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Recenzja

pracy doktorskiej Pani mgr inz. Patrycji Wéjcik pt. ,,Bakteryjne A!-dehydrogenazy
3-ketosteroidowe — struktura, mechanizm reakcji i zastosowanie w biokatalitycznym
odwodornieniu lekow steroidowych”. Praca zostata wykonana w Instytucie Katalizy i
Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego Habera Polskiej Akademii Nauk Krakow i1
Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk Krakoéw, pod
kierunkiem prof. dr hab. Macieja Szalenca i prof. dr hab. Andrzeja Bojarskiego.

Zdrowie ludzkie zawsze bylo, jest i bedzie przykuwato naszg uwage. Wraz ze
zwiekszajacymi si¢ mozliwosciami poznawczymi, siegajac do komorki, szukamy coraz
to innych, subtelniejszych metod otrzymywania aktywnych substancji. Pracujemy nad
nowymi, ulepszamy znane substancje. Uzywajac narzedzi zaczerpni¢tych z natury
znajdujemy nowe sposoby ich otrzymywania 1 modyfikujemy, na poziomie
molekularnym, te stare juz stosowane poszukujac metod ich wytwarzania w wigkszej
skali. Wykorzystujac maszyneri¢ przyrody do zamierzonych celéw poznawczych i
wytworczych delikatnymi musnigciami wzbogacamy chemig i enzymologig.

W recenzowanej pracy te aktywne biologiczne substancje to steroidy, bedace
integralng czescig blon komoérkowych, ale tez czgsteczkami sygnatowymi w rozlicznych
szlakach metabolicznych, mechanizmach przetrwania komorek, reprodukcji oraz
stanach chorobowych. Jest to liczna grupa sktadnikow wielu postaci stosowanych
lekéw, ciggle rozwijanych, o duzym potencjale leczniczym a takze businessowym, gdyz
zajmuja drugie miejsce (zaraz po antybiotykach) na rynku substancji aktywnych.

Jedng z przemystowo waznych modyfikacji steroidéw jest dehydrogenacja
wigzan C-C Kkatalizowana przez bakteryjne A'-dehydrogenazy 3-ketosteroidowe

(A'-KSTD), stanowiace przedmiot badan niniejszej rozprawy doktorskie;.



A oto kroétkie streszczenie pracy, ktore ma za zadanie przyblizenie poruszonych
przez Autorke zagadnien w stopniu umozliwiajagcym, juz z recenzji zamieszczonej w
Internecie, poznanie nie tylko ogoélnego ksztaltu pracy ale tez interesujacych,
wartosciowych wynikow w niej zawartych. Moze zacheci to kogo$ do siggniecia po
oryginal w bibliotece.

A'-Dehydrogenazy 3-ketosteroidowe (A'-KSTD) to grupa enzyméw nalezacych
do klasy FAD-zaleznych oksydoreduktaz (EC 1.3.99.4), katalizujacych kluczowy etap
mikrobiologicznego rozktadu steroidéw, fitosteroli 1 cholesterolu. Biatka te
odpowiadaja za regio- 1 stereoselektywng dehydrogenacje 3-ketosteroidow, tj.
wprowadzenie wigzania podwojnego pomigdzy weglami C1 1 C2 pierScienia A steranu.

Gléwnym przedmiotem zainteresowania niniejszej rozprawy doktorskiej jest
A-KSTD wyizolowana z fakultatywnie anaerobowej bakterii Sterolibacterium
denitrificans (AcmB). AcmB jest biatkiem zasocjowanym z wewngtrzng blong
komorkowa S. denitrificans, ktore in vitro tworzy masywne agregaty, o masie
przekraczajacej 600 kDa. Cechuje je ponadto nietypowo niskie optimum pH
katalizowanej reakcji, rowne 6,0 (optimum pH wickszosci A'-KSTD miesci sie w
zakresie 7—10) oraz szerokie, w porownaniu do innych enzymoéw tej klasy, spektrum

substratowe.

Praca Pani mgr inz. Patrycji Wojcik posiada typowy uktad rozprawy doktorskiej
wypetniajac 149 stron maszynopisu.

W _streszczeniu — na 2 stronach Pani Wojcik podata racjonalne powody

rozpoczecia badan, strescita swoje rozliczne dziatania naukowe oraz podala wazne
uzyskane rezultaty.

We wstepie — Autorka wprowadza czytelnika w rozwigzywany problem naukowy
oraz wskazuje jego wazne elementy. Na 28 stronach zostaly oméwione te zagadnienia,
ktére Doktorantka uznata za wazne dla szerszego spojrzenia na rozwigzywane naukowe
problemy.

Opisuje:
e Strukture, mechanizm dziatania i wlasciwosci A'-dehydrogenaz 3-ketosteroidowych,
e Znaczenie farmakologiczne i otrzymywanie A!-3-ketosteroidow,

e Wybrane metody badania mechanizmu reakcji enzymatycznych.



Rozdziat ten, w formie skondensowanej, pokazuje szerokie ujecie problemu - obfite
tematycznie, bez zbednych stow i ozdobnikoéw, pojeciowo klarowne i zrozumiate. Jest
to czg¢$¢ napisana bardzo dobrze, a co do wyboru omawianych problemoéw nie mam
zastrzezen.

Celem ogolnym pracy bylo, cytuje ,,poznanie struktury krystalicznej AcmB,

weryfikacja hipotezy mechanistycznej dotyczacej reakcji katalizowanej przez
bakteryjne A'-KSTD oraz zastosowanie AcmB do syntezy A'-odwodornionych
steroidow”.
Wymieniono tez szczegotowe cele pracy do ktorych Autorka zaliczyta:
e Charakterystyke strukturalng i biochemiczng AcmB.
e Charakterystyke katalityczng AcmB oraz enzyméw grupy KSTD1.
e Weryfikacje postulowanego w literaturze, hipotetycznego mechanizmu reakcji
prowadzonej przez A'-KSTD .
e Opracowanie wydajnego procesu syntezy A!-3-ketosteroidow z uzyciem AcmB jako
katalizatora.
Postawiony cel pracy jest niezwykle ambitny, zaklada bowiem rozpracowanie
probleméw z zakresu badan podstawowych i1 rozwigzanie wyzwan praktycznych
stuzacych do wytworzenia w wigksze] skali. Zakres planowanej realizacji...
imponujacy.

Metodyka badan - na 27 stronach ujete zostaty konieczne dziatania potrzebne do

ogarni¢cia problemu, m.in. produkcja i oczyszczanie rekombinowanych enzymow,
krystalizacja, pomiary aktywno$ci i ich charakterystyka oraz badanie mechanizmu
dehydrogenacji  katalizowanej przez A!-KSTD =z zastosowaniem pomiaréw
kinetycznego efektu izotopowego 1 lepkosci rozpuszczalnika. Rozdziat podparty
klarownie opisanymi dzialaniami wskazuje na wysoka jako$¢ pracy na stole i poziom
Laboratorium. Jest napisany szczegdélowo, kompetentnie, dostosowany do bogactwa
natury i1 potrzeb pracy. Nie bede wymieniat innych szczegétow metod 1 dziatan
naukowych realizowanych w Laboratorium. Zainteresowanych odsytam do oryginatu.

W wynikach i dyskusji, zajmujacej w pracy 53 strony, Autorka przedstawita

starannie zniwo swoich dociekan w sposob logiczny, uporzadkowany i dla recenzenta
bardzo interesujacy.
A oto w formie telegraficznej zawarto$¢ merytoryczna pracy: wytwarzanie 1

oczyszczanie A'-KSTD; charakterystyka strukturalna AcmB, w tym: okre$lenie
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czwartorzedowej struktury oraz struktury krystalicznej; charakterystyka biochemiczna
AcmB, obejmujaca: optimum temperaturowe i stabilno§¢ termiczng, optimum pH i
stabilno$¢ zalezng od pH przechowywania; charakterystyka katalityczna A!-KSTD
ujmujaca: naturalny i sztuczne akceptory elektronowe AcmB oraz spektrum substratowe
A-1-KSTD; mechanizm reakcji katalizowanej przez A'-KSTD opisujacy: role
aminokwasow w centrum aktywnym AcmB, kolejno$§¢ wigzania reagentow, etap
limitujacy szybko§¢ reakcji dehydrogenacji, proponowany mechanizm reakcji i
wreszcie synteza A!-dehydro-3-ketosteroidow z wykorzystaniem A!-KSTD w tym:

optymalizacja warunkow A'-dehydrogenacji i zwigkszanie skali syntezy.

Ocena merytoryczna pracy.

Nie zamierzam omawia¢ szczegotowo rezultatow pracy, bo trwatoby to dlugo,
chciatbym jedynie zwrdci¢ uwage na te elementy, ktore w moim przekonaniu, zgodnie
z moimi kompetencjami, stanowig istotng warto$¢ naukowg pracy.

W pracy optymalizowano procesy ekspresji rekombinowanej AcmB
w komorkach Escherichia coli oraz opracowano proces oczyszczania i deagregacji
biatka z wykorzystaniem niejonowych detergentéw.

Wykonano charakterystyke AcmB, ktora obejmowata okreslenie struktury
czwartorzgdowej oraz krystalicznej tego katalitycznego biatka.

Wyznaczono optymalne warunki reakcji redox stosowanych do syntezy A!l-
dehydro-3-ketosteroidow, okreslono optimum temperaturowe i optimum pH dla AcmB,
termostabilno$¢ tego enzymu i stabilno$¢ zalezng od pH przechowywania oraz
parametry kinetyczne w stanie stacjonarnym dla AcmB i wybranych sztucznych
akceptoréw elektronowych.

Aby sprawdzi¢ czy efektywnos$¢ katalityczna akceptoréw elektronowych
wyznaczona przez pomiar kinetyki w stanie stacjonarnym przetozy si¢ na warunki
reaktorowe, oraz by oceni¢ mozliwosci katalityczne PMS, przeprowadzono
Al-dehydrogenacje katalizowana przez AcmB w reaktorach okresowych, mierzac
stopien konwersji progesteronu.

Przeprowadzono, w warunkach reaktorowych, wstepne testy selekcjonujace
akceptory elektronowe, ktére moglyby petnic¢ rolg naturalnego akceptora elektronowego

AcmB.



Aby okresli¢ specyficzno$¢ substratowag AcmB, przeprowadzono badania
kinetyczne w stanie stacjonarnym dla AD i cholest-4-en-3-onu jako substratow. Jako
sztuczny akceptor elektronowy postuzyt DCPIP. Sa one istotne dla zrozumienia
fizjologicznej roli AcmB.

Weryfikowano hipoteze zaktadajaca, iz zdolnos¢ do odwodornienia C17-
rozgatezionych 3-ketosteroidéw posiadajg tylko nieliczne A!-KSTD. Wyznaczono
parametry kinetyczne w stanie stacjonarnym dla KSTDI1 i steroidéw (AD, Cholest-4-en-
3-on) potwierdzajac zdolno$é KSTD1 do katalizowania A'-odwodornienia steroidow
z tancuchem alifatycznym w pozycji C17.

Wykazano takze, ze KSTDI1 jest w stanie katalizowaé reakcje
z 6-pierScieniowymi steroidami. Testy w mini-reaktorze dowiodly, diosgenon moze
zostaé przeksztatcone przez KSTD1 z doskonatg konwersjg 97,3 + 0,8% w czasie 20
min. Potwierdzono w ten sposéb teoretyczne symulacje przeprowadzone, w innym
laboratorium, metoda dynamiki molekularnej (MD). Otrzymane rezultaty dyskutowano
z analogicznymi, zaczerpnig¢tymi z literatury.

Weryfikowano, postulowang w literaturze, hipotez¢ mechanizmu reakcji
katalizowanej przez A'-KSTD. W tym celu przeprowadzono ukierunkowana
mutagenizacj¢ aminokwasow znajdujacych si¢ w centrum aktywnym AcmB, w bliskim
otoczeniu pierScienia A substratu. Wykonano kompleksowe badania kinetyczne (dla 7
mutantéw), ktéore pozwolily wyjasni¢ zalezno$¢ aktywnosci enzymu od typu
wprowadzonej zmiany, struktury substratow, wptyw podstawienia izotopowego, pH czy
lepko$ci medium reakcyjnego.

Zaproponowano nastepujagcy mechanizm reakcji A!.  Odwodornienie
katalizowane przez A'-KSTD postepuje zgodnie z dwuetapowym mechanizmem Ping
Pong bi bi, gdzie pierwszy etap stanowi utlenienie steroidowego substratu i redukcja
kofaktora FAD, a drugi reutlenienie kofaktora pod wptywem akceptora elektronowego.
Uwzgledniajac silng zalezno$¢ optimum pH reakcji zmierzonego w stanie stacjonarnym
od zastosowanego akceptora elektronowego wnioskowano, ze reutlenianie enzymu
zachodzi znacznie wolniej niz redukcja steroidu. Problem ten i jego niuanse poddano
wnikliwej dyskus;ji.

Wytworzono, z udzialem oczyszczonej AcmB szereg A!-3-ketosteroidow z
wydajnoscia dochodzaca do 3,8 g L-1. Wéréd produktéw A!-dehdydrogenacji znalazt

siec Al-diosegnon — steroidowa pochodna saponiny o wiasciwoéciach biobdjczych,
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przeciwzapalnych 1 przeciwnowotworowych, ktorej enzymatyczne odwodornienie
zostalo przeprowadzone po raz pierwszy. Nasuwa si¢ pytanie jak - w tym wzgledzie -
wyglada porownanie z rezultatami prac innych badaczy.

Nie znalaztem w tek$cie znaczacych uchybien lingwistycznych. Pracy nie ma
dhuzyzn, jest zwarta, logicznie podana. Podoba mi si¢ klarowno$¢ koncepcji.

Zastosowano rozliczne dziatania naukowe prowadzace do rozwigzania problemu
oparte o wiedzg, doswiadczenie i determinacj¢ w doborze 1 wykonaniu badan. Szeroki
zakres pracy 1 zawiesisto$¢ zdarzen naukowych w laboratorium, rzetelno$¢ planowania 1
wykonania wiarygodnych doswiadczen, 1 wreszcie opis zwarty 1 tresciwy jest
imponujacy.

Ztozonos$¢ materii w wielu momentach, zapewne, wymagata pomocy 1 to nie tylko
merytorycznej. Ale czasy samodzielnego wykonywania wszystkiego juz dawno mingty.
W omawianym przypadku, pozwolito to opisa¢ problem oraz proponowane metody jego
rozwigzania w jednolitym opracowaniu. Wskazuje to na zlozono$¢, pojgciowa i
doswiadczalng pracy. Do badan zastosowano nowoczesne narze¢dzia potrzebne do
realizacji zamierzen zawartych w celu oraz wykonano z sukcesem proby powickszenia

skali biotransformacji tego procesu.

Stwierdzam, ze w tej nowatorskiej pracy wykorzystano nowoczesne
techniki, adekwatny sprzet badawczy i doskonatg analityke bez ktorych wykonanie
badan, w tym zakresie, nie byloby mozliwe. A proby wytworzenia w wigkszej skali
szeregu A!-3-ketosteroidow, w tym A'-diosegnonu (pochodnej saponiny o duzym
znaczeniu farmakologicznym) stanowi dla mnie, przemystowego biotechnologa, wazny
1 innowacyjny element badan.

Praca Doktorska Pani mgr inz. Patrycji Wojcik dowodzi, ze jest to dojrzala,
dociekliwa, pracowita i skuteczna mloda uczona. Zakres do$§wiadczen i sposob ich
przeprowadzenia oraz opis i interpretacja wynikoéw wskazuja na dobre przygotowanie
merytoryczne i1 kreatywnos$¢ tej miodej Badaczki otwartej na nauki podstawowe i
aplikacyjne wartosciowe innowacje. Wyrozniajace sg: publikacyjny dorobek naukowy,
staze, szkolenia, udzial w konferencjach naukowych, pokazujace Autorke jako
uksztalttowanego pracownika naukowego, o duzych zasobach intelektualnych i

mozliwos$ciach dalszego rozwoju.



Reasumujac uwazam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pani mgr
inz. Patrycji Wojcik pt. ,,Bakteryjne Al-dehydrogenazy 3-ketosteroidowe — struktura,
mechanizm reakcji 1 zastosowanie w biokatalitycznym odwodornieniu lekow
steroidowych” wykonana w Instytucie Katalizy 1 Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego
Habera Polskiej Akademii Nauk Krakow i Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk Krakéw spelnia wszystkie ustawowe wymagania okreslone w
Ustawie Prawo o Szkolnictwie Wyzszym z dnia 20 lipca 2018 r. (t.j. Dz. U. 2022, poz.
574 z p6zn. zm.). Wnioskuje, zatem o dopuszczenie do dalszych etapoéw postepowania

w sprawie nadanie stopnia naukowego doktora.

Wnhioskuje¢ takze o wyr6znienie pracy. Do recenzji dotgczam stosowny wniosek.



Prof. Dr hab. Tadeusz Antczak

Whiosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Patrycji Wojcik
pt. ,Bakteryjne A!-dehydrogenazy 3-ketosteroidowe — struktura, mechanizm reakcji

1 zastosowanie w biokatalitycznym odwodornieniu lekéw steroidowych”.

Whnioskuje o wyrdznienie powyzszej rozprawy. Przemawiaja za tym wnioskiem
nastepujagce elementy merytoryczne: wartosSciowe wyniki  podkreslone  probami
aplikacyjnymi, przyjeta strategia i sposob badan.

A oto niektore z oryginalnych aspektéw pracy doktorskiej Pani Patrycji Wojcik:

v’ Okredlenie  struktury czwartorzedowej oraz  krystalicznej ~ A'-Dehydrogenazy
3-ketosteroidowe] wyizolowanej z fakultatywnie z anaerobowej bakterii Sterolibacterium
denitrificans. (Jeszcze niedawno znalezienie struktury krystalicznej biatka byto uwazane
jako rodzaj sztuki w swiecie nauki. Obecnie kiedy struktury wielu tysiecy biatek sq w
bazach w dalszym ciggu okreslenie struktury kazdego nowego biatka jest przyjmowane w
Swiecie nauki z estymq. Obecnie podczas opracowywania nowych technologii jest to punkt
wyjscia badan witasciwosci biatka.

v" Wyznaczenie parametrow kinetycznych w stanie stacjonarnym dla KSTDI1 i steroidow
(AD, Cholest-4-en-3-on) potwierdzajacych  wlasciwos¢ KSTDI  katalizowania
A'-odwodornienia steroidow z tancuchem alifatycznym w pozycji C17.

v Przeprowadzenie ukierunkowanej mutagenizacji aminokwasow znajdujacych sie
w centrum aktywnym AcmB, w bliskim otoczeniu pier$cienia A substratu i wykonanie
kompleksowych badan kinetycznych (dla 7 mutantéw), ktéore pozwolity wyjasnié
zaleznos¢ aktywnosci enzymu od typu wprowadzonej zmiany, struktury substratow,
wpltyw podstawienia izotopowego, pH czy lepkosci medium reakcyjnego. (Testy w mini-
reaktorze dowiodly, ze diosgenon moze zostac¢ przeksztatcone przez KSTDI z doskonalq
konwersjq 97,3 % w czasie 20 min. Czym potwierdzono teoretyczne symulacje
przeprowadzone, w innym laboratorium, metodg dynamiki molekularnej (MD)).

v’ Zaproponowanie mechanizm reakcji Al. (Odwodornienie katalizowane przez A'-KSTD
postepuje zgodnie z dwuetapowym mechanizmem Ping Pong bi bi, gdzie pierwszy etap
stanowi utlenienie steroidowego substratu i redukcja kofaktora FAD, a drugi reutlenienie
kofaktora pod wphwem akceptora elektronowego. Uwzgledniajgc silng zaleznosé

optimum pH reakcji zmierzonego w stanie stacjonarnym od zastosowanego akceptora
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elektronowego wnioskowano, Ze reutlenianie enzymu zachodzi znacznie wolniej niz
redukcja steroidu).

Wytworzenie, z udziatem oczyszczonej AcmB szereg Al-3-ketosteroidow z wydajnoscig
dochodzaca do 3.8 g L-1. (Wsréd produktéw A'-dehdydrogenacji znalazt sie
Al-diosegnon — steroidowa pochodna saponiny o wlasciwosciach biobdjczych,

przeciwzapalnych i przeciwnowotworowych, ktorej enzymatyczne odwodornienie zostato

przeprowadzone po raz pierwszy).
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