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Ocena osiagniecia habilitacyjnego oraz caloksztaltu dorobku naukowego,

dydaktycznego i organizacyjnego dr. Krzysztofa Brzezinskiego

Sylwetka naukowa habilitanta. Dr Krzysztof Brzezinski jest absolwentem Wydziatu
Farmaceutycznego Akademii Medycznej im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. W 2000
roku uzyskat tam tytul zawodowy magistra. Promotorem by} prof. Mariusz Jaskolski, a tytut
jego pracy magisterskiej brzmial ,,Ekspresja S-adenozylo-L-homocysteinazy z tubinu zéttego
zawierajacej znacznik histydynowy”. Zwracam na to uwage, zeby podkresli¢, ze tematyka
SAHazy, ktora kandydat zajmuje sie poZniej, pojawia sie na samym poczatku jego kariery
naukowej. W roku 2006 kandydat obronit rozprawe doktorska pt. ,,Badania biochemiczne i
krystalograficzne SAHazy i fukozylotransferazy NodZ, bialek z ukladu symbiotycznego
roslina — bakteria” na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza i otrzymat
stopien doktora nauk chemicznych. Promotorem ten pracy takze by} prof. Mariusz Jaskolski.
Nastepnie dr Brzezinski zostal Starszym Specjalista w Instytucie Chemii Bioorganicznej
PAN, w Centrum Badan Biokrystalograficznych, z dwuletnia przerwa na staz zagraniczny,
ktory odbyt jako Postdoctoral Fellow w NIH/NCI przy synchrotronie w Argonne. Pracowat
tam pod kierunkiem dr. hab. Zbigniewa Dautera. W 2012 roku kandydat objal stanowisko
adiunkta w Instytucie Chemii na Wydziale Biologiczno-Chemicznym Uniwersytetu w
Bialymstoku. W 2019 roku przeniost sie na kilka miesiecy do IChB PAN, ale wrdcit do
Biategostoku realizowac projekt badawczy w ramach programu NCN SONATA BIS.

Ocena osiqgniecia habilitacyjnego.

Dorobek habilitanta przedstawiony jest w obszernym autoreferacie. Przedlozone do oceny
osiggniecie naukowe nosi tytut ,,Charakterystyka strukturalna makromolekut biologicznych
wigzacych lub zawierajacych N-glikozydowe pochodne B-p-rybofuranozy” i sklada sie z
szeSciu publikacji, ktore ukazaly sie w latach 2011-2018. W czterech z nich habilitant jest
autorem wiodacym, a w jednej jest autorem korespondujacym. Jedna praca ukazata sie w

bardzo wymagajacym czasopiSmie Nucleic Acids Research, cztery w Acta Crystallographica
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D, jedna w Scientific Reports i jedna w International Journal of Biological Macromolecules.
Wszystkie te czasopisma sq notowane w bazie Journal Citation Reports i maja dobra lub
bardzo dobra renome. Trzeba przy okazji wyjasni¢, ze cho¢ Acta Cryst. D jest klasycznym
czasopismem o utrwalonej renomie, to w latach 2010-2013 jego czynnik oddziatywania (IF)
byl anomalnie wysoki dzieki jednej, bardzo czesto cytowanej publikacji. Piecioletni IF
prawidlowo oddaje srednig i dlugoterminowa cytowalnos¢ dla tego czasopisma. Ta wartos¢ IF
to okoto 3.

Trzy z przedtozonych publikacji habilitanta opisujg badania strukturalne hydrolazy S-
adenozylo-i.-homocysteiny (SAHazy) z roznych organizmow: z rosliny motylkowej, z
gronkowca zlocistego i z hipertermofilnej bakterii Thermotoga maritima, zyjacej przy
hydrotermalnych kominach na morskim dnie. Jedna praca opisuje strukture czynnika
nodulacji w kompleksach z GDP i jego pochodng, jedna praca opisuje strukture biatka PriB,
uczestniczacego w inicjacji replikacji DNA w bakterii i jedna praca dotyczy
wysokorozdzielczej struktury oligomeru DNA. Ze zbiorem publikacji przedstawionych jako
osiggniecie habilitacyjne zwigzanych jest 14 modeli struktur biologicznych zdeponowanych w
bazie Protein Data Bank.

Wspolnym motywem przedstawionych prac jest, ze mamy w nich do czynienia z
wigzaniem N-glikozydowych pochodnych rybofuranozy, w formie nukleotydéw,
nukleozydow i ich pochodnych, jako substraty badz kofaktory w metabolizmie, albo mamy do
czynienia z wigzaniem jednoniciowego DNA, albo mamy strukture dupleksu DNA. Cho¢ dla
biologa sg to bardzo r6zne czasteczki, to dla chemika sq one podobne w sposob oczywisty.
Réznorodnos¢ rol jakie pelnia w organizmach moze pobudzi¢ biologa do refleksji o funkcji
N-glikozydowych pochodnych B-rybofuranozy na wczesnych etapach powstawania zycia na
Ziemi. Habilitant poswieca biogenezie sporo uwagi we wprowadzeniu do swojego
autoreferatu. Jest to ciekawa lektura. Wprowadzenie do autoreferatu samo w sobie stanowi
interesujacy artykul przegladowy przedstawiajacy ewolucje N-glikozydowych pochodnych
rybofuranozy poczawszy od hipotetycznych poczatkow zycia na Ziemi, poprzez pozniejsza
ewolucje, kiedy istotna role zaczely odgrywac biatka, po znane nam dzis procesy, do ktorych
nawigzuja badania przeprowadzone przez habilitanta. W kontekscie SAHazy habilitant
przytacza m.in. opinie, ze w hipotetycznym ,,ostatnim uniwersalnym wspolnym przodku”
wszystkich wspotczesnych organizméw komorkowych okoto 30% enzymoéw prawdopodobnie
bylo zalezne od S-adenozylometioniny. Inng cecha taczaca badania habilitanta nad SAHazg i
fukuzylotransferazq NodZ jest obecnos¢ motywu Rossmanna jako elementu wigzacego ligand

nukleotydowy badZ nukleozydowy.



Miast omawiaC¢ po kolei publikacje przedstawione jako osiggniecie habilitacyjne
habilitant omawia uzyskane przez siebie wyniki w aspektach bardziej ogélnych, takich jak
charakterystyka wigzania ligandéw i kofaktoréw do badanych bialek, motyw Rossmanna,
ktéry wystepuje w tych pracach kilkukrotnie: w obu domenach SAHazy, gdzie jedna wiaze
substrat a druga kofaktor, i w fukozylotransferazie NodZ, w miejscu wigzania substratu.
Habilitant analizuje kwestie dostepnosci miejsc wigzania do ligandéw, formy oligomeryczne
pokrewnych bialek, kwestie poprawnosci faldowania biatka i role kationéw metali w funkgji i
strukturze analizowanych bialek. Osobno pisze o badaniach wysokorozdzielczych, ktére
przeprowadzil na krysztalach Z-DNA. Podkresla tez aspekt interdyscyplinarnosci
przeprowadzonych prac, gdyz oprocz krystalografii stosowal mikrokalorymetrie i
spektroskopie NMR, oraz oczywiscie standardowe metody biologii molekularnej, niezbedne
do otrzymania preparatow biatkowych do dalszych badan. Takie tematyczne przedstawienie
dorobku, w odroznieniu od omawiania publikacji po kolei, daje ciekawa perspektywe na
otrzymane wyniki.

SAHaza jest przykladem zlozonego enzymu, gdzie rzeczywiscie stykaja sie rdézne
zagadnienia biologii strukturalnej, poczawszy od zjawiska wymiany domen (domain
swapping), ktore w tym przypadku shizy dimeryzacji, gdyz enzym, w zaleznosci od
pochodzenia, jest dimerem albo tetramerem, ktéry mozna traktowac jako ,,dimer dimeréw”.
Nastepng kwestig jest zalezno$¢ enzymu od kofaktora, ktorym w tym przypadku jest NAD+.
Jest to zwigzane z podziatem tanicucha polipeptydowego na dwie domeny, z ktérych kazdy
zawiera fald Rossmanna i jedna wigze kofaktor, a druga substrat. Podobiefistwa miedzy
domenami widoczne sa na poziomie struktury faldu raczej niz sekwencji aminokwasowej.
Swiadczy to prawdopodobnie o bardzo odleglym w czasie wspélnym prekursorze motywu
Rossmanna. Niemniej, ogélny motyw strukturalny dostat zachowany, jak tez zdolno$¢
wigzania ligandow o charakterze nukleotydowym Nastepnie mamy zmiany konformacyjne
biatka, na réznych poziomach, od ktérych zalezy aktywno$¢ enzymu. Porownanie
pokrewnych SAHaz i r6znych form krystalicznych, gdzie biatko tworzy kompleksy z r6znymi
ligandami, pozwolilo habilitantowei zaobserwowa¢ enzym w konformacji otwartej oraz
zamknietej, jezeli chodzi o aranzacje domen, co decyduje o dostepnosci miejsc wigzania dla
substratu i mozliwosci skutecznego oddziatywania elementéw biatka i kofaktora celem
reakcji katalitycznej. Na bardziej detalicznym poziomie habilitant obserwowat oddzialywania
reszt aminokwasowych i zmiany strukturalne zalezne od rodzaju ligandu. A wiec nie sam fatd,
ale zakonserwowane motywy sekwencji aminokwasowej determinuja specyficznosé

oddzialtywan z ligandem. Habilitant przeprowadza te analize zwracajagc uwage na motywy



sekwencji tworzace sygnature wigzania okreslonych ligandow, a takze pewne cechy wspolne,
jakie wystepuja w roznych miejscach wigzania ligandu dla czeSci purynowej, pierScienia
rybozy i reszt fosforanowych, o ile takie wystepuja. Wykluczyt przy tym mozliwos¢ jakoby
SAHazy mialy pehi¢ funkcje biatek wiazacych cytokininy, z uwagi na to, Ze podstawnik na
atomie N6 puryny nie pasuje do kieszeni wigzacej. W swych rozwazaniach habilitant
uwzglednia nie tylko trzy homologi SAHazy, ktére badal, ale takze fukozylotransferaze
NodZ. W przypadku tego ostatniego enzymu habilitant jako pierwszy zbadat jego strukture
krystaliczng z substratem i produktem reakcji.

Innym aspektem badan strukturalnych habilitanta jest rola kationow metali w
strukturze i funkcji SAHazy. Habilitant jako pierwszy zwrocit uwage na obecno$¢ jonu metalu
alkalicznego w poblizu centrum aktywnego roslinnej SAHazy i wyjasnit jego role w kontroli
dostepu substratu do miejsca wigzania. Struktura petli wigzacej kation pozostaje niezmienna
w obecnosci jonéw Na®, K* Rb" czy NH,', ale aktywno$¢ enzymatyczna jest optymalna w
obecnosci K, natomiast Rb" inhibuje aktywnos¢, mimo ze ma podobny promien jonowy. Aby
to wyjasnic habilitant oszacowat dynamike konformacyjng czasteczki, miedzy forma otwarta i
zamknieta, wykorzystujac w tym celu spektroskopie NMR w obecnosci réznych kationow i
stwierdzil, ze dla K" enzym oscyluje optymalnie dla cyklu katalitycznego. Jest to naprawde
ciekawy i znaczacy wynik, ktéry rzuca Swiatto na role jonow metali w biatkach, a w
kontekscie badan prowadzonych przez habilitanta wprowadza istotny wymiar dynamiki do
statycznych struktur krystalograficznych. Habilitant wyjasnit tez, na bazie badan
krystalograficznych, dlaczego jony cynku hamujg aktywnos$¢ katalityczng SAHazy.

Innym ciekawym aspektem badan SAHazy byla analiza krystalograficzna biatka z
termofila. Okazalo sie, ze termofilne biatko otrzymane w temperaturze pokojowej jest
nieprawidlowo sfaldowane i dopiero inkubacja enzymu w podwyzszonej temperaturze
doprowadzita do aktywnej konformacji. Jest to znaczacy wynik w ogélnym kontekscie badan
biatek termofilnych. Wida¢, ze mozna otrzymac stabilng strukture odpowiadajqcq lokalnemu
raczej niz naturalnemu minimum energetycznemu, a otrzymanie formy krystalicznej biatka
nie oznacza, ze jest to forma natywna.

Nie udalo sie wykrystalizowa¢ catlego termofilnego biatka PriB, ktore sklada sie z
dwoch homologicznych domen polaczonych prawdopodobnie elastycznym 1acznikiem.
Natomiast udato sie otrzyma¢ wysokorozdzielczg strukture domeny N-terminalnej. Okazato
sie, ze domeny te w sieci krystalicznej ukladaja sie w dimery i mozliwe, Ze taki uklad
podobny jest do natywnej struktury podjednostki PriB pelnej dlugosci. Struktura biatka

badanego przez habilitanta nie zawiera DNA, wiec mozna tylko domniemywac na podstawie



porownan z homologiem z E. coli, jak takie oddzialywania wygladaja.

Struktura oligomeru Z-DNA jest osobnym rozdzialem, jezeli chodzi o badania
strukturalne. Zwiazek z pozostalymi obiektami badan wymienionych w osiagnieciu
habilitacyjneym jest tylko na poziomie chemicznej natury badanych obiektéw. Niemniej
przedstawiona struktura DNA jest interesujaca i sporo wnosi do badan krystalograficznych w
ogole. Zwraca uwage nadzwyczaj wysoka rozdzielczo$¢ danych dyfrakcyjnych, bardzo
rzadko osiagalna w przypadku czasteczek biologicznych. Dzieki temu mozna byto udoktadni¢
model czasteczki bez pomocy wiezow stereochemicznych, a nawet mozna byto zweryfikowac
standardowe parametry stosowane w udokiadnianiu struktur krystalograficznych. Habilitant
zauwazyt odstepstwa od warto$ci stownikowych i przypisat je do specyfiki formy Z DNA. We
wniosku postuluje, moim zdaniem shusznie, aby w stosowaniu wiezéw stereochemicznych
uwzgledniac strukturalny kontekst danej czasteczki.

Podsumowujac, dobrze oceniam przedlozone do oceny osiggniecie naukowe.
Wiodacym tematem badawczym habilitanta sq badania strukturalne hydrolazy S-
adenozylohomocysteiny, ktore dr Brzezinski rozwija od czaséw swoich studiow
doktoranckich i bedzie mogt rozwija¢ dalej dzieki znacznym funduszom, jakie udato mu sie
uzyskac. SAHaza jest ztozonym enzymem, ktory w badaniach strukturalnych ujawnia wiele
interesujgcych aspektow o szerszym znaczeniu dla biologii strukturalnej, a sam enzym pelni
istotng role w organizmach. Habilitant osiagnal wysoki poziom umiejetnosci niezbedny do
prowadzenia wnikliwych samodzielnych badan, a otrzymane przez niego wyniki wnosza
wartoSciowa wiedze do badan strukturalnych, do enzymologii, a nawet do badan nad

ewolucja.

Ocena dorobku naukowego.
Calosciowy dorobek naukowy habilitanta jest obszerny i réznorodny. Oprdocz publikacji
przedtozonych jako dzielo habilitacyjne obejmuje on 24 prac opublikowanych w
czasopismach z listy Journal Citation Reports (JCR), z czego 20 po uzyskaniu doktoratu.
Byly one cytowane, wg Web of Science, 249 razy (225 bez autocytowan), a indeks Hirscha dla
dorobku habilitanta wynosi 9. Ponadto habilitant jest autorem lub wspotautorem 23 struktur
zdeponowanych w bazie danych PDB i 35 struktur matoczasteczkowych zdeponowanych w
bazie CCDC. Sa to dobre statystyki dla kandydata do habilitacji.

Przeglad calego dorobku publikacyjnego habilitanta ukazuje, ze oprocz szesciu prac
przedstawionych jako osiggniecie habilitacyjne, ma on na swoim koncie wiecej publikacji

nalezacej do tematyki zgloszonej w osiggnieciu. SAHazie posSwiecone sa dodatkowe cztery



publikacje notowane w bazie JCR, a dwie inne publikacje odnosza sie do fukozylotransferazy
NodZ. W wiekszosci z nich habilitant jest autorem wiodgcym. Czasopisma, w jakich ukazaty
sie te prace sa nizej notowane niz te zgloszone w osiggnieciu habilitacyjnym. Niemniej
odnotowuje, Ze dorobek publikacyjny habilitanta w zgloszonej tematyce wykracza poza zbior
tych szeSciu publikacji, ktore wybrat do osiagniecia habilitacyjnego. Wiekszos¢ (13) z
pozostatych publikacji habilitanta dotyczy krystalografii matych czasteczek. Pozostalych
kilka prac dotyczy innych struktur biatkowych.

Oprocz dorobku publikacyjnego habilitant bral czynny udziat w krajowych i
miedzynarodowych konferencjach naukowych. Wyglosil pie¢ wykladéw na zaproszenie,
wszystkie na miedzynarodowych konferencjach. Ponadto ma na koncie kilka wystapien
ustnych i wiele posterow. Nalezy, moim zdaniem, pozytywnie oceni¢ jego aktywnos$¢
konferencyjna, a wyktady na zaproszenie swiadcza, ze jego dorobek naukowy spotyka sie z
uznaniem w miedzynarodowym S$rodowisku badaczy. Jego dorobek spotkal sie tez z
wyroznieniem w postaci Nagrody im. Jakuba Parnasa, przyznanej przez Polskie Towarzystwo
Biochemiczne w 2006 roku za najlepsza prace doswiadczalng z zakresu biochemii lub
biologii molekularnej wykonana na terenie Polski. W 2013 roku habilitant otrzymat Nagrode
Rektora Uniwersytetu Bialostockiego za dziatalnos¢ naukowa.

Habilitant jest wspotautorem o$Smiu krajowych wnioskéw patentowych. Trzy z nich
dotycza SAHazy, a cztery fulerenéw, co wynika ze wspolpracy habilitanta z lokalng grupa
badawczg na Uniwersytecie w Bialymstoku.

Habilitant byl wykonawca dwodch projektéow badawczych (NCN i KBN), a nastepnie
kierownikiem dwodch projektow NCN: OPUS i SONATA-BIS. Oba kierowane przez niego
projekty grantowe dotyczq badan SAHazy, a niedawno rozpoczety projekt SONATA-BIS jest
duzym wyroznieniem i bardzo znacznym wsparciem finansowym, ktére umozliwi mu
utworzenie zespotu badawczego i rozwijanie swojego programu badan przez najblizsze lata.

Podsumowujac dorobek naukowy habilitanta stwierdzam, ze w pehli spelnia on
wymagania stawiane habilitantom, zar6wno w mojej ocenie merytorycznej, jak i pod katem

zdolnos$ci prowadzenia i rozwijania wlasnego programu badan.

Ocena dorobku dydaktycznego i organizacyjnego.

W ostatnich latach swojej kariery naukowej habilitant byl pracownikiem Uniwersytetu
Bialostockiego i ma z tego tytulu pokazny dorobek dydaktyczny, w tym cykle wykladow z
biochemii, krystalografii i chemii medycznej, a takze ¢wiczenia, zajecia laboratoryjne,

konwersatoria i konsultacje dla studentow I i II stopnia. Ma tez na koncie anglojezyczne



wyklady na Politechnice Lwowskiej i na platformie e-learningowej BiolnfoBank. Ponadto
habilitant popularyzuje chemie dajac wyklady popularnonaukowe i pokazy dla uczniow szkot
Srednich i podstawowych. Jako opiekun nad studentami kierowat pracami w ramach czterech
licencjatéw i trzech magisteriow. Jest opiekunem naukowym i promotorem pomocniczym
jednego doktoratu. Bywa recenzentem artykuléw przestanych do Acta Cryst. D, Organic
Letters, Molecules i Journal of Chemical Chemistry. Do dzialalnosci organizacyjnej
habilitanta nalezy tez zaliczy¢ uczestnictwo w komitetach organizacyjnych konferencji
miedzynarodowych, ogdlnopolskich oraz letnich szkét pod patronatem Uniwersytetu
Biatostockiego. Habilitant wspotpracuje naukowo zaro6wno w kraju, jak i zagranica. Jest tez
cztonkiem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego i European Crystallographic Association.
Stwierdzam, ze habilitant wykazuje aktywnosS¢ dydaktyczng i organizacyjna na dobrym
poziomie, a jego kontakty naukowe i sukcesy w zdobywaniu grantéw dobrze rokuja jego

dalszej karierze.

Podsumowujac stwierdzam, ze dr Krzysztof Brzezinski jest dobrym kandydatem do
habilitacji. Jego wniosek uwazam za uzasadniony zaré6wno pod wzgledem wniesionego
wkladu w rozwdj uprawianej przez niej dyscypliny naukowej jak i istotnej aktywnoSci
naukowej. Przedstawiony dorobek niewatpliwie spelnia wymagania stawiane przez ustawe o
stopniach naukowych i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 roku i p6zniejsze akty prawne.
Jest to dorobek dobrze udokumentowany czesto cytowanymi publikacjami w renomowanych
czasopismach naukowych. Zatem z pelnym przekonaniem popieram wniosek dr. Krzysztofa

Brzezinskiego o nadanie mu stopnia doktora habilitowanego.
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