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Recenzja pracy doktorskiej mgr Katarzyny Biniek-Antosiak pt. ,,Structural studies
of chitinolytic enzymes from Pyrococcus chitonophagus”

Praca doktorska pani Katarzyny Biniek-Antosiak zostata wykonana w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN, w Zaktadzie Struktury i Funkcji Biomolekut kierowanym przez prof. dr hab.
Wojciecha Rypniewskiego, promotora pracy. Praca ta dotyczy jednej z gtownych tematyk
badawczych realizowanych w tym zespole i obejmuje badania strukturalne i funkcjonalne
enzyméw uczestniczacych w szlaku degradacji chityny. Praca doktorska poswiecona jest
pierwszym czterem enzymom tego szlaku; dwom réznym chitynazom (CH16_B1, CH19_K3),
deacetylazie diacetylochitobiozy (Dac-74) i egzo-B-D-glukozaminidazie (GImA-01),
pochodzacym z termofilnego organizmu Pyrococcus chitonophagus wykrytego w podwodnych
gejzerach u wybrzezy Meksyku.

Praca doktorska pani Biniek-Antosiak obejmuje wszystkie etapy procesu wyznaczania
struktury, poczgwszy od opracowania systemu ekspresji biatka, oczyszczania i krystalizaciji,
poprzez niskotemperaturowe pomiary dyfrakcyjne, rozwigzanie problemu fazowego w oparciu
0 rozpraszanie anomalne i podstawienie czgsteczkowe, a konczgce sie udoktadnieniem
struktury krystalicznej, depozycjg w PDB i analizg funkcjonalna.

Praca napisana jest w jezyku angielskim, ma klasyczny ukfad i sktada sie
z nastepujgcych rozdziatéw: Celu pracy, Wstepu literaturowego, Materiatdw i metod, Opisu
procedur eksperymentalnych, Opisu rezultatow i dyskusji wynikow, Podsumowania,
Streszczenia w jezyku polskim i Bibliografii oraz Liste stosowanych skrétow, utatwiajgca
Sledzenie tresci pracy.

Bardzo przejrzyscie zdefiniowany jest cel i zakres pracy. We Wstepie pani Katarzyna
Biniek-Antosiak opisuje kolejno: ekstremofile, termofile, modelowy organizm Pyrococcus
chitonophagus z ktérego wykorzystano sekwencje genéw kodujgcych badane enzymy, budowe
chityny, enzymy ekstremofiine, enzymy  chitynolityczne, chitynazy, deacetylaze
diacetylochitobiozy oraz egzo-B-D-glukozaminidaze.

Opis chityny z uwzglednieniem réznic strukturalnych pomiedzy trzema réznymi formami

tego biopolimeru uswiadamia czytelnikowi, iz enzymy procesujace rézne formy chityny moga



wykazywaé zréznicowang specyfike substratowg i wykazywaé wiekszg reaktywnosé do
okreslonej formy lub produktu hydrolizy powstatego z danego wariantu chityny. Szczegdlnie
przydatny do zrozumienia dalszych czesci pracy jest opis szlaku metabolicznego degradac;ji
chityny i wykorzystania produkiow tej degradacji jako substancji energetycznych, dzieki
hydrolizie powstatych dwucukrow (GIcN-GIcN lub GIcN-GIcNAc) do glukozoaminy przez
deacetylaze diacetylochitobiozy i egzo-B-D-glukozaminidaze. W kolejnych etapach GicN
poddana reakcjom enzymatycznym 2z wykorzystaniem kolejno: ADP-zaleznej kinazy
D-glukozoaminy, deaminazy 6-fosforo-glukozoaminy i ADP-zaleznej fosfofruktokinazy staje sie

uzytecznym substratem energetycznym w formie fruktozo-1,6-bisfosforanu.

Na zakonhczenie czesci literaturowej Doktorantka opisuje badane w ramach pracy
doktorskiej enzymy: deacetylaze diacetylochitobiozy i  egzo-B-D-glukozaminidaze,
uwzgledniajac preferencje substratowe obu enzymow i ich wstepng klasyfikacje.

W rozdziale ,Materiaty i metody” Doktorantka omawia procedury zwigzane
z nadprodukcjg biatka w komoérkach bakteryjnych E. coli linii BL21, ale informacje na temat
gatunku bakterii znalaztam dopiero w opisie eksperymentu. Opisy obejmujg amplifikacje biatka
technikg PCR, konstrukcje wektoréw ekspresyjnych, klonowanie sekwencji kodujgcej do
wektora pET151/D-topo (ktéry zawiera kowalencyjnie przytaczong DNA topoizomeraze),
i w koncu sam proces nadprodukcji biatka. W kolejnych paragrafach opisany jest proces
oczyszczania i sposoby kontroli czystosci preparatu przed krystalizacja.

W krystalograficznej czesci metodyki opisana jest krystalizacja badanych biatek,
eksperyment dyfrakcyjny, rozwigzanie problemu fazowego i udoktadnianie struktury. Na
zakonczenie rozdziatu opisane sg dodatkowe metody niskokatowego rozpraszania promieni
Roentgena na roztworach biatek, réznicowa kalorymetria skaningowa oraz oprogramowanie
uzyte w trakcie realizacji pracy. Opisy uzytych metod sg przejrzyste z odpowiednim
rozwinieciem zagadnien niezbednych do zrozumienia podstaw poszczegolnych procedur. Opis
wykonanych eksperymentéw odpowiada kolejnosci procedur opisanych w metodyce,
w odniesieniu do poszczegblnych badanych enzyméw: chitynaz CH16_B1 i CH19_ K3,
deacetylazy diacetylchitobiozy (Dac-74) oraz exo-B-D-glukozaminidazy (GImA-01). Procedury
klonowania, nadprodukcji, izolacji oraz oczyszczania opisane sg dla wszystkich czterech
badanych biatek, natomiast dalsze etapy okreslania struktury krystalicznej, czyli krystalizacja,
rozwigzanie problemu fazowego i udoktadnienie struktur jest opisane tylko dla dwoch ostatnich
enzymow. Bytabym wdzieczna za wyjasnienie, jak zakonczyty sie proby krystalizacji chitynaz,
czy w wiekszosci warunkéw powstawaty bezpostaciowe osady, czy gdzies mozna byto
dopatrze¢ sie mikrokrystalicznych form. Z zatgczonych chromatogramoéw i zeli elektroforezy
SDS-PAGE wynika, ze preparat biatkowy byt czysty i homogenny. W przypadku uzyskania form
mikrokrystalicznych lub polikrystalicznych mozna bytoby ich uzy¢ do zarodkowania in situ.



Proby modelowania struktur chitynaz zostaly opisane w rozdziale dotyczacym
krystalizacji, mysle, ze fragment ten mogt by¢ wyodrebniony w oddzielnym rozdziale.
Modelowanie to nie zakonczyto sie powodzeniem i pokazuje, jak bardzo oprogramowanie
AlphaFold2 jest zalezne od danych eksperymentalnych homologicznego biatka. Mam nadzieje,
ze mimo zakonczenia projektu doktorskiego, prace nad uzyskaniem struktury krystalicznej tych
dwéch interesujgcych enzymoéw beda kontynuowane przez panig Katarzyne lub innego cztonka
grupy prof. Rypniewskiego, tym bardziej, ze procedury otrzymania odpowiednich preparatow
biatkowych zostaty bardzo dobrze opracowane.

Dane dyfrakcyjne dla trzech form krystalicznych deacetylazy diacetylochitobiozy (Dac-
74, Dac-74-anom i Dac-74-lig) i egzo-B-D-glukozaminidazy (GImA-01) zebrano na linii P13
synchrotronu PETRA 1l w osrodku DESY, Hamburg, Niemcy. Rozdzielczos¢ danych
dyfrakcyjnych zawiera sie w przedziale od 2.1 do 3.08 A. Dane dyfrakcyjne s3
przeprocesowane dosc¢ restrykcyjnie, gdyz l/ol dla najwyzszego przedziatu rozdzielczosci dla
trzech struktur jest powyzej 2. Obecnie czesto podchodzi sie tagodniej do tego kryterium,
uwzgledniajgc mniej restrykcyjny parametr CC1/2. W przypadku deacetylazy diacetylochitobiozy
zebrano dane dyfrakcyjne dla trzech form krystalicznych, w tym jedne dla krysztatu kompleksu
biatka z ligandem. Wykorzystano fakt, ze biatko koordynuje atomy cynku i strukture Dac-74 -
anom rozwigzano za pomocg dyfrakcji anomalnej przy pojedynczej dtugosci fali odpowiadajgcej
maksimum absorbcji dla tego metalu. Anomalna mapa réznicowa pozwolita na jednoznaczng
lokalizacje atoméw cynku w strukturze. Pozostate dwie formy krystaliczne rozwigzano poprzez
podstawienie czgsteczkowe, uzywajgc jako modelu analogicznego enzymu z Pyrococcus
furiosus o kodzie dostepu 4XMO0. Réwniez strukture egzo-B-D-glukozaminidazy rozwigzano
poprzez podstawienie czgsteczkowe, wykorzystujac jako model strukture glikozydazy
z Pyrococcus horikoshii o kodzie dostepu 5GSL. Doktorantka nie podata jakie byto
podobienstwo sekwencyjne pomiedzy modelem, a badanym biatkiem. Informacja ta bytaby
bardzo interesujgca, szczegdlnie dla GImA-01 gdzie wykorzystany model jest strukturg enzymu
o0 innej specyfice substratowe;.

Struktury krystaliczne zostaty udoktadnione do bardzo dobrych parametréw
statystycznych, jedynie struktura Dac-74-anom ma nieco wyzszy wskaznik rozbieznosci R
i Riee. Patrzac na parametry obrébki danych dla tej struktury jestem ciekawa, czy parametr
Rmerge ZOStat uzyskany gdy pary Friedla byty usredniane, czy gdy byty skalowane oddzielnie.

Struktury enzymu Dac-74 zostaty okreslone w trzech réznych grupach przestrzennych.
We wszystkich formach obecna jest struktura heksameru, kiérg mozna réwniez zdefiniowaé
jako dimer-trimerow. Zachowanie tej samej formy oligomerycznej potwierdza, ze jest to aktywna
fizjologicznie forma enzymu. Oligomeryzacja w roztworze zostata potwierdzona z uzyciem

niskokgtowego rozpraszania promieni Roentgena na roztworach biatek. Budowa monomeru



biatka Dac-74 zostata okreslona jako typowa struktura o/f z siedmioniciowym centralnym
arkuszem B o architekturze mieszanej z dominujacg przewaga struktur rownolegtych (tylko
jeden z fancuchéw jest antyréwnolegty). Struktury z ligandem, petnigcym funkcje kofaktora,
pozwolity jednoznacznie zdefiniowaé potozenie centrum aktywnego i role poszczegdinych reszt
aminokwasowych w koordynacji metalu i wigzaniu substratu. Pani Katarzyna Biniek-Antosiak
wykazata, ze sposéb wigzania substratu przez Dac-74 jest analogiczny do esteraz
weglowodanowych z rodziny CE-14 i dwucukier wigzany jest w kieszeni aktywnej koncem
nieredukujagcym, a hydroliza grupy acetylowej zachodzi tylko na jednym z pierscieni. Taki
spos6b wigzania substratu i przebiegu reakcji potwierdza ksztatt gestosci elektronowej dla
ligandu. Gestos¢ elektronowa, mimo stabej rozdzielczosci danych dyfrakcyjnych, jest bardzo
dobrze zdefiniowana dla aminoacetylowanej reszty cukrowej, ale jest mocno zredukowana dla
drugiej reszty, co $wiadczy o jej stabszym zwigzaniu i labilnosci konformacyjnej. Wykazano, ze
mozliwe sg dwa alternatywne mechanizmy reakcji: pierwszy, w ktérym nukleofilem jest grupa
karboksylowa kwasu glutaminowego i powstaje kowalencyjnie zwigzany posredni produkt
reakcji i drugi, gdzie nukleofilem jest czgsteczka wody. Badania strukturalne zostaty
uzupetnione o badanie aktywno$ci enzymatycznej. Pozwolito to na petng charakterystyke
strukturalng i funkcjonalng badanej deacetylazy diacetylochitobiozy.

Struktura egzo-B-D-glukozaminidazy (GImA-01) =zostata okreslona w ukfadzie
rombowym, w grupie przestrzennej C222; z jedng czasteczkg w czesci niezalezne;.
Funkcjonalny dimer biatka jest odiworzony przez czgsteczke generowang przez
krystalograficzng o$ dwukrotng. Mam pytanie, ktéra z osi dwukrotnych, wzdtuz kierunku a czy b
jest odpowiedzialna za tworzenie dimeréw. Dimer biatka jest podobny do struktury biatka
uzytego jako model w podstawieniu czgsteczkowym, o kodzie PDB: 5GMS, w ktérym funkcyjny
dimer stanowit cze$¢ niezalezng. Monomer biatka zbudowany jest z trzech domen:
N-terminalnej katalitycznej o zwoju typu TIM-barel, srodkowej domeny o/f i C-koncowej
o architekturze B. Dwa centra aktywne ulokowane sg w giebokiej wnece na styku dwéch
monomeréw. Potozenie centrum aktywnego i oddziatywania z produkiem reakcji zostaty
ustalone na podstawie wspomnianej wczesniej wysokorozdzielczej struktury 5GMS. Obecne
w centrum aktywnym czgsteczki wody majg pozycje analogiczng do grup hydroksylowych
ligandu w strukturze kompleksu, a wszystkie reszty aminokwasowe centrum aktywnego sg
jednakowe w obu strukturach. Analiza strukturalna biatka pozwolita na zaklasyfikowanie tego
enzymu do hydrolaz glikozydowych rodziny 34 (GH34). Badania strukturalne uzupetniono
o wstepne badania enzymatyczne, w ktérych wykazano aktywnos¢ tylko wzgledem jednego
substratu GlcN-GIcNAc, co Swiadczy o wysokiej specyficznosci substratowej enzymu. Bardziej
szczegOtowe prace nad charakteryzacjg enzymatyczng zostaty wstrzymane ze wzgledu na
niemozno$¢ zakupu jednego z odczynnikébw wycofanego z rynku. Jesli dostepne sg dobrze



zachowane krysztaty formy apo, to moze warto sprobowac uzyskac strukture kompleksu GImA-
01 z produktem reakcji, w procesie hamaczania lub powtorzy¢ krystalizacje z ligandem.

Uwazam, ze przedstawiona praca doktorska dostarcza nowych informacji na temat
enzymow zaangazowanych w proces degradacji chityny. Enzymy te mogg znalez¢ potencjalne
zastosowanie biotechnologiczne, gdyz produkty degradacji chityny moga zostaé ponownie
uzyte do wytwarzania szerokiej gamy biodegradowalnych polimeréw. Praca napisana jest
bardzo zwiezle; 94 strony, w tym 10 stron bibliografii, zawierajgcej 52 odnosniki literaturowe.
Liczba cytowanych pozycji w Bibliografii jest raczej niska jak dla prac doktorskich. Zdarzyty sie
w niej btedy edycyjne, m.in. publikacja Kurita Keisuke jest btednie cytowana, powinno byc:
Kurita, Keisuke. 2001. Controlled Functionalization of the Polysaccharide Chitin. Progress in
Polymer Science 26(9): 1921-1971. https://doi.org/10.1016/S0079-6700(01)00007-7.

W podsumowaniu stwierdzam, Zze pani mgr Katarzyna Biniek-Antosiak przedstawita
rozprawe doktorskg posiadajgcg wysokie walory poznawcze. Doktorantka wykazata wiedze
z zakresu badan strukturalnych biatek i umiejetnosci wykorzystania uzyskanych informaciji
strukturalnych w celu wyjasnienia wtasciwosci fizycznych badanych enzyméw. Dysponuje
pogtebiong wiedzg w dziedzinie krystalografii, jak roéwniez metod stosowanych w biologii
molekularnej. Stosujgc réznorodne metody badawcze wykazata sie duzg konsekwencjg
w dazeniu do postawionego naukowego celu. Uzyskane wyniki sg oryginalne i stanowig

niewatpliwie nowos$¢ naukows.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Katarzyny Biniek-
Antosiak spetnia wszelkie warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 r., nr 65
poz. 595, ze zm.) oraz w Rozporzadzeniu Ministra i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia
2018 roku, w sprawie szczeg6towego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci
w przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu
profesora (Dz.U. 2018 poz. 261), W zwigzku z powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej
Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie panig mgr Katarzyne
Biniek-Antosiak do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.



