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Streszczenie pracy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Winiarskiej
Zalezne od wolframu oksydoreduktazy aldehydu (AOR) to metaloenzymy, ktére katalizujg
utlenianie szerokiego spektrum aldehyddéw. AOR sg réwniez jedynymi enzymami, ktére mogag
katalizowa¢ bezposrednig redukcje nieaktywowanych kwaséw karboksylowych do
odpowiednich aldehydoéw, reakcje o niskim poziomie redoks wykorzystywang w bakteryjnych
systemach catokomorkowych do bioredukcji w celu wytworzenia alkoholi. AOR wystepuja
gtéwnie w beztlenowych, termofilnych bakteriach i archeonach i sg bardzo wrazliwe na tlen. W
niniejszej pracy scharakteryzowano wzglednie odporne na tlen AOR z mezofilnej bakterii
Aromatoleum aromaticum (AORaa), jako biokatalizator o znaczgcym potencjale aplikacyjnym
do produkcji bioalkoholi i innych pochodnych aldehydéow. Enzym posiada kofaktor
wolframowo-metalopterynowy, w swoim centrum aktywnym znajdujgcym sie w podjednostce
AorB, ktory jest potgczony przez fancuch klastréw FesS. w podjednostkach AorB i AorA z

kofaktorem FAD w podjednostce AorC enzymu.

Podobnie do wczesniej scharakteryzowanych AOR, wykazano, ze AORaa redukuje kwasy
karboksylowe do aldehyddéw w obecnosci silnych reduktorow (kompleksow Ti(lll) i Eu(ll)).
Niespodziewanie odkryto, ze AORaa skutecznie wykorzystuje elektrony z utleniania Hz do
redukcji kwasow karboksylowych, co czyni je nowym typem hydrogenazy. Wykazano, ze
AORp, redukuje kwasy alifatyczne, aromatyczne i heterocykliczne za pomocg wodoru jako
donora elektrondéw. AORa. wykazato aktywno$¢ hydrogenazy rowniez w redukcji NAD* i BV?*,
Aktywnos¢ ta zostata zastosowana jako system recyklingu NADH dla reakcji kaskadowej z
NADH-zalezng dehydrogenazg alkoholu benzylowego z A. aromaticum (BaDH). W kaskadzie
AORAaa jednoczesnie redukowato NAD* do NADH i kwas benzoesowy do aldehydu, ktory
nastepnie byt przeksztatcany w alkohol benzylowy przez BaDH kosztem NADH. Jedynym
reduktorem netto do produkcji bioalkoholu w tej kaskadzie byt wodoér. Jednoczesna redukcja
benzoesanu i NAD* sprowokowata hipoteze, ze AORaa Wykorzystuje bifurkacje elektronéw do
redukcji kwasow karboksylowych, ktorg sfalsyfikowano w serii eksperymentéw. Chociaz
najwiekszg aktywnos¢ w redukcji kwasu obserwowano przy pH 5,0, a dla NAD* przy pH 8,0,
to obie reakcje byly nadal katalizowane przy pH 7,0.

W ramach charakterystyki katalitycznej AORaa Wyznaczono pozorne parametry kinetyczne w
stanie stacjonarnym dla wybranych akceptoréw elektronow w utlenianiu i redukcji aldehydow

wodorem.

W ramach tej pracy przeprowadzono charakterystyke strukturalng AORa. za pomocag
mikroskopii krioelektronowej i fotometrii masowej. Badanie wykazato, ze AORa. ma strukture

oligomeryczng Aor(AB).C, z najwyzszym zaobserwowanym n wynoszgcym piec. Szczegoty



strukturalne dostarczone przez zrekonstruowang mape gestosci AORga 0 rozdzielczosci 3,3 A
ujawnity znaczng homologie strukturalng AorB ze znang strukturg AOR z Pyrococcus furiosus.
Kofaktor znajdujgcy sie w centrum aktywnym w obu biatkach sktada sie z wolframu
koordynowanego przez dwie metalopteryny i inne, nieznane ligandy, ktorych identyfikacja jest
kluczowa dla rozwigzania mechanizmu katalitycznego AOR. Poniewaz koordynacja wolframu
nie jest mozliwa do jednoznacznego rozwigzania za pomocg dyfrakcji rentgenowskiej, ani
nawet metodami spektroskopowymi, zastosowano metody teoretyczne w celu znalezienia
najbardziej prawdopodobnych ligandow. Zoptymalizowane metodami klastrowg QM i QM:MM
geometrie modeli kofaktora o réznych mozliwych koordynacjach wolframu zostaty
zweryfikowane przez porownanie ze strukturg krystaliczng AOR z P. furiosus. Badania
ujawnity najbardziej prawdopodobng strukture utlenionego kofaktora wolframowego.
Tymczasem identyfikacja lignadéw wolframu w zredukowanym enzymie zostata umozliwiona
przez otrzymane wyniki z EXAFS krawedzi W L dla AORaa. Spostrzezenia uzyskane z analizy
wigzania czasteczki benzoesanu w miejscu aktywnym z danych strukturalnych oraz nowo
okreslony sktad struktur utlenionych i zredukowanych, pozwolity na sformutowanie nowej

hipotezy mechanistycznej dla katalizowanego przez AOR utleniania aldehydu.



