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Psychrofilna oksydaza monoaminowa Pseudogymnoascus sp. P3 jako

uzyteczne narzedzie w biotransformacjach amin”

Biotransformacje z wykorzystaniem réznych typow biokatalizatoréw stanowia
wazny obszar biotechnologii i jak mozna si¢ przekonagé. $ledzgc doniesienia literaturowe
(ponad 60 tys. dokumentow, ktore mozna znalez¢ w bazie SCOPUS) biokataliza zastgpuje
coraz wiecej i coraz bardziej zaawansowanych syntez chemicznych, a konsekwencja tej
tendencji jest rosnacy udzial procesow minimalizujacych ingerencje czlowieka w
srodowisko. Przedstawiona mi do recenzji rozprawa Pani mgr Igi J odlowskiej wpisuje si¢ W
badania nad poszukiwaniem i wykorzystaniem uktadow biologicznych jako katalizatorow
zarowno pojedynczych jak i bardziej zlozonych wieloetapowych sekwencji reakcji
chemicznych. Trzon pracy stanowi charakterystyka zimnolubnego enzymu pochodzenia
eukariotycznego — oksydazy monoaminowej z grzybow z rodzaju Pseudogymnodscus sp.
oraz zbadanie mozliwosci wykorzystania tego biokatalizatora w reakcjach biokonwersji
amin. Realizacje celow dysertacji zapewnialo do$wiadczenie i osiggnigcia naukowcow
Politechniki Lodzkiej w pracy z organizmami psychrofilnymi oraz dostep do kolekcji 14
szczepdéw zimnolubnych grzybow strzepkowych wyizolowanych z préb gleby pochodzacej
7 okolic Polskiej Stacji Antarktycznej im. Henryka Arctowskiego. zlokalizowanej na Wyspie

Kréla Jerzego w archipelagu Szetlandy Potudniowe.
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Orvginalnos¢ naukowa

Podjete przez Panig mgr inz. Jodtowska badania wnosza duzy wktad w rozwdj nauk
chemicznych, a szczegdlnie w  rozwd] wiedzy nad wykorzystywaniem narzedzi
biologicznych do poszukiwania nowych. czy tez alternatywnych do juz istniejacych,
procedur syntez chemicznych. Oryginalnoéé rozprawy wiaze si¢ z faktem. ze Doktorantka
podjeta badania w obszarze, w ktérym nasza wiedza jest ciagle bardzo ograniczona.
Zaproponowala i udokumentowala mozliwo$¢ wykorzystania oksydazy monoaminowe]
pochodzacej z zimnolubnego organizmu eukariotycznego w reakcjach biokonwersji amin.
scharakteryzowala aktywnos¢ tego enzymu, okreslila jego profil substratowy i wykonata
badania z zakresu biologii molekularnej by zdefiniowac sekwencje genetyczne kodujace to
bialko i ostatecznie zdefiniowa¢ sekwencje aminokwasowg — czyli budowe badanego
biokatalizatora. Interesujgce i oryginalne wyniki uzyskata takze projektujac uktad
enzymatyczny zlozony z wymienionej oksydazy oraz dwoch dodatkowych enzymow
pochodzacych z bardzo odmiennych, pod wzglegdem wymagan wzrostowych organizmow.,
celem przeprowadzenia reakcji kaskadowe;, ktorej substratem jest amina, a produktem
uzyteczny alkohol. Do bardzo interesujace] czesci badan zaliczam tez charakterystyke
badanych grzybéw psychrofilnych. a mianowicie podejscie. ktdre nie ogranicza sig tylko do
wykorzystania ich jako zrédia kluczowego dla dysertacji enzymu, ale rowniez ma na celu

pelniejsza oceng ich uzytecznosci w biotechnologii.

Ogdlna ocena dysertacji

Przedstawiony mi do oceny dokument zostal podzielony na typowe dla prac doktorskich
paragrafy: streszczenie, stan wiedzy w obszarze badan, cel i zakres pracy, materiaty, wyniki,
dyskusja i wnioski. Jest to bardzo spojny opis badan, ktory pozwala czytajacemu przesledzi¢
poszczegélne etapy badan, skladajace si¢ na uzyskane. koncowe wyniki. W tym miejscu
podkresle, ze tekst jest napisany W sposob. ktory bardzo ufatwia odbior i czyta sie calos¢ z
duza przyjemnoscia, a zarazem wysoki poziom merytoryczny jest rowniez zachowany.
Bardzo obszerne wprowadzenie zawiera niezbedne dla zrozumienia catosci informacje, ktore
nie ograniczaja si¢ tylko do zwiezlej charakterystyki organizmow psychrofilnych, ale
przyblizaja czytajacemu caly Zozonoéé problemu, opisujac na podstawie bardzo aktualnej
literatury naukowej. zagadnienia np. dotyczace mechanizméw adaptacyjnych do niskich
temperatur, mechanizmow reakcji biokatalizatorow w niskich temperaturach i inne. Istotny

jest tez opis i zestawienie tabelaryczne zastosowan réznych struktur biologicznych (w tym
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Whikliwa analiza stanu aktualnego wiedzy. pozwolita Autorce precyzyjnie zdefiniowac cel

enzymoOw) pochodzenia psychrofilnego przedstawiony przez Panig mgr inz. Jodlowska.
i zakres badan, jak i zaplanowa¢ sekwencje badan. ktore pozwolity ten cel osiagna¢. I tak
Doktorantka wykonata badania taksonomiczne 1 wykazata przynaleznos¢ 14 antarktycznych
grzybéw strzgpkowych do  rodzaju Pseudogymnoascus oraz scharakteryzowala ich
wymagania wzrostowe. klasyfikujac je jako psychrotrofy. W nastgpnym kroku wytypowata
producenta oksydazy monoaminowe; (grzyb oznaczony w dalszej czesci pracy jako P3) i
wykorzystujac podtuza selekcyjne wykazala, ze uzytecznosc tego organizmu moze by¢
znaczaca, poniewaz jest on zdolny do biosyntezy enzyméw o aktywnoscl amylolityczne]j.
celulolitycznej,  ksylanolitycznej. pektynolitycznej,  esterolityczne;. lipolitycznej.
proteolitycznej i keratynolitycznej. a takze. ze moze rosna¢ na podlozach wzbogacanych
sktadnikami odpadowymi. Dalszym etapem byly badania majace na celu sekwencjonowanie
genomowego DNA badanego organizmu P3, co pozwolilo na zidentyfikowanie 11 662
gendéw kodujacych biatka, w tym 5575 genow kodujacych biatka enzymatyczne. a obszar
kodujacy oksydoreduktazy obejmowal 1272 sekwencje. Pozwolito to na znalezienie
sekwencji dla badanej oksydazy. oznaczonej jako MAO P3. Doktorantka nastgpnie
zoptymalizowata warunki hodowli szczepu P3 w kierunku podniesienia efektywnosci
produkcji enzymu, dowodzac. ze istotne jest suplementowanie podioza butyloaming oraz
ryboflawing. Zaowocowato to podniesieniem aktywnosci enzymatycznej przy krotszym
czasie hodowli producenta. Oczyszezony produkt - psychrofilna oksydaza monoaminowa
wykazywala aktywno$¢ wilasciwa rzedu 1,87 U/mg. Charakterystyka profilu akty wnosci tego
biatka wobec n-butyloaminy (modelowego substratu) w zaleznosci od temperatury ukltadu,
wykazala ze jest ona maksymalna temperaturze 30°C i w pH 7.0 oraz, ze enzym zachowuje
ok. 37% aktywnosci maksymalnej w 10°C i 25% w temperaturze 0°C. Doktorantka
poszukujac dalszych dowodéw na to, ze badane bialko to oksygenaza monoaminowa,
udowodnita, ze aktywnos¢ oksydazy MAO P3 jest hamowana przez selektywny inhibitor
innej oksydazy monoaminowe] (MAO-A0 — klorgiling, a wartos¢ wspélczynnika [C50
wynosi 1,8x1 08 M. Dalsza charakterystyka obejmowata okreslenie masy badanego enzymu,
Ktéra zostala ustalona na poziomie na ok. 56 kDa. Autorka wykorzystata oksydaze MAO P3
jako biokatalizator w reakcjach biokonwersji amin o roznej strukturze i rzedowosci,
udowadniajac jej wysoka specyficznos¢ wobec 6,6-dimetylo-3-azabicyklo[3.1.0]heksanu
(KM 2.4 mM) oraz heksametylenoiminy (KM 2.56 mM). Dodatkowo wykazala, ze mozliwe
jest wykorzystanie MAO P3 do syntezy imin czy ketonow, jak np. w reakeji przeksztalcenia
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szigﬁfahwn;tg a-metylobenzyloaminy do 1-fenyloetanonu, zachodzacej z wydajnoscia 51.2%.
Powyzsze wyniki byly podstawa do sprawdzenia dalszych mozliwosci wykorzystania MAO
P3, tym razem w reakejl kaskadowej, ktorej pierwszy etap zalezal wlaénie od aktywnosci
tego biatka. | tak sekwencja reakcji. ktorej substratem jest okreslona amina. a koncowym
produktem odpowiedni alkohol (np. cyklopentanol. 1-fenyloetanol czy 2-fenyloetanol)
zostala przeprowadzona przez Pania mgr inz. Jodtowska z udzialem enzyméw o roznym
profilu temperaturowym: oksydazy MAO P3 i aldo-keto reduktaz AKR R3 lub AKR R4.
Najefektywniej (wydajnos¢ powyzej 50%) byta konwertowana a-metylobenzyloamina do 1-
fenyloetanolu. Podsumowujgc t¢ cze$é, z powyzszego wynika, ze Doktorantka zrealizowala

cele badawcze. a osiagniete wyniki majg duza wartos¢ nie tylko poznawcza, ale tez

aplikacyjna.

Ogdlne uwagi do dysertacji:

Poszczegblne paragrafy dysertacji napisane sa. jak juz byto wspomniane powyzej. w sposob
bardzo przejrzysty, a zarazem ich poziom merytoryczny jest wysoki. Waznym elementem
jest cze$¢ poswigcona dyskusji. napisana jako odrgbna sktadowa pracy. co pozwala na
ptzeanalizowanie ~otrzymanych —wynikow, zdefiniowanie korelacji miedzy nimi i
przedstawienie ich znaczenia na tle aktualnej wiedzy. Jedyny element, ktorego brakuje to
indeks skrotow, ktory zawsze ulatwia poruszanie si¢ W pracy. Inna uwaga og6lna dotyczy
problemu chiralnosci zwiazkow chemicznych. o ktorych mowa w rozprawie. Na schematach
brakuje oznaczen chiralnych atomow wegla np. rysunki 41, 42, 45 1 inne, ponadto nie sg
zdefiniowane konfiguracje absolutne otrzymywanych chiralnych produktow, np. Tabela 22,
1-fenyloetanol, czy chromatogram — 1ys 47. str. 115. Wiecej na ten temat w dalszej czgsci

recenzjl.

Uwagi szczegdlowe do rozdzialow dysertacji.

Stan wiedzy w obszarze badan:

1. na str. 44 jest wymieniona technika cyt. .. przyspieszonej dynamiki molekularnej” — bardzo
proszg¢ o informacje na czym polega ta metoda badan

Metody:

1. str 56 i 60— prosze o wiece] informacji o tym jak wyglada hodowla wglebna na podtozu
plynnym — czy jest to specjalny rodzaj hodowli czy tez rutynowa hodowla plynna

2. str. 60 — prosze 0 rozwinigcie skrotu IPTG -
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biomasy?

3. str. 60 — par 4.2.1 — czy byla wykonywana krzywa standardowa do badan stezenia

4. str. 61 — par. 42.4.1 — i tez dalsze, str. 62, — jakie bylo stezenie buforu potasowo-
fosforanowego?

5. str. 61 — par 4.2.4.1 — jaki jest mechanizm lezacy u podstaw testu paskowego?

6. str. 63 — par. 4.2.9 — pytanie jak wyzej — do testu Folina?

7. str. 67 — par 4.3.5 — dodanie rysunku ze struktura klorgiliny wyjasnitoby lepiej mechanizm
jej oddzialywania z enzymem

8. str. 71 — par. 4.3.12 — jakie byly przestanki wybrania cyklopentyloaminy jako zwiagzku

modelowego?

Pytania i uwagi = obszaru badan opisanych w dysertacji:

1. Bardzo prosze o glos w dyskusji na temat tego jaka byla enancjoselektywnos¢ reakcji
zardwno tych katalizowanych jedno-enzymatycznie jaki i reakcji kaskadowej (na wybranych
przykladach). Jest to bardzo istotne zagadnienie w kontekécie badan zaprezentowanych przez
Pania mgr inz. Igg Jodlowska.

2. Bardzo prosze o komentarz dotyczacy maksymalnych wydajnosci reakeji. ktorych
substraty sa chiralne — np. a-metylobenzyloamina, gdzie przy wykorzystaniu tego substratu,

efektywnosé wynosila powyzej 50%. a jest to proces zachodzacy pod kontrola Kinetyczna.

Konkluduzja koncowa:

Uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spetnia warunki okreslone Ustawg z dnia
14 marca 2003 . o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz.U. 2003 nr 65 poz. 595 z pdz. zm), Rozporzadzeniem Ministra Nauki 1
Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 1. w sprawie szczegélowego trybu 1
warunkéw przeprowadzania czynnosci W przewodzie doktorskim, w postepowaniu
habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytulu profesora oraz Ustawa z dnia 3 lipca
2018 r. (Dz.U. 2018 poz. 261) oraz Przepisami wprowadzajgcymi ustawe - Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669 z poz. zm.) i niniejszym wystepuje z
wnioskiem do Rady ds. Stopni Naukowych Politechniki Lodzkiej w dyscyplinach nauki
chemiczne, inzynieria chemiczna, technologia zywnosci i zy wienia o dopuszezenie Pani mgr

inz. lgi Jodtowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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Whiosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Igi Jodlowskiej
zatytulowanej

Psvchrofilna oksydaza monoaminowa Pseudogymnoascus sp. P3 jako

uzyteczne narzedzie w biotransformacjach amin”

Praca Pani mgr inz. Igi Jodtowskiej zastuguje na wyréznienie z kilku powodow.
Doktorantka poprzez swoje badania znacznie poszerzyta wiedze naukowa o bialkach
pochodzenia psychrofilnego, w tym wiedze w obszarze mozliwosci wykorzystania enzymow
pochodzacych od psychrofilnych organizmow eukariotycznych. Ponadto, bardzo dobrze
opisana w dysertacji metodyka badan wskazuje na przemyslang strategi¢. co w konsekwencji
owocuje powtarzalnymi, dobrze udokumentowanymi wynikami, ktére moga byc¢
wykorzystane jako podstawa do dalszych badan. Kolejna przestanka, ktora wyroznia
rozprawe, 1o rozszerzenie badan o dodatkowe, powigzane z sobg i uzasadnione elementy —
np. o wiclowatkowa charakterystyke —uzytecznosci identyfikowanych  grzybow
psychrofilnych. Jest to obszar poboczny w ocenianym dokumencie, ale wnoszacy duzo
informacji o stosowanych grzybach i powiazany eksperymentalnie z kluczowymi dla
rozprawy doswiadczeniami. Na podkreslenie zastuguje tez fakt znaczacego dorobku

naukowego doktorantki (str. 136 dysertacji). obejmujgcego prace oryginalne, patenty oraz

referaty konferencyjne. .
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