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Recenzja

Rozprawy doktorskiej mgr Igi Jodlowskiej

pt. ,, Psychrofilna oksydaza monoaminowa z Pseudogymnoascus sp. P3 jako
uzyteczne narzedzie w biotransformacjach amin”

wykonanej pod kierunkiem dr hab. inz. Anety Biatkowskiej prof. uczelni

na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki L.odzkiej

Rozprawa doktorska pani mgr Igi Jodlowskiej dotyczy badan nad optymalizacjg
biosyntezy enzymu oksydazy monoaminowe] przez grzyb pochodzenia arktycznego
Pseudogymnoascus sp. a takze charakterystyki wlasciwosci tego enzymu.

Autorka pracy skupita si¢ na badaniach nad oksydaza monoaminowg MAO, nalezgca
do grupy enzymow, ktore sg wykorzystywane do otrzymywania zwigzkdw majacych szerokie
zastosowanie w syntezie farmaceutykdw, agrochemikalidw oraz substancji smakowo-
zapachowych. Do tej pory zidentyfikowano oksydazy MAO w wielu organizmach 1
mikroorganizmach: od ssaczych po bakterie. Najlepiej poznang oksydazg monoaminows jest
MAO-N wyizolowang z grzyba Aspergillus niger, natomiast, do tej pory nie opisano enzymow
MAOQO adaptowanych do aktywno$ci w niskich temperaturach. Enzymy aktywne w niskich
temperaturach majg nieprzeceniong wartos¢ i zastosowanie w réznych galeziach przemystu.
Prowadzenie bioproceséw nie wymagajgcych podnoszenia temperatury jest oplacalne
ekonomicznie i wpisuje sie¢ w strategie budowania innowacyjnej gospodarki. Z powyzszych
powoddéw uwazam, ze temat badawczy podjety przez panig Ige Jodtowska w swojej pracy
doktorskiej jest bardzo wazny.

Ocena poprawnosci struktury pracy
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 165 stron i ma uklad klasyczny. W

jej sktad wchodzg rozdzialy takie jak Streszczenie, Stan Wiedzy w Obszarze Badan, Cel i Zakres




badan, Materialy 1 Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski 1 Literatura. Na koncu pracy Autorka
zamies$cila materialy dodatkowe, w sklad ktorych wchodzg widma GC/MS biotransformacji
substratdw aminowych z wykorzystaniem uzyskanej przez Autorke oksydazy MAO P3.
Ocena merytoryczna rozprawy

Cele pracy obejmuja siedem zagadnien naukowych, takich jak scharakteryzowanie pod
wzgledem makroskopowym i molekularnym arktycznych grzybow strzepkowych z kolekeji
Uczelni, wytypowanie spoéréd tej kolekeji producenta oksydazy monoaminowej,
optymalizacja hodowli pod wzgledem syntezy MAO, a takze charakterystyke biochemiczng i
kinetyczng natywnej MAO, wykorzystanie jej w biotransformacjach amin, zaprojektowanie 1
przeprowadzenie kaskadowych reakcji przeksztalcenia amin do alkoholi z udziatem MAO P3 i
aldo-keto reduktaz. Nalezy tez podkreélié, ze w celu identyfikacji genu kodujgcego MAO P3
Autorka pracy przeanalizowata genom Pseudogymnoascus sp. P3, a tym samym ostatecznie
udowodnita odkrycie nowej oksydazy monoaminowe;j.

W rozdziale Stan Wiedzy w Obszarze Badan opisane zostaly zagadnienia niezbedne
do zrozumienia zatozen rozprawy doktorskiej i uzasadniajgce logiczno$¢ wykonywanych
eksperymentow. W przystepny sposob opisano dotychczasowg wiedz¢ na temat podziatu i
wystepowania organizmow ekstremofilnych, a zwlaszcza psychrofilnych na Ziemi 1 ich
mechanizmoéw przystosowawczych do zycia w niskich temperaturach. Istotng wiedze dla celu
badan w recenzowanej pracy doktorskiej zawiera obszerny rozdziatl na temat przystosowan
strukturalnych psychrozymow, ktére umozliwiajg ich aktywnos¢ w niskich temperaturach.
Druga cze¢$¢ Wstepu stanowia rozdzialy traktujace o potencjale biotechnologicznym
zimnolubnych mikroorganizmdéw oraz psychrozymow, w tym oksydaz monoamionwych.

W rozdziale Materialy s wymienione: kolekcja grzybow antarktycznych, szczepy
Escherichia coli 1 stosowane odczynniki, natomiast Metody zostaly podzielone na cztery
obszerne podrozdzialy, w tym oddzielnie metody hodowlane, analityczne i badawcze.

Wyniki doswiadczen rozpoczynajg si¢ oznaczeniem przynaleznosci taksonomicznej 14
szczepow grzybow antarktycznych z kolekeji uczelnianej. Oznaczono je jako przynalezace do
rodzaju Pseudogymnoascus. Okreslono tez w tych wstgpnych badaniach temperatury, w
ktorych testowane grzyby rosng, a takze dla wiekszosci grzybow wybrano jako optymalng
temperature 20 st. C. Nastepnie, w poszukiwaniu najbardziej wydajnego producenta oksydazy
monoaminowej wykonano szereg testow biochemicznych z udziatem komorek grzybow, jak i
ekstraktow bezkomadrkowych. Testy te wskazaly na szczep oznaczony symbolem P3 jako
potencjalnie biosyntezujacy najbardziej wydajng MAO. Na tym etapie badan zdecydowano si¢

na zsekwencjonowanie genomu szczepu P3 i w analizie bioinformatycznej wytoniono



najbardziej liczne sekwencje gemdw kodujacych biatka o potencjalnych aktywnosciach
hydrolaz i transferaz. Zsekwencjowany genom zostal wykorzystany ponownie w momencie
kiedy zostala wyizolowana i oczyszczona oksydaza monoaminowa. W tym etapie badan
wytypowano charakterystyczne dla MAO domeny z bazy CDD, InerPro i Pfarm, i znaleziono
trzy bialka z domenami Rossmana, charakterystycznymi dla MAO, a po oznaczeniu mas
czasteczkowych wytypowano bialko g3222 jako najbardziej odpowiadajgce wyizolowanej z
Pseudogymnoascus sp. P3 oksydazie monoaminowe;.

Po ustaleniu optymalnych warunkéw hodowli dla biosyntezy oksydazy monoaminowe;j,
Doktorantka przeprowadzila oczyszczanie tego enzymu i uzyskala czysty jego preparat,
aczkolwiek pomiar i réznice w aktywnosci enzymatycznej w ekstrakcie bezkomoérkowym i w
materiale uzyskanym po procesie oczyszczenia wskazujg na duze straty. Stad nasunelo mi sie
pytanie natury takze ekonomicznej: czy w trakeie produkeji réznych substratéw dla przemystu
bardziej ekonomiczne nie okazaloby si¢ zastosowanie ekstraktu bezkomorkowego niz czystego
enzymu? Za zastosowaniem ekstraktu przemawialaby tez nizsza temperatura (20 st. C) jego
aktywnosci niz oczyszezonego enzymu (30 st. C).

Po oznaczeniu optymalnych warunkéw (temperatury, pH, st¢zenia substratu) dla
aktywnosci wyizolowanej oksydazy monoaminowej, Doktorantka dokonata okreslenia
specyficznodcei substratowe] MAO P3 1 wykazala, ze enzym ten jest zdolny do katalizowania
reakcji deaminacji pierwszo- i drugorzedowych amin, lecz nie aminy trzeciorzedowej, jékq jest
1,1-difenylometyloamina. Jestem ciekawa czy Doktorantka przetestowata rowniez inne aminy
trzeciorzedowe?

W konicowym etapie pracy doktorskiej zaplanowano i przeprowadzono innowacyjne
doswiadczenia reakceji kaskadowych z udzialem MAO P3 oraz aldo-keto reduktaz, w wyniku
ktérych z substratu jakim byla cyklopentyloamina uzyskano cyklopentanol, a z amin
aromatycznych fenyloetanole, Wszystkie uzyskane produkty znajduja szerokie zastosowanie, a
zapotrzebowanie na nie stale roénie, tak wigc zaproponowane i przetestowane reakcje
kaskadowe sg jak najbardziej uzasadnione, zwlaszcza, ze s3 metodami przyjaznymi
$rodowisku.

W podsumowaniu cheiatabym jeszcze uzyskaé odpowiedz na pytanie jakie sg obecnie
stosowane w produkeji na skalg przemystows oksydazy monoaminowe (wytwarzane zaréwno
przez grzyby, jak i bakterie) i jaka jest ich wydajnos¢ w przeksztalcaniu substratow?

W  Dyskusji Autorka umiejetnie zestawia uzyskane wyniki z rezultatami

przedstawionymi w literaturze naukowej. Rozdzial ten jest podsumowaniem calosci prac



doswiadczalnych i Autorka odwoluje si¢ do doswiadczen opisanych w rozdziale Wyniki,
uzupelnia je o analize i komentarze.

Ocena strony edytorskiej rozprawy

Rozprawa zostala napisana poprawnym jezykiem polskim i czyta si¢ ja z duzg przyjemnoscia.
Podsumowanie recenzji

Rozprawa doktorska pani mgr Igi Jodlowskiej pt. ,,Psychrofilna oksydaza
monoaminowa z Pseudogymnoascus sp. P3 jako uzyteczne narzedzie w biotransformacjach
amin” stanowi oryginalne rozwigzanie probleméw naukowych. Do$wiadczenia zostaly
zaplanowane bardzo metodycznie, Doktorantka w rozprawie wykazala si¢ umiej¢tnoscia
interpretacji i wyciggania wnioskéw z uzyskanych rezultatow. Wyniki opisane w pracy
doktorskiej stanowig catoéé potrzebng do rozwigzania naukowego zagadnienia w danym
temacie, zostaly przeprowadzone od badan $cisle mikrobiologicznych  poprzez
bioinformatyczne az po enzymologiczne. Rezultaty otrzymane przez Doktorantke otwierajg jak
najbardziej dalsze perspektywy badawcze i aplikacyjne, a przedlozona praca doktorska
potwierdza umiejetnodé samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Przedstawione przeze
mnie uwagi i watpliwosci majg charakter polemiczny, wynikajg réwniez z mojego
zaciekawienia i nie umniejszajg wartodci naukowej rozprawy. Moja recenzja jest jak najbardziej
pozytywna.

W zwiazku z powyiszym stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spelnia
wymogi Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595) oraz Rozporzgdzenia
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyiszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie
szezegolowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnoSci w przewodzie doktorskim
(Dz.U. z dnia 30 stycznia 2018 r. Poz. 261) stawiane rozprawom doktorskim. Wnosze¢ takze
do Rady do spraw Stopni Naukowych w dyscyplinach Nauki Chemiczne, Inzynieria
Chemiczna, Technologia Zywno$ci i Zywienia Politechniki L.6dzkiej o dopuszczenie pani
mgr Igi Jodlowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednocze$nie ze wzgledu
na zaprezentowany wysoki poziom, kompletno$¢ doswiadczen, szerokie ujecie tematu,
zwiezle, jasne przedstawienie wynikéw, nie budzace watpliwosci podsumowanie i wnioski

pracy wnosz¢ o wyréznienie rozprawy doktorskiej pani mgr Igi Jodlowskiej.
Signed by /
Padpisano przez:

Anna Janina
Krasowska
Uniwersytet
Wroctawski

Date / Data:
2023-11-07 08:38

dr hab. Anna Krasowska prof. UWr
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Whiosek o wyroéznienie rozprawy doktorskiej pani Igi Jodlowskiej
zatytulowanej

, Psychrofilna oksydaza monoaminowa z Pseudogymnoascus sp. P3 jako uzyleczne narzedzie

w biotransformacjach amin”

Whioskuje o wyrdznienie pracy doktorskiej pani Igi Jodtowskiej ze wzglgdu na szerokie
ujecie tematu, jasne przedstawienie wynikow, nie budzgce watpliwosci podsumowanie i
wnioski oraz dobry dorobek publikacyjny w czasopismach mig¢dzynarodowych z wysokim
wspolezynnikiem oddzialywania (IF). Autorka pracy wykonata szeroki wachlarz doswiadczen
od charakterystyki kolekeji grzybow psychrofilnych i wylonienia najlepszego producenta
oksydazy monoaminowej przez izolacje 1 oczyszczenie tego enzymu, az po przebadanie jego
specyficznosci substratowej i przeprowadzenie reakcji kaskadowych z innymi enzymami.
Praca pani Jodlowskiej niewatpliwie wnosi rozwigzania probleméw naukowych oraz nowa

wiedze. Signed by /

Podpisano przez:

Anna Janina
Krasowska

Uniwersytet
Wroctawski

Date [ Data:
2023-11-06 18:34

dr hab. Anna Krasowska prof. UWr




