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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Pawta Zatwarnickiego ,,Cytochromy sinicowe —

struktura a wlasciwos$ci”.

Rozprawa doktorska mgr inz. Pawta Zatwarnickiego ,,Cytochromy sinicowe —
struktura a wtasciwosci” jest monografig przedstawiajacg struktury Kilku sinicowych
cytochromow cg, droge ich klonowania, ekspresji, oczyszczania, poszukiwania
warunkow krystalizacji i wreszcie analizy wtasnosci fizyko-chemicznych w relacji do
struktury. Przygotowana zostala w laboratorium prof. Andrzeja Szczepaniaka od lat
zajmujacego si¢ badaniami relacji struktura-funkcja biatek zaangazowanych w proces
fotosyntezy, we wspoélpracy z grupg prof. Mariusza Jaskolskiego, wybitnego
specjalisty w zakresie krystalografii biatek, a takze doktora Wojciecha Biatka, ktorego
rolg stusznie mgr Zatwarnicki podkresla w kilku miejscach w tekscie. Napisana jest
przejrzyscie i $wiadczy o znawstwie zarowno problemow metodycznych, jak i
badanych obiektow, chociaz nie jest wolna od ponadstatystycznej liczby potknieé
jezykowych, edytorskich 1 zwyktych , literowek”.

Praca, liczaca 136 stron, sktada si¢ z czterech gtéwnych rozdziatow (Wstep,
Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja). Znaczng czg$¢ wynikow opublikowano, w
publikacji w BBRC (IF 2.4), w ktoérej doktorant jest pierwszym autorem, a cztery
struktury krystaliczne (a nie krystalograficzne; str. 30, 31, 88) zdeponowano w Protein

Data Bank (w jednym przypadku doktorant jest pierwszym autorem, a w pozostatych
wsérdéd kilku autoréw). Po czgéci zwalnia mnie z bardzo szczegdtowej oceny
przedstawionych wynikow krystalograficznych tym bardziej, ze gwarantami jakosci
analizy struktur byli wysokiej klasy specjalisci jak dr Krzywda i prof. Jaskolski.
Uwagi, ktore nasunety mi si¢ po lekturze pracy przedstawiam ponize;.

We Wstepie na 18-stu stronach autor jasno przedstawil podstawowe informacje
dotyczace procesu fotosyntezy, biologii sinic i przede wszystkim budowy i funkcji
cytochromow sinic, ze szczegdlnym uwzglednieniem cytochroméw cs. Mozna

wprawdzie dyskutowac ze stwierdzeniem (str. 13), Ze sinice s3 najwazniejszg forma
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zycia jaka kiedykolwiek pojawila si¢ na Ziemi, ale jest to niewatpliwie efektowne

wejscie w temat. Natomiast nie zrozumiatem co autor miat na mysli piszac na str. 26
,Niektore oddziatywania donor elektrondw-PSI zaleza od interakcji kolizyjnych i
moga przeciwstawia¢ si¢ sitom elektrostatycznym” w kontekScie przekazywania
elektronow z cytochromu PetJ2 z kompleksu bef.

Bezposrednio po Wstegpie jasno zostal przedstawiony ambitny cel pracy
zwigzany z opracowaniem procedury ekspresji w E. coli i oczyszczania os$miu
cytochroméw z Synechococcus sp., okresleniu ich podstawowych wiasnosci fizyko-
chemicznych (pl, potencjaty redoks, widma UV-VIS), opracowaniu warunkow
krystalizacji i w konsekwencji wyznaczeniu struktury krystalicznej.

Na kolejnych 20-stu stronach zostaly opisane uzywane materiaty i techniki
badawcze wykorzystane w pracy. Nie mam wigkszych zastrzezen, poza licznymi
potkni¢ciami jezykowymi, do dobrze merytorycznie napisanego rozdziatu, a jedynie
kilka uwag. Szacowanie st¢zenia probki DNA (str. 42) w oparciu porownanie do
emisji fluorescencji markera (nie podano jakiego) o znanym st¢zeniu jest grubym
przyblizeniem, podobnie jak zalozenie Ajs=1 dla 50ng/ul. Przeciez dla znanych
sekwencji mozna bylo wyznaczy¢ wspotczynnik ekstynkcji  ze sktadu
nukleotydowego korzystajac z sieciowych ,.kalkulatorow”. Podobnie nie jest dla mnie
w pelni zasadne Korzystanie z jednego wspotczynnika ekstynkeji (20 000 M™*cm™)
dla wszystkich cytochromow (str. 42 - brak odnos$nika literaturowego) i to zarowno w
postaci utlenionej 1 zredukowanej skoro powinny by¢ rézne. Wreszcie wypadatoby
okresli¢ udziat Autora w eksperymentach Kkrystalizacyjnych i rozwiazywaniu
struktury.

Na kolejnych 53 stronach przedstawiono wyniki badan. Autor w pierwszej
kolejnosci relacjonowat przebieg ekspresji 1 oczyszczania cytochromow, nastepnie
przechodzit do ich wilasnosci fizyko-chemicznych, opisu procesu krystalizacji i
wreszcie analizy struktury krystalicznej.

Uwagi 1 pytania, ktore nasunety mi si¢ po lekturze wynikow pracy:

1. Dobrym pomystem byto przedstawienie wynikow preparacji w tabelach z
podkresleniem wydajnosci ekspresji, natomiast ograniczytbym dane
dotyczace nieudanych eksperymentéw do przedstawienia ogélnych wnioskow
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dotyczacych np. wptywu temperatury, induktora (IPTG), siarczanu
zelazawego, czy glukozy na wydajnos$¢ preparacji. Wyjasnienie na str. 57, ze
wprawdzie najwigcej cytochromu Pet]J1 dI6 uzyskuje si¢ w pozywce TB, z
dodatkiem glukozy, ale bez FeSO, i IPTG, ale ze wzgledow ekonomicznych
ja zarzucono, do mnie nie przemawia. Przeciez koszty LB i1 TB sg zblizone, a

koszty generuje raczej IPTG.

. Wolalbym, zeby wyniki oczyszczania przedstawi¢ nie tylko w postaci

wspoélczynnika a/280, nb., ktorego znaczenie pojawia si¢ dopiero na str. 108
w dyskusji, ale rowniez elektroforogramow oczyszczonych preparatow, tym

bardziej, ze na str. 112 Autor powotuje si¢ na takie kontrole.

. Na widmach absorpcyjnych brak jednostek na osi rzgdnych, a w podpisie -

stezenia probki; zakres dlugosci fali rozpoczyna si¢ od 300 nm, a nie jak

podano w tekscie od 260 nm.

. Skoro podaje si¢ dane teoretyczne i eksperymentalne (str. 78) dotyczace pl

poszczeg6lnych cytochroméw, wypadatoby w dwoch zdaniach skomentowaé

skad biorg si¢ rdéznice siegajace 3 jednostek pH.

. W opisie (str. 76) o dopasowywaniu 4 parametrow (jakich?) do znanego

skadinad réwnania Nernsta brakuje informacji co i jak ,,fitowano”. Wydaje
sig, ze mozna bylo po prostu odczyta¢ wartosci potencjatu redoks
odpowiadajacej utamkowi (a nie % jak na wykresach) = 0.5 formy

zredukowane;j.

. Wyniki dotyczace krystalizacji cytochroméw i ich mutantow sa opisane

bardzo dobrze. Doktorant zoptymalizowat warunki krystalizacji. Udalo mu si¢
uzyska¢ krysztaly pozwalajace na otrzymanie wysokiej jakosci danych
dyfrakcyjnych, ktore umozliwity rozwigzywanie struktur. Eksperymenty
krystalizacyjne, z wyjatkiem cyt m i f i mutanta Ceg zakonczyly si¢ sukcesem
W postaci otrzymania struktur krystalicznych. Za najwigksze osiggnigcie
uwazam mimo wszystko zebranie danych dotyczacych cytochromu cgg, gdyz
biatko to odbiega wiasnosciami fizykochemicznymi, od pozostatych, w
szczegllnosci PetJ1 i nie daje si¢ w prosty sposob ,,wpasowac” w logiczny
cigg fotosystemu I, ze wzgledu na niski potencjat redoks.
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7.

8.

Podobnie za bardzo interesujace, cho¢ pozostawiajace uczucie niedosytu,
uwazam badania roli petli Kg4-Sa9 W cytochromach cg. Wprawdzie otrzymano
mutanta delecyjnego w odniesieniu do podanej sekwencji, ale nie udato si¢
otrzymac¢ krysztalow takiego biatka. Wydaje si¢, ze w przysztosci mozna
sprobowac przeprowadzi¢ skryning poszczegdlnych reszt, tym bardziej, ze
réwnolegle badano role np. reszty L50 w PetJ2, czy Q57 w PetJ1.

Autor odnosit wlasnosci otrzymanych struktur do danych wyznaczonych z
algorytmow PDBSum (RasMol + PROMOT If) (str. 89-90 i dalej). Jak nalezy
w zwigzku z tym rozumie¢ na rys. 38 i 43 brak helisy 3, a jak stwierdzenie
(str. 102) ,, ...stuktura Gly62-Leu65 ... wykazuje 42.8% dewiacji od modelu
idealnego™.

Dla wszystkich struktur wyliczano moment dipolowy. W zwigzku z tym
dobrze bytoby podac jakie$ uogdlnienie w konteks$cie wyznaczonych danych,
a takze znaczenie tej wielkosci dla roli pelnionej przez cytochromy, nb. jest to
wielko$¢, ktéra mozna wyznaczy¢ eksperymentalnie technika DRS (ang.

dielectric relaxation spectroscopy).

10. Wysoko oceniam opis roli czasteczek wody w otoczeniu pier§cienia hemu

poszczeg6lnych cytochroméw. Widaé, ze sie¢ oddzialywan wodorowych
petni kluczowa role w mikrootoczeniu protoporfiryny IX i stad szczegdtowa
analiza potozenia i oddzialywan poszczegdlnych czasteczek ma tak duze

znaczenie.

Dyskusja obejmujaca 19 stron jest dobrze napisana. Autor podsumowuje

uzyskane wyniki, umiej¢tnie podkresla to co zrobili starsi koledzy, nowatorstwo
swoich badan oraz opisuje mozliwosci ich kontynuowania i w tym kontekscie
szczegoOlnie interesujace bytoby wyznaczenie struktury krystalicznej cytochromow f'i

m i roli cytochromow cgg, a takze petli 44-50 z cytochromu PetJ1.

Z drobniejszych uwag dotyczacych Dyskus;ji:

1.

W Materiatach i Metodach i podpisie do Rys. 4 brakuje informacji o
warunkach i aparaturze do pomiaru widm UV-VIS, ale nie sadze, zeby
uzyskano rozdzielczo$¢ na poziomie 0.6 nm (Dyskusja str. 117) dla mutanta

delecyjnego PetJ1.
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2. Skoro dyskutuje si¢ wyniki pracy kolegi, ktore odbiegaja od wtasnych (str.

118), a s niedostepne recenzentowi to wypada je przynajmniej opisac.

3. Niezwykle interesujagce byloby przesledzenie loso6w ewolucyjnych reszt
odpowiadajgcych GIn39 z cytochromu ceg Z mikrootoczenia hemu i zbadanie
jej roli dla wiasnosci i struktury tej grupy cytochromow.

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr. inz. Pawla Zatwarnickiego zawiera
bardzo duzy material eksperymentalny, ma sporg warto$¢ poznawczg. Doktorantowi
udato si¢ zrealizowa¢ wiekszo$¢ z duzej ilosci ambitnych zadan. Praca stanowi
przyktad efektywnego wykorzystania wspotpracy. Uzyskane wyniki maja warto$é
naukows, stanowigc oryginalne rozwigzanie istotnego problemu. Doktorant musiat
opanowa¢ zarowno techniki biologii molekularnej, biofizyki jak i metody hodowli
krysztaldow 1 rozbudowane oprogramowanie analizy danych. Co wazne, badania sa
bezposrednia kontynuacja do$wiadczen zespotu kierowanego przez Promotora pracy,
a jednoczesnie stanowig Swietny punkt wyjscia dla kolejnych projektow.

Na koniec uwagi natury redakcyjnej, ktore nie podwazaja wartosci naukowej pracy,
ale z obowigzku recenzenta wypada poda¢, rowniez w celach dydaktycznych:

- niechronologiczna numeracja cytowanych pozycji literaturowych [16] [75] [56] itd.

- ,ekspotencjalny” (str. 17) zamiast eksponencjalny

- ,,niskospinowy cytochrom” — Zargon naukowy, chodzi zapewne o tzw. kompleksy
niskospinowe” tj. z odpowiednim rozszczepieniem orbitali molekularnych d w polu
krystalicznym

- wielokrotnie uzywane ,,suplementowanie” zamiast dodawanie (str. 48, 110-111 -13
razy)

- strep-tagowanie str 73 (tytul rozdziatu)

- Angstroemy zamiast angstremy (stownik PWN — nazwa jednostki) (np. str. 93, 97
itd.)

- determinacja zamiast oznaczanie/okreslanie (str. 113)

- brak numeracji kilku stron (12, 31,33, 54, 108)

- r6zna pisownia nazwiska MacMunn (w literaturze Mac Munn) i rok publikacji,
odpowiednio- 1884/1886)

- ,,w zasadzie bezsprzeczne” (oksymoron) str. 28
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- mieszanie nazw polskich odczynnikéw z angielskimi (np. str. 36, Loading Dye)

- rozmiary podajemy w mikrometrach (um), a nie w mikromolach (uM) (str. 82, 86)

- uzywanie zamiennie w Materialach i Metodach okreslen sugerujacych jednorazowa
czynno$¢ jak: ,,dosypano”, odczekano itd. (str. 51) i powtarzalno$¢ ,,prowadzono”,
,,dostarczano”

- ,;mieszano 300 pl biatka z 300ul rezerwuaru” (str. 52)

- ,,warunki okazaty si¢ zbyt wymagajace pod wzgledem ekonomicznym” zamiast za
drogie (str. 57)

- ,zarejestrowano widma spektralne” (str. 117)

- ,dewiacja” w znaczeniu odchylenie (str. 102)

- ,,hieobecna jest rowniez zadna reszta boczna ....” oznacza, ze reszta jest obecna, a
nie o to chodzito zapewne autorowi (str 125.)

- 1 wreszcie stanowczo za duzo literowek (do wgladu w egzemplarzu recenzenta) i
potknie¢ stylistycznych, a takze nieco razace naduzywanie w tek$cie naukowym
okreslen typu ,,owe, tychze, otoz, tejze, tegoz, tudziez, zgota” itp., co wszakze nie
obniza wartos$ci naukowej rozprawy.

Podsumowujac, z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska
mgr. inz. Pawta Zatwarnickiego spetnia wymagania stawiane w art. 13 Ustawy z dnia
14 marca 2003 roku z pozniejszymi poprawkami, 0 stopniach naukowych i tytule
naukowym, stanowi oryginalne rozwigzanie naukowe, wykazuje wiedz¢ teoretyczna
Autora 1 umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej tym samym
uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie
Biochemia. W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr. inz. Pawla

Zatwarnickiego do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego.

dr hab. inz. Piotr Dobryszycki, prof. PWr.



