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Problematyka pracy doktorskiej jest aktualna i merytorycznie uzasadniona. Stuszno$¢
podjetej tematyki badawczej wynika z koniecznosci poszukiwania nowych, wydajnych
platform komoérkowych dla produkcji biatek heterologicznych, w ktérych tradycyjne modele,
takie jak Saccharomyces cerevisiae, ustgpuja miejsca drozdzom niekonwencjonalnym
o unikalnych wtasciwos$ciach metabolicznych. Wybor gatunku Yarrowia lipolytica jako
obiektu badan jest tym samym merytorycznie uzasadniony jego naturalng zdolnoscig do
wysokiej sekrecji biatek oraz efektywnego wykorzystywania niszowych zroédet wegla, co czyni
go niezwykle atrakcyjnym biokatalizatorem przemystowym. Kluczowym problemem, na ktory
odpowiada niniejsza praca, jest ograniczenie wydajno$ci bioprocesOw wynikajace z obcigzen
metabolicznych towarzyszacych nadekspresji gendéw oraz stresu S$rodowiskowego
w bioreaktorach. Podjecie proby charakterystyki czynnikow transkrypcyjnych (TFs) jako
nadrzednych regulatoréw procesow komorkowych jest podejSciem innowacyjnym
1 uzasadnionym systemowo; zamiast modyfikacji pojedynczych gendw strukturalnych, praca
skupia si¢ na manipulacji calych kaskad regulacyjnych. Pozwala to na jednoczesne
ksztattowanie zlozonych cech fenotypowych, takich jak odpornos¢ na stresy srodowiskowe
(adekwatne do warunkoéw bioprocesowych) przy zachowaniu wysokiej efektywnosci syntezy
rProt.

Tematyka niniejszej rozprawy doktorskiej charakteryzuje si¢ wysokim stopniem
innowacyjnosci na kilku ptaszczyznach wspotczesnej biologii/biotechnologii molekularnej. Jej
nowatorstwo opiera si¢ przede wszystkim na odejsciu od klasycznej inzynierii metaboliczne;,
skupionej na manipulacji pojedynczymi genami strukturalnymi, na rzecz zaawansowanej
inzynierii regulacyjnej. Wykorzystanie czynnikéw transkrypcyjnych (TFs) jako narzedzi do
modyfikacji ztozonych cech fenotypowych Y. lipolytica stanowi nowatorskie podejscie
systemowe, pozwalajace na skoordynowane sterowanie catymi sieciami genetycznymi
odpowiedzialnymi za wydajnos$¢ syntezy biatek i odporno$¢ na stres.

Innowacyjnos¢ metodologiczna pracy wyraza si¢ takze w implementacji strategii high-
throughput screening (HTS), ktora w potaczeniu ze zminiaturyzowanymi hodowlami
pozwala na analiz¢ niespotykanej dotad liczby kombinacji szczepow 1 warunkow
srodowiskowych.  Przeksztalcenie  tak  uzyskanych,  wielowymiarowych  danych
w przeszukiwalne modele matematyczne wpisuje si¢ w najnowoczesniejsze trendy biologii
systemowej 1 Data Science, oferujgc nowa jako$¢ w interpretacji interakcji genotyp-

srodowisko. Ponadto, praca wnosi istotny wktad nie tylko w dyscypline biotechnologii, ale
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roOwniez w obszarze biologii syntetycznej poprzez potraktowanie czynnikow transkrypcyjnych
jako funkcjonalnych komponentéw do budowy indukowalnych systemow ekspresyjnych. Takie
podejscie umozliwia tworzenie ,,inteligentnych” biokatalizatorow, zdolnych do autonomiczne;j
odpowiedzi na dynamicznie zmieniajace si¢ warunki w bioreaktorze, co stanowi znaczacy
postep w stosunku do obecnie stosowanych metod optymalizacji procesowej. W efekcie,
rozprawa nie tylko wypehia luke w wiedzy podstawowej na temat niekonwencjonalnych
drozdzy Y. lipolytica, ale przede wszystkim proponuje oryginalne, skalowalne rozwigzania
technologiczne o duzym potencjale komercyjnym.

Rozprawe doktorska Pani mgr inz. Marii Gorcezycy stanowi zbior pigciu oryginalnych
artykutlow opublikowanych w latach 2023-2024 w recenzowanych zagranicznych
czasopismach znajdujacych si¢ w aktualnym wykazie czasopism naukowych i recenzowanych
materialow z konferencji miedzynarodowych MNiSW. Sa to nastgpujace prace:

1) Gorczyca M., Nicaud JM., Celinska E. (2023) Transcription factors enhancing
synthesis of recombinant proteins and resistance to stress in Yarrowia lipolytica
Applied Microbiology and Biotechnology, 107, 4853-4871

2) Gorczyca M., Biatas W., Nicaud JM., Celinska E. (2024) Mother(Nature)
knows best’ - hijacking nature-designed transcriptional programs for
enhancing stress resistance and protein production in Yarrowia lipolytica,
presentation of YaliFunTome database Microbial Cell Factories, 23:26

3) Celifiska E., Gorezyca M. (2024) ‘Small volume - big problem’ - culturing
Yarrowia lipolytica in high-throughputmicro-formats Microbial Cell Factories,
23:184 wraz z zestawem danych stanowigcego zalacznik do publikacji doi:
10.17632/c3trp7jt3n.1

4) Gorcezyca M., Korpys-Wozniak P., Celinska E. (2024) An interplay between
transcription factors and recombinant protein synthesis in Yarrowia lipolytica at
transcriptional and functional levels - the global view International Journal of
Molecular Sciences, 25(17), 9450

5) Celinska E., Korpys-Wozniak P., Gorezyca M., Nicaud JM. (2024) Using Eufl
transcription factor as a titrator of erythritol-inducible promoters in Yarrowia
lipolytica; insight into structure, splicing and regulation mechanism FEMS

Yeast Research, Volume 24, foae027
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Analiza porownawcza o§wiadczen doktorantki (mgr inz. Gorczycy) oraz wspotautorow
jednoznacznie potwierdza wiodacy i kluczowy udzial doktorantki w powstaniu wszystkich
wymienionych publikacji. Nalezy zaznaczy¢, ze w szczegdlnosci analiza o$wiadczenia
Promotorki podkresla fakt, ze cho¢ obie autorki wspdlnie wypracowywaty koncepcije
i manuskrypty, to na doktorantce spoczywat glowny ciezar realizacji praktyczne;j,
wykonawczej 1 analitycznej projektow. Opisany zakres prac doktorantki wskazuje na
interdyscyplinarne zaangazowanie mgr inz. Gorczycy, laczace tradycyjne techniki
laboratoryjne z nowoczesnymi metodami in silico.

Wiodacy udziat mgr inz. Gorczycy w prowadzeniu badah bedacych podstawa ubiegania
si¢ 0 nadanie stopnia doktora jest bezsprzeczny i jest zgodny takze z informacjami zawartymi
w artykutach w sekcji ,, Author contributions”.

Struktura ocenianej rozprawy doktorskiej zostala przygotowana w sposob logiczny
1 wlasciwy dla doktoratu opartego na cyklu publikacji powigzanych tematycznie. Pracg otwiera
sekcja teoretyczna, stanowigca fundament merytoryczny, w ktorej autorka charakteryzuje
drozdze Y. lipolytica jako platform¢ produkcyjng oraz przybliza role czynnikow
transkrypcyjnych (TFs) w inzynierii cech ztozonych 1 regulacji promotorow indukowalnych.
Nastepnie sprecyzowano cele i tezy badawcze, kladac szczegdlny nacisk na aplikacyjny

potencjat wynikow w przemysle biotechnologicznym.

Glowny trzon rozprawy (rozdzial 5) stanowi szczegdtowe omowienie pigciu publikacji
naukowych (P1-P5), ktére odzwierciedlaja kolejne etapy procesu badawczego. Cykl ten
rozpoczyna si¢ od szerokiej identyfikacji TFs zwigkszajacych syntezg biatek 1 odporno$¢ na
stres (P1), przechodzi przez stworzenie bazy danych YaliFunTome (P2) oraz opracowanie
innowacyjnej metodyki wysoko-przepustowych mikroprowadzen hodowli (P3). Kolejne etapy
to globalna analiza wzajemnych oddzialywan transkrypcyjnych (P4) oraz precyzyjna,
strukturalna 1 funkcjonalna charakterystyka czynnika Eufl jako regulatora sity ekspresji genow
(P5). W tej ostatniej czesci autorka wykazata si¢ biegtoscig w bioinformatycznym modelowaniu
struktur biatkowych oraz badaniu interakcji molekularnych.

Catos¢ wienczy podsumowanie z wnioskami koncowymi oraz wyznaczenie dalszych
kierunkow badan, co podkresla dojrzato§¢ naukowa opracowania. Strukture uzupetnia bogata
dokumentacja dorobku doktorantki, w tym opis stazy, projektéw i nagrod, a takze formalne

oswiadczenia o wspdlautorstwie, ktore precyzujg jej wiodacy, eksperymentalny i analityczny
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udziat w powstaniu prezentowanych wynikow. Do ocenianej dysertacji dotgczono petne teksty

publikacji, ktore stanowia podstawe do ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora.

Ocena spdjnosci tematycznej zbioru artykuléw opublikowanych w czasopismach
naukowych

Zestawienie pieciu publikacji naukowych oraz towarzyszacego im zbioru danych
cyfrowych stanowi wyjatkowo spdjny merytorycznie i metodologicznie cykl badawczy,
skoncentrowany na systemowej inzynierii sieci regulacyjnych drozdzy Y. lipolytica. Prace te
tworza logiczna strukture, ktdra prowadzi od rozwoju zaawansowanych narz¢dzi hodowlanych,
przez masowa identyfikacj¢ funkcjonalng czynnikéw transkrypcyjnych, az po ich praktyczne
wykorzystanie w biologii syntetycznej. Fundamentem cyklu jest opracowanie i walidacja
wysokoprzepustowego protokotu zminiaturyzowanych hodowli, co umozliwito generowanie
wielowymiarowych zbiorow danych w skali dotad niespotykanej dla tego gatunku. Ta baza
technologiczna pozwolita na przeprowadzenie szeroko zakrojonego skriningu 125 szczepow
w zréznicowanych warunkach §rodowiskowych, co zaowocowato identyfikacja kluczowych
regulatorow (TFs) odpowiedzialnych za jednoczesne wzmocnienie syntezy biatek
heterologicznych oraz popraw¢ odpornosci na stresy bioprocesowe.

Integracja wynikow z poszczegdlnych etapéw badan pozwolila na stworzenie unikalnej
bazy danych YaliFunTome oraz doglgbne zrozumienie globalnych zalezno$ci miedzy aparatem
transkrypcyjnym a wydajnoscig funkcjonalng komorki. Spojnos¢ cyklu domyka praca
o charakterze aplikacyjnym, w ktorej zidentyfikowany wczesniej czynnik transkrypcyjny Eufl
zostal z powodzeniem wykorzystany jako precyzyjny modulator (,.titrator”) sity promotoréw
indukowalnych. Takie podejscie dowodzi, ze prezentowane prace nie s3 zbiorem
przypadkowych tematow, lecz konsekwentnie realizowang strategia badawcza, zmierzajaca do
przeksztalcenia Y. lipolytica w wysoce przewidywalng i odporna platforme biotechnologiczna.

Biorac pod uwage powyzsze, stwierdzam, ze wszystkie zalaczone publikacje stanowia

spojny tematycznie zbidr prac odpowiadajacy tematowi dysertacji. Dlatego stwierdzam takze,

ze warunek ustawowy jaki powinna spelniaé praca doktorska, w tym zakresie nalezy uznaé za

spetniony.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej
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Podejscie metodologiczne zastosowane w rozprawie cechuje si¢ wyjatkowa
precyzja i nowoczesnoscia, stanowiac wzorcowy przyklad integracji biologii molekularnej
z inzynierig bioprocesowa. Kluczowym elementem strategii badawczej byla ewolucyjna
optymalizacja systemow hodowlanych w mikroskali, ktora ewoluowata od wstepnych testow
w standardowych formatach do wysoce zaawansowanych uktadéw z wykorzystaniem systemu
Duetz. Zastosowanie kwadratowych dotkéw oraz specjalistycznych pokrywek typu ,,sandwich”
pozwolilo na wyeliminowanie krytycznych btedow pomiarowych, takich jak efekt brzegowy
czy nier6wnomierne natlenienie, co zapewnitlo wysoka powtarzalno§¢ wynikéw i zblizyto
warunki mikroskali do rzeczywistych parametréow panujacych w  bioreaktorach
przemystowych. Na szczegdlng uwage zastluguje dbalo$¢ o czystos¢ chemiczng uktadu
eksperymentalnego, objawiajaca si¢ m.in. doborem podioza o niskiej autofluorescencji oraz
zastosowaniem jednolitego buforu dla szerokiego zakresu pH, co skutecznie wyeliminowato
zmienne zakldcajace interpretacje wptywu czynnikow srodowiskowych na fizjologie komorek.

Innowacyjno$¢ metodologii przejawia si¢ rowniez w szerokim wykorzystaniu narzedzi
statystycznych i matematycznych, w szczeg6lnosci podejscia Design of Experiments. Zamiast
tradycyjnej analizy pojedynczych parametréw, autorka zastosowala planowanie
eksperymentalne pozwalajace na jednoczesne badanie wielu zmiennych ilo$ciowych
1 kategorycznych, co umozliwito precyzyjne mapowanie interakcji miedzy pH, temperatura,
a dostepnoscig zrodel wegla 1 azotu. Dane uzyskane z kolekcji 125 szczepdéw poddano
zaawansowanemu modelowaniu metoda powierzchni odpowiedzi (RSM) oraz wizualizacji
w formie map cieplnych, co przeksztatcito surowe wyniki fluorescencji i wzrostu w czytelne
modele krajobrazu regulacyjnego Y. lipolytica. Tak skonstruowane podej$cie nie tylko
gwarantuje wysokg site statystyczng wnioskowania, ale rowniez dostarcza gotowych
protokotéw wysokoprzepustowych (high-throughput), ktore moga by¢ bezposrednio
adaptowane przez laboratoria badawczo-rozwojowe w celu szybkiej optymalizacji nowych
szczepow biotechnologicznych.

Publikacja pt. ,,Transcription factors enhancing synthesis of recombinant proteins and
resistance to stress in Yarrowia lipolytica”, opublikowana w prestizowym czasopismie Applied
Microbiology and Biotechnology, reprezentuje najwyzszy poziom merytoryczny i stanowi
fundament teoretyczno-eksperymentalny dla calej rozprawy doktorskiej. Jej wartos¢ wynika
z innowacyjnego podej$cia do inZynierii szczepow, w ktérym Doktorantka odchodzi od

klasycznej modyfikacji szlakow metabolicznych na rzecz inzynierii regulacyjnej, operujacej na



Uniwersytet Rzeszowski
Collegium Medicum
Wydziat Biotechnologii

poziomie czynnikow transkrypcyjnych (TFs). Praca ta udowadnia, ze manipulacja nadrzednymi
regulatorami, takimi jak Gzfl, Hsfl czy Skn7, pozwala na jednoczesne sterowanie wieloma
procesami molekularnymi, co jest kluczowe dla uzyskania szczepéw zdolnych do wysokiej
produkcji biatek w trudnych warunkach bioprocesowych. Szczegbdlng zaleta merytoryczng
artykutu jest zastosowanie zaawansowanego modelowania matematycznego do analizy
ogromnej liczby danych fenotypowych uzyskanych w 72 r6znych wariantach srodowiskowych.
Pozwolito to na precyzyjne skorelowanie aktywnosci poszczegdlnych TFs z konkretnymi
stresorami, takimi jak wysoka temperatura, ekstremalne pH czy stres osmotyczny, co ma
bezposrednie przetozenie na praktyke przemystowa. W analizie krytycznej publikacji
(Gorczyca M., Nicaud JM., Celinska E. (2023) Transcription factors enhancing synthesis of
recombinant proteins and resistance to stress in Yarrowia lipolytica Applied Microbiology and
Biotechnology, 107, 4853-4871) trudno doszukac si¢ bledow warsztatowych, gdyz metodologia
jest spojna i rygorystyczna, jednak mozna wskaza¢ na pewne ograniczenia wynikajace
z pionierskiego charakteru badan. Skupienie si¢ na wewnatrzkomorkowym biatku
reporterowym, cho¢ uzasadnione na etapie szerokiego skriningu, pozostawia otwarte pytanie
o wptyw badanych TFs na skomplikowany szlak sekrecyjny biatek wydzielanych na zewnatrz,
co jest czesto kluczowe w przemysle. Ponadto, inzynieria regulatorow nadrzednych zawsze
niesie ze sobg ryzyko efektow plejotropowych, czyli nieprzewidzianych zmian w innych
obszarach metabolizmu, ktorych pelne zmapowanie wymagatoby dodatkowych, szeroko
zakrojonych analiz omicznych. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze te aspekty nie stanowig biedow,
lecz raczej wyznaczaja granice przyjetego modelu badawczego, ktore autorka konsekwentnie
rozwija w kolejnych pracach swojego cyklu. Publikacja ta w istotny sposob porzadkuje wiedze
o systemach regulacyjnych Y. lipolytica, dostarczajac wspdlnocie naukowej konkretnych,
zwalidowanych narzedzi do optymalizacji proceséw bioprodukc;ji.

Z kolei publikacja pt. ,,Small volume—big problem: culturing Yarrowia lipolytica in
high-throughput micro-formats” (Celinska i Gorczyca, 2024), opublikowana w Microbial Cell
Factories, stanowi niezwykle istotne studium metodologiczne. Praca ta poddaje krytycznej
analizie ograniczenia techniczne hodowli drozdzy niekonwencjonalnych w mikroskali, co jest
kluczowe dla wiarygodnosci badan typu high-throughput. Gtowna zaleta publikacji jest
dekonstrukcja ,,czarnej skrzynki”, jaka czesto sa zminiaturyzowane hodowle. Doktorantka wraz
z Promotorka udowadniajg, ze wyniki uzyskiwane w standardowych mikroptytkach bez

odpowiedniej optymalizacji moga prowadzi¢ do btednych wnioskow biologicznych z powodu
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ograniczen fizykochemicznych (gléwnie transferu tlenu). Praca ta legitymizuje dane
przedstawione w pozostalych czesciach rozprawy (P1, P2, P4), pokazujac, ze wybrane warunki
hodowlane nie byly dzietem przypadku, lecz wynikiem rygorystycznych testow. Dane
zaprezentowane na rycinach sg kluczowe dla zrozumienia dynamiki wzrostu Y. lipolytica.

Doktorantka wraz z pozostatymi autorami bardzo rzetelnie pokazujg réznice w profilach
wzrostu w zalezno$ci od objetosci roboczej (Vi). Ryciny te wyraznie obrazuja, ze powyzej
pewnej objetosci krytycznej, wzrost drozdzy staje si¢ liniowy, co jest klasycznym sygnatem
ograniczenia tlenowego (kra). Jest to dowdd na to, ze wiele publikowanych danych
dotyczacych ,,optymalizacji” szczepdw w mikroplytkach moze w rzeczywisto$ci mierzy¢
jedynie wydajno$¢ transferu tlenu w danym dotku, a nie potencjal genetyczny komoérki. Bardzo
wartosciowe s3 ryciny porownujace rozne formaty (plytki okragle vs. kwadratowe). Jasno
z nich wynika, ze geometria dotka w mikroskali ma radykalny wptyw na turbulencj¢ cieczy.
Dane te uzasadniajg przej$cie na system Duetz (kwadratowe dotki), co zostato przedstawione
jako warunek konieczny dla uzyskania powtarzalnych wynikéw. Autorki zwracajg uwage na
istotny problem techniczny — wptyw autofluorescencji podtoza i samej gestosci zawiesiny
komorkowej na odczyt sygnatu reporterowego. Dane te sugeruja, ze bez odpowiedniej korekty
statystycznej (ktorg autorka stosuje w rozprawie), surowe wyniki z czytnikow ptytek moga by¢
obarczone btgdem systematycznym przekraczajagcym 20-30%.

Nalezy jednak zauwazy¢, ze praca koncentruje si¢ na konkretnym modelu genetycznym.
Chociaz parametry fizyczne (kra, parowanie) sg uniwersalne, to fizjologiczna odpowiedz na
stres tlenowy moze si¢ r6zni¢ migdzy réznymi izolatami Y. lipolytica. Warto byloby rozwazy¢,
czy zoptymalizowane ,,okno hodowlane” jest tak samo stabilne dla szczepéw o bardzo wysokiej
aktywnosci proteolitycznej. Cho¢ ryciny pokazuja skuteczno$¢ pokrywek typu ,,sandwich”,
parowanie w dtugotrwatych hodowlach (powyzej 48-72 h) w mikroskali pozostaje wyzwaniem,
ktérego nie da si¢ catkowicie wyeliminowac, a jedynie zminimalizowaé. Wptywa to na wzrost
osmolalnos$ci pozywki, co moze naktada¢ dodatkowy stres na komorki, nieplanowany
w projekcie eksperymentalnym.

Publikacja pt. ,,An Interplay between Transcription Factors and Recombinant Protein
Synthesis in Yarrowia lipolytica at Transcriptional and Functional Levels—The Global View”
stanowi jeden z najbardziej zaawansowanych merytorycznie elementéw cyklu doktorskiego
mgr inz. Marii Gorezycy, oferujac holistyczne spojrzenie na mechanizmy regulacyjne u

drozdzy niekonwencjonalnych. Warto$¢ merytoryczna pracy opiera si¢ na udanej probie
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zintegrowania danych z poziomu transkrypcyjnego (ekspresja gendéw) z poziomem
funkcjonalnym (aktywno$¢ syntetyczna i1 metaboliczna komorki). Praca wyrdznia si¢
rygorystycznym podej$ciem do analizy wptywu delecji i nadekspresji wybranych TFs na
globalny krajobraz fizjologiczny Y. lipolytica, co pozwala na wyjscie poza uproszczone modele
regulacji i dostrzezenie ztozonych interakcji, w ktorych dany czynnik moze peti¢ rolg zaréwno
aktywatora, jak i represora, zaleznie od kontekstu srodowiskowego.

Krytyczna analiza danych zaprezentowanych na rycinach pozwala na sformutowanie kilku
istotnych uwag dotyczacych interpretacji wynikéw. Na uwage zashuguja wykresy
porownawcze poziomu transkrypcji 1 wydajnos$ci produkcji biatka reporterowego, ktore
wyraznie obnazaja zjawisko ,,0obcigzenia metabolicznego” (ang. metabolic burden). Ryciny
przedstawiajace profile wzrostu szczepow z delecjami wybranych TFs (np. gzf14 czy hsfiA)
w zestawieniu z produkcja rProt rzucaja $wiatlo na fakt, ze niektére regulatory sa niezbedne do
zachowania homeostazy komorkowej podczas intensywnej syntezy bialek. Dane te sugeruja
jednak pewnag ostrozno$¢ w interpretacji — wysoki poziom fluorescencji specyficznej
w niektorych wariantach moze wynikaé nie tyle ze wzmozonej syntezy, co z drastycznego
zahamowania podzialdow komdrkowych i1 akumulacji biatka w starzejacej si¢ populacji, co jest
czgstym wyzwaniem w interpretacji wynikow high-throughput.

Dodatkowo mimo wysokiej jakosci prezentacji danych, pewnym ograniczeniem
publikacji jest oparcie ,,globalnego spojrzenia” na wyselekcjonowanej grupie czynnikow
transkrypcyjnych, co — cho¢ uzasadnione technicznie — pozostawia pewien niedosyt
w konteks$cie petnej rekonstrukcji interaktomu. Ryciny obrazujace korelacje miedzy
poszczegdlnymi wariantami genetycznymi a odpowiedzig na stres wykazuja duza zmienno$¢
(wysokie odchylenia standardowe w niektérych punktach), co moze wskazywac¢ na ogromna
wrazliwo$¢ sieci regulacyjnych Y. lipolytica na nawet subtelne wahania mikrosrodowiskowe
w mikroskali. Ponadto, cho¢ praca deklaruje spojrzenie globalne, brakuje w niej
bezposredniego zestawienia danych z szeroko zakrojonymi analizami RNA-seq dla wszystkich
testowanych mutantow, co pozwoliloby na jeszcze glebsza weryfikacje postawionych tez.
Niemniej jednak, ryciny przedstawiajace mapy cieplne zmian fenotypowych sa wykonane
w sposOb wzorcowy, pozwalajac czytelnikowi na szybka identyfikacj¢ TFs o najwyzszym
potencjale aplikacyjnym. Publikacja ta wskazuje, Ze racjonalne projektowanie wydajnych
biokatalizatorow musi uwzglednia¢ dynamiczne i czgsto nieintuicyjne wspotoddziatywanie

miedzy aparatem transkrypcyjnym a wydajnoscig translacyjng komorki.
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Zataczona do doktoratu publikacja pt. ,,An Interplay between Transcription Factors and
Recombinant Protein Synthesis in Yarrowia lipolytica at Transcriptional and Functional
Levels—The Global View”, opublikowana w czasopi$mie International Journal of Molecular
Sciences, stanowi rowniez wartosciowy i1 dojrzaty merytorycznie element dorobku naukowego
Doktorantki, w pelni wpisujacy si¢ w ramy rozprawy doktorskiej. Praca podejmuje niezwykle
istotne zagadnienie z zakresu biologii molekularnej, a Doktorantka ponownie wykazuje si¢
duza rzetelno$cig badawcza i odwaga naukowa, otwarcie konfrontujac si¢ z wynikami, ktére
doprowadzity do cze$ciowego odrzucenia pierwotnej hipotezy badawczej. Nalezy podkreslic,
ze wykazanie, ze zmiany poziomu transkrypcji czynnikow transkrypcyjnych w odpowiedzi na
stres nie sg bezposrednim 1 uniwersalnym predyktorem ich przydatnos$ci w inzynierii szczepow,
stanowi kluczowy i niezwykle pouczajacy wniosek dla calej dyscypliny. Taka konkluzja chroni
innych badaczy przed uproszczong interpretacja danych typu ,,omics” i wskazuje na znacznie
wiekszg ztozonos¢ sieci regulacyjnych niz dotychczas przypuszczano.

Pod wzgledem warsztatowym praca stoi na bardzo wysokim poziomie, wykorzystujac
nowoczesne narzgdzia edycji genetycznej, w tym nadekspresj¢ oraz wyciszanie genow
(knockout), wsparte precyzyjnymi systemami reporterowymi opartymi na fluorescencji.
Autorka nie ogranicza si¢ jedynie do prezentacji wynikow, ale dokonuje ich glebokiej analizy
krytycznej, rzetelnie odnoszac si¢ do istniejacej literatury przedmiotu i probujac wyjasnié
zaobserwowane rozbieznos$ci poprzez pryzmat réznic w warunkach hodowlanych czy fizjologii
komorki. Cho¢ wiele mechanizméw molekularnych badanych czynnikow transkrypcyjnych
o nieznanej dotad funkcji nadal wymaga dalszych badan, praca ta stanowi solidny fundament
pod przyszte projekty z zakresu biologii syntetycznej. Publikacja udowadnia, ze Doktorantka
posiada zdolnos¢ do samodzielnego planowania zlozonych eksperymentow, krytycznej oceny
uzyskanych danych oraz syntezy wnioskow o znaczeniu og6lnonaukowym.

Ostania z cyklu publikacji pt. “Using Euf1 transcription factor as a titrator of erythritol-
inducible promoters in Yarrowia lipolytica, insight into the structure, splicing, and regulation
mechanism” (Celinska 1 in., 2024) wnosi istotng wiedz¢ w biologi¢ syntetyczng drozdzy Y.
lipolytica. W mojej ocenie artykut jest wysokiej jakosci publikacjg badawcza, ktora przesuwa
granice inzynierii genetycznej Y. lipolytica. Nie mniej mam do niego kilka uwag, do ktorych
prositbym aby Doktorantka odniosta si¢ podczas obrony doktoratu. Kluczowym wnioskiem
z pracy jest to, ze nadekspresja skroconej wersji EUFI (spEufl) eliminuje indukowalny

charakter promotora (staje si¢ on konstytutywny). Z punktu widzenia biologii syntetycznej jest
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to efekt obosieczny — zyskujemy sil¢ wyrazu, ale tracimy precyzyjna kontrole nad czasem
wiaczenia genu, co byto pierwotnym celem stosowania uktadéw indukowalnych. Doktorantka
wraz z wspolautorami przyznaje, ze nadekspresja zard6wno biatka reporterowego, jak i titratora
(TF) prowadzi do spadku ogodlnej wydajnosci. W pracy brakuje glebszej analizy, jak
zbalansowac te dwa elementy, aby unikng¢ przecigzenia komorki. Dalej w pracy wykazano, ze
sorbitol rowniez moze petli¢ rolg induktora, co jest interesujace, ale komplikuje obraz
specyficznosci tego systemu. Ponadto autorzy uczciwie wskazuja na artefakty fluorescencji
przy wysokich stezeniach sorbitolu, co sugeruje, ze systemy te wymagajg bardzo ostroznej
kalibracji. Cho¢ model wspotdziatania Eufl 1 Adrl jest bardzo prawdopodobny, w samej
publikacji opiera si¢ on w duzej mierze na analizie sekwencji i modelowaniu. Bezposrednie
dowody biochemiczne (np. ChIP-seq dla Adrl w tych konkretnych warunkach lub testy EMSA)
wzmocnityby ten model.

Podsumowujac, rozprawa mgr inz. Marii Gorezycy stanowi spojny, dojrzaly naukowo
irzetelnie przygotowany material. Doktorantka wykazala umiejetnos¢ planowania
skomplikowanych do$§wiadczen i krytycznej analizy danych. Praca spelnia wymagania
stawiane rozprawom doktorskim. Rekomenduje¢ ja jako wartosciowy wklad w rozwoj

biologii.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr inz. Marii Gorczycy spelnia warunki
okreslone w art.187 ust. 1 1 2 Ustawie Prawo o szkolnictwo wyzszym 1 nauce z dnia 20 lipca
2018 r. (Dz. U. 2023 r. poz. 742). Doktorantka dowiodta, ze samodzielnie potrafi rozwigzywac
sformulowany problem naukowy poprzez odpowiednio zaplanowane eksperymenty, ich
interpretacje, krytyczna dyskusje oraz wywazone wnioski. Stwierdzam takze, Ze oceniana
przeze mnie praca doktorska istotnie poszerza stan wiedzy w dyscyplinie biologia. W zwigzku
z powyzszym wnosz¢ do Rady Naukowa Dyscypliny Nauki biologiczne Wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej 1 Nauk o Zwierzgtach Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
o dopuszczenie mgr inz. Marii Gorezycy do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysoka warto$¢ naukowsg otrzymanych przez Doktorantke wynikéw

o charakterze aplikacyjnym, posiadajacych bardzo duzy potencjat komercyjny wnosz¢ do Rady
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Naukowa Dyscypliny Nauki biologiczne Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o
Zwierzgtach Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o wyrdznienie ocenianej przeze mnie

rozprawy doktorskie;j.
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