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Badanie enzymoéw chitynolitycznych zmierzajace do skonstruowania sztucznego chitynosomu.

Gléwnym celem projektu jest skonstruowanie ,sztucznego chitynosomu”, czyli kompleksu polaczonych
enzymow, ktory by degradowat chityne wydajniej niz mieszanka indywidualnych enzyméw. Aby dojs¢ do
tego celu, najpierw zbadamy wybrane enzymy chitynolityczne pod katem ich struktury, wiasciwosci
katalitycznych i stabilnosci w zmiennych warunkach, szczeg6lnie temperaturowych. Enzymy do badan
wytypowaliSmy z organizméw ekstremofilnych, zwilaszcza hipertermofilnych i zimnolubnych, oraz, dla
poréwnania, mezofilnych, czyli zyjacych w umiarkowanych temperaturach. Przygotujemy i zbadamy
rowniez specyficzne mutanty tych bialek. Badania te majq na celu nie tylko charakterystyke tych naturalnych
enzymow, ale takze wytypowanie z nich elementéw odpowiednich do skadania metods ,lego” w wieksze
struktury enzymatyczne o pozadanych wiasciwosciach. WybraliSmy do badan enzymy termofilne, gdyz sa
one szczegblnie stabilne, oraz enzymy zimnolubne, gdyz sa szczegdlnie wydajne jako biokatalizatory. Z
wybranych elementéw skonstruujemy enzymy, ktére beda posiadaty rozszerzong funkcjonalnos¢ wzgledem
enzymu wyjsSciowego. Na przyklad dzieki doczepieniu domeny wigzacej chityne chcemy otrzymac
zwiekszone powinowactwo do tego substratu albo dzieki doczepieniu ,,domeny wysiegnikowej” (Ig-like)
zwiekszymy mozliwos¢ enzymu do eksplorowania powierzchni chityny, co tez powinno zwiekszy¢
skuteczno$¢ enzymu. Chcemy tez podwyzszac stabilno$¢ enzymoéw wymieniajac ich termolabilne elementy
na bardziej termostabilne odpowiedniki pochodzace z biatek termofilnych. Nastepnie planujemy péjs¢ o krok
dalej i skonstruowa¢ enzymy ztozone czyli katalizujace wiecej niz jedna reakcje w procesie degradacji
chityny. Spodziewamy sie, Ze dzieki sasiedztwie katalitycznych domen produkt jednej domeny bedzie
fatwiej trafial do drugiej, aby tam ulec dalszej degradacji, zatem taki multienzym powinien by¢
skuteczniejszy niz mieszanina indywidualnych enzymow.

Chcemy udowodnié, ze dzieki polaczeniu nowoczesnych metod badawczych oraz wyborze
odpowiedniego modelu badawczego mozna racjonalnie manipulowa¢ nawet tak zlozonymi i delikatnymi
strukturami jakimi sg biatka i konstruowa¢ funkcjonalne struktury nieistniejgce w naturze. Wazne dla
powodzenia projektu jest to, ze pracujemy nad dobrze zdefiniowanym procesem metabolicznych oraz, ze
enzymy chitynolityczne czesto maja wielodomenowa strukture, dzieki czemu latwiej nimi manipulowac.
Wskazuja na to badania wstepne, w ktorych wykazali$Smy, ze specjalnie skonstruowane mutanty delecyjne, z
ktérych usunieto jedna lub wiecej domen, zachowuja stabilno$¢ strukturalng na tyle, Zze mozna je z
powodzeniem krystalizowac i badac¢ szczeg6towo metodami krystalografii.

Innym powodem dlaczego wybraliSmy enzymy chitynolityczne jako materiat badawczy jest to, ze
katalizuja one jeden z wazniejszych proceséw zachodzacych w biosferze, gdyz chityna jest drugim
najczesciej wystepujacym biopolimerem. Globalna produkcja chityny szacowana jest na 10'-10" ton.
Chityna jest materiatem budulcowym $cian komérkowych grzybéw, egzoszkieletow owaddéw i skorupiakéow,
a takze elementoéw organizmu niektorych glowonogéw i mieczakéw. Chityna jest pochodng glukozy i sktada
sie z dlugich faficuchéw polaczonych reszt cukrowych. Jako polimer jest podobna do celulozy i tworzy gesta
sie¢ wigzan wodorowych miedzy tancuchami, co skutkuje zwarta i trwala struktura, co czyni ja nadzwyczaj
opornym substratem. Enzymy chitynolityczne sg zatem ciekawym przyktadem optymalizacji enzymatycznej.
Oprocz miejsca, gdzie zachodzi reakcja enzymatyczna, moga posiada¢ zdolno$¢ do destabilizacji zwartej
struktury chityna, aby reakcja enzymatyczna mogla latwiej przebiega¢. Chityna jest degradowana przez
bakterie, archeony i w mniejszym stopniu przez grzyby, dla ktorych jest ona cennym Zrédiem energii i
podstawowych pierwiastkéw potrzebnych do zycia. Chityna jest w niewielkim stopniu wykorzystywana
przez cztowieka.

Nie odkryto naturalnych multienzyméw do degradacji chityny, ale odkryto takie struktury —
celulosomy — w organizmach degradujacych celuloze, ktéra jest podobna do chityny i jest produkowana na
jeszcze wieksza skale. Mamy nadzieje, ze praca nad stworzeniem ,,sztucznego chitynosomu” wzbogaci nasza
wiedze o waznym procesie biologicznym i przyczyni sie do rozwoju nowej specjalnosci naukowej zwanej
biologia syntetyczng, ktérej celem jest projektowanie i tworzenie sztucznych systeméw
biologicznych wzorowanych na naturalnych.



