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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Pawia Zatwarnickiego:

»Cytochromy sinicowe — struktura a wlasciwosci”.

Cytochromy ¢ stanowia obszerng grupe biatek hemowych definiowang na podstawie kryterium
posiadania hemu typu C kowalencyjne przytaczonego do tancucha polipeptydowego. Biatka te
angazujg sie w procesy oksydacyjno-redukcyjne i stanowig istotny element wielu uktaddw
bioenergetycznych funkcjonujgc jako pojedyncze biatka, badZ jako czesci (podjednostki) ztozonych
komplekséw biatkowych. Obecnie uwaza sie ze szereg przedstawicieli tej grupy (np. mitochondrialny
cytochrom ¢) obejmuje biatka bardzo dobrze poznane strukturalno-fukcjonalnie. Stanowig one przez
to zarowno dogodny materiat modelowy dla zaawansowanych badan proceséw biochemiczno-
biofizycznych (takich jak zwijania biatek, dynamiki oddziatywan typu biatko-biatko) jak i wyjsciowy
materiat pordwnawnczy do badani nad mniej poznanymi cytochromami i innymi biatkami redoks.

W ten wiasnie nurt badan strukturalno-funkcjonanych i poréwnawczych cytochroméw wpisuje sie
praca doktorska Pana mgra Pawta Zatwarnickiego ,, Cytochromy sinicowe — struktura a wtasciwosci”.
Doktorant jako nadrzedny cel postawit sobie rozwigzanie struktur krystalograficznych szeregu mniej
poznanych cytochromdéw sinicowych z niedawno wyodrebnionej grupy cytochroméw sinicowych
podaobnych do ¢ i odniesienie struktur do wtasciwosci fizyko-chemicznych. By to osiggnac opracowat
procedury heterologicznej ekspresji cytochromoéw w komokach E.coli, metody izolacji i oczyszczania
biatek i warunki ich krystalizacji. Zbadat réowniez witasnosci spektralne, punkty izoelektryczne i
potencjaly oksydacyjno-redukcyjne oczyszczonych biatek.

Na wstepie nalezy podkresli¢, ze podjeta tematyka badan jest bardzo aktualna i ciekawa zaréwno z
punktu widzenia bioenergetyki molekularnej jak i biochemii strukturalnej, a promotor pracy prof. A.
Szczepaniak jest jednym ze Swiatowych pionierédw w badaniach strukturalnych nad sinicowymi
cytochromami, w tym w szczegdlnosci cytochromami c¢g i cytochromami podobnymi do ¢;. W
ogdlnym ujeciu praca ma bardzo wysoki poziom naukowy a prezentowane wyniki majg istotna
wartos¢ poznawczg dla nauki o zasiegu miedzynarodowym.

Opis pracy

135-stronicowa praca ma uktad typowy dla prac doktorskich.

Na poczatku cztero-stronicowe streszczenie wprowadza gtéwng idee pracy | przedstawia

najistotniejsze jej osiagnigia.

Wstep rozpoczyna sie krétkim opisem procesu fotosyntezy, po ktdérym natepuje opis sinic, ze
szczegblnym uwgledniem gatunku Synechococcus sp. PCC 7002, ktéry stanowit Zrédto badanych
cytochroméw. Same biatka sg opisane w nastepnych podrozdziatach wstepu. Na poczatku
znajdujemy  rozdziat wprowadzajgcy podstawowe informacje o cytochromach, po ktérym
znajdujemy rozdziaty w ktérych w kaidym, osobno opisano kolejno: cytochrom ¢, cs cytochromy
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podobne do ¢;, ¢y oraz f. Opisywane rodzaje biatek odpowiadajg tym, ktdre doktorant bada w dalszej

czesci pracy.

Po wstepie znajdujemy syntetyczny opis celdow pracy, w ktérym doktorant podaje liste cytochromaéw
stanowiacych przedmiot jego badan (obejmujacg poza cytochromami podobnymi do ¢ w formie
dzikiej i zmutowane]j réwniez cytochrom cy i f). Kolejny rozdziat opisuje aparature, materiaty i
metody wykorzystane w pracy. Kolejne dwa rozdziaty poswiecone sg opisowi wynikéw uzyskanych w
pracy i ich dyskusji. W podrozdziatach wynikow w kolejnosci opisane sa wyniki nad ekspresjg i
oczyszczaniem cytochomow (w kolejnosci Pet]1 Q57V; Pet)l — dI7, -dI6, -dIS; cyt cy; cyt cep; Oraz cyt
f). Dla kazdego cytochromu przedstawiono tabelke bilansu oczyszczania  (kolejne
etapy/ilos¢/czystosc) oraz tabelke zestawiajgca wydajnos¢ ekspresji dla réznych testowanych
warunkéw hodowlanych. W nastepnym rozdziale zebrane s3 widma absorbcyjne oczyszczonych
cytochromow. Kolejne dwa rozdziaty opisujg wyniki genetycznego modyfikowania cytochromow:
pierwszy z nich opisuje etapy konstrukcji plazmidu uzytego do delecji unikalnej petli Pet)1 oraz wynik
transformacji komarek sinicowych, drugi z nich poswiecony jest opisowi konstrukcji plazmidu i
transformacji komérek sinicowych celem przytaczenia etykiety strep-tag do cytochromu f. Kolejny
rozdziat pordwnuje wyznaczone eksperymentalnie punkty izolelektryczne poszczegdlnych
cytochroméw z wartosciami obliczonymi teoretycznie. W nastepnym — zestawione sg wyniki
miareczkowania potencjometrycznego z podaniem wyznaczonych potencjatow redoks w pH 7
cytochroméw Pet)1l Wt, PetJ1 Q57V, Pet)1 dlI6, Pet) 2 WT, PetJ2 L50Q, cyt ¢y oraz cyt cg. Kolejny
rozdziat opisuje wyniki krystalizacji cytochroméw prezentujgc zdjecia uzyskanych krysztatdow. Ostatni
rozdziat wynikdw opisuje same struktury krystalograficzne cytochromow, w kolejnych trzech
podrozdziatach: Pet)1 Q57V; Pet]2 WT razem z L50Q; oraz cs. Dla kazdego cytochromu opisano
strukture drugorzedowgq oraz ogdlne utozenie o- helis wokdt hemu. Szczegdlng uwage poswiecono
analizie kieszeni hemowej pod katem istotnych reszt bocznych, uwidocznionych sieci wigzan
wodorowych a takie obecnosci czgsteczek wody i ich udziatu w tworzeniu wigzan wodorowych.
Zaprezentowano tez wektory momentu dipolowego.

Dyskusja rozpoczyna sie kréotkim wprowadzeniem, po ktérym nastepuje omoéwienie w dwadch
osobnych rozdziatach wynikéw dotyczacych ekspresji i oczyszczania cytochromoéw. W kolejnym
rozdziale poréwnano struktury natywnego Pet)1 z jego mutantem Q57V, a w kolejnym pordéwnano
natywny Pet)J2 z mutantem delecyjnym. Ostatnie dwa podrozdziaty dyskusji poswiecone sg kolejno
Pet)2 oraz cgp.

Po rozdziale dyskusja znajduje sie spis 75 pozycji literaturowych,

Dodatek przedstawia publikacje i wystgpienia konferencyjne zwigzane z wynikami prezentowanymi w
doktoracie a takze zestawia informacje na temat strutktur zdeponowadnych w Protein Data Bank.

Ostatnig czescig pracy jest 4 stronicowe streszczenie napisane w jezyku angielskim.

Do najwazniejszych osiagnieé pracy zaliczyé nalezy:

- wykazanie iz obecno$¢ petli K44-S49 w Pet)l jest niezbedna do prawidtowego fukcjonowania
komorek sinicowych oraz ze jej usuniecie skutkuje znacznym (ok. 100 mV) spadkiem potencjatu

redoks tego biatka,

WYDZIAL BIOCHEMII, BIOFIZYK] 1 BIOTECHNOLOGI!I U]
ZAKEAD BIOFIZYKI MOLEKULARNE]

2




- wykazanie ze mutacja Q57V w obrebie kieszeni hemowe] PetJ1 skutkuje znacznym (ok. 100 mV)
spadkiem potencjatu redoks i wyjasnienie/zaproponowanie, na podstawie poréwnania struktur
krystalograficznych natywnego i zmutowanego Petl1, ze zmiany te spowodowane mogg by¢ réznicg
w sieci wigzan wodorowych wokdt czasteczki wody strukturalnej 309, ktéra w biatku natywnym
oddziatuje z tannicuchem bocznym glutaminy 57 i propionianami hp-6 i hp-7, a w muteinie --- jedynie z
propionianami. Poniewai byfa to jedyna zaobserwowana réznica w strukturze obu cytochromoéw,
doktorant zaproponowat Zie wiasciwosci polarne oraz elektrostatyczne kieszeni hemowe] w
powigzaniu ze stabilizacjg wody strukturalnej poprzez specyficzny uktad wigzan wodorowych
wptywaja znaczaco na wtasciwosci fizykochemiczne tego cytochromu.

- wykazanie ze mutacja L50Q w obrebie kieszeni hemowej PetJ2 skutkuje znacznym podniesieniem
potencjatu redoks z +150 mV do 203 mV (w pH 7) oraz wyjasnienie na podstawie poréwnania
struktur Pet)2 WT i L50Q, ze efekt ten jest spowodowany zmiang w profilu wigzann wodorowych
stabilizowanych przez czasteczki wody strukturalnej obecne w kieszeni hemowej biatka. W tym
przypadku dwie, zamiast trzech czgsteczek wody oddziatuja z resztg propionianowg hp-6 i dodatkowo
jedna czasteczka wody oddziatuje z resztg boczng GIn50.

- wykazanie, ze cyt cgs posiada unikalne whasciwosci strukturalne w posiaci [B-spinki potozonej za llI
helisg c. Jest to szczegdlnie ciekawe ze wzgledu na to ze rejon ten obejmuje 6-ty ligand hemowy
(Met 58). Ponadto wykazano, Ze cyt ces posiada stosunkowo niski potencjat redoks (113 mV vs 333
mV natywnego PetJ1), odmienne witasciwosci spektralne (przesuniecie maksimum absorpcji pasma o)
oraz wysoki moment dipolowy (w poréwnaniu do PetJ1).

Na uwage zastuguje fakt, ze struktury PetJ2 typu dzikiego i mutanta L50Q sg pierwszymi strukturami
cyt cec opublikowanymi w PDB, a struktura cg jest pierwszg strukturg biatka z tej rodziny
cytochromdéw opublikowang w PDB.

Lektura pracy nasuwa hastepujgce ciekawe zagadnienia i spostrzeienia do dalszej dyskusii:

- badane cytochromy z grupy c¢s; naleig (jak to zaznaczyt doktorant we wstepie) do klasy |
cytochromdéw (wg klasyfikacji Amblera), w klasie tej znajduja sie tez dobrze poznane — mitochodrialny
cyt ¢ i bakteryjne cyt c,. Ciekawe bytoby poréwnanie badanych w pracy cytochromow z tymi wiasnie
"klasycznymi” cytochromami. Mam tu na mysli zwitaszcza samo sgsiedztwo kieszeni hemowych i
uktad czgsteczek wody strukturalnej, o ktérej szeroko dyskutuje doktorant w pracy.

- podniesienie potencjatu redoks zaprojektowang mutacjg L50Q w Pet)2 jest efektem bardzo
ciekawym i rzadko osiggalnym eksperymentalnie (o ile stosunkowo tatwo jest obnizy¢ potencjat przez
mutacje, to w druga strone nie jest to takie proste). Wartatoby, moim zdaniem, podkresli¢ ten fakt w
dyskusji odnoszac uzyskany wynik do opisywanych w literaturze efektéw mutacji na potencjat redoks
cytochromow, chocby na paru przyktadach.

- ciekawy bytby opis powierzchni cytochromdéw od strony wyeksponowanej do $rodowiska
zewngtrznego krawedzi hemu. Stanowig one zapewne (w analogii od innych cytochroméw) rejon
oddziatywania z innymi biatkami (partneram fizjologicznymi), dlatego tez analiza tych rejondw i ich
poréwnanie z ,klasyczng” domeng reakcyjng mitochondrialnego cyt ¢ (pierécieniem reszt lizynowych)
mogtaby wskaza¢ na mozliwy charakter oddziatywan (czy elektrostatyczny, czy moze bardziej

hydrofobowy)?
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- przy opisie struktury cyt podobnych do ¢ autor zaznacza obecos$¢ mostka disiarczkowego, jest to
cecha rzadko spotykana w cytochromach ¢, ciekawym bytoby nawigzanie do innych znanych
przypadkéw w tej grupie biatek

Uwagi krytyczne i elementy wymagajace poprawy:

-Rys 2 (ze wstepu na str 17) podaje szereg skrotow, ktdre nie sg wyjasnione w tekscie. Jest to
prawdopodobnie konsekwencja tego, ze jak zaznaczyt doktorant, pochodzi on ze strony internetowe;j
zespotu D. Bryanta. Dodatkowo, wskazane by byto zaznaczyc ze cytochrom b,f jest w formie dimeru.

-typy heméw powinno sie pisac duza literg, np hem typu A
- czy rzeczywiscie w cytochromach c, obseruwije sie zaleznos$¢ potencjatu redoks od pH (strona 20)?

- str 21 “Tym samym cykl przeniesienia elektronu z bsf na PSI sie zamyka” — z opisu nie jest to
oczywiste, bo jest zaznaczone tylko potaczenie biatkowe od strony lumen.

- czy rzeczywiscie interakcje kolizyjne moga przeciwstawiac sie sitom elektrostatycznym (strona 26)?

- str 26 i 27 — dwa razy powtdrzono tg samg informacje ,Pet)2 ze wzgledu na niski potencjat nie jest
zdolny do pobierania elektronéw z kompleksu bgf”

- czy rzeczywiscie sekwencja CxxCH jest cechg wyréiniajgcga cytochrom f sposréd innych
cytochroméw (strona 29)?, w tym paragrafie jedng z waznych réznic, o ktérej nie wspomniat autor
jest réznica w sposobie zwiniecia taficucha biatkowego wokoét hemu

- w celach pracy zabrakto mi uzasadnienia logiki wyboru cytochroméw, ktére byty przedmiotem
badania (np. czemu akurat wybrano mutanty Q57V, L50Q, czemu cyt ¢y czy f?), mozna tei byto
bardziej rozwing¢ ostatnie zdanie, ktére dotyczy najstotniejszego elementu ,interpretacji struktur w
kontekscie pozdanych witasciwosci biochemicznych”

- w opisie miareczkowania brakuje wyszczegdlnienia jaki typ krzywej Nernsta byt dopasowywany (n =
7)

-0gbélna uwaga dotyczaca wynikow: poniewaz znaczna cze$¢ pracy dotyczy oczyszczania biatek,
wskazanym bytoby zamieszczenie poréwnawczych zdje¢ elektroforezy SDS-Page (zwfaszcza, ie
doktorant wspomina o dokonaniu takiej analizy w dyskusji na str 112), czysto$¢ jest jedyne opisywana
za pomocg parametru liczbowego stosunku A560/A260, ktéry zresztg powinien byé zdefiniowany i

opisany co oznacza

- na str 57 pojawia sie informacja ,po poréwnaniu modeli ... zdecydowano ze dalsze badania beda
prowadzone na cytochromie Pet)1 dl6” — brakuje wyjasnienia dlaczego?

- wykresy na str 66-68 posiadajg niekompletny opis osi X i brak opisu osi Y

- na widmie B i E pojawito sie rozszczepienie w pasmie o — brak informacji na ten temat w tabelce i
brak kometarza w tekscie

- nie rozumiem czemu rozdziaty opisujagce manipulacje genetyczne (6.3) znadujg sie miedzy
rozdziatami opisujgcymi widma , punkty izoelektryczne i miareczkowania

- na wykresach przedstawiajacych wyniki miareczkowania wskazane jest zaznaczenie kierunku
miareczkowania (oksydacyjny, redukcyjny} , brakuje tez informacji o dtugosciach fal branych do

analizy
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- w tekscie znales¢ moina niepotrzebne powtdrzenia, np. poczatek dyskusji (str 108, pierwszy akapit)
oraz str 124, 2-gi akapit powtarzajg informacje ze wstepu

- od strony graficznej : niektdre rysunki bytyby wygodniejsze w analizie, gdyby je lepiej rozmiesci¢ —
np. umieszczajac rys 45 i 46 na jednej stronie, czy umieszczajgc oba panele rys 52 na jednej stronie

-str 117 — ,, tym samym, mutant delecyjny ze wzgledu na zbyt niski potencjat redoks jest niezdolny do
przenoszenia elektronu na PSI” , nie do konca rozumiem dlaczego?, nalezy wzig¢ pod uwage, ze sama
zmiana potencjatu w granicach 100 mV nie zawsze musi skutkowa¢ utrata fukcjonalnosci

- str 118 — , paradoksalnie... doprowadzity do zupelnie odmiennych hipotez, ktdre w tej pracy zostaty
obalone” niejasne — o jakie hipotezy chodzi i czemu zostaty obalone

- str 120 -, Najwazniejsza rdznica.... reszty bocznej waliny (Pet)2)” — na rys. 57 wida¢ jednak reszte
leucyny?

-str 126 — opis do Rys 60 ,czgsteczki wody w kolorze czerwonym” btednie sugeruje ze sg dwie
czasteczki wody, podczas gdy jest to jedna czasteczka wody w dwdch réznych pozycjach

-str 127 ,,Niski potencjat redoks to nie jedyna wtasciwos¢ definiujgca funkcjonalnosé biologiczng” to
sformutowanie jest niejasne

- w pracy brakuje zbiorczego podsumowania podkreslajgcego najbardziej wartosciowe wyniki
strukturalno-fukcjonale

- styl : ,strep-tagowanie cytochromu” , wstepny skryning” ,spektrofotometr zerowano”

- styl formatowania literatury jest niejednolity i niestarannie przygotowany: np nazwy czasopism w
niektérych przypadkach sg italizowane a w niektdrych nie; przypadkowo podawane sg DOl tez w
réznych formatach; nazwy tych samych czasopism (np Photosynthesis Research, Journal of Biological
Chemistry) pojawiaja sie jako petne nazwy i jako skroty, styl podawania nazwisk autoréw tez jest

niejednolity

-btedy w numeracji rozdziatow (str 3): w rozdziale 5.7 znajdujemy podrozdziaty 5.1.1 do 5.1.3, a w
rozdziale 5.8 — podrozdziaty 5.1.4 do 5.1.6.

- niezreczne sformutowania: str 8 ,Przeptywu elektronu zamyka sie...”; str 8 ,,Zgromadzenie czterech
tadunkéw dodatnich skutkuje wydzieleniem tlenu.”; str 106 ,czasteczki wody ..., w ich Scistym
sasiedztwie znajduje sie ich numer porzadkowy”; str 110 ,wyttumaczenie tego faktu jest
nieskomplikowane”; str 124 ,zakonczyt sie sukcesem, ukoronowanym zdeponowaniem...’

-literéwki: str 12 ,elektron ... sg przenoszone...”; str 23 ,..funkcje zdaje sie...”; str 111 ,Warto
pamietac jednak,..”; str 123 , odpowiada fenyloalaniny”; str 126 ,,.. analizy rozmieszczenie czgsteczek

wody...”

Powyisze uwagi w zaden sposéb nie umniejszajg mojej wysokiej oceny pracy doktorskiej Pana
Zatwarnickiego. Jest to bardzo dobre opracowanie pod wzgledem naukowym i mozie stanowic
doskonate zrédto informacji dla oséb chcacych pogtebic temat sinicowych cytochromdw. Catoéc
$wiadczy o dojrzatosci Doktoranta pod wzgledem naukowym przy planowaniu, wykonywaniu,
interpretowaniu i dyskutowaniu wynikow badan naukowych.
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Majac na wzgledzie przedstawiong powyiej opinie, uwazam ze prezentowana rozprawa doktorska
spetnia wszystkie wymogi niezbgedne do uzyskania stopnia doktora nauk biologicznych w
dyscyplinie biochemia. Dlatego tez zwracam sie do Wysokiej Rady Naukowej Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Pana mgra Pawta Zatwarnickiego do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

f\

/dr hab. Ar{ur Osyczka/
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