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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Michala Kolodzieja

pt.:, Krystalizacja jako metoda rozdzielania i oczyszczania biatek”.

wykonanej w Katedrze Inzynierii Chemicznej i Procesowej Politechniki Rzeszowskiej, pod opieka

merytoryczng prof. dr hab. inz. Doroty Antos.

Krystalizacja biatek od potowy lat pieédziesigtych ubieglego wieku przyciaga uwage wielu badaczy.
Poczatkowo byly to studia nad strukturg przestrzenna bialek, pdzniej poszerzone o krystalizacje
biatek z ligandami, co pozwala poznaé nie tylko budowe polipeptydow, ale réwniez zrozumie¢ zasady
ich funkcjonowania. Kolejnym waznym etapem w rozwoju krystalizacji biatek bylo zastosowanie
insuliny w formie iniekcji krysztaléw. Analogicznie do chetnie stosowanych w przemysle
farmaceutycznym krystalicznych form lekéw, réwniez krysztaty biatka posiadajg wyjgtkowo dobra
stabilnos¢ podczas przechowywania, niemozliwa do osiagniecia w formie rozpuszczonej czy
zliofilizowanej. Dodatkowo preparaty krystaliczne pozwalajg na stopniowe uwalnianie czasteczek z
sieci oraz jest to w zasadzie jedyna forma bialka, zapewniajagca wymagany stopien czystosci
preparatu, przekraczajacy wartos¢ 99,8%. Rozwéj badan nad krystalizacja biatek terapeutycznych w
skali przemyslowej jest obserwowany do chwili obecnej, jakkolwiek dobdér warunkéw krystalizacji
nadal opiera si¢ gléwnie na metodzie préb i bledow.

Krystalizacja biatek znalazla si¢ réwniez w obszarze zainteresowan gléwnych producentow
enzyméw przemystowych, jak Novozymes, Genencor International, Amano, czy Altus Biologics.
Zbieglo si¢ to w czasie z rozwojem katalizy w srodowiskach z kontrolowang zawartoscig wody, w
ktorych biatka zazwyczaj si¢ nie rozpuszczaja, ale sa w stanie przeprowadza¢ na przykiad reakcje
syntezy w miejsce reakcji hydrolizy, z substratami nierozpuszczalnymi w wodzie. W tym przypadku
krysztaly biokatalizatoréw umozliwiaja kontakt z substratami reakcji, przy niespotykanie mniejszej
utracie aktywnosci. Rozszerzeniem tego nurtu zastosowan enzymOw bylo opracowanie technik
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reakcji w Srodowiskach wodnych. W latach 1992-2000 zaczeto stosowaé krysztaty lub sieciowane
krysztaty réznych enzyméw w przemysle biotechnologicznym. Na skale komercyjng produkcje
rozpoczal Altus Biologics ze stosowanymi do tej pory preparatami ChiroCLEC™ Lipase CR i PC
(lipazy stosowane do rozdziatu zwiazkéw chiralnych, estryfikacji, transestryfikacji, hydrolizy
estréw), PeptiCLEC™ TR i BL (termolizyna i subtylizyna do syntezy i hydrolizy peptydéw) i Syntha
CLEC™ (acylaza penicylanowa do hydrolizy i syntezy wiazai amidowych). Gwattowny 10ZWOj
technologii z wykorzystaniem krysztaléw i sieciowanych krysztaléw w ostatnich czasach nieco
przyhamowat, co ma zwigzek z trudnosciami w otrzymywaniu krysztatéw o rozmiarach 50-150 um,
a co ma prozaiczny zwigzek z kompromisem pomiedzy zadawalajaca aktywnoscia, a filtracja lub
oporami przeptywu przez zloze.

Proces krystalizacji bialek w skali wiekszej, niz laboratoryjna, jest zawsze zadaniem
wieloaspektowym, poczynajac od poszukiwan zrédia biatka, poprzez dobor warunkow izolacji i
oczyszczania, po formulacje produktu. Pierwszy etap jest najczesciej realizowany poprzez
nadprodukcje zadanego biatka w komérkach mikroorganizmu, co zwykle prowadzi do uzyskania cial
inkluzyjnych, zawierajacych stosunkowo czyste biatko, ale najczes$ciej o nieprawidlowej
konformacji. Wymaga to opracowania warunkéw tzw. refoldingu, jednak zar6wno kosztowne
techniki z wykorzystaniem inzynierii genetycznej i ekspresji gendéw, jak i koszty technik
przywracania aktywnej struktury biatka, s3 kompensowane z nadmiarem znaczacym wzrostem ilosci
dostepnego surowca oraz mniejsza liczba operacii jednostkowych, niezbednych w kolejnym etapie.
Bialko, ktére ma zosta¢ poddane krystalizacji musi byé oczyszczone z stopniu umozliwiajacym
niezaklocony zanieczyszczeniami proces, czyli w praktyce powyzej 90% danego bialka. Techniki
takie jak chromatografie i oczyszczanie frakcjonujgce, w réznych konfiguracjach, sa najczesciej
stosowane w przemysle i jednoczesnie jest to etap najdrozszy w cyklu produkcyjnym. Natomiast
stopien komplikacji etapu koficowego - formulacji produktu — jest zwykle zalezny od stabilnosci
produktu w warunkach przechowywania oraz od sposobu i stabilnosci podczas wykorzystania. W
przemysle farmaceutycznym czysto$¢ farmaceutyku i jego stabilnogé odgrywaja kluczows role, co
powoduje, ze formy krystaliczne lekéw sg zawsze preferowane, a rozmiary krysztatow muszg by¢
dostosowane do konkretnych zastosowan.

W krystalizacji biatek, obok czystosci materiatu wyjsciowego, duza rol¢ odgrywa prawidlowy
dob6r warunkow krystalizacji, co czesto ma charakter do§é przypadkowy, jak miato to miejsce
podczas krystalizacji insuliny w obecnosci $ladowych ilosci cynku. W chwili obecnej, mimo
znaczacego posigpu w tej dziedzinie, nadal trudno si¢ doszukaé regut pozwalajacych na racjonalne
zaprojektowanie procesu, co ogranicza mozliwosci poszerzenia gamy dostepnych biatek
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dotyczy opracowania efektywnych proceséw krystalizacji dwoch biatek modelowych, lizozymu i
owoalbuminy, poprzez jednostopniowa lub dwustopniows krystalizacje w siarczanie amonu oraz
krystalizacje owoalbuminy poprzez odparowanie rozpuszczalnika, réwniez w obecnosci siarczanu
amonu. Wybrane biatka modelowe réznig si¢ rozpuszczalnoscia i wartoscia pL, co stwarza nadzieje
na znalezienie bardziej ogélnych zaleznosci w doborze warunkow procesowych. Zatem tematyka
podjetych badan jest zar6wno ambitna naukowo, jak aktualna zadaniowo.

Od strony formalnej praca doktorska zostata opracowana z nietypowym podzialem na
poszczegélne rozdzialy. Opracowanie obejmuje 74 strony, w tym 17 stron to wstep, 15-stronicowy
przewodnik po dwéch publikacjach, dwustronicowe podsumowanie i wnioski, wykaz stosowanych
symboli i oznaczen, 99 pozycji literatury cytowanej oraz 2 pelnotekstowe artykuty, w ktorych
doktorant jest dominujacym wspotautorem. Calosé otwierajg streszczenia w jezyku polskim i
angielskim. Zabraklo jedynie wykazu dorobku naukowego Autora. Rozprawa doktorska w catosci
jest oparta o wyniki eksperymentéw opisanych w dwéch zalgczonych publikacjach, ktore zostaty
zamieszczone W czasopi$Smie Crystal Growth and Design, idealnie dobranym do tematyki
przedstawionych badan. Wartos¢ IF czasopisma na poziomie 4,15 $wiadczy o tym, ze manuskrypty
zostaly wnikliwie zrecenzowane przez specjalistow w dziedzinie krystalizacji biatek. Na tym
wlasciwie powinnam zakonczyé swoja recenzje. Pokusze sie jednak o krétki komentarz.

W czedci literaturowej Autor zwiezle przedstawit podstawowe informacje ulatwiajace lekture
zamieszczonych artykutdw. Jest to bardzo staranne opracowanie, w ktérym trudno doszukaé sie
bledéw, poprawne jezykowo i terminologicznie, co powoli staje si¢ rzadkoscia. Autor systematycznie
prowadzi czytelnika od zagadnien produkcji biatek rekombinowanych, po termodynamike
krystalizacji, przedstawiajac gléwne problemy zwigzane z otrzymywaniem krystalicznych biatek.
Jest to bardzo dobry punkt wyjscia do klarowne;j koncepcji badan i celu pracy, ktére znajduja sie
przed wprowadzeniem. I ta kolejnos¢, to jest jedyna rzecz, ktérg bym zmienita.

CzgSci dotyczace metodologii znajduja si¢ w zalaczonych publikacjach, sg bardzo zwarte i
zawieraja wszystkie niezbedne informacje, umozliwiajace odtworzenie badan.

W ocenianej dysertacji zamieszczony jest rowniez komentarz do dwéch publikacji,
stanowigcych rdzen rozprawy doktorskiej. W tej czesci zwraca uwage umiejetne przedstawienie
gtéwnych etapéw badari, ktére wprowadzaja elementy nowosci w stan wiedzy dotyczacej
krystalizacji bialek. Autorzy publikacji 1 zaproponowali opis réwnowagi krystalizacyjnej w ukladzie
trojsktadnikowym, w miejsce zazwyczaj stosowanego ukladu dwusktadnikowego. Wymagato to
uprzedniego wyznaczenia ilosci wody wigzanej w strukturze krysztatu, co umozliwia obliczenie
wartosci rwnowagowego skladu fazy stalej. Nastepnie wyznaczone zostato eksperymentalnie tzw.
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krzywych rozpuszczalnosci i konod réwnowagowych, uzyskujac ich duza zbieznosé. Autor dysertacii
pojal réwniez probe zwigkszenia wydajnosci procesu krystalizacji owoalbuminy poprzez
zastosowanie dwustopniowej krystalizacji, polegajacej na wstepnej krystalizacji w pH 6.6, a
nastepnie dalszej krystalizacji w pH 5, w ktérym rozpuszczalnosé bialka jest mniejsza. W efekcie, w
jednostopniowej krystalizacji lizozymu i dwustopniowej owoalbuminy, wydajno$¢ procesow
przekroczyta 90%. Poniewaz wartosci pl obu bialek réznig si¢ znaczaco, a w obu przypadkach
zastosowano zblizong warto$¢ pH w trakcie krystalizacji, nalezy przypuszczaé, ze opracowana
procedura, z ewentualnym rozszerzeniem o zmiane pH w drugim stopniu, moze znalezé zastosowanie
rowniez w krystalizacji innych biatek.

Dalsze badania byty prowadzone nad krystalizacja owoalbuminy przez odparowanie
rozpuszczalnika w konwekcji wymuszonej, a ich wyniki zamieszczono w drugiej zalaczonej
publikacji. Idea prowadzenia krystalizacji w komorze suszarniczej jest w swej istocie prosta i pickna;
wyjsciowy roztwor biatka zawiera relatywnie niewielkie stezenie siarczanu amonu, ktére wzrasta
wraz odparowywaniem wody, powodujgc krystalizacje bialka. Takie rozwiazanie pozwala sterowaé
wydajnoscig procesu i wielkoscia powstajacych krysztaléw poprzez temperature, przeplyw i
wilgotnos$¢ powietrza w komorze oraz poprzez stosunek powierzchni cieczy do objetosci roztworu.
Co wigcej, proces zaprojektowano w oparciu o analize diagramu fazowego i kinetyke krystalizacji, a
nastgpnie zweryfikowano eksperymentalnie. W efekcie uzyskano wydajnosé na poziomie 85% w
procesie jednostopniowym. Ponad wszelka watpliwos¢, jest to duze osiagniecie. W ostatnim zdaniu
publikacji Autorzy zamiedcili informacje o kontynuacji badah nad modelem matematycznym
krystalizacji, w potgczeniu z réwnaniami kinetycznymi transportu masy i ciepla, aby méc bardziej
precyzyjnie optymalizowac przebieg procesu. Jest to kolejne bardzo ambitne zadanie na przysztosc.

Podsumowanie badan whasnych i wnioski to syntetyczne przedstawienie gtéwnych nurtow
wykonanych badan, ze wskazaniem na ich potencjal naukowo-aplikacyjny. To bardzo krétkie
opracowanie, w moim odczuciu, wskazuje na duza dojrzatos¢ Pana Michata Kotodzieja w selekeji
rezultatow czastkowych i umiejetnosci zogniskowania wieloetapowych badan na cel koficowy. Jako
biolog specjalizujacy si¢ w inzynierii bioprocesowej, wysoko oceniam wysitki pozwalajace
usprawni¢ procesy krystalizacji biatek.

Podsumowujac recenzje cheiatabym podkresli¢, ze rolg recenzenta jest wskazanie wad i zalet
ocenianej dysertacji, ale w tym przypadku nie mam zadnych zastrzezen, poza niewartymi
wymieniania nielicznymi bledami interpunkcyjnymi i literowymi. Catosciowo praca zawiera wiele
interesujacych wynikéw, ktdre zostaly przedstawione w dwdch publikacjach, zamieszczonych w
bardzo dobrych czasopismach (Ygczny IF powyzej 8,3). Stwarza to podstawe do stwierdzenia, ze
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poznawczym, oraz, co pragne podkresli¢, wskazuje na mozliwosci wykorzystania opracowanych
rozwigzan w krystalizacji innych biatek. Oprécz tego Doktorant jest wspotautorem dwoch innych
publikacji z 2015 i 2019 roku (IF 3,37 i 3,28), co w sumie daje aczny IF 15. Jest to niewatpliwie
imponujaca warto$é wskaznika IF. Obie dodatkowe publikacje stanowig poszerzenie zakresu badan
0 etap wstgpny, jakim jest przywracanie aktywnej formy biatek zdenaturowanych, co czesto
poprzedza proces krystalizacji oraz badania kinetyki krystalizacji lizozymu, co ma bardziej
bezposredni zwigzek z oceniang dysertacjg doktorska. Wyjatkowa aktywno$¢ naukowsg mgr inz.
Michata Kotodzieja widaé réwniez w uczestnictwie w 11 konferencjach miedzynarodowych i 7
krajowych, na ktérych zaprezentowano 30 posterow 1 referatow. Warto dodaé, ze jest réwniez
wspétautorem jednego zgloszenia patentowego, byt wykonawca w 3 projektach NCN i NCBiR oraz
kierownikiem grantu w ramach konkursu Preludium. Zaréwno projekty, jak i wystgpienia
konferencyjne nie mialy charakteru monotematycznego, ale dotyczyly takze otrzymywania
innowacyjnych nawozéw, chromatograficznego rozdziatu mieszanin i, dodatkowo, krystalizacji
monoklonalnych przeciwciat (kierownik projektu). Ogélnie stwierdzam, ze dysertacja z nadmiarem
odpowiada warunkom okre$lonym w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003, Nr 65, poz. 595, ze zm.)
1 wnioskuje do Rady Wydzialu Chemicznego Politechniki Rzeszowskiej o dopuszczenie mgr inz.
Michata Kotodzieja do publicznej obrony. Jednoczesnie, uwzgledniajac dodatkowo Jego aktywnos¢é
naukowa, z przyjemnoscia wnioskuje o wyréznienie przedstawionej do recenzji rozprawy

doktorskiej.



