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Recenzja zostata przygotowana na wniosek Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne UPWr z dnia

27 kwietnia 2023 roku.

1. Charakterystyka formalna rozprawy

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Patrycji Szczepanskiej jest oparta na zestawie
czterech artykutéw naukowych (trzech oryginalnych artykutéw eksperymentalnych i jednej pracy
przegladowej) opublikowanych w latach 2020-2023. Doktorantka jest pierwszym, lub pierwszym o
rowno cennym wktadzie, autorem we wszystkich czterech pracach wchodzacych w sktad dzieta.
Sumaryczny wspétczynnik IF publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej wynosi > 21, a
liczba punktéw ministerialnych to 490.

Rozprawa doktorska skonstruowana jest zgodnie z nowoprzyjetym systemem, gdzie wspomniane
publikacje stanowig jej zasadnicza cze$¢. Cato$¢ manuskryptu zostata opatrzona wprowadzeniem do
tematu oraz podsumowaniem. W osobnych rozdziatach wyszczegélniono cele gtéwne i szczegétowe
pracy, a takze podsumowanie i wnioski wynikajace z rezultatéw przeprowadzonych badan. Kazda z

publikacji wchodzacych w sktad dzieta poprzedza kroétki, ale tresciwy komentarz, prezentujacy



kontekst badan, cel danej pracy, gtéwne wyniki i wnioski. Po kazdym z komentarzy nastepuje
przedmiotowy artykut naukowy, w ktéorym zaprezentowano kompletng metodyke, opracowane wyniki
wraz z ich oméwieniem, oraz materiaty uzupetniajace. Niezbedng dla wykonania recenzji dokumentacje
uzupetniajg oSwiadczenia wspdtautoréw opublikowanych artykutéw, w ktérych szczegétowo wykazano
zakres przeprowadzonych prac. Syntetyczna charakterystyka dorobku naukowego mgr inz.
Szczepanskiej pozwala zorientowac sie w pozostatych dokonaniach naukowych Doktorantki, w tym w
odbytych stazach naukowych, wystgpieniach konferencyjnych, oraz realizowanych projektach
badawczych. Reasumujac strukture rozprawy, stwierdzam, Ze konstrukcja pracy jest klarowna i
logiczna, a dokumentacja kompletna. Pragne podkredli¢, iz przyjeta konwencja przygotowania
rozprawy, ktorej zasadnicza cze$¢ stanowia publikacje wchodzace w sklad dzieta, opatrzone krétkimi
komentarzami, jest w mojej opinii jak najbardziej prawidlowa i zasadna.

Zapoznanie sie z rzeczonymi artykutami naukowymi, jak réwniez z zatgczonymi o§wiadczeniami
wspoétautorow publikacji, pozwala uzna¢, ze wklad Doktorantki w przeprowadzenie badan
prezentowanych w rozprawie jest kluczowy i wiodgcy. Tym samym, mozna uznaé¢ przedstawiong

rozprawe doktorska za autorskie dziato mgr inz. Patrycji SzczepanskKiej.

2. Przedmiot rozprawy oraz zastosowane podejScie metodyczne

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Patrycji Szczepanskiej dotyczy spéjnego
tematycznie interdyscyplinarnego zagadnienia - biotechnologicznej produkcji nutraceutykéw z
wykorzystaniem genetycznie modyfikowanych drozdzy Y. lipolytica, oraz badania ich bioaktywnych
wlasciwosci wzgledem ssaczych linii komdérkowych. Badania prowadzone przez mgr inz. Patrycje
Szczepanska skupiajg sie wokdét dwdch grup zwigzkéw bioaktywnych: (i) lipidowych (P1, P2, P4) ze
szczegblnym naciskiem na fosfolipidy i fosfatydylocholine, oraz (ii) polifenolowych, z naciskiem na jeden
ze stilbendéw - resweratrol (P3, P4). Bezsprzecznie, zaré6wno fosfolipidy jak i zwiagzki polifenolowe,
stanowigce przedmiot prac Doktorantki, to uznane nutraceutyki o udowodnionej funkcji prozdrowotne;j.
Ich podaz na globalnym rynku nie wysyca ciggle wzrastajacego popytu, stad poszukiwanie
alternatywnych metod ich produkcji na drodze mikrobiologicznej stanowi istotne badawczo i aplikacyjne
zagadnienie.

Cele szczeg6towe rozprawy, a tym samym gtoéwne etapy i zastosowane podej$cia metodyczne

zaprezentowane w trzech publikacjach wynikowych, mozna skrétowo uja¢ w nastepujgcych punktach:

1. Modyfikacje genetyczne komorek Y. lipolytica celem intensyfikacji procesu biosyntezy
fosfolipidéw.

e Metodycznie cel ten zrealizowano poprzez zaprojektowanie i skonstruowanie szeregu

rekombinowanych szczepéw Y. lipolytica (nadekspresja genéw zaangazowanych w

synteze fosfolipidow, jak réwniez asymilacje glicerolu, oraz delecja gendow

zaangazowanych w przeksztatcenia fosfolipidow Iub konkurencyjna synteze



triacylogliceroli) oraz ich testowanie w hodowlach przy réznym skladzie medium
hodowlanego (zmienne: Zrédto wegla, stosunek C/N, suplementacja ,promotorami”

szlaku pentozofosforanowego).

2. Skonstruowanie panelu szczepéw Y. lipolytica syntetyzujacych resweratrol na drodze
przeksztatcen dwéch aminokwaséw aromatycznych: L-fenyloalaniny i L-tyrozyny.

e Tu podobnie, cel ten zrealizowano poprzez zaprojektowanie i skonstruowanie szeregu
rekombinowanych szczepéw Y. lipolytica (nadekspresja zestawu gendéw
zaangazowanych w deaminacje danego aminokwasu, ewentualnie hydroksylacje
pochodnej, aktywacje i finalnie - kondensacje z aktywowanym malonylo-CoA; w
kombinacji jednej / dwdéch kopii), oraz ich testowanie w hodowlach przy zmiennych
parametrach (zmienne: Zrédto wegla, podaz prekursorow - aminokwasow,

napowietrzanie).

3. Uzyskanie zestawu lipidowych pochodnych resweratrolu na drodze syntezy chemicznej i
badanie ich wtasciwos$ci przeciwnowotworowych i antyoksydacyjnych wzgledem trzech
nowotworowych linii komérkowych.

e W tym etapie badan, dokonano estryfikacji resweratrolu kwasami tluszczowymi w
réznych wariantach, przeprowadzono ekspozycje wybranych linii komoérkowych na
dziatanie uzyskanych zwigzkéw resweratrolu, a nastepnie badano zywotno$¢ komérek,
wystgpienie i postep apoptozy, jak rowniez okres$lano potencjal antyoksydacyjny

traktowanych komérek.

Aby zrealizowa¢ zalozone cele badawcze, Doktorantka zastosowata szereg zrdéznicowanych
podej$¢ eksperymentalnych, ktére w sposéb adekwatny odnosily sie do stawianych celow
szczeg6lowych. Wsrdod szerokiego panelu zastosowanych metod mozna wyréznié: (i) klasyczne
podejscia z zakresu inzynierii genetycznej, ale tez nowe techniki, jak klonowanie modularne; (ii) inne
metody z zakresu biologii molekularnej, w tym oznaczanie poziomu ekspresji genéw w komoérkach
drozdzowych i w liniach komérkowych; (iii) rozmaite techniki hodowlane komoérek drozdzowych i linii
komérkowych, w tym takze - hodowle bioreaktorowe ukierunkowane na maksymalizacje produkcji
docelowych zwigzkéw bioaktywnych; (iv) zréznicowane techniki analityczne, jak np. chromatografia
cieczowa, gazowa i cienkowarstwowa, czy tez cytometria. Przedstawiona do oceny rozprawa zawiera

wyniki dobrze zaplanowanych, wielokierunkowych badan, o bardzo szerokim zakresie metodycznym.

3. Kluczowe osiagniecia i wnioski uzyskane w toku realizacji pracy
Do kluczowych osiggnie¢ naukowych przedstawionych w rozprawie w mojej opinii naleza:

e Skonstruowanie szeregu szczepow Y. lipolytica o zwiekszonej syntezie fosfolipidow (PS05 -



PS06 > PS07 > PS08) poprzez zastosowanie klasycznej juz strategii inzynierii metabolicznej,
zwanej ,push and pull” (w tym wydaniu polegajacej na nadekspresji genow CDS1 i OPI3, czyli
pierwszego i ostatniego w szlaku przeksztatcen kwasu fosfatydowego do fosfatydylocholiny)
uzupelnionej o inne zasadne modyfikacje (nadekspresja DGK1 i delecja SPO14);

e Wykazanie, ktoére geny szlaku biosyntezy i przeksztatcen fosfolipidow, sposréd szeregu
badanych, sg kluczowe dla efektywnosci tego procesu (CDS1, OPI3, SPO14), i tym samym mog3g
stanowi¢ cele dla strategii inzynierii genetycznych u innych gatunkéw drozdzy oleistych;

e Wykazanie kluczowej roli poziomu kwasu fosfatydowego dla regulacji szlaku metabolizmu
(syntezy i katabolizmu) fosfolipidéw i triacylogliceroliu Y. lipolytica;

e Wykazanie, ze intensywna biosynteza fosfolipidow zachodzi réwnoczes$nie z procesami
akumulacji triacylogliceroli w fazie stacjonarnej wzrostu, wbrew intuicyjnemu zatozeniu, ze
skoro te procesy biologiczne konkurujg o substraty, to czas ich intensyfikacji bedzie odmienny;

e Opracowanie procesu mikrobiologicznej biosyntezy fosfolipidéw na poziomie 650 mg/L z
odpadowego glicerolu w hodowlach bioreaktorowych;

e Skonstruowanie szczepu Y. lipolytica T2P2 niosgcego dwie kopie syntetycznych szlakéw
konwersji aromatycznych aminokwaséw (L-fenyloalaniny i L-tyrozyny) do resweratrolu;

e Opracowanie procesu biotechnologicznej produkcji resweratrolu na poziomie 430 mg/L z
glicerolu w hodowlach bioreaktorowych;

e Uzyskanie lipidowych estréw resweratrolu (mono-RES-OA, tri-RES-PA, RES-CLA) o wykazanej w
niniejszej pracy aktywno$ci obnizajgcej zywotno$¢ komdrek nowotworowych przy braku
negatywnego wptywu na zywotno$¢ komoérek prawidtowych (z wytaczeniem mono-RES-0OA < 25
ug/mL);

e Wyjasnienie molekularnych mechanizméw prozdrowotnego dziatania uzyskanych lipidowych
estrow resweratrolu (mono-RES-OA, tri-RES-PA, RES-CLA); w tym zakresie: wykazanie zmian w
aktywnos$ci apoptotycznej i w potencjale antyoksydacyjnym powodowanych ekspozycja na

dziatanie badanych zwigzkéw resweratrolu.

Wyniki uzyskane w toku prac eksperymentalnych, po trafnej interpretacji biologicznej i szczegétowym
przedyskutowaniu z dostepnymi danymi literaturowymi, pozwolity na sformutowanie siedmiu wnioskow,
zaprezentowanych na str. 107 dokumentu. Postawione wnioski s3a uzasadnione i w peitni poparte

przedstawionymi danymi eksperymentalnymi.

4. Znaczenie uzyskanych wynikéw na tle danych literaturowych
Podjeta w niniejszej pracy tematyka badawcza stanowi zaréwno novum naukowe, nie
podejmowane we wczeSniejszych badaniach publikowanych w literaturze $wiatowej, jak i dostarcza
implikacji dla dalszych badan stosowanych. Za szczegdlnie ciekawe uwazam podjecie tematu inzynierii

szlaku biosyntezy fosfolipidow w komoérkach drozdzy Y. lipolytica. Dotychczas, prace zwigzane z inZynieria



metabolizmu lipidow w komoérkach tych drozdzy byty skupione wokét maksymalizacji syntezy i
akumulacji triacylogliceroli, natomiast proby modyfikacji konkurencyjnego szlaku, syntezy fosfolipidow,
nie byly dotad publikowane. Warto podkresli¢, Ze zalozony cel (intensyfikacja szlaku syntezy
fosfolipidéw), stanowi niezwykle ambitny projekt z punktu widzenia inzynierii metabolicznej. Jako ze
zabezpieczenie podazy odpowiedniej ilosci i profilu fosfolipidéw stanowi fundament funkcjonowania i
przezycia komdrki, szlak ich biosyntezy i przeksztalcen jest silnie regulowany (podobnie, jak glikoliza).
Stad tez, objecie tak ambitnego celu wigzato sie ze znacznym ryzykiem niepowodzenia, bez wzgledu na
zastosowana strategie inzynierii metabolicznej. Zakonczenie tego projektu sukcesem uwazam za donioste
osiggniecie przedstawionej pracy.

Podobnie, w mojej opinii, na uznanie zastuguje dazenie do implementacji skonstruowanych
szczepow Y. lipolytica nadprodukujacych pozadane nutraceutyki (fosfolipidy i resweratrol) do realiéw
procesdéw biotechnologicznych, bazujacych na preferowanym substracie, czyli odpadowym glicerolu.
Kazdorazowo po wykazaniu funkcjonalnosci skonstruowanych szczepéw w warunkach typowych dla prac
z zakresu biologii molekularnej (medium syntetyczne YNB z glukoz3), podejmowano préby hodowlane na
glicerolu. Co ciekawe, zastosowanie odpadowego glicerolu nie miato negatywnego wplywu na
efektywnos$¢ procesu produkcji fosfolipidéw (wzgledem glicerolu czystego), a zastosowanie glicerolu jako
gtéwnego Zrédta wegla miato pozytywny wptyw na iloSci wytworzonego resweratrolu (w poréwnaniu do
hodowli prowadzonych z glukozg).

Ponadto, za osiggniecie o doniostym znaczeniu w obszarze badan nad nutraceutykami uwazam
wykazanie aktywnoS$ci przeciwnowotworowej uzyskanych estréw resweratrolu. Jak podkreslono w pracy,
badania nad aktywnos$cig biologiczng estrow resweratrolu prowadzono gléwnie w odniesieniu do ich
potencjalu antyoksydacyjnego, natomiast badania aktywnosci pro-/anty-apoptotycznej stanowiag

rzadkos¢.

5. Komentarze
Z racji, iz przedtozona do recenzji rozprawa doktorska stanowi zbiér oryginalnych artykutéw
opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych, a interpretacje i wyjasnienia uzyskanych
rezultatow sg szczegbéltowe i wyczerpujace, pozwole sobie jedynie na drobne komentarze dotyczace

opracowania czesci wspolnych manuskryptu i zadanie Doktorantce kilku pytari:

1. W pracy wielokrotnie Doktorantka stosuje pojecia ,inzynieria metabolizmu”, ,inzynieria
metaboliczna”, ,biologia systeméw”, ,biologia syntetyczna”, inzynieria metaboliczna”, ,inzynieria
genetyczna”, ,manipulacje genetyczne”, ,modyfikacje genetyczne” itp. Chciatabym pozna¢ zdanie
Doktorantki na temat zasadno$ci stosowania niektérych z tych poje¢ wymiennie, oraz okreslenie,

do jakiego obszaru wiedzy i dziatan te pojecia sie odnosza.

2. Chciatam prosi¢ Doktorantke o wyjasnienie postawionego na str. 13 stwierdzenia, zZe



.mikroorganizmy olejogenne ... zajmujq szczegdlne miejsce wsréd producentéw zwiqzkow

bioaktywnych”.

W kontekscie dyskutowanego na str. 15 szlaku biosyntezy lipidow ex vivo, chciatam prosi¢ o
przedstawienie obecnego stanu wiedzy na temat mechanizmu transportu lipidéw przez btony

biologiczne do wnetrza komorki Y. lipolytica. Co zaktada obecnie obowigzujacy model?

Doceniam rzetelnie przygotowany przeglad stanu techniki na temat mikrobiologicznej produkcji
resweratrolu. Szczegolnie zainteresowaty mnie opisane przez Doktorantke na str. 22 / 23 procesy
biotechnologiczne funkcjonujace w przemysle opracowane przez firme Evolva i DuPont. Czy znane
sg szczeg6ly dotyczace tych proceséw? Czy wiadomo, z jakich substratow syntetyzowany jest
resweratrol w tych procesach? Jaki mikroorganizm jest wykorzystywany, oraz czy i jak zostat on

zmodyfikowany genetycznie?

W konteksScie wynikéw zaprezentowanych w publikacji 1, i efektéw powodowanych przez delecje
genu LRO1 (zaangazowanego w przeksztatcenie DAG w TAG) - czy istniejg jakie$ przypuszczenia
dlaczego ta modyfikacja spowodowata efekt odwrotny do zatoZzonego (czyli obnizenie stezenia
fosfolipidéw a zwiekszenie akumulacji TAG)? Podobnie, czy Doktorantka ma jakie$ przypuszczenia
dlaczego zwiekszanie skali prowadzenia bioprocesu miato pozytywny wptyw dla poziomu syntezy
fosfolipidéw przez uzyskany szczep PS08, a takiego efektu nie zaobserwowano dla szczepu
kontrolnego W29? Przy jakim stosunku C/N prowadzono finalny proces syntezy fosfolipidow

pozwalajacy na uzyskanie tak zadowalajgcego wyniku (650 mg/L)?

W odniesieniu do wynikéw prezentowanych w publikacji 2 - tutaj wykazano, ze zwiekszenie liczby
kopii syntetycznego szlaku konwersji L-fenyloalaniny i L-tyrozyny ma pozytywny wptyw na ilo$¢é
syntetyzowanego resweratrolu. Jakag metoda okreslano liczbe kopii syntetycznego szlaku? Lub, jak
skonstruowano druga kopie kasety ekspresyjnej, aby byta utrzymywana w genomie? Czy jest
mozliwe, Ze miejsce integracji kasety ekspresyjnej ,P” (,konwersja L-fenyloalaniny”) byto
przyczyna nieoczekiwanych rezultatéw powodowanych zwiekszeniem liczby kopii tej kasety? Czy
Doktorantka zgodzitaby sie, ze w obliczu postulowanej toksycznosci intermediatu szlaku
biosyntezy resweratrolu kolejng strategia mogtoby by¢ nadekspresja genu STS (czyli de facto
strategia ,pull” stosowana przez Doktorantke w inzynierii szlaku metabolizmu fosfolipidéw
zaprezentowanej w publikacji 1)? Jak wyjasni¢ obserwowang nizszg produkcje biomasy przez

genetycznie modyfikowane drozdze Y. lipolytica (Fig. S1, S3 w P2) przy podazy aminokwasow?

W kontekscie prac zaprezentowanych w publikacji 3 chciatam zapyta¢ Doktorantke o wyniki analiz

poziomu ekspresji gendw SOD1/2. Czy w Jej opinii poziom ekspresji genow SOD1/2 (czy to



stymulowany procesami nowotworzenia, czy tez ekspozycji na dziatanie zwigzkéw chemicznych)
nalezy rozumie¢ jako ,wskaZnik wewngtrzkomorkowej sity antyoksydacyjnej” czy jako marker

odpowiedzi na stres oksydacyjny? A moze nie nalezy czyni¢ takich rozréznien?

6. Posumowanie

W ocenianej rozprawie doktorskiej mgr inz. Patrycji Szczepanskiej na uwage zastuguje wysoka
jako$¢ przeprowadzonych badan, co znajduje odzwierciedlenie w poziomie opublikowanych prac.
Wysoko oceniam zakres przeprowadzonych prac eksperymentalnych, jak rowniez wielokierunkowos$¢
podej$¢ i mnogos$¢ zastosowanych technik, co skutkuje kompleksowym i interdyscyplinarnym
podejsciem do badanego problemu. W mojej opinii przedstawiona rozprawa doktorska stanowi
merytorycznie warto$ciowy i nowatorski wklad do $wiatowej wiedzy na temat modyfikacji
genetycznych drozdzy Y. lipolytica celem biosyntezy nutraceutykéw, jak réwniez sposob6w modyfikacji

uzyskanych zwigzkéw bioaktywnych celem poprawy ich wtasciwosci prozdrowotnych.

7. Wniosek koncowy
W mojej ocenie przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Patrycji Szczepanskiej
spetnia wszystkie warunki okre$lone w art. 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017, poz. 1789.
Zwracam sie zatem do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne UP we Wroctawiu o dopuszczenie mgr inz.
Patrycji Szczepanskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Ponadto, bioragc pod uwage wysoka warto$¢ merytoryczna zaprezentowanych badan, oraz doskonate

wymierne skutki pracy naukowej Pani mgr inz. Patrycji Szczepanskiej wnosze o wyrédznienie rozprawy.

Poznan, 08-05-2023 Ewelina Celinska.......ccceeeen.



