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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Agnieszki Winiarskiej
zatytutowanej

»Tungsten aldehyde oxidoreductase from Aromatoleum aromaticum
— biocatalyst for alcohol production”

Praca doktorska Pani mgr inz. Agnieszki Winiarskiej zostata wykonana pod opieka
naukowq dwojga promotordw — Pana prof. Macieja Szalerica z Instytutu Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni im. Jerzego Habera Polskiej Akademii Nauk oraz Pani dr hab. Anny Bodzor-
Kutakowskiej, prof. AGH z Akademii Gérniczo-Hutniczej im. Stanistawa Staszica w Krakowie.

Obecnie biotechnologia oferuje wiele praktycznych i uzytecznych strategii, ktére
znalazty lub moga znalei¢ zastosowanie praktyczne w syntezie cennych, uzytecznych zwigzkdéw
chemicznych z zachowaniem zasad Zielonej Chemii. Wiele grup badawczych na éwiecie
koncentruje swoje badania na poszukiwaniu nowych biokatalizatoréw o unikalnych cechach,
stara si¢ optymalizowac reakcje, ktére katalizuja, badZ stosowaé je w zupetnie nowych
aplikacjach, tak aby jak najbardziej poszerzy¢ palete metod biokatalitycznych o znaczeniu
praktycznym.

Tematyka opiniowanej rozprawy wpisuje sie w powyisze zagadnienie i dotyczy
charakterystyki takiego unikalnego biokatalizatora: zaleznej od wolframu oksydoreduktazy
aldehydéw (AOR) wraz propozycjg sposobu jej praktycznego zastosowania. Podjete przez
Doktorantke badania s3 niezwykle interesujace, majg niewatpliwie nowatorski charakter, a
ich wyniki maja nie tylko aspekt czysto poznawczy, ale takze znaczenie praktyczne i potencjat

aplikacyjny.



Recenzowana rozprawa jest zwartym pisemnym opracowaniem naukowym
przygotowanym w jezyku angielskim, ktdre liczy 209 stron i zawiera 28 tabel i 72 rysunki. Ukfad
tekstu jest klasyczny (tzn. podzielony na rozdziaty i podrozdziaty) i zgodny z przyjetymi
schematami dla dysertacji doktorskich. W strukture rozprawy wigczono takie wykaz skrétéw i
spis Zrodet finansowania badari oraz opatrzono ja streszczeniami w jezyku polskim i
angielskim.

Prace rozpoczyna rozdziat pt. Literature review, w ktérym Pani mgr inz. Agnieszka
Winiarska wprowadza czytelnika w podstawy teoretyczne swoich badan, przedstawiajgc
aktualny stan wiedzy w zakresie tematyki doktoratu. Ten rozdziat zostat przygotowany w
oparciu o 118 aktualnych pozycji literaturowych, ktére zostaty dobrane wiasciwie i co
najwazniejsze poddane trafnej analizie krytycznej, aby uzasadnié¢ podjecie zaproponowanej w
pracy problematyki. W siedmiu kolejnych podrozdziatach Doktorantka porusza zaréwno
kwestie SciSle zwigzane z aspektami biokatalitycznymi swoich badar, przedstawia znaczenie
aldehydow jako zwigzkéw o duzym znaczeniu praktycznym jak i stara sie przyblizy¢ czytelnikowi
nowoczesng technike kriomikroskopii elektronowej i jej zastosowanie do obrazowania
makromolekut. Poszczegélne podrozdziaty wydajy sie stosunkowo krétkie, ale po ich
przeczytaniu staje sig jasne, ze nie stanowi to absolutnie ich wady, poniewaz s3 jednoczeénie
bardzo informatywne. Swiadczy to, ze Pani mgr Winiarska bez watpienia swietnie orientuje
si¢ w temacie, a sam wstep teoretyczny zostal szczegétowo przemyslany i przystepnie
napisany.

Po wprowadzeniu teoretycznym nastepuje rozdziat pt. Aims of the work, w ktérym
Doktorantka jasno precyzuje postawione cele badawcze, ktérych punktem stycznym jest
enzym: wolframowa oksydoreduktaza aldehydéw. Nalezy podkresli¢, ze byly to cele ambitne i
z gory zaktadaly duzy naktad pracy eksperymentalnej. Zrédtem badanego enzymu
wolframowego sg mikroorganizmy z gatunku Aromatoleum aromaticum, stosunkowo mato
poznane, a ktére ostatnimi czasy budza zainteresowanie badaczy ze wzgledu na naturalne
zdolnosci do biodegradacji réznorodnych ksenobiotykéw zaréwno w warunkach tlenowych jak
bez dostepu do tlenu, prezentujac przy tym bardzo elastyczny i dobrze regulowany
metabolizm. Dobrze wigc, ze Doktorantka wybrata ten witasnie niezwykly mikroorganizm i
podjefa sig charakterystyki enzymu z niego pozyskanego. Nie wybrata jednak tatwego modelu
badawczego, postanawiajac skupié sie na enzymie z grupy enzyméw wolframowych,
wskazywanego jako enzym metabolizmu beztlenowego badanego mikroorganizmu.

Na kolejnych stronach dysertacji Autorka opisata metodyke prowadzonych badari w
rozdziale zatytutowanym Materials and Methods, ktéry to rozdziat zaczyna sie
jednostronicowym syntetycznym wprowadzeniem, w ktdérym zestawita przeprowadzone
podejscia badawcze, a co pozwolito juz na tym etapie wyrobi¢ sobie pewien oglad na materiat
zrealizowany w ramach pracy doktorskiej. Nastgpnie Doktorantka przedstawita juz konkretne
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procedury eksperymentalne, zastosowane, aby zrealizowa¢ zatozone cele badawcze.
Spektrum metod, ktére wykorzystata jest bardzo szerokie, co niewatpliwie wymagato
odpowiednich podstaw zar6wno w kontekécie wiedzy teoretycznej jak i doswiadczenia
praktycznego zaréwno z zakresu biologii molekularnej, biotechnologii czy biochemii jak
réwniez metod analizy zwigzkéw chemicznych oraz umiejetnoéci prowadzenia badan
teoretycznych. Natomiast analizujac tylko sposéb opisu metod badawczych czuje pewien
niedosyt i uwazam, ze w niektorych aspektach jest on nieco zbyt chaotyczny i mato
usystematyzowany. Dotyczy to przede wszystkim rozdziatu 1, w ktérym pewnych danych trzeba
szukaé w kilku miejscach. W mojej (subiektywnej) opinii bardziej czytelnie bytoby zblokowac
informacje o prokariotycznych zrédfach enzymu, mediach hodowlanych wraz ze sposobem ich
przygotowania, nastgpnie opisac etapy hodowlane dla poszczegélnych mikroorganizmow i
wreszcie opisa¢ protokoty oczyszczania biatka. Mam wrazenie, e ten rozdziat zostat
przygotowany i napisany w sposob, ktérego uzywa sie do opisu metodyki w publikacjach
naukowych, a w pracy doktorskiej mozna i trzeba opisywa¢ metodyke nieco szerzej.

Na kolejnych stronach pracy Doktorantka przedstawia i analizuje wyniki badan w
rozdziale zatytutowanym Results and Discussion, ktéry podzielony jest na czgsci tematyczne, w
petni spdjne z tematem rozprawy. Niektdre uzyskane rezultaty sg zilustrowane rysunkami,
schematami i tabelami, ktére stanowiac dodatkowe podsumowanie, bardzo utatwiajg analize
wynikéw dysertacji. Nalezy podkreslic, ze rozdziat ten jest szczegdtowy i dobrze odzwierciedla
duzy wkiad pracy niezbedny do realizacji zaplanowanych badan, ktérych wykonanie z
pewnoscia wymagato wspétpracy z innymi naukowcami. Prositabym o doprecyzowanie, ktére
badania zostaty zrealizowane samodzielnie, a ktore wymagaty wspétpracy naukowe;j i jaki byt
udziat innych oséb w poszczegélnych etapach badan.

W pierwszej czesci badaf Doktoranta przetestowata dwie Sciezki otrzymywania
preparatu AOR, wykorzystujac dwa alternatywne #rédta enzymu, dwie metody hodowlane
oraz dwa rézne protokoty oczyszczania biatka. Nie jest dla mnie jasne, czy etap hodowlany oraz
metody oczyszczania biatka opracowywata Doktorantka samodzielnie, czy wykorzystata
zoptymalizowane w ramach wezeéniejszych badan procedury. Niezaleznie od powyiszego
udato sie Jej wykazaé, ze wprawdzie w obydwu przypadkach mozna otrzymac stabilne i
aktywne preparaty AOR, ale roinia sig one poziomem aktywnosci enzymatycznej oraz maja
r62zng czystosc. Biorac pod uwage m.in. ewentualny przyszly aspekt aplikacyjny, fermentacyjna
produkcja enzymu w oparciu o wykorzystanie systemu ekspresji A. evansi wg Doktoratki ma
wiekszy potencjat i wydaje sig bardzie] uzasadniona ekonomicznie. Bardzo podoba mi sig takie
rozumowanie — rzadko kiedy juz na wstepnym etapie badan bierze sie pod uwage mozliwos¢
praktycznego zastosowania preparatu enzymatycznego i wzgledy ekonomiczne z tym
Zwigzane.



W rozdziale drugim zatytutowanym Catalytic characterisation Doktorantka
charakteryzuje wolframowa oksydoreduktaze zaczynajac dos¢ standardowo od okreslenia
specyficznosci substratowej enzymu AOR w reakcji utleniania aldehydow do odpowiednich
kwaséw karboksylowych wraz z wyznaczeniem parametréw kinetycznych reakcji utleniania
wybranych modelowych substratow.

Przetomowe wydaja sie badania Doktorantki nad aktywnoscig AOR w reakcji redukcji
NAD* do NADH poniewaz udowadnia Ona aktywno$¢ wolframowego enzymu w obecnosci
wodoru czasteczkowego, co daje poczatek nowemu kierunkowi badaf nad enzymem i w
efekcie prowadzi do jednego z najwainiejszych i oryginalnych odkry¢ recenzowanej pracy
doktorskiej, a mianowicie aktywnosci hydrogenazowej badanego enzymu. Tak
nieoczekiwane odkrycie postawito przed Doktorantka nowe wyzwania i zdefiniowato
dodatkowy cel badawczy, ktéry zrealizowata z powodzeniem. Dodatkowa, hydrogenazowa
aktywno$¢ AOR jest réwniez bardzo ciekawa w kontekscie znaczenia dla metabolizmu
beztlenowego Aromatoleum aromaticum — prositabym o krétki komentarz dotyczacy mozliwej
roli AOR w metabolizmie bakterii, ale biorac juz pod uwage wiedze o jej aktywnosci
hydrogenazowej.

W nastepnym etapie badan Doktorantka scharakteryzowata aktywno$¢ AOR w reakcji
redukcji kwaséw  karboksylowych,  koncentrujagc  sie przede  wszystkim  na
wskazaniu/identyfikacji donora elektronéw do redukcji substratéw, okresleniu specyficznosci
substratowej AOR wzgledem kwaséw karboksylowych oraz charakterystyce kinetyki badanych
reakcji redukcji. Na podstawie uzyskanych wynikéw doktorantka potwierdzita, ze podobnie jak
inne dotychczas scharakteryzowane AOR, enzym z A. aromaticum regioselektywnie redukuje
rézne strukturalnie kwasy karboksylowe w obecnosci silnych reduktordw, ale wykazata takze
interesujace novum - badane enzymy wykazuje te aktywnosc¢ takze w obecnosci Hz jako donora
elektronéw, Nalezy podkreéli¢, ze taka aktywno$é AOR wykazano i udowodniono po raz
pierwszy, a ze wzgledu na duze réznice potencjatéw pomigdzy redukcjg kwasu a utlenieniem
H, na pewno nie bylo to tatwe od strony praktycznej i wymagato duzego naktadu pracy
eksperymentalnej. Naturalnym wigc byto, ze w kolejnym etapie Doktorantka skoncentrowata
sie na doktadnym zbadaniu reakcji redukcji R-COOH w obecnosci wodoru jako jedynego donora
elektronéw | wyznaczeniu jej parametréw kinetycznych, a uzyskane dane staty sie punktem
wyjécia do opracowania oryginalnego i nowego sposobu biosyntezy alkoholi z kwasow
karboksylowych.

Zaproponowana przez Doktorantke strategia obejmuje kaskade enzymatyczna, ktorej
funkcjonowanie opiera sig o dwa enzymy — AOR oraz dehydrogenaze alkoholu benzylowego
(BADH) oraz wodér, ktéry petni funkcje jedynego donora elektronéw. W zaproponowanym
rozwiazaniu syntetycznym AOR jest odpowiedzialna za pierwszy etap kaskady czyli redukcje
kwasow karboksylowych do aldehydéw, ktére nastgpnie zostaja zredukowane do alkoholi z
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wykorzystaniem dehydrogenazy BADH. Dodatkowym atutem przedstawionego rozwigzania
jest wykorzystanie AOR do regeneracji koenzymu i odtworzenie koenzymu niezbednego
dehydrogenazie BADH. | wtasnie to zastosowanie (oparcie systemu regeneracji koenzymu o
aktywno$é AOR i wodor czasteczkowy) jest kolejnym bardzo cennym i oryginalnym
rozwigzaniem zaproponowanym w doktoracie, poniewai stwarza mozliwos¢ zastosowania
go w innych wainych/cennych reakcjach, w ktérych udziat biorg dehydrogenazy. Dodatkowo
Doktorantka wykazata, ze system pracuje efektywnie takze wtedy, kiedy preparat AOR ma
posta¢ ekstraktu bezkomérkowego, co w kontekécie aplikacyjnoéci tego rozwigzania jest
bardzo waine.

W czeéci trzeciej zatytutowanej Structural studies Doktorantka podjeta sie z sukcesem
charakterystyki strukturalnej badanego enzymu gtéwnie w oparciu o kriomikroskopig
elektronows i fotometrie masowa oraz stosujac metody teoretyczne. Wyniki uzyskane na tym
polu takie maja duza wartos¢ poznawczg i znacznie wzbogacity wiedze o enzymach
wolframowych, tym bardziej, ze udato sig czgsciowo ustali¢ zaleznoé¢ pomiedzy strukturg a
funkcjg enzymu.

Prace koniczy rozdziat pt. Summary of the result, w ktérym Doktorantka w punktach
podsumowuije zrealizowane przez siebie badania i uwypukla najistotniejsze wyniki.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska:

e prezentuje ogdlna wiedzg teoretyczng Doktorantki, co potwierdza zaréwno sposob
uzasadnienia realizowanej w doktoracie tematyki badawczej oraz bogata dyskusja
uzyskanych wynikow;

e udawadnia, ze Doktorantka posiadta umiejetnoé¢ samodzielnego prowadzenia badan
naukowych i potrafi ptynnie nadawac im kierunek w zaleznoéci od uzyskiwanych
rezultatéw, aby wzbogaci¢ poziom merytoryczny pracy;

e jest oryginalnym rozwigzaniem problemu naukowego, zwigzanego z charakterystyka
AOR i nowego sposobu jej zastosowania w procesach biokatalitycznych.

Biorac pod uwage powyzsze, stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska Kandydatki do stopnia zatytutowana Tungsten aldehyde oxidoreductase from
Aromatoleum aromaticum — biocatalyst for alcohol production odpowiada w petni warunkom
okreélonym w art. 187 ustawy z dnia ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (t.j. z 2023 r,, poz. 742) dlatego wnoszg do Rady Naukowej o dopuszczenie do
dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych
i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne.



Ponadto ze wzgledu bardzo wysoki poziom merytoryczny recenzowanej rozprawy, jej
oryginalnos¢ jak réwniez mozliwo$¢ praktycznego zastosowania opisanych wynikéw zwracam
sie do Wysokiej Rady o jej wyr6znienie.

Uzasadnienie:

Rozprawe doktorskg Pani mgr inz. Agnieszki Winiarskiej oceniam bardzo wysoko.
Niewatpliwie recenzowana dysertacja jest wynikiem wyjatkowo zaawansowanych, trudnych i
zmudnych eksperymentéw taczacych wiedze z kilku dziedzin naukowych. Uzyskane przez
Doktorantke wyniki sa oryginalne i nowatorskie. Z perspektywy biotechnologa wykazanie
aktywnoéci hydrogenazowej badanej oksydoreduktazy i umiejetnos¢ wykorzystania tego
enzymu w zastosowaniu praktycznym ma istotng warto$é naukowa i praktyczna. Doktorat jest
napisany w przystepny sposéb, pomimo bardzo zaawansowanych probleméw naukowych,
ktéore byly badane i zostaty opisane. Doktorantka poradzita sobie takie doskonale z
wycigganiem wnioskéw z uzyskanych danych pomiarowych. Przefozyto sig to na doskonate
publikacje oraz patenty.



