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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Winiarskiej
zatytulowanej
» Iungsten aldehyde oxidoreductase from Aromatoleum aromaticum — biocatalyst for
alcohol production”

Praca doktorska Pani mgr Agnieszki Winiarskiej zostata przygotowana pod kierunkiem Pana
prof. dr hab. Macieja Szalenca z Instytutu Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego
Habera Polskiej Akademii Nauk oraz Pani dr hab. Anny Bodzon-Kutakowskiej, prof. AGH z
Katedry Chemii Analitycznej i Biochemii Wydzialu InZzynierii Materialowej i Ceramiki
Akademii Gorniczo-Hutnicza im. Stanistawa Staszica w Krakowie. Badania zostaty wykonane
W obu instytutach, jak rowniez na Uniwersytecie w Marburgu w Niemczech pod kierunkiem
Prof. Johanna Heidera.

Naukowcy od wielu lat zajmuja si¢ badaniami zwigzanymi z wykorzystaniem enzymow jako
biokatalizatorow, ktore moga stanowi¢ tanszg i wydajniejsza alternatywe dla chemicznie
katalizowanych reakcji. Biokataliza w procesach produkcyjnych pozwala nie tylko na
obnizenie kosztow energetycznych poprzez zastosowanie nizszych temperatur czy cisnien, ale
réwniez cechuje si¢ lepsza selektywnoscia 1 wydajnos$cia takich procesow. Wsrdd enzymow,
ktére budza zainteresowanie naukowcdéw jako potencjalnych biokatalizatorow sa enzymy
zawierajace kofaktor wolframowy. Badane sa pod katem wykorzystania ich w takich procesach
jak biokatalityczna redukcja CO., kwasoéw karboksylowych i zwigzkoéw aromatycznych lub
konwersja acetylenu do aldehydu octowego. Jednak opracowanie takie biokatalizatora, ktory
bedzie moégt mie¢ zastosowanie w przemysle jest bardzo trudnym zadaniem ze wzgledu na
liczne parametry, ktore musza zosta¢ zoptymalizowane np. koszt produkcji biokatalizatora,
jego odpowiednia stabilnos¢ czy cena i dostgpnos$¢ kofaktorow. Tematyka przedstawionej mi
do oceny rozprawy doktorskiej p. Agnieszki Winiarskiej doskonale wpisuje si¢ w ten obszar
badawczy. Obejmuje ona odpowiedni dobér warunkéw eksperymentalnych do pozyskania
enzymoéw (wolframowej oksydoreduktazy aldehydu (AOR) i dehydrogenazy alkoholu
benzylowego (BaDH)), badania ich aktywno$ci, zaproponowania ukladu do biokatalizy
obejmujgcego rowniez regeneracj¢ kofaktora a dodatkowo zaproponowania struktury enzymu
ze szczegblnym uwzglednieniem kofaktora wolframowego i w oparciu o te dane zasugerowanie
mechanizmu katalitycznego. Systematyczne i szczegotowe badania Doktorantki doskonale
uzupetniajg wiedze na temat rodziny enzymoéw AOR.
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Przedstawiona do oceny rozprawa napisana jest w jezyku angielskim. Praca rozpoczyna si¢
streszczeniami w jezyku angielskim oraz polskim. Sg one bardzo dobrze przygotowane i
pozwalaja w sposob zwiezly, ale dokladny na zapoznanie si¢ z tematyka pracy,
wykorzystywang metodyka badawcza oraz otrzymanymi wynikami. Dalej w pracy znajduje si¢
lista skrotow. Nastepnie Doktorantka w rozdziale ,Literature review” dokonata przegladu
literatury na tematy bezposrednio zwigzane z praca doktorskg obejmujgcego m. in. pokazanie
mozliwo$ci wykorzystania biokatalizy jako nowoczesnego podejscia W syntezie, ktore juz
znalazto zastosowanie w przemysle. Dalej Doktorantka krotko omawia te aspekty reaktywnosci
aldehydow, ktore pomoga jej w wyjasnieniu mechanizmu reakcji katalizowanej przez badany
enzym AOR. Kolejny rozdziat dotyczy omdwienia metod redukcji kwasow karboksylowych w
celu otrzymania odpowiednich aldehydow w tym réwniez opartych o wykorzystanie enzymow
ze szczegblnym uwzglednieniem reduktaz kwasu karboksylowego jako najlepiej poznanych
biokatalizatorow tej reakcji. Nastepnie do szerszego omowienia Doktorantka wybrata enzymy
zwierajace w centrum aktywnym wolfram lub molibden wskazujac ich istotne cechy, kofaktory
I centra aktywne. Bardzo doktadne studium literaturowe zostalo wykonane dla rodziny
oksydoreduktaz aldehydow, co wyraznie pozwala Recenzentowi na umiejscowienie tematyki
badawczej rozprawy Pani mgr Winiarskiej na tle $wiatowych dokonan w tej dziedzinie.
Przytoczona jest tez tutaj metodyka badawcza wykorzystywana do badan mechanistycznych i
strukturalnych, ktore ze wzgledu na wiele komplikacji sa duzym wyzwaniem naukowym. | w
swojej pracy Doktorantka nie tylko podjeta si¢ takiego wyzwania, ale jej badania zostaly
uwienczone sukcesem. Nalezy podkreslic, iz prace nad wolframowa dehydrogenaza
aldehydowa z mezofilnej bakterii Aromatoleum aromaticum zostaty rozpoczgte w grupie Prof.
Heidera stosunkowo niedawno (co skrupulatnie zostato opisane we wstepie) a Pani Winiarska
réwniez brata udziat w tych pracach co zaowocowalo jej wspotautorstwem w publikacji pt.
,Characterization of an Aldehyde Oxidoreductase From the Mesophilic Bacterium
Aromatoleum Aromaticum EbN1, a Member of a New Subfamily of Tungsten-Containing
Enzymes” opublikowanej w 2019 w Frontiers in Microbiology. W dalszej czesci wstgpu
teoretycznego poruszany jest aspekt dotyczacy regeneracji kofaktora NAD(P)H oraz
zaangazowania w ten proces hydrogenaz. Opisane jest zjawisko bifurkacji elektronow jak i
wykorzystania techniki kriomikroskopii elektronowej do badania struktury biatek. Wstep
teoretyczny oparty jest na 116 pracach naukowych.

Nastgpny rozdziat to juz cel pracy wraz z uzasadnieniem potrzeby podjecia zaplanowanych
badan. Gtownym celem pracy doktorskiej Pani mgr Winiarskiej byta dogltebna charakterystyka
wolframowej dehydrogenazy aldehydowej z mezofilnej bakterii A. aromaticum obejmujgca
zarowno aspekty strukturalne jak i katalityczne. Zostaty rowniez sformutowane poszczegolne
cele badawcze obejmujace biochemiczng 1 katalityczng charakterystyke tego enzymu,
mozliwos¢ wykorzystania go w biokatalizie, analiz¢ jego struktury ze szczegdlnym
uwzglednieniem kofaktora wolframowego. Rozdziat ten jest napisany bardzo przejrzyscie i
stanowi niejako plan badan realizowany w dalszej czesci pracy.
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Kolejny rozdziat pracy dotyczy materiatow i metodyki badan. Rozpoczyna si¢ krotkim
streszczeniem co jest zwarte w poszczegdlnych podrozdziatach i takie wprowadzenie jest
swietnym pomystem pozwalajacym na stosunkowo szybkie zapoznanie si¢ z poszczegdlnymi
etapami pracy eksperymentalnej i teoretycznej Doktorantki. Jest to do$¢ obszerny rozdziat, ok.
60 stron, a kazdy aspekt pracy laboratoryjnej jak i obliczen teoretycznych zostat skrupulatnie
opisany. Doktorantka w tej czgéci umiescita informacje o udziale innych oséb w
poszczeg6lnych eksperymentach, co w zadnym wypadku nie umniejsza ogromowi pracy, ktora
wykonata. Z rozdziatu tego mozna tez wyciggna¢ informacje jakimi technikami Doktorantka
postuguje si¢ w swoich badaniach naukowych. Obejmuja one m.in.:

. prowadzenie hodowli bakteryjnej w warunkach beztlenowych;

. chromatografie cieczows biatek (FPLC);

. wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa (HPLC, UHPLC) detektor DAD lub MS/MS;
. chromatografi¢ gazowa (GS-MYS);

. elektroforeze zelowa,

. spektrofluorymetrie;

. spektrofotometrie UV-Vis;

. kriomikroskopi¢ elektronow3;

. metody kwantowo-mechaniczne;

Jest to bardzo bogaty zestaw zaawansowanych metod badawczych, a kazda z nich wymaga
dobrego przygotowania zar6wno podczas przygotowania probek, wykonywania
eksperymentow jak i analizy otrzymanych danych. We wszystkich tych aspektach Doktorantka
wykazala si¢ duzym profesjonalizmem. Uwazam to za ogromny sukces Doktorantki.

Dalsza cze$¢ pracy obejmujgca wyniki oraz ich dyskusje zostata podzielona na cztery czesci.
W czesci pierwszej zostaly omowione aspekty dotyczace otrzymywania biatka dwoma
metodami, jego oczyszczania a nastgpnie charakterystyki proteomicznej oraz oceny jego
stabilno$ci. Wyniki zostaly bardzo przejrzys$cie i doktadnie zaprezentowane a nastgpnie
przedyskutowane w osobnym podrozdziale. Chciatam pochwali¢ Doktorantke za zwrdcenie
uwagi na zalezno$¢ pH buforu od temperatury i1 przedyskutowanie tego aspektu. Jest to
powszechnie znana wiedza, ale czgsto pomijana W przygotowaniach buforu co dla pH
zaleznych reakcji jest kluczowe.

Czg$¢ druga, najbardziej rozbudowana dotyczy charakterystyki aktywnos$ci katalitycznej
otrzymanych preparatow. Najpierw zostata oméwiona aktywnos¢ AORaa W Kkatalizie utleniania
aldehydoéw na podstawie wyznaczenia specyficznej aktywnosci enzymu CO zostato zebrane w
Tabeli 12. Dla pelniejszego obrazu prowadzonych badan warto bytoby w tej tabeli umiescic
rowniez dane dla dwoch kolejnych zwigzkéw tj. aldehydu octowego oraz aldehydu
fenylooctowego, ktore wraz z aldehydem benzoesowym zostaly wybrane do wyznaczenia
parametrow kinetycznych. Warto byloby zaznaczy¢ ktorego z preparatow dotycza dane, oraz
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mozna byloby rowniez przytoczy¢ dane ze str. 64, dla drugiego z enzymow oraz dla NAD+
uzytego jako kofaktora. Prace eksperymentalne wykonane przez Doktorantke zostaly
wykonane w wielu warunkach, nalezatby si¢ tym pochwali¢ w tej czgsci. Wszystkie parametry
kinetyczne zestawiono a nastepnie odpowiednio skomentowano. Duzym osiggnigciem
Doktorantki jest odkrycie, iz badany enzym ma aktywnos$¢ hydrogenazy. Szczegoélnie jest to
istotne w mozliwo$ci wykorzystania wodoru w reakcji redukcji NAD+, do otrzymywanie
bardzo cennego NADH. W dalszej czg$ci Doktorantka scharakteryzowata aktywnos¢ badanego
enzymu w katalizie redukcji kwasow karboksylowych. Zostaty przeprowadzone zaawansowane
badania majace m.in. na celu zrozumienie mechanizmu przebiegajagcego procesu W
wykorzystaniem wodoru jako donora elektronow. Doktorantka pokazata, ze enzym ten ma
unikalng zdolno$¢ jednoczesnego katalizowania zaréwno redukcji kwasu prowadzacej do
otrzymania alkoholi, ale rowniez regeneracji NADH. A testy biokatalityczne wykazaty, ze
zaprojektowany system jest rownie aktywny, jezeli zostanie wykorzystany ekstrakt poddany
jedynie ultrafiltracji, co jest istotne pod katem wykorzystania przemystowego. Dodatkowo
Doktorantka wykazata, ze CO nie hamuje aktywnosci hydrogenazowej, co stwarza mozliwo$¢
wykorzystania jako zrodta wodoru bezposrednio paliwa gazowego zawierajgcego wodor (tzw.
niebiskiego wodoru), ktéry m.in. zawiera duze stezenie CO. Nalezy podkresli¢, iz wykonane
przez Doktorantke badania majg duzy potencjal wdrozeniowy i jest ona wspotautorem 2
zgltoszen patentowych polskich i 1 europejskiego.

W czegéci trzej Doktorantka opisala swoje badania dotyczace charakterystyki strukturalnej
badanego enzymu. Waznym elementem tych badan byto uzyskanie odpowiedniej jako$ci biatka
potwierdzonej m.in. badaniami z wykorzystaniem fotometrii mas. Tak przygotowane biatko
byto badane za pomocg mikroskopii cryo-EM. Wykazano, iz badany enzym jest zbudowany z
trzech r6znych podjednostek (AorABC) oraz potwierdzono, ze NAD+ pelni role akceptora
elektronow. Badany enzym tworzy filamenty oparte o powtarzajaca si¢ strukture protomeru
AorAB, a podjednostka AorC jest odpowiedzialna za wigzanie NAD+. Nalez tutaj podkresli¢,
ze badania strukturalne dla bakteryjnego AOR skladajacego si¢ z wielu podjednostek z
wykorzystaniem techniki cryo-EM naleza do pierwszych tego typu i dostarczyly wielu cennych
informacji o jego strukturze.

Z kolei w czwartej czgsci Doktorantka umiescita badania dotyczace wyjasnienia struktury
koordynacyjnej kofaktora wolframowego. Dane eksperymentalne zostatly wsparte obliczeniami
teoretycznymi QM oraz QM:MM. Identyfikacja ligandow wokot wolframu jest bardzo trudnym
zadaniem m.in. z powodu wspotistnienia réznych stopni utlenienia wolframu w probce,
Doktorantka zaproponowata kilka modeli na podstawie obliczen teoretycznych, ktore zostaty
nastepnie porownane z danymi z EXFAS oraz cryo-EM. Zaproponowana struktura kofaktora
stata si¢ podstawg do zasugerowania mechanizmu katalitycznego utleniania aldehydow przez
AORaa, co uwazam za bardzo duze osiagnigcie Doktorantki.
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Chciatam podkresli¢, ze otrzymane przez Doktorantke dane eksperymentalne sg bardzo
starannie opracowane i opatrzone odpowiednim komentarzem. W pracy znalazto si¢ kilka
btedow edytorskich, ktérych pozwole sobie nie wymienia¢. Na wyroznienie zastuguje ogrom
pracy wlozonej przez doktorantk¢ w analiz¢ otrzymanych danych oraz ich skrupulatng
dyskusje. Doktorantka wykazata si¢ tutaj duza umiej¢tno$cia w interpretacji otrzymanych
danych oraz ich wzajemnemu powiazaniu i znalezieniu pewnych korelacji. Swiadczy to o Jej
dojrzatosci naukowej. Warsztat badawczy Doktorantki jest bardzo bogaty. Postuguje si¢ ona
bardzo zaawansowanymi technikami z duzg biegloscia.

W dalszej czgsdci rozprawy doktorskiej zostalo umieszczone podsumowanie, ktére w sposdb
zwigzly, ale jednoczes$nie dokladny przedstawia najwazniejsze wnioski wyciagniete z
przeprowadzonych badan i osiggnigcia Doktorantki.

Kolejna czg$¢ rozprawy to bibliografia obejmujaca 196 pozyciji.

Znaczna cz¢$¢ wynikow umieszczonych w pracy zostata juz opublikowana, a wiec poddana
whnikliwej ocenie przez specjalistow, niewatpliwie stanowig one ceng bazg informacji na temat
oksydoreduktazy aldehydow (AOR) z Aromatoleum aromaticum, ktoéra zostata doglebnie
zbadana. Z obowigzkéw recenzenta wymieni¢ kilka punktéw do przedyskutowania podczas
obrony pracy doktorskiej.

1. Str. 120 — stabilnos¢ AORaa okreslona jest na podstawie badan podjednostki AorC,
ktora zawiera kofaktor FAD. Czy otrzymane wyniki mogg by¢ przeniesione na cate
biatko? Jakie inne metody moze Pani zaproponowa¢ do tego typu badan?

2. Str. 128 Tabela 14 — prosze o wyjasnienie z czego moze wynika¢ duza roznica W Ky
dla tego samego enzymu i substratu, ale r6znego akceptora elektronow.

3. Str. 142 Tabela 19 — czym Doktorantka kierowata si¢ przy wyborze kwasu
karboksylowego, czy oprocz identyfikacji produktéw byta okreslana efektywnosé
redukcji?

4. Czy Doktorantka mogtaby przedstawi¢ kierunki dalszych badan, ktére mogtyby
stanowi¢ kontynuacje prac badawczych ujetych w pracy doktorskiej, czy tez
propozycje innych tematow badawczych, ktore warte bytyby zainteresowania.

Podsumowujac moja oceng rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Winiarskiej chciatabym
podkresli¢ wysoki poziom merytoryczny przeprowadzonych badan. Na duze uznanie zastuguje
fakt, iz korzystajac z doswiadczenia nabytego w grupie Prof. Heidera Doktorantka czg¢s¢ badan
dotyczacej uzyskiwania enzymu w duzej skali wykonala w macierzystym Instytucie, tym
samym wykazujac si¢ duza samodzielnoscig 1 weryfikujac nabyte umiejetnosci.
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Nalezy zaznaczy¢, iz mimo istnicjgcych prac na temat enzymow AOR jak do tej pory nikt nie
przeprowadzit az tak kompleksowych badan uwzgledniajacych tyle réznorodnych aspektow
tego zagadnienia. W tym wzgledzie prace Doktorantki mozna uzna¢ za pionierska i niewatpliwe
otrzymane dane mogg stanowi¢ $wietna podstawe do dalszych prac nad modyfikacja AOR w
kierunku aplikacji w biologii syntetycznej i1 biotechnologii. Umiejetnos¢ sterowania
parametrami kinetycznym, selektywnos$cig a takze stabilnoscig tego typu enzymoéw jest
niezwykle istotne do efektywnego zastosowania ich w biokatalizie. Praca Doktorantki
niewatpliwe zastuguje na najwyzsze uznanie i wyrdznienie. Wyniki badan recenzowanej pracy
doktorskiej zostaty cze$ciowo juz opublikowane w czasopismach z listy JCR: Chemistry- A
European Journal, ACS Catalysis i Frontiers Microbiology oraz w repozytorium bioRxiv.
Doktorantka w trzech z nich jest pierwszym wspétautorem co $wiadczy o jej duzym
zaangazowaniu W powstanie tych prac. Swoje badania Doktorantka prezentowata na licznych
konferencjach krajowych jak i migdzynarodowych. Dodatkowo Doktorantka uzyskata grant
Preludium przyznawany w ramach konkursu organizowanego przez Narodowe Centrum Nauki
oraz stypendium EMBO Scientific Exchange Grant na prace zwigzane z doktoratem.

Ja nizej podpisana stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr
Agnieszki Winiarskiej stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, potwierdzajac
wiedze¢ oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych przez Doktorantke,
zatem spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim okreslone w art.13 Ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pdzn. zmianami).
Wnosz¢ wiec do Rady Naukowej Instytutu Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego
Habera Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Winiarskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Ponadto, z uwagi na wysoka warto§¢ merytoryczng
uzyskanych wynikéw, omdéwiong przeze mnie we wczesniejszej cze$ci recenzji oraz ich
opublikowanie w uznanych czasopismach, stawiam wniosek do Wysokiej Rady o wyrdznienie
rozprawy.

Podpisany elektronicznie przez
Matgorzata Brindell
30.05.2023
10:01:59 +02'00"



		2023-05-30T08:01:59+0000




