazam, iz rozprawa doktorska stanowi
oryginalne rozwiniecie podejmowanego problemu naukowego, réwniez o wysokim stopniu
aplikacyjnosci.

Stwierdzam zatem, ze przestawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr inz. Patrycji
Szczepanskiej pt. ,,pt. ,,Produkcja zwigzkéw bioaktywnych z wykorzystaniem drozdzy Yarrowia
lipolytica”  spetnia  wymagania okreSlone w art. 187 ust. 1-4 z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym (Dz. U. z 2018, poz. 1668 ze zm.). Na tej
podstawie wnosze do Wysokiej Rady Woydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie Autorki rozprawy do dalszych etapédw przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorgc po uwage wysoki poziom niniejszej rozprawy doktorskiej zwracam sie
do Wysokiej Rady o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Patrycji Szczepanskiej
stosownym wyrdznieniem przyjetym w Uniwersytecie Przyrodniczym we Wroctawiu.

Rzeszéw, 10.05.2023 r. f/@‘m&’/

Strona 4‘

ul. Cwiklinskiej 2D, 35-601 Rzeszéw
tel./fax: +48 17 785 49 45 \r

e-mail: jruchala@ur.edu.pl



