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Recenzja rozprawy doktorskiej
pt. ,,Synteza i biotransformacje wybranych zwigzkéw flawonoidowych”

Pana mgr inz. Mateusza tuznego

Praca doktorska mgr. inz. Mateusza tuznego zostata wykonana w Katedrze Chemii na Wydziale
Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu pod kierunkiem
promotora dr hab. inz. Tomasza Janeczko, prof. UPWr i promotor pomocnicze] dr inz. Ewy Koztowskiej.
Celem recenzowanej rozprawy byta ,synteza nowych, oraz wystepujgcych w niewielkich ilosciach w
roslinach leczniczych, zwigzkéw flawonoidowych” wykorzystujgc do tego celu proces biotransformacji
prowadzony przy pomocy niekonwencjonalnych szczepéw drozdzy oraz entomopatogennych grzybow
strzepkowych. Poza tym zdecydowanie aplikacyjnym celem doktorant postawit sobie rowniez cel
poznawczy, tj. charakterystyke zdolnosci katalitycznych badanych mikroorganizmadw.

Informacje o pracy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pana mgr. inz. Mateusza tuznego stanowi cykl 4
prac opublikowanych w czasopismach z listy JCR wraz z 45 stronicowym omowieniem. Czesc
omawiajgca cykl publikacyjny sktada sie ze streszczen w jezyku polskim i angielskim, wstepnego
rozdziatu poswieconego flawonoidom, oraz bardzo zwiezle zarysowanym celom pracy i metodyce
wykorzystywanej przez doktoranta w swoich badaniach. Na nastepnych 17 stronach czytelnik znajdzie
omoéwienie wynikéw wraz z ich dyskusjg zakonczone jednostronicowym podsumowaniem catosci
pracy. Cze$¢ wstepu zakonczona jest listg cytowanej literatury sktadajgcej sie z 84 pozycji. W kolejnej
czesci pracy odnajdujemy oswiadczenia wspétautoréw wykazujgce dominujgcy wktad autorski
doktoranta w opublikowanych pracach (70-80%), ktéry w przypadku 3 publikacji opublikowanych w
wydawnictwie MDPI znajduje swoje dodatkowe potwierdzenie dzieki sekcji CREDIT na koricach tych
publikacji. Prace zostaty opublikowane w czasopismach otwartego dostepu wydawnictwa MDPI tj.
Molecules, Catalysts, International Journal of Molecular Sciences (odpowiednio Q2, Q2, Q1/Q2) oraz
w Journal of Agricultural and Food Chemistry wydawnictwa ACS (Q1, dostep ograniczony). Na prace
sktadajg sie tez materiaty uzupetniajgce do publikacji, ktére zawierajg przede wszystkim widma NMR,
MS, chromatogramy oraz tabele podsumowujgce konwersje w czasie poszczegdlnych zwigzkdéw. Catosc
pracy zakoniczona jest podsumowaniem dorobku doktoranta na ktdry sktada sie 5 publikacji z listy JCR,
19 przyznanych juz polskich patentéw, 38 zgtoszen patentowych, 5 komunikatéw konferencyjnych oraz
lista projektdw badawczych, w ktérych doktorant brat udziat. Catosé rozprawy liczy 266 stron.

Ocena merytoryczna rozprawy

Na wstepie nalezy zaznaczy¢, ze praca pana mgr. inz. tuznego wpisuje sie w bardzo popularny trend
modyfikacji flawonoidéw metodami biologicznymi. Krétka kwerenda w Web of Science bazujgca na
kluczowych stowach ‘biotransformation’ i ‘flavonoids’ zwraca 540 publikacji (w tym 54 prace
przegladowe). Przy czym od poczatku naszego wieku zainteresowanie tym tematem znaczgco rosnie,
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(na przetomie wiekdw ukazywato sie okoto 4-7 prac rocznie, obecnie miedzy 40 do 60). Zastosowanie
etnomopatogennych grzybow strzepkowych oraz nietypowych drozdzy do biotransformacji nie jest juz
jednak tak rozpowszechnione (np. szczepy Beauveria wystepuja tylko w 10 pracach z 540 zas Yarrowia
lipolytica byta stosowana, opréocz prac doktoranta, jeszcze tylko przez grupe badaczy z Meksyku).
Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze praca przedstawia badania w popularnej dziedzinie, ale
zastosowane mikroorganizmy nie sg dobrze poznane. Nie ma watpliwosci wiec, ze praca ma charakter
oryginalny i eksploruje dotychczas niezbadane obszary przestrzeni biotransformacyjnej,
umozliwiajgcej modyfikacje wazinych z punktu widzenia ich aktywnosci biologicznej zwigzkéow
flawonoidowych.

Zasadniczo prace mozna podzieli¢ na dwie czesci, 1) poswiecono regioselektywnej hydrogenacji
chalkondéw (P1, P2) oraz 2) biotransformacji metoksyflawondw (P3 i P4). Celem pierwszej czesci jest
chemo-enzymatyczna synteza nowych zwigzkéw o potencjalnym zastosowaniu jako stodzikéw, gdzie
etapem biokatalitycznym jest uwodornienie wigzania podwdjnego pomiedzy atomami C2 i C3. Z kolei
w drugiej czesci motywem przewodnim jest zwiekszenie biodostepnosci flawononéw (réwniez
syntezowanych chemiczne) oraz modyfikacja ich wtasciwosci biologicznych dzieki reakcjom
katalizowanym przez enzymy wystepujgce w biotransformujacych szczepach (tj. poprzez demetylacje
grup metoksy, bezposrednig hydroksylacje w aromatycznym pierscieniu A lub B oraz 4-O-
metyloglikozylacje grup OH).

Zasadniczo wszystkie publikacje zbudowane sg w oparciu o podobny schemat konstrukcyjny: synteza
substratéw metodami chemii organicznej, przesiewowe testy biotransformacji badanych substratéw z
zastosowaniem wybranej grupy mikroorganizméw z zastosowaniem detekcji metodami TLC, GC, HPLC
lub UHPLC, identyfikacje powstatych produktdw z zastosowaniem przede wszystkim spektroskopii
NMR z niewielkg pomocg widm masowych (*H- i *C-NMR, HMBC, HMQC, COSY) oraz zwiekszenie skali
syntezy do skali preparatywnej dla wybranych substratéw/szczepédw w celu wykazania przydatnosci
metody do syntezy interesujgcych produktéw. Prace te generalnie wpisujg sie w metodyke
opracowang przez grupy prof. Tomasza Janeczko i Prof. Edyty Kostrzewy-Sustow i nie wykraczajg co do
schematu poza standardowy zestaw instrumentarium stosowane w grupie. W niektdrych przypadkach
publikacje podajg bardziej szczegdtowe przebiegi biotransformacje w czasie (tj. nie tylko dla 3-4
wybranych punktéw czasowych) na podstawie czego czytelnik moze dowiedziec sie o kinetyce procesu
biotransformacji. Na tej podstawie mozna m.in. zastanawiac sie, czy wykorzystywane szczepy angazuja
w biotransformacje enzymy konstytutywne czy tez ekspresji ulegajg dopiero biokatalizatory w wyniku
indukcji pod wptywem obecnosci badanych substratéw. W pracy postawiono szereg hipotez
dotyczacych enzymdw zaangazowanych w modyfikacje badanych zwigzkéw (odpowiednio ene-
reduktazy ze szczepéw drozdzowych w P1 i P2, np. Old Yellow Enzymes, oraz monooksygenazy
cytrochromowe P450 katalizujgce hydroksylacje i glikozylotransferazy katalizujgce 4-O-
metyloglikozylacje w P3 i P4). Hipotezy te s3 jednak bardzo ostrozne, bazujgce jedynie na doniesieniach
literaturowych, a wiec niepoparte zadnymi dodatkowymi badaniami ze strony doktoranta. W pracach
brak réwniez badan biologicznych konfrontujgcych cel praktyczny (a wiec uzyskanie stodzikéw, czy tez
zwigzkow o zwiekszonej biodostepnosci) z weryfikowalna eksperymentalnie rzeczywistoscia.
Zdecydowanie mocnga strong pracy jest niezwykle drobiazgowa analiza powstajgcych produktéw
biotransformacji bardzo licznych substratow (18 zwigzkéw powstatych w wyniku syntezy chemicznej
byto biotransformowanych do 7 dihydrochalkonéw i 21 pochodnych metoksyflawononéw). Na
szczegblng uwage zastuguje, bedace niejako znakiem rozpoznawczym grupy z Uniwersytetu
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Przyrodniczego, analiza strukturalna oparta o dwuwymiarowe metody NMR. W kilku przypadkach
analiza ta musiata zosta¢ wspomozona przez modelowanie widm 3CNMR i analize fragmentacji MS,
ale w wiekszosci przypadkéw wystarczata do jednoznacznej identyfikacji struktury powstajgcych
zwigzkdéw. Osobiscie jestem pod wrazeniem, chociaz zastanawia mnie tak niewielkie wykorzystanie
chromatografii LC-MS. Pomimo, ze takie badania byty wykonywane w kazdej pracy, bardzo rzadko
mozna znalez¢ w samych publikacjach informacje o masie kwasi-molekularnej otrzymywanych
zwigzkéw i ich charakterystycznej fragmentacji. W moim odczuciu analiza masowa zwigzkéw
uwiarygodnitaby identyfikacje otrzymywanych produktéw w oczach czytelnikéw, przede wszystkich
tych mniej biegtych w analizie NMR (t.j. takich jak recenzent), szczegdlnie w przypadku prostych
demetylacji czy hydrogenacji. Co prawda samo widmo MS nie jest w stanie odpowiedzieé na pytanie,
ktory podstawnik ulegt demetylacji, ale mozliwe jest to juz w przypadku potgczenia tej informacji z
czasem retencji. Majgc dostep do szerokiej bazy zwigzkéw flawonoidowych w grupie (oraz
efektywnych metod syntezy) w przypadkach watpliwych zastosowanie analizy LC-MS dla standardu
(kombinacji czasu retencji i widma MS wraz ze stosunkami intensywnosci jondw potomnych)
jednoznacznie pozwala potwierdzi¢ tozsamos¢ danego zwigzku. Oczywiscie moja uwaga ma charakter
zdecydowanie subiektywny, gdyz wynika z metodologii stosowanej w badaniach mojego wtasnego
zespotu (tj. w pierwsze]j kolejnosci opieranie sie na widmie MS, a dopiero w drugiej na analizie NMR).
W kazdym razie nalezy zdecydowanie stwierdzi¢, iz w pracy doktorskiej mgr inz. tuzny przedstawit
kawat solidnej roboty z dziedziny biotechnologii aplikacyjne;.

Na uwage zastuguje rowniez bardzo duia ilos¢ zgtoszen patentowych zabezpieczajgcych prawa
majatkowe do poczynionych odkryé. Nalezg sie tu szczegdlne pochwaty ze wzgledu na potrzebng
dyscypline ograniczajgcg aktywnosé publikacyjng i konferencyjng przed ztozeniem zgtoszenia do UP.
Tymczasem mamy tutaj bardzo duzo zgtoszen (i sporo udzielonych juz patentéw) i jednoczesnie prace
doktorskg z cyklu publikacji. Jest to wyczyn bardzo trudny do osiggniecia i tutaj nalezy sie
doktorantowi wyrazy uznania. W temacie tym mam tez jednak uwage krytyczng. Co prawda same
zgtoszenia patentowe nie stanowig czesci pracy, sg jednak wymieniane jako wynik badarn w omdwieniu
(np. na stronie 25). Analiza listy przyznanych patentéw i samych wnioskéw (strony 54 i 55) wykazuje,
ze zastosowang metode ,jedna reakcja - jedno zgtoszenie” (np. ,Sposdb wytwarzania 2'-
hydroksyflawonu”). W efekcie tego podejscia utrzymanie ochrony np. na biotransformacje za pomoca
Y. lipolytica bedzie bardzo drogie, same zas poszczegdlne patenty sg bardzo stabe (pojedynczy przyktad
realizacji, zastrzezenia tylko konkretnych warunkéw tj. szczep, temperatura 20-30°C, stosunek
substratu do hodowli (v/v), i czas biotransformacji). Gdyby wiec chodzito o uzyskanie silnych patentéw
o zastosowaniu komercyjnym (a wiec ochronie tatwiej do rozszerzenia poza granice Polski w przypadku
praktycznego zastosowania do produkcji np. stodzikdw czy suplementéw diety) nalezatoby sktadac
mniej liczne patenty z przyktadami syntezy réinych zwigzkéw, szerokim wachlarzem przyktadow
zabezpieczajacych szerokie zakresy warunkéw biotransformacji. Tymczasem obawiam sie, ze
doktorant musiat podporzadkowac sie polityce jednostki dyktowanej przez wytyczne ewaluacyjne, wg.
ktorej kazdy przyznany patent nagradzany jest osobng iloscig punktdw. Zjawisko to, zartobliwie
nazywane ,punktozg” lub , patentoza”, na pewno nie zastuguje na pochwate. Trudno oczywiscie
obarczac za jego stosowanie samego doktoranta (gdyz decyzje co do sposobu ksztattowania zgtoszen
podejmujg najczesciej centra transferu technologii).
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Czytajac prace nasuneto mi sie tez kilka spostrzezen o charakterze polemicznym. Prositbym wiec
doktoranta o odpowiedz na intrygujgce mnie kwestie:

Na stronie 27 omdwienia zastosowano radarowy wykres postepu biotransformacji w funkcji stezenia
zwigzku. Jaki byt powdd zastosowania tak nietypowego wykresu? Standardowo przedstawia sie takie
postepy w na wykresie konwersji od czasu co umozliwia $ledzenie przyblizonego ksztattu krzywych
reakcji, podanie s$redniej szybkosci konwersji dla poczgtkowych krzywych (jezeli miaty charakter
hiperboliczny).

Znacznie lepszy jest wykres 3 w Catalysts, na stronie 7, ktdry pokazuje szybkos¢ konwersji w funkcji
ilosci podstawnikéw metoksylowych. Niestety nie wiemy jak czesto prébkowano kolby bo na wykresie
brak jest punktow a pokazano tylko linie, wyraznie jednak wida¢ dwie szybkosci konwersji (do okoto 3
h i pdzniej). W pracy na stronie 27 doktorant skonkludowat ,wraz ze wzrostem liczby grup
metoksylowych wydajnos¢ procesu malata”. Wydaje sie, ze przedstawione dane uprawniajg do
bardziej ilosciowej analizy.

Na stronie 28 znajdujemy odniesienie do badan potencjatu przeciwnowotworowego 2’-
hydroksychalkonu. Nie jest jasne czy metoksylowanie prowadzi do zwiekszenia czy zmniejszenia efektu
oraz co doktorant rozumie przez ,silniejsze dziatanie” w stosunku do linii nowotworowych.
Zachecatbym tutaj do precyzyjnej i ilosciowej odpowiedzi w oparciu o LD50 lub inny wskaznik
letalnosci stosowany w cytowanych pracach.

W przypadku biotransformacji metoksyflawonéw doktorant postuluje kaskadowy charakter
glikozylacji. Dowodem na to ma by¢ pojawianie sie w mieszaninie zwigzkéw fenolowych (produktéw
O-demetylacji) a nastepnie powstawanie pochodnych glikozylowanych. Jakkolwiek jest to sensowne
przypuszczenie wydaje sie, ze mozna by fatwo udowodni¢ te hipoteze, poprzez poddanie
biotransformacji izolowanego przeciez produktu demetylacji. Nalezatoby oczekiwa¢, ze wychodzac z
takiego substratu od razu pojawitby sie w mieszaninie pochodne z podstawnikiem cukrowym, co
potwierdzitoby postawiong hipoteze. Bardzo prosze o komentarz lub wynik odpowiedniego
eksperymentu.

Opis potprepartywnej metody biotransformacji furfurylo- i tionylo-chalkondw wykazuje, ze
zastosowano stezenie 0.2 g/L (Molecules, strona 7). Co byto powodem wyboru takiego stezenia? Czy
limitem byta rozpuszczalnosé zwigzkdw, ich toksycznosc dla komorek czy niecatkowita transformacja
na poziomie 72-76%? Czy dtuzsza transformacja powyzej 24 h databy wyzsze wydajnosci i czy rezim
okresowy z zasilaniem nie zwiekszytby wydajnosci, jezeli problemem byta toksycznos¢ wzgledem
substratu?

W konkluzjach pracy w Molecules na podstawie przebiegu biotransformacji postawiono hipoteze, ze
ene-reduktazy zaangazowane w hydrogenacje wigzania podwdjnego ulegajg indukcji pod wptywem
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substratu. Czy w jakikolwiek sposdb potwierdzono te hipoteze, np. przez rtPCR?. Szybka kwerenda w
BLAST wykazuje, ze Yarowia lipolytica CLIB122 posiada co najmniej trzy geny o wysokim podobienstwie
do OYL z Saccharomyces pastorianus, mozliwe wiec bytoby zaprojektowanie odpowiednich primeréw
do sledzenia ich ekspresji gendw w czasie transformacji metodg qPCR. Podobny obraz mamy przy
hydroksylacji 5,6,4’-trimetoksyflawononu w pracy P4 (strona 215 pracy) gdzie az prosi sie o
potwierdzenie hipotezy przez identyfikacje RNA kodujacego cytochromy P450.

W publikacji P2 pozycje R5 i R6 zawsze byty podstawione podstawnikiem metoksylowym. Dlaczego nie
zsyntetyzowano zwigzkéw selektywnie podstawionych w R5 lub R6? — datoby to dodatkowa
informacje o wptywie tych pozycji na szybkos¢ transformac;ji i selektywnos¢.

Niekiedy doktorant wydaje sie zbyt dalekosieznie wnioskowa¢ na podstawie obserwacji tempa
biotransformacji. Np. w pracy P2 dyskutowane jest powinowactwo poszczegdlnych enzyméw do
danych substratéw (strona 5). Tymczasem biorgc pod uwage prawdopodobny fakt indukcji enzymow i
kompletny brak informacji o poziome ich ekspres;ji, szybkosé konwersji jest zalezna od zbyt wielu
czynnikéw aby wyciggac takie wnioski (mamy bowiem mozliwos¢ zréznicowanej regulacji ekspres;ji
pomiedzy szczepami, réznego poziomu produkcji enzymdw, oczywiscie rézne ich powinowactwa do
konkretnych substratu ale tez i rdzng maksymalng szybkosci konwersji danych zwigzkéw w zaleznosci
od danego enzymu). Prosze o ustosunkowanie sie do mojej uwagi.

Bardzo ciekawym aspektem jest rowniez w jaki sposdb pozycja grup metoksylowych w chalkonach
wptywa na smak tych zwigzkéw. Czy w tym aspekcie byty czynione jakie$ badania i doktorant moze sie
na ten temat wypowiedzieé?

Na stronie 7 przy konwersji 100 mg 4-metoksyflawonony przez KCh J1.5 wyizolowano tylko 36.5 mg
produktu. Czy powodem tak niskiej konwersji byta nieudana ekstrakcja? W tabeli 4 konwersja do
produktu 14 wynosita 100% juz po 3 dniach.

Na 8 stronie P3 omawiane sg produkty transformacji przez B. caledonica KCh 3.4 ,ale z powodu braku
mozliwosci izolacji nie mozna byto wykonac analizy NMR. Tymczasem doktorant miat dostep do UHPLC
z potréojnym kwadrupolem — czy ilosci produktéow byty zbyt mate (ponizej mg/L) aby dokonaé
przynajmniej analizy ich masy i fragmentac;ji?

W pracy P3 na drugiej stronie napisano, ze izokwercytyna jest 18 razy bardziej biodostepna niz
kwercytyna w modelu szczurzym i znaczgco bardziej niz w modelu ludzkim. Czy oznacza to, ze model
szczurzy jest nieadekwatny do badan wchtaniania u cztowieka?

W materiatach dodatkowych publikowane s3g czesto widma MS wykonane dla réznej energii kolizyjnej
(CE) w wyniku czego jon prekursorowi rozpada sie na rdézne jony potomne. Brakuje w pracy jednak
analizy tych fragmentacji, ktére by potwierdzaty zgodnos¢ z analiza NMR. Bardzo prosze o
przeprowadzenie takiej analizy dla przyktadowego zwigzku w czasie obrony.

Doktorant w konkluzji P4 suponuje, ze osiggniete modyfikacje flawonoiddw promuje ich zastosowanie
w przemysle spozywczym i farmaceutycznym jako aktywnych zwigzkéw w preparatach promujgcych
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zdrowie (luzne ttumaczenie). Brak w pracy uzasadnienia dla takiego stwierdzenia, gdyz nie
przedstawiono badan biologicznych potwierdzajgcych taka teze. Nie zastosowano nawet dos¢ fatwego
sposobu oceny absorbcji, dystrybucji, metabolizmu i wydalania (ADME) otrzymanych zwigzkéw (w
pracy zauwazono, ze zwiekszenie polarnosci wcale nie musi przektadad sie na wiekszg biodostepnosc
zwigzkéw w docelowych tkankach czy tez wolniejszy metabolizm i wydalanie). Tymczasem takie analizy
sg do$¢ tatwe i dostepne za darmo — chociazby na serwerze Swiss Institute of Bioinformatics
(http://www.swissadme.ch) dostarczajgc zaréwno istotnych informacji o rozpuszczalnosci, penetracji

bariery BBB czy adsorpcji w jelicie. Proponuje, aby doktorant dokonat weryfikacji swoich hipotez w
oparciu o taka analize.

Drobne uwagi nie wymagajgce komentarza ze strony doktoranta:

e naschematach w oméwieniu biotransformacji (np. schemat 12, 13 itd.) bardzo przydatne bytby
% wykazujgce wydajnosé biotransformacji najlepszych szczepéw (w publikacjach petnia te role
tabele)

e Fig. 3 w P3 jest btedna, gdyz pokazuje transformacje 2-metoksyflawonu.

e Fig. S89 na 198 stronie pracy — indeks powinien by¢ 3’ a nie 5’ przy oznaczeniu pozycji
glukopiranozydu

e W pracy P3 w sekcji LC-MS (oraz innych sekcjach LC-MS) brakuje informacji, ze jest to QQQ a
nie kwadupol, jaki jest tryb jonizacji (po fazie sgdzac ESI), tryb rejestracji widm (product ion
scan albo po prostu scan2)

e Na stronie 3882 publikacji P4, ostatni paragraf lewej kolumny opisuje transformacje przez KCh
J1.5 (zwiazek 6, izolowana wydajnos¢ 40%). Konfrontacja z tabelg 1 wskazuje raczej na |.
fumosorsea KCh J2 gdyz dla KCh J1.5 byfa to wydajnos¢ 17%. Btad w tekscie lub w tabeli.

e Fig S34 MS 3’-hydroksyflawonu wydaje sie analizg przede wszystkim szumu a nie fragmentacji
zwigzku — patrz na intensywnosci oraz zupetny brak konsystencji z widmami dla pochodnych

Podsumowanie

Pomimo moich uwag, ktére majg charakter polemiczny, chciatbym wyrazi¢ moje uznanie dla ogromu
pracy wiozonego przez doktoranta w wykonanie badan i przygotowanie rozprawy doktorskiej i
podkresli¢ wysokie znaczenie aplikacyjne uzyskanych wynikéw dla chemo-biotechnologicznej syntezy
waznych zwigzkéw biologicznie aktywnych. Jednoznacznie stwierdzam, ze pan mgr inz. Mateusz tuzny
spetnia ustawowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim w dziedzinie nauk Scistych i
przyrodniczych, dyscyplinie nauki biologiczne. Wnosze o dopuszczenie doktoranta do publicznej
dyskusji nad rozprawa.

Prof. dr hab. Maciej Szaleniec
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