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Streszczenie

Drozdze Yarrowia lipolytica to mikroorganizmy oleiste znane ze swoich
zdolnosci do syntezy cennych metabolitoéw, znajdujacych zastosowanie w przemysle
spozywczym, kosmetycznym, farmaceutycznym i paliwowym. Drozdze te zdolne sg do
asymilacji szerokiej gamy réznych zroédet wegla potrzebnych do wzrostu i syntezy
pozadanych zwigzkow, takich jak substraty hydrofilowe (cukry, glicerol) i hydrofobowe
(weglowodory, thuszcze), ktore moga by¢ takze pozyskiwane z surowcéw odpadowych.
Niniejsza rozprawa doktorska skupia si¢ na badaniu zdolnos$ci drozdzy Y. lipolytica do
syntezy duzych ilosci fosfolipidow, wsrod ktéorych gltowny nacisk potozono na
fosfatydylocholing, oraz resweratrolu, zwigzku polifenolowego o udowodnionych
wiasciwosciach prozdrowotnych, z zastosowaniem taniego substratu jakim jest glicerol.
Praca posiada takze aspekt interdyscyplinarny, w ktérym skupiono si¢ na uzyskaniu
lipidowych  pochodnych  resweratrolu  oraz  ocenie ich  wlasciwosci
przeciwnowotworowych i antyoksydacyjnych wzgledem nowotworowych i zdrowych

ludzkich linii komorkowych.

W pierwszej fazie badan podjeto si¢ charakterystyki szlaku biosyntezy
fosfolipidow u drozdzy Y. lipolytica i zwigkszenia ich produkcji z odpadowego
substratu, glicerolu. W tym celu wykonano seri¢ manipulacji genetycznych uzyskujac
szczep (PS08), charakteryzujacy si¢ 6-krotnym  zwickszeniem produkcji
fosfatydylocholiny (27,8 mg/g) i prawie 3-krotng poprawg produkcji fosfolipidow



ogotem (60,2 mg/g) w poréwnaniu do szczepu kontrolnego. W celu jeszcze wigkszej
poprawy produkcji tych zwiazkoéw, przeprowadzono optymalizacje warunkéw hodowli
i sktadu podtoza a nastgpnie przeskalowano proces do warunkoéw bioreaktorowych z
zastosowaniem technicznego i odpadowego glicerolu. Uzyskane wyniki wykazaly, ze
produkcja fosfolipidow byta na podobnym poziomie niezaleznie od rodzaju uzytego
glicerolu. Finalnie szczep PS08 zdolny byl do biosyntezy 653,7 mg/L fosfolipidow,
wsrdd ktorych 352,6 mg/L stanowila sama fosfatydylocholina.

W kolejnych badaniach skupiono si¢ na syntezie polifenolowego zwiazku jakim
jest resweratrol. W tym celu skonstruowano szczepy Y. lipolytica zdolne do jego
produkcji, w ktorych testowano wydajno$¢ dwoch heterologicznych szlakow — szlaku
katabolizmu tyrozyny i szlaku katabolizmu fenyloalaniny. Dalsze zwigkszanie ilo$ci
uzyskiwanego resweratrolu prowadzono poprzez zwigkszanie ilosci kopii gendw
kodujacych kluczowe enzymy, jak rowniez przez optymalizacj¢ sktadu podioza oraz
warunké prowadzenia procesu. Wyniki wykazaly, ze najlepszym producentem
resweratrolu okazat si¢ szczep taczacy w sobie oba szlaki katabolizmu wspomnianych
aminokwasow, z podwdjng kopig genow (szczep T2P2), ktory zdolny byt do sekrecji
0,104 g/L. resweratrolu podczas hodowli w kolbach. Nastepnie, produkcje tego
metabolitu z zastosowaniem glicerolu przeprowadzono w bioreaktorze, uzyskujac 4-

krotnie wyzsze stezenie, wynoszace 0,430 g/L resweratrolu.

Kolejna, interdyscyplinarna czg$¢ badan dotyczyta estryfikacji resweratrolu
z wybranymi kwasami tluszczowymi: palmitynowym, oleinowym i sprz¢zonym
linolowym, a uzyskane koniugaty analizowane byly nast¢pnie analizy w kierunku ich
wlasciwosci przeciwnowotworowych 1 antyoksydacyjnych wzglegdem wybranych
ludzkich linii komorkowych raka pluc (A549), gruczolakoraka jelita grubego (HT29)
oraz gruczolakoraka przewodowego trzustki (BxPC3). Nadanie charakteru lipidowego
czasteczce resweratrolu miato na celu rozszerzenie jego mozliwych zastosowan dzigki
zwigkszonej bioprzyswajalnosci i stabilno$ci nowych koniugatéw. Zbadano kilka
parametrow: zywotno$¢ komorek i apoptoze, w tym ekspresje gtéwnych markeréw pro-
1 antyapoptotycznych, a takze ekspresje dysmutazy ponadtlenkowej, kluczowego

enzymu bariery antyoksydacyjnej organizmu. Uzyskane wyniki pozwolity na wybor



trzech zwigzkow: mono-RES-OA, tri-RES-PA oraz mono-RES-CLA, ktore w
poréwnaniu z innymi estrami wyraznie wykazywaty obnizenie zywotnosci komorek
nowotworowych, bez wplywu na komoérki prawidlowe. Ponadto, wybrane estry
wykazywaly wlasciwosci antyoksydacyjne wobec prawidtowej linii komodrkowej,
wplywajac na regulacje ekspresji gtownych gendow pro-antyoksydacyjnych bez wptywu
na ich ekspresje w komorkach nowotworowych, a tym samym zmniejszajac obrong
komoérek nowotworowych przed nasilonym stresem oksydacyjnym indukowanym
wysoka akumulacja ROS. Uzyskane wyniki wykazaly, ze estry resweratrolu i
dhlugotancuchowych kwasow tluszczowych pozwalaja na zwigckszenie ich aktywnos$ci

biologicznej, a tym samym na ich duzy potencjat zastosowania klinicznego.



