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Streszczenie pracy doktorskiej

W komodrkach organizmow fotosyntezujgcych obecnos¢ mobilnych przenosnikéw
elektronow umozliwia oddziatywanie pomiedzy kluczowymi kompleksami
btonowymi aparatu fotosyntetycznego. W obrebie dwuwarstwy fosfolipidowej, za
transport elektronow pomiedzy fotosystemem Il a kompleksem cytochroméw bgf
odpowiadajg czasteczki plastochinonu. W Ilumen tylakoidow, pomiedzy
kompleksem cytochroméw bef a fotosystemem |, elektrony transportowane sg
przez metaloproteiny: cytochrom cg i/lub plastocyjanine. Cykl przeptywu
elektronow rozpoczyna sie, gdy elektron przekazywany jest z cytochromu f
(bedacego czescig kompleksu bgf) na utleniong forme metaloprotein (cytochrom cg
zwigzany z kationem Fe®' lub plastocyjanine zwigzang z kationem Cu?"). W
rezultacie powstaje zredukowany nosnik elektronéw, ktéry w lumen przemieszcza
sie w strone fotosystemu I. Cykl przeptywu elektronéw zamyka sie, gdy elektron
przekazywany jest z metaloproteiny na fotoutleniony dimer czgsteczek chlorofilu
P700".

Fotosyntetyczny transport elektronow to nie jedyna funkcja sinicowych
cytochroméw cg oraz plastocyjaniny. W obrebie bton tylakoidow, fotosyntetyczny i
oddechowy tancuch transportu elektronéw fizycznie nakfadajg sie ze soba.
Analogiczne kompleksy biatkowe zlokalizowane w btonach cytoplazmatycznych sg
z kolei odpowiedzialne wytgcznie za oddechowy fancuch transportu elektronéw.
Tym samym, kompleks cytochroméw bgf, pula chinonéw oraz cytochrom cg zostaty
uznane za elementy wspodlne sinicowych proceséw oddychania i fotosyntezy.
Trzecim procesem, w ktoéry zaangazowane sg sinicowe cytochromy cg, to proces
anoksygenicznej fotosyntezy, gdzie zrodiem elektrondéw jest siarkowodor. W
procesie tym, cytochrom cg przenosi elektrony z puli chinonédw na centra

zelazowo-siarkowe w procesie anaerobowego utleniania siarczkéw.



Pomijajac dos¢ dobrze poznang i scharakteryzowang grupe cytochroméw cg, w
genomach wielu gatunkéw sinic mozna odnalez¢ sekwencje kodujgce cytochromy
podobne do cs (ang. cytochromes ce-like). W przeciwienstwie do klasycznych
cytochroméw cs, cytochromy te sg grupg biatek o nieznanej funkcji i stabo

okreslonych wtasciwosciach.

Badania prowadzone w ciggu ostatnich lat w Zaktadzie Biofizyki doprowadzity do
wyodrebnienia dwdéch nowych grup cytochroméw podobnych do cs. W zwigzku z
wczesniejszym odkryciem roslinnych cytochromdéw cga, grupy te nazwano
analogicznie ceg oOraz cgc. Chloroplastowe cytochromy csa sg dosé blisko
spokrewnione z rodzing sinicowych cytochromow cgs. Geny kodujgce cytochromy
Ces Obecne sg gtdbwnie w genomach gatunkéw morskich sinic niezdolnych do
wigzania azotu - Procholorococcus oraz Synechococcus. Z kolei sinice wigzgce
azot, jednokomorkowe badz wytwarzajgce heterocysty, czesto zawierajg w
genomach sekwencje kodujgce cytochromy z grupy csc. Ciekawym wyjatkiem w
tej grupie jest cytochrom PetJ2 z sinicy Synechococcus sp. PCC 7002, nie

posiadajacej gendw nif.

Obecnos¢ gendéw kodujacych cytochromy podobne do cg w genomach wielu sinic
daje podstawy do rozszerzenia hipotez dotyczacych funkcji tychze biatek w
procesach biochemicznych komorek sinicowych. Réznorodnos¢ gatunkowa sinic
posiadajacych geny cytochroméw podobnych do cs wskazuje, ze ta rodzina biatek
pojawita sie stosunkowo wczesnie w historii ewolucji sinic. W poréwnaniu do
ogromu prac naukowych traktujgcych o cytochromach w ogodle, cytochromy
podobne do ¢ sg niemalze niezauwazalne w literaturze. W zwigzku z powyzszym,
autor tej rozprawy podczas pracy doktorskiej podjat sie prac majacych na celu
poszerzenie wiedzy dotyczacej cytochromow cg, a w szczegdlnosci cytochroméw
podobnych do cs. Celem nadrzednym byto uzyskanie struktur krystalograficznych
tychze cytochroméw i odniesienie ich do podstawowych wiasciwosci

biochemicznych.

Praca ta jest poswiecona w duzej mierze trzem cytochromom: Pet1
(przedstawiciel rodziny cytochroméw cg), PetJ2 (przedstawiciel rodziny
cytochroméw cec) z Synechococcus sp. PCC 7002 oraz cytochromowi Ceg Z
Synechococcus sp. WH 8102.



Pierwszy projekt sktadajgcy sie na ogot pracy doktorskiej dotyczyt okreslenia
funkcji unikalnej dla sinicowych cytochromow cg petli Kys-Ss9, zlokalizowanej
pomiedzy Il. a lll. helisg a cytochromu PetJ1 z Synechococcus sp. PCC 7002.
Transformacja komoérek sinicowych genem petJ1 z usunietg sekwencjg kodujacq
unikalng petle pokazata, ze komorki sinicy nie sg w stanie prawidtowo
funkcjonowac, jesli z cytochromu PetJ1 usunieta zostanie petla Ks4-Sag9. Stosujac
ekspresje heterologiczng w komorkach E. coli uzyskano cytochrom PetJ1 dI6 — z
usunietg petla. Dalsza badania pozwolity okreslic wptyw petli na wtasciwosci
biochemiczne. Usuniecie petli skutkuje spadkiem potencjatu redoks z +333.4 mV
(typ dziki PetJ1) do +235.8 mV (mutant delecyjny PetJ1 dI6). Bez istotnych zmian
pozostat za to punkt izoelektryczny oraz wtasciwosci spektralne (absorbancja w
zakresie UV-Vis). Pomimo wielu prob, nie udato sie uzyskaé krysztatow
biatkowych, ktore mogtyby by¢é wykorzystane do rozwigzania struktury

krystalograficznej i dalej — do rzetelnego wyjasnienia funkcji unikalnej petli.

Kolejnym elementem pracy doktorskiej byto poréwnanie struktur i wiasciwosci
cytochromu PetJ1 Synechococcus sp. PCC 7002 z jego mutantem punktowym
Petd1 Q57V. Badania pokazaty, ze zamiana glutaminy na waline w obrebie
kieszeni hemowej (pozycja 57) skutkuje znaczacym obnizeniem potencjatu
redoks: z +333.4 mV (typ dziki PetJ1) do +239.4 mV (PetJ1 Q57). Dodatkowo
zaobserwowano efekt batochromowy (przesuniecie maksimum absorpcji pasma a
zredukowanego cytochromu w strone swiatta czerwonego: z 553.2 nm do 555.9
nm). Bez zmian pozostat punkt izoelektryczny. Rozwigzanie struktury
krystalograficznej mutanta PetJ1 Q57V (PDB:4EID, rozdzielczos¢ 1.13 A) i
porownanie go ze strukturg cytochromu PetJ1 typu dzikiego pozwolito na

wyjasnienie natury tych zmian.

Trzeci element pracy doktorskiej to poréwnania struktur i wkasciwosci cytochromu
PetJ2 Synechococcus sp. PCC 7002 oraz jego mutanta punktowego PetJ2 L50Q.
W tym przypadku potwierdzono ponownie, ze obecnos¢ reszty aminokwasowej z
polarnym fanncuchem bocznym w obrebie kieszeni hemowej ma istotny wptyw na
wiasciwosci biochemiczne. Zamiana hydrofobowego tancucha bocznego leucyny
na hydrofilowy tancuch glutaminy w pozycji 50 cytochromu Petd2 skutkuje
podniesieniem potencjatu redoks ze +150.2 mV do +202.9 mV. Obserwuje sie tez

efekt hipsochromowy (przesuniecie maksimum absorpcji pasma a zredukowanego



cytochromu w strone Swiatla czerwonego: PetJ2 WT: 556,1 nm; PetJ2 L50Q:
553,5 nm). Dalsze prace umozliwity rozwigzanie struktur krystalograficznych
cytochromu PetJ2 typu dzikiego (PDB: 4EIE, rozdzielczosé 1.03 A) oraz mutanta
punktowego L50Q (PDB:4EIF, rozdzielczo$¢ 1.04 A). Poréwnanie struktur
pokazato, ze mutacja punktowa nie wptywa na ogolng strukture trzeciorzedowa, a
jedynie na sie¢ oddziatywan wodorowych w obrebie kieszeni hemowej, co
ttumaczy zmiany wiasciwosci biochemicznych. Struktury cytochromu PetJ2 typu
dzikiego oraz mutanta punktowego Pet2 L50Q sg pierwszymi strukturami

cytochroméw cegc opublikowanymi w bazie PDB.

Ostatni, najwazniejszy element pracy doktorskiej to okreslenie wiasciwosci i
struktury cytochromu cgg z Synechococcus sp. WH 8102. Strukture tego
cytochromu, udoktadniong do rozdzielczosci 1.40 A, zdeponowano w bazie PDB
pod kodem dostepu 4KMG. Jest to pierwsza struktura biatka z rodziny
cytochroméw cgg zdeponowana w bazie PDB. Unikalna dla tego cytochromu jest
struktura [(-spinki, obecna za Il helisg a. Poréwnanie witasciwosci tegoz
cytochromu z cytochromem PetJ1 Synechococcus sp. PCC 7002 pokazato szereg
réznic. Zwraca uwage przede wszystkim niski potecjat redoks: 113.2 mV (PetJ1:
333.4 mV), odmienne wtasciwosci spektralne (maksimum absorpcji pasma a
zredukowanego cytochromu przy 557.0 nm) oraz niezwykle wysoki moment
dipolowy (1025 D w poréwnaniu do 204 D cytochromu PetJ1).

Oprécz wspomnianych powyzej gtéwnych elementéw pracy doktorskiej, autor
podjat sie rowniez préb uzyskania struktur krystalograficznych: cytochromu cy z
Synechococcus sp. PCC 7002 oraz cytochromu f z Thermosynechococcus
elongatus BP-1. Mimo wielu préb, dla cytochromu cy nie udato sie wyhodowac
zadnych krysztatéw, natomiast dla cytochromu f wyhodowano krysztaty w kilku

warunkach z ktérych nie udato zarejestrowac sie danych dyfrakcyjnych.

Czes¢ wynikow tejze pracy doktorskiej przedstawiono w formie struktur
zdeponowanych w bazie PDB (kody dostepu: 4EID, 4EIE, 4EIF, 4KMG),
komunikatéw zjazdowych (36th Annual Midwest/Southeast Photosynthesis
Meeting, Marshall, USA, 10.2010), plakatéw (DGK-AK1 Workshop - Diffraction
Data Collection Using Synchrotron Radiation, Berlin, Niemcy, 07.2011) oraz
publikacji (Zatwarnicki i wsp. ,,Cytochrome cgg of Synechococcus sp. WH 8102 —



Crystal structure and basic properties of novel cg-like family representative”,
zaakceptowane w BBRC). Pozostate rezultaty badan sg przygotowywane do
druku.



