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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Malgorzaty Cienskiej zatytulowanej
»Biotransformacje zwigzkéw fenolowych z wykorzystaniem tyrozynazy z Agaricus bisporus

w formie natywnej i immobilizowanej”

Praca doktorska Pani mgr inz. Malgorzaty Cienskiej zostata wykonana w Zakladzie Chemii
Bioorganicznej Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej, pod kierunkiem prof. dr hab.
Jolanty Bryjak.

Przedstawiona do oceny praca wpisuje si¢ w zakres badan prowadzonych przez grupe badawczg
Promotora pracy w zakresie technik immobilizacji oraz charakterystyki preparatow
enzymatycznych. Pani prof. Jolanta Bryjak jest uznang specjalistkg w zakresie unieruchamiania
enzymoOw — w tym nurcie prowadzonych przez nig badan jest zlokalizowana recenzowana praca
doktorska.

Stanowigca przedmiot badan tyrozynaza (oksydaza polifenolowa) jest szeroko
rozpowszechnionym w naturze enzymem nalezgcym do klasy oksydoreduktaz o wysokim
potencjale aplikacyjnym. Dzigki podwojnej aktywnosci Kkatalitycznej oraz szerokiej
specyficznosci substratowej, obejmujacej nie tylko male zwiazki fenolowe, ale takze grupy
fenolowe wchodzace w skiad peptydow i bialek, moze znalezé wykorzystanie w przemysle
farmaceutycznym (produkcja L-3.4-dihydroksyfenyloalaniny (L-DOPA)), w przemysle
spozywczym (fermentacja herbaty, produkcja nabialu, wyrobéw migsnych), przemysle
kosmetycznym czy bioremediacjach. Zatem podjecie proby zbadania mozliwosci zastosowania
tyrozynazy z Agaricus bisporus do syntezy L-DOPA, 3-hydroksytyrozolu oraz kwasu
cynobrowego z uwzglednieniem badan dotyczacych zjawiska inaktywacji samobodjezej jest jak

najbardziej uzasadnione.

Celem swoich badan Autorka uczynitla wykazanie zasadnosci stosowania tyrozynazy z A.
bisporus (pieczarki dwuzarodnikowej) do hydroksylacji monofenoli do difenoli na przykiadzie

otrzymywania L-DOPA oraz 3-hydroksytyrozolu w typowych ukladach reakcyjnych oraz w
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procesach wykorzystujacych kompleksowanie difenoli przez jony boranowe. Eksperymenty
zostaly zaprojektowane w spos6b umozliwiajacy pordwnanie proceséw prowadzonych z
udziatem enzymu w formie natywnej i immobilizowanej. Zwrocenie szczegdlnej uwagi na
wystepowanie inaktywacji samoboéjczej, ograniczenie tego zjawiska poprzez immobilizacje
enzymu, dodatkowo wykorzystanie taniego zrédla enzymu oraz racjonalny stopien oczyszczenia

preparatu stanowig o mozliwym charakterze aplikacyjnym proponowanych rozwigzan.

Badania byty wspotfinansowane ze srodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego z
projektu ,,Biotransformacje uzyteczne w przemysle farmaceutycznym i kosmetycznym” (POIG
01.03.01-00-158/09).

Przedstawiona do oceny dysertacja jest opracowaniem naukowym liczacym 179 stron
zaopatrzonym w 14 tabel, 47 rysunkéw, 4 zalaczniki oraz 255 pozycji piSmiennictwa. Rozprawa
zostala podzielona na 5 rozdzialéw obejmujacych: wstep literaturowy, zatozenia i cel pracy,
materialy i metody, oméwienie wynikéw, podsumowanie rozprawy i wnioski. Konstrukcje pracy
poprzedza streszczenie, a uzupelniajg umieszczone na koncu zalaczniki, bibliografia oraz spis
dorobku naukowego autorki. W opinii recenzentki odbiér i ogdlng przejrzystos¢ pracy

poprawilby wykaz stosowanych skrétéw i symboli.

Wprowadzeniem do opisu zrealizowanych badan jest 27-stronnicowy ,,Wstep literaturowy”
poprzedzony ,,Streszczeniem”. W syntetycznie napisanym, dwustronicowym ,,Streszczeniu”
Doktorantka przedstawila oprécz przestanek do podjecia badan, najistotniejsze wyniki swojej
pracy. ,,Wstgp literaturowy” zostal podzielony na cztery glowne czgsci. W pierwsze] czesé
zatytutowanej ,,Budowa i fizjologiczne funkcje tyrozynazy” autorka wskazuje istotny udzial tego
enzymu w syntezie melanin obecnych w skoérze czy neuromelanin obecnych w moézgu
kregowcow, udzial w mechanizmie sklerotyzacji egzoszkieletu i ochronie przed uszkodzeniami u
bezkrggowcdw, a takze w ksztaltowaniu cech organoleptycznych rodzynek, fermentacji ziaren
kakaowca czy lisci herbaty. Istotny fragment tej czesci pracy poswigcony jest opisowi
szczegblowe] struktury tyrozynazy pochodzacej z A. bisporus. W drugiej cze$¢ wstepu
literaturowego czytelnik odnajduje doktadne omdwienie szlakoéw katalitycznych z udziatem
tyrozynazy oraz charakterystyke zjawiska zwanego inaktywacja samobdjcza, ktérego
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mechanizm nie zostat jeszcze do konca poznany, a autorka zmierzy sie z nim w dalszej czesci
pracy. Kolejny fragment wstepu opisujacy potencjat aplikacyjny tyrozynazy zaopatrzony jest w
przejrzysta tabele zawierajaca szereg odniesien do pozycji literaturowych zwigzanych z
zastosowaniem tego enzymu. Autorka konczy ,,Wstep literaturowy” krotkg charakterystyka
biotechnologicznych metod modyfikacji enzyméw prowadzacych do poprawy ich specyficznos$ci
substratowej, aktywnosci, selektywnosci, optimum pH i temperatury. Tu skupia si¢ na metodach
immobilizacji wskazujac je, jako najlepsze z metod modyfikacji tyrozynazy. Ten fragment
wstepu teoretycznego, zdaniem recenzentki, mogtby zostaé wzbogacony o bardziej szczegdtowa

charakterystyke metod unieruchamiania bialek na nosniku.

Czgs¢ literaturowa pracy napisana jest w sposob spdjny i logiczny, co $wiadczy o szerokiej
wiedzy Pani mgr inz. Malgorzaty Cienskiej w tej dziedzinie. Zestawienie literatury jest zrobione
rzetelnie, na co wskazuje zgromadzenie obszernego materiatu literaturowego, umiejetny dobor
pozycji oraz przejrzyste przedstawienie najwazniejszych zagadnien S$cisle korelujacych z
tematyka badawcza. Warte podkreslenia sg réwniez opracowania wilasne szeregu rysunkéw,

schemat6éw oraz mechanizméw w istotny sposob poprawiajace odbidr tekstu.

Cel pracy zostal jasno sformulowany, a przedstawiona koncepcja rozwigzania problemu

badawczego jest klarowna.

W czesci eksperymentalnej zatytutowanej ,,Materialy i metody” podano prosty i tani sposob
izolowania tyrozynazy z pieczarek dwuzarodnikowych, pomiar stezenia oraz oznaczanie
aktywnosci enzymu. W dalszej czgsci przedstawiono oprocz sposobéw immobilizacji enzymu z
wykorzystaniem no$nika ziarnistego z mikrokrystalicznej celulozy — Granocel-2000 oraz na
monolicie krzemionkowym, sposéb immobilizacji bez uzycia no$nikéw, w postaci sieciowanych
agregatow (CLEA). Zamieszczono takze informacje o metodach pomiarowych zastosowanych
do analizy fizykochemicznej i morfologicznej uzyskanych ukladéw, a takze do oceny ich

aktywnosci katalitycznej oraz stabilnosci.

Najobszerniejsza cze$¢ pracy, zawierajaca omowienie wynikow liczy 84 strony. Podzielona jest
na pig¢ czegsei, ktére stanowig o doborze uktadu nosnik-enzym oraz doborze typéw reaktora,

biotransformacji z udzialem tyrozynazy natywnej i immobilizowanej, dimeryzacji kwasu 3-
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hydroksyantranilowego do kwasu cynobrowego, przeksztalceniu L-tyrozyny w L-DOPA, oraz
tyrozolu w 3-hydroksytyrozol. W ramach tej czgsci pracy Pani Malgorzata Cienska w

szczegblnoscei podjeta sie:

* doboru metod immobilizacji tyrozynazy

* dostosowania ukladéw aparaturowych do wybranego preparatu enzymatycznego

* ograniczenia zjawiska inaktywacji samobdjczej poprzez dobdr sktadu mieszanin reakcyjnych
» zbadania stabilnosci enzymu w obecnosci sktadnikéw mieszaniny reakcyjnej

» zbadania stabilnosci operacyjnej immobilizowanej tyrozynazy.

W rozdziale ,,Omoéwienie wynikow” na szczegélne wyrdznienie zastuguje dojrzaly sposob
prowadzenia dyskusji badan wlasnych Doktorantki z wiedzg dostgpng w literaturze fachowe;.
Warto podkreslic rowniez fakt, iz kazdy rozdzial tej czesci dysertacji Autorka konczy
syntetycznym podsumowaniem informacji w nim zawartych. Jest to w opinii recenzenta
doskonale rozwigzanie ulatwiajgce lekture pracy. Czytajac te cze$¢ Dysertacji jednak nie
moglam oprze¢ sie¢ wrazeniu braku rozdzialu poprzedzajacego, w ktorym Autorka powinna

zwigzle przedstawi¢ wyniki badan wlasnych.
Do najwazniejszych osiagnie¢ pracy doktorskiej mgr inz. Malgorzaty Cienskiej zaliczam:

» Otrzymanie i pdzniejsze wykorzystanie w badaniach wysokiej jakosci preparatu tyrozynazy z
A. bisporus. Zabieg ten znaczaco obnizyl koszty pozyskiwania tyrozynazy, a tym samym badan

wilasnych, co zwiekszyto ich walor aplikacyjny.

* Wykonanie preparatu tyrozynazy immobilizowanej w postaci sieciowanych agregatow

(CLEA), dobranie warunkéw immobilizacji oraz wykonanie charakterystyki aktywnosciowe;.

» Udowodnienie, iz tyrozynaza immobilizowana kowalencyjnie na zlozu celulozowym DEAE-
Granocel moze by¢ stosowana w reaktorach mieszalnikowych zawierajacych 1 lub 50%
objetosci roboczej reaktora lub w kolumnie ze zlozem upakowanym z uwzglednieniem

koniecznosci dhugotrwatlej stabilizacji ztoza.

» Opracowanie procedury immobilizacji tyrozynazy na monolicie krzemionkowym
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* Udowodnienie, iz nasilenie zjawiska inaktywacji samoboéjczej tyrozynazy zalezy od

zastosowanego substratu a najsilniej jest wyrazone w obecnosci substratu fizjologicznego.

e Podjecie ambitnej] proby zmierzenia si¢ z postulowanym przez Marin-Zamora i
wspdtpracownikow problemem inaktywacji samobojczej, ktéry w $wietle badan autoréw mozna
byloby zminimalizowa¢ stosujgc 0,5 M bufor boranowy o pH 9,0 (kompleksowanie difenolu i
kwasu askorbinowego) oraz 6,7 mM hydroksyloaminy (reaktywacja oksy-Tyr). Doktorantka
udowodnita, iz mozliwo$¢ prowadzenia procesu hydroksylacji L-tyrozyny do L-DOPA z
udzialem enzymu natywnego i immobilizowanego jest ograniczona wystepowaniem silnej
inaktywacji samobdjcze] enzymu w obecnosci naturalnego substratu, ktéra moze byé w
niewielkim stopniu zmniejszona poprzez immobilizacje enzymu i wykorzystanie czynnika
kompleksujacego L-DOPA i kwas askorbinowy. Pani Malgorzata Cienska wykazata, iz
niewystarczajgca stabilno$¢ operacyjna preparatu immobilizowanego wyklucza jego
zastosowanie w procesie, natomiast dopuszcza mozliwo$¢ prowadzenia procesu z udziatem
enzymu natywnego w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej 1 mM L-tyrozyng, 2 mM kwas

askorbinowy i 6,7 mM hydroksyloaming w 0,5 M buforze boranowym o pH 7.0.

Mimo ogélnie bardzo pozytywnego wrazenia, co do uzyskanych wynikéw i ich prezentacji,

pozwalam sobie mie¢ kilka pytan i uwag do tej czesci pracy. Wymieniam je ponizej.
* Czym, kierowano si¢ w doborze nos$nikéw w procesie immobilizacji tyrozynazy?

* Czym, oprocz wskaznika ekonomicznego bazujacego na dobrej relacji ceny substratu do

produktu, kierowano si¢ przy wyborze substratéw do badan?

» Pewne zastrzezenia budzi jako$¢ rysunkéw 23 i 43 przedstawiajgcych widma masowe
produktéw biotransformacji. Wszystkie wartosci lacznie z wartoscia dla piku jonu

molekularnego sg nieczytelne.

* Na stronie 125 w ostatnim akapicie odnalaztam kilka niescistosci. Autorka informuje, ze
analiza widma masowego potwierdzila obecno$¢ kwasu cynobrowego jako gléwnego
powstajgcego produktu i jednoczesnie nie stwierdzono wystgpowania innych pikdéw, mogacych
$wiadczy¢ o obecnosci dalszych produktéw reakcji enzymatycznych badZz nieenzymatycznych

przemian (stowo ,,gtéwny” sugeruje obecnos¢ kilku produktéw biotransformacji). Dalej czytamy
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»Jednakze podczas procesu oczyszczania mieszanin poreakcyjnych cze$¢ produktéw reakcji nie
ulegla wytraceniu i nadal pozostawala w roztworze; nie udalo si¢ zatem w pelni wyizolowac
wszystkich zwigzkéw powstajacych podczas procesu”. Drugie zdanie sugeruje, iz byly jednak
produkty inne niz kwas cynobrowy. Szkoda zatem, ze autorka nie pokazuje chromatograméw

HPLC-MS mieszanin poreakcyjnych, a jedynie widma masowe wyizolowanego produktu.

Prosze wyjasni¢, jak przebiegal proces izolowania i oczyszczania produktow z mieszaniny
poreakcyjnej oraz jakich przeksztalcen dotycza tzw. dalsze nieenzymatyczne przemiany
powstajgcych produktow.

Sygnalizowane w recenzji pewne niejasnosci czy sugestie nie wplywaja na wartos$é i pozytywny
odbiér pracy. Praca jest napisana logicznie, wzbogacona graficznie rysunkami, poprawna
jezykowo 1 stylistycznie (nie dopatrzylam si¢ istotnych bledow stylistycznych, a ilos¢
Hliterowek™ jest niewielka). Rozprawa zawiera elementy nowosci naukowej, a wymienione
powyzej uwagi polemiczne i pytanié nie umniejszajg mojej wysokiej ocenie recenzowanej pracy.
Doktorantka uzyskala szereg ciekawych rezultatéw, ktérych warto$¢ merytoryczng podkresla
pie¢ opublikowanych prac oraz osiem prezentacji konferencyjnych. Przedstawione w dysertacji
rezultaty $wiadczg o samodzielnosci i zrecznosci Autorki w wykonywaniu czesto nietatwych
prac eksperymentalnych oraz dobrym opanowaniu technik badawczych. Autorka wykazala sig¢
zdolnoscia prowadzenia wiasnych studiéw literaturowych, opracowania wilasnych metod
rozwigzania postawionego problemu, krytycznej oceny faktow, interpretacji wynikéw oraz

jasnego formulowania wnioskéw.

W zwigzku z powyzszym uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wszelkie
wymagania i warunki ujete w Ustawie o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz o
Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14 marca 2003 roku, z p6zniejszymi zmianami oraz
Rozporzadzenie Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 30 pazdziernika 2015 roku i
niniejszym wystepuje z wnioskiem do Rady Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej

o dopuszczenie Pani mgr inz. Malgorzaty Cienskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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dr hab. inz. Edyta Kostrzewa-Sustow, prof. nadzw.
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