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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Biniek-Antosiak zatytulowanej
‘Structural studies of chitinolytic enzymes from Pyrococcus chitonophagus’

Chityna, czyli B-(1-4)-poli-N-acetylo-D-glukozamina, jest drugim po celulozie najpowszechniej
wystepujacym w przyrodzie polisacharydem. W porownaniu z celuloza chityna oraz produkt jej
deacetylacji, chitosan, wykorzystywane sg przez cztowieka tylko w ograniczonym zakresie. Archeony,
bakterie i w mniejszym stopniu rowniez grzyby przetwarzajg chityne, ktora jest dla nich Zrdédiem energii
oraz mikroelementow. Mikroorganizmy te w celu degradacji chityny wykorzystuja specjalne enzymy takie
jak chitynazy i deacetylazy. Od szeregu lat badania nad enzymami chitynolitycznymi prowadzone sg w
grupie prof. dr hab. Wojciecha Rypniewskiego w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu.
Celem realizowanego przez niego projektu badawczego jest stworzenie multienzymu nazwanego, przez
analogi¢ z celulosomem, sztucznym chitynosomem, ktory bytby w stanie degradowa¢ chityng efektywniej
niz mieszanka pojedynczych enzymow. Racjonalna realizacja tego celu wymaga poznania struktury,
wilasciwo$ci katalitycznych oraz stabilnosci poszczegdlnych enzymdw uczestniczacych w procesie
degradacji chityny. Wtasnie w ten etap badan wpisuje si¢ recenzowana przez mnie rozprawa doktorska mgr
Katarzyny Biniek-Antosiak, ktorej promotorem jest prof. dr hab. Wojciech Rypniewski a promotorem
pomocniczym dr Magdalena Bejger. Badania prowadzone w ramach niniejszej rozprawy byly finansowane
z projektow FNP Mistrz 2014 oraz NCN Opus 14 (2017/27/B/NZ1/02201). Enzymy chitynolityczne,
ktorymi zajeta sie¢ Doktorantka pochodzg z hipertermofilnego archeonu Pyrococcus chitonophagus. Jedna
z podstawowych zasad biologii molekularnej mowi, ze niemozliwe jest zrozumienie reakcji zachodzacych
w uktadach biologicznych bez poznania i zrozumienia budowy uczestniczacych w nich czasteczek. Stad
tez celem pracy Doktorantki bylo przeprowadzenie badan strukturalnych bialek ze szlaku degradacji
chininy z wyzej wspomnianego mikroorganizmu ekstremofilnego. Na badane przez nig l:)ia’fka sktadajg sie
dwie chitynazy (CH16 B1, CHI19 K3), deacetylaza diacetylochitobiozy (Dac-74) oraz egzo-B-D-
glukozaminidaza (GImA-01). Doktorantka miata przeanalizowa¢ uzyskane wyniki pod katem relacji

migdzy strukturg enzymdw a ich wlasciwosciami i funkcja. Struktury trojwymiarowe biatek okresla¢ mozna



wykorzystujgc kilka technik eksperymentalnych, jednakze rentgenowska analiza strukturalna jest
podstawowg metoda badawcza biologii strukturalnej i t¢ metode zastosowala Doktorantka w swoich
badaniach. Badania krystalograficzne uzupetniata, gdy to bylo potrzebne, o takie metody jak SAXS, NMR,
ITC czy DSC. Badania DSC prowadzita samodzielnie a pozostate we wspotpracy.

Jesli chodzi o strong formalna, rozprawa mgr Katarzyny Biniek-Antosiak jest opracowaniem o
tradycyjnym uktadzie przygotowanym w jezyku angielskim i liczacym 91 stron. Zawiera ona wszystkie
niezbedne elementy a wigc spis tresci, wykaz stosowanych skrotow, cel pracy, wprowadzenie, stosowane
materiaty i metody, czgs¢ eksperymentalng, wyniki wraz z dyskusja, podsumowanie, streszczenie w jezyku
polskim oraz bibliografi¢ liczaca 52 pozycje. Od strony technicznej praca zostala przygotowana do$é
dobrze a niektore usterki edycyjne, ktore spostrzegtam w trakcie czytania rozprawy wymieni¢ pod koniec
recenzji. Jezyk pracy jest zwigzly, ilustracje i schematy dobrze przygotowane. Dodam, ze dane strukturalne
dla trzech z czterech prezentowanych w pracy struktur krysztalow zostaty zdeponowane w bazie PDB.
Wyniki pracy dotyczace badan nad deacetylaza N,N-diacetylochitobiozy zostaty opublikowane w 2022 r.
w Int. J. Mol. Sci i Doktorantka jest pierwszym autorem pracy.

Pierwszy obszerniejszy rozdziat rozprawy zatytutowany ‘Wprowadzenie® zapoznaje czytelnika z
zagadnieniami zwigzanymi z tematyka pracy. Doktorantka omawia pokrotce ekstremofile, enzymy
ekstremofilne, chityng i enzymy chitynolityczne, przy czym bardziej szczegdtowo chitynazy, deacetylaze
N,N-diacetylochitobiozy oraz egzo-B-D-glukozaminidazg. Wzigwszy pod uwage cel pracy, zabrakto mi w
tym opracowaniu bardziej szczegétowej informacji o obecnym stanie wiedzy o strukturze i mechanizmie
dziatania trzech typéw badanych przez Doktorantk¢ enzymoéw. Mam réwniez pytanie do rys. 3 na stronie
15. Rysunek ten sugeruje, ze fancuchy polisacharydowe w trzech roznych formach strukturalnych chityny
a, B i y majg rézne formy konformacyjne podczas gdy z opisu wynika, ze roznice te wynikaja jedynie z
roznego utozenia tancuchow o tej samej budowie Czy faktycznie fancuchy chityny majg budowe takg jak
na rysunku? Skad zaczerpnigty zostat ten rysunek?

W czesci metodycznej mgr Katarzyna Biniek-Antosiak omawia stosowane w pracy
eksperymentalnej metody biochemiczne (uzyty system ekspresyjny, oczyszczanie bialka, sprawdzanie
jakosci preparatu, krystalizacj¢ biatka) oraz pokrotce metodyke badan biokrystalograficznych (pomiar
dyfrakcyjny, rozwigzywanie problemu fazowego, udoktadnianie struktury i ocena jej jako$ci). W tym
krotkim opracowaniu zaniepokoity mnie zamieszczone bledne objasnienia pod wzorem (1) na gestosé
elektronowa w krysztale i brak wspotczynnika proporcjonalnosci we wzorze (2). Doktorantka omawia
rowniez krotko metody SAXS (matokatowe rozpraszanie promieni rentgenowskich) oraz DSC (réznicowa
kalorymetria skaningowa). Jak wida¢ mgr Katarzyna Biniek-Antosiak stosowala w swojej pracy szeroki
wachlarz metod biochemicznych a ponadto musiata zapozna¢ si¢ z nielatwymi zagadnieniami

rentgenowskiej analizy strukturalnej biomolekul. Realizacja postawionych przed nig zadah wymagata



rowniez umiejetnosci postugiwania si¢ szeroka gama specjalistycznego oprogramowania komputerowego
oraz analizy baz danych.

Rozdzial 5 rozprawy dotyczy procedur eksperymentalnych stosowanych w pracy. Materiat
genetyczny dla  Pyrococcus chitonophagus otrzymany zostal od prof. C.E. Vorgiasa z Uniwersytetu w
Atenach. W genomie tego mikroorganizmu Doktorantka zidentyfikowata 37 gendéw kodujacych biatka,
ktére mogty by¢ zaangazowane w degradacje chityny i wybrata z nich cztery do dalszych badan
laboratoryjnych. Dla kazdego z nich przeprowadzita klonowanie i przygotowata wektor ekspresyjny do
produkcji biatka oraz opracowata rowniez metodg ich oczyszczania. Krystalizacja zakonczyta sie sukcesem
dla dwoch z badanych enzymow, deacetylazy diacetylochitobiozy (Dac-74) oraz egzo-p-D-
glukozaminidazy (GImA-01). W przypadku dwoch pozostatych enzyméw, chitynaz CH19 K3iCH16_Bl,
wszystkie proby krystalizacyjne zakonczyty si¢ niepowodzeniem. Dla Dac-74 Doktorantka otrzymata trzy
rozne formy krystaliczne: Dac-74 (P3,2,1), Dac-74-lig z diacetylochitobiozem jako ligandem (P2,) oraz
Dac-74-anom (P2,2,2,), specjalnie oczyszczone biatko do pomiaréw anomalnej dyspersji, zawierajgce jony
cynku. W przypadku GImA-01 otrzymata jedna form¢ krystaliczng nalezacg do grupy przestrzennej C222,
natomiast nie zdotata otrzymac krysztalow tego biatka w kompleksie z ligandem. Pomiary dyfrakcyjne dla
otrzymanych krysztalow wykonane zostaty na synchrotronie DESY w Hamburgu a problem fazowy
rozwigzany zostal metoda podstawienia czasteczkowego z wykorzystaniem programu Phaser. Do
modelowania struktur i ich udoktadniania Doktorantka stosowata programy Coot oraz Refmac5. Masy
czgsteczkowe badanych bialek wynosza 31 kDa (Dac-74) oraz 91kDa (GImA-01). Rozdzielczos¢ danych
dyfrakcyjnych dla badanych struktur miesci sie w granicach od 2.1 A (GImA-01) do 3.08 A (Dac-74-lig).

Kolejny rozdziat rozprawy zatytutowany ‘Wyniki i dyskusja’ sktada si¢ z dwoch odrgbnych czgsci
poswigconych dwom badanym krystalograficznie enzymom, deacetylazie diacetylochitobiozy (Dac-74)
oraz egzo-B-D-glukozaminidazie (GImA-01), przy czym czgs$¢ druga jest znacznie skromniejsza. Badania
krystalograficzne pokazaly, ze metaloenzym Dac-74 w trzech badanych formach krystalicznych wystepuje
zawsze w postaci heksameru o symetrii niekrystalograficznej Ds. Szkoda, ze w swojej pracy Doktorantka
informacj¢ o symetrii aglomeratu Dac-74 pomija. Asymetryczne czesci komorek elementarnych zawierajg
rézne liczby jednostek heksamerycznych. W Dac-74 jest to potowa heksameru, w Dac-74-anom jeden
heksamer a w Dac-74-lig az trzy jednostki heksametryczne. Oligomeryczna struktura Dac-14 w roztworze
potwierdzona zostata metodg SAXS, ktéra wskazala, ze zdecydowanie przewazajacg formg jest heksamer,
jednakze mozliwe sg rowniez wyzsze oligomery. We wszystkich formach krystalicznych jedna czasteczka
Dac-74 wiaze jeden jon cynku, co zostato potwierdzone poprzez pomiar profilu absor'pcji promieniowania
rentgenowskiego dla Dac-74-anom oraz metoda ITC, ktdra pokazata, ze réwniez jony kadmu i niklu maja
podobne powinowactwo do Dac-74. Jon metalu zwigzany jest przez zachowawczg triade His-Asp-His,

ktora, jak podkresla Doktorantka, jest charakterystyczna dla rodziny 14 esteraz weglowodanowych (CE-



14). W krysztatach Dac-74-lig jako ligand wystepuje N,N’-diacetylochitobioza (GlcNAc),. Mimo niskiej
rozdzielczodci tej struktury gestos¢ elektronowa w obszarze wigzacym ligand byta widoczna dla 12
symetrycznie niezaleznych czasteczek Dac-74 i pozwolita ustali¢, ze dicukier jest zwrécony
nieredukujagcym koficem do miejsca aktywnego w kieszeni wigzacej, tak jak to si¢ dzieje dla enzymow z
rodziny CE-14. Nalezy tutaj podkresli¢, ze to stosunkowo rzadki przypadek by w krysztale substrat
znajdowat si¢ w formie nieprzetworzonej w centrum aktywnym enzymu. Doktorantka wyjasnia ten fakt
warunkami odbiegajacymi istotnie od optymalnych dla aktywnosci hipertermofilnego enzymu oraz duzym
nadmiarem liganda w uktadzie krystalizacyjnym i krioprotekcyjnym. We wszystkich strukturach Dac-74
jony cynku mialy liczbe¢ koordynacyjna 4, trzy miejsca wigzace w tetraedrze wokét cynku byty
wykorzystane przez zachowawczg triadg His-Asp-His a czwarte przez czgsteczke wody w przypadku
niezwigzanego biatka, lub atom tlenu grupy acetylowej substratu w przypadku Dac-74-lig. Po zwigzaniu
liganda struktura biatka zmieniata si¢ nieznacznie. W oparciu o zebrane dane strukturalne na temat Dac-74
Doktorantka zastanawiala si¢ nad mozliwym mechanizmem reakcji deacetylacji katalizowanej przez ten
enzym. Na podstawie badan strukturalnych, z dwoch proponowanych w literaturze mechanizméw, jako
bardziej prawdopodobny uznata ten, w ktorym w wyniku ataku grupy karboksylanowej reszty
glutaminowej enzymu na grupg karbonylowa acetylu w substracie powstaje bezwodnik jako produkt
posredni. Nie wyklucza jednak mechanizmu alternatywnego, hydrolitycznego, chociaz w badanej
strukturze nie znalazta czasteczki wody, ktéra mogtaby petni¢ funkcje hydrolityczng. Zdaje sobie natomiast
sprawg, ze przed reakcjg enzymatyczng moze doj$¢ do przebudowy struktury, ktéra ufatwi penetracje
czasteczki wody do miejsca reakcji, czego statyczny obraz struktury krysztatu nie jest w stanie zilustrowag.
Badania aktywnosci enzymatycznej prowadzone z wykorzystaniem metod ITC oraz NMR pokazaly, ze
enzym wykazuje duze powinowactwo do diacetylowanego disacharydu (GIcNAc), i usuwa grupe
acetylowg tylko z konca nieredukujacego cukru. Mniejsze powinowactwo enzym ten wykazywat do trimeru
(GleNAc); oraz monomeru czyli N-acetylo-D-glukozoaminy GIcNAc.

Drugim badanym przez Doktorantkg enzymem z Pyrococcus chitonophagus byla egzo-p-D-
glukozaminidaza (GImA-01). Badania strukturalne pozwolity Doktorantce stwierdzi¢, ze enzym ten
wystepuje w krysztale w postaci symetrycznego dimerycznego asocjatu a w budowie pojedynczej
czgsteczki mozna wyodrebni¢ trzy rézne domeny. Tak wigc struktura GImA-01 okazata sie podobna do
struktur wczesniej opublikowanych trzech egzo-B-D-glukozaminidaz pochodzacych réwniez z
organizmoéw termofilnych. Uzyskana informacja pozwolita Doktorantce przypisaé badany enzym do
rodziny 35 hydrolaz glikozydowych (GH-35). Podobnie jak w przypadku Dac-74, mgr K:atarzyna Biniek-
Antosiak zauwazyta, ze do zaobserwowania aktywnosci hipertermofilnego enzymu GlmA-01 konieczne
byto jego ogrzewanie przez 50 minut w 60°C, proces ktory okreslita mianem ‘wyzarzania’. Badan

aktywnosci GImA-01 metoda ITC nie zdotano jednak w peini przeprowadzi¢ ze wzgledu na wycofanie z



rynku potrzebnych do badan monoacetylowanych substratow. Obecnie nie wiadomo wigc na ile enzym ten

jest specyficzny. Wstepne dane wskazaty, ze powinien on uzupetnia¢ aktywnosé Dac-74, gdyz wykazywat

pewng aktywnos¢ wzgledem produktu tego enzymu, monoacetylowanego dicukru GleN-GleNAc.

Podsumowujac, za najwazniejsze wyniki tej rozprawy uwazam:

a) opracowanie metod otrzymywania i oczyszczania czterech enzymow chitynolitycznych z
Pyrococcus chitonophagus, wystarczajacych do zdegradowania chityny do glukozaminy,

b) dostarczenie bogatej informacji strukturalnej o deacetylazie diacetylochitobiozu poprzez
okreslenie struktury krysztalu tego enzymu w formie niezwigzanej i zwigzanej z substratem,
wskazanie bardziej prawdopodobnego mechanizmu reakcji deacetylacji dla tego enzymu oraz
zbadanie aktywnosci enzymu,

c) otrzymanie krysztatow i okreslenie struktury egzo-B-D-glukozaminidazy oraz uzyskanie

wstepnych danych o jej aktywnosci.

Na koniec pozwolg sobie wypunktowa¢ niektére z btedow edycyjnych, ktore spostrzegltam w czasie

czytania rozprawy:

1.

Wykaz odnosnikow, chociaz krotki, nie zostat starannie przygotowany. Zamiast nazw czasopism
pojawiajg si¢ w pewnych przypadkach jakies dziwne oznaczenia (Issn??), czasami brak stron,
podany jest odnosnik do BioRxiv podczas gdy praca jest juz opublikowana, dwa odnosniki
Goodey i Kurita zawierajg tytuf pracy i nic wigcej. W odno$niku Kuwmenda et al. do tytutu pracy
doczepiono tekst ‘Submit a paper’. Ponadto po raz pierwszy spotkatam sie z takim zapisem
odnosnikéw, w ktérym pierwszego autora podaje si¢ w kolejnosci nazwisko i imi¢ natomiast dla
pozostatych na odwro6t, imig i nazwisko. Na str. 53 pojawit sie odno$nik do Horiuchi et al., 2016
ale brak tego odnosnika w spisie literatury.

Na schematycznym rys. 30  His259, Gly255, Arg88 majg zle zaznaczone typy wigzan

chemicznych lub zty typ atomu.

3. W wykazie skrétéw brak opisu dla ITC (izotermiczne miareczkowanie kalorymetryczne)

Nie ulega watpliwosci, ze recenzowana rozprawa mgr Katarzyny Biniek-Antosiak poszerza naszg

wiedzg o strukturze i dziataniu enzymow chitynolitycznych a przedstawione wyniki reprezentujg wysoki

poziom i wskazuja na znaczng wiedz¢ Doktorantki z zakresu biochemii i biokrystalografii. Mgr Katarzyna

Biniek-Antosiak opanowata szereg metod badawczych i jest dobrym eksperymentatorem. W oparciu o

przedstawiong powyzej opini¢ stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Katarzyny Biniek-Antosiak spetnia

warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o



stopniach i tytule z zakresu sztuki (Dz. U. 2003, nr 65 poz. 595, ze zm.) oraz w Rozporzadzeniu Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegdlowego trybu i warunkéw
przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w
postgpowaniu o nadanie tytutu profesora (DZ.U. 2018 poz. 261) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr Katarzyny Biniek-Antosiak do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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