UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
Wydzial Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
ul. Gronostajowa 7, 30-387 Krakéw

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Cieluch
pt. ‘Mechanizm zmian dynamicznej dystrybucji elektronéw w lancuchach kofaktoréow

cytochromu bey badany przy uzyciu impulsowej spektrofotometrii dwuwigzkowej’

Oddychanie komérkowe jest jednym z podstawowych proceséw metabolicznych
przebiegajacych w organizmach zywych, prowadzacym do wytworzenia nos$nika energii w
postaci ATP. Kluczowym etapem oddychania tlenowego jest utlenianie mitochondrialne,
ktérego najintensywniej badanym elementem w ostatnich latach jest lancuch transportu
elektrondw. Badania nad jego komponentami prowadzone sa w dwodch kierunkach: badan
strukturalnych, w oparciu o wykrystalizowane kompleksy, oraz badania funkcjonalne przy
wykorzystaniu réznych technik spektroskopowych, czesto w polaczeniu z modyfikacjami
sekwencji aminokwasowej biatek. Jednym z najciekawszych komplekséw tego typu jest
kompleks cyt. bc; (kompleks III). Jego struktura krystalograficzna jest dobrze poznana,
natomiast jest wiele nierozstrzygnietych aspektéw odnosnie mechanizmu transferu elektronéw w
obrebie tego kompleksu oraz czynnikéw regulujacych rozdzial transferu elektronow na galaz
nisko- i wysokopotencjalowa. Badania tego typu naleza do zagadnien o podstawnym znaczeniu
biologicznym i wybér tematu pracy doktorskiej zwigzanego z tymi zagadnieniami jest w pelni
uzasadniony.

Recenzowana praca liczy 170 stron, posiada klasyczny uklad ze wstgpem (24 str.), celami
pracy, rozdzialem dotyczgcym materialéw i metod (30 str.), wynikami (62 str.), dyskusja z
podsumowaniem (30 str.) oraz spisem publikacji obejmujacym 173 pozycje. Proporcja
rozdzialow jest nalezycie zachowana, choé niektore z nich moglyby by¢ nieco skrécone bez
szkody dla pracy.

Wstep jest przystepnie napisany, odpowiednio ilustrowany | wprowadza czytelnika w
temat pracy doktorskiej. Omdwione zostaly m.in. lafcuchy transportu elektronéw w roznych

organizmach, struktura cytochroméw z uwzglednieniem koordynacji hemow i czynnikow




wplywajacych na ich potencjaly redoks, cykl Q oraz techniki spektroskopowe stosowane w
pracy.

Niemniej jednak, w czgsei tej znalazlo si¢ szereg niefortunnych 1 niewlasciwych sformulowan:

- str. 11, “fotoliza wody’, blad podstawowy — utlenianie albo rozktad,

- j.w., ‘niewielki wycinek wszystkich kombinacji biatek’,

- str. 15, ‘widma widzialne’, ‘prazek absorpeyjny’, ‘spektra’, ‘temperatura helowa’,

- str. 19, “peryferalnie’, raczej ‘peryferyjnie’

- str. 20, ‘widma spektrofotometryczne’, — absorpcyjne

- j.w. ‘prazek hemu ma szczyt przy A’ — wykazuje maksimum (absorpcji),

- str. 30, ‘dzika forma cytochromu’

Ponadto (str. 24) stwierdzenie, ze ‘semiubichinon wykazuje duzg stabilnosé’ jest mylgce bowiem
jest to forma w stanie wolnym niestabilna, natomiast moze by¢ stabilizowana w polaczeniu z
bialkiem. Nie jestem takze przekonany co do stusznodci okreslania stosowanej metody
spektrofotometryczne] jako dwuwiazkowej. Obecnie, pewnie kazdy spektrofotometr jest
dwuwiazkowy, gdzie wiazka $wiatla o wybranej A jest rozszczepiana na 2 wigzki, z ktorych
jedna przechodzi przez probke a druga przez referencjg. W opisywanej pracy chodzi raczej o
system dwufalowy , stosowany komercyjnie do niedawna przez firmy Aminco i Shimadzu. W tej
technice oswietlamy probke réwnoczesnie dwoma wybranymi A i rejestrujemy absorbancje
réznicowo w czasie. Takie sposob pozwala zminimalizowaé niespecyficzne wplywy na

absorbancje, zwigzane z rozpraszaniem , niejednorodnodcia probki, itp.

Gléwnym celem pracy bylo skonstruowanie, metodg ukierunkowanej mutagenezy,
odpowiednich form cytochromu bc¢; fotosyntetyzujacej bakterii niesiarkowe)] Rhodobacter
capsulatus z podstawieniem aminokwasu (A181T) w obrebic hemu cytochromu c¢; oraz
uzyskanie mutein cytochromu b, w ktérych jedna z koordynujacych histydyn hemu by i b
zastapiono metioning oraz w kolejnych dodwiadczeniach lizyna, a nastepnie zbadanie
wszechstronnymi metodami jakie konsekwencje dla funkcjonowania kompleksu be; i
przezywalnosci bakterii majg wprowadzone mutacje.

W przypadku opisu celéw pracy, wstep na str. 32 mozna bylo spokojnie pominaé lub

przenie$¢ w inne miegjsce pracy. Ponadto, str. 33, p. 1. czy nie ‘podwyzsza potencjal hemu’?

Sekcja ‘Materialy i metody’ jest napisana z reguly przejrzyscie, zawiera doktadnie opisane
procedury metodyczne stosowane w pracy, pozwalajace odtworzy¢ przeprowadzone

dosdwiadczenia. Godna podkreslenia jest réznorodno$é stosowanych technik na czele z
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zaawansowanymi narzedziami  genetyki molekularnej do  stworzenia odpowiednio
zmodyfikowanych form cytochromu oraz szeregu metod biochemicznych i biofizycznych, takich
jak izolacja komplekséw cyt. bec; przy wykorzystaniu chromatografii jonowymiennej oraz
powinowactwa, elektroforeza SDS-PAGE, kinetyczna spektroskopia absorpcyjna, pomiary
potencjatéw redoks cytochroméw, spektroskopia EPR, pomiary aktywno$ci enzymatycznej, itp.

Czyni to prace doktorskg bardzo wszechstronna,

Uwagi do tego rozdziatu:

- str. 38, “bufor do oznaczania st¢z. biatka metoda Lowre’go’, to raczej roztwor a nie bufor,
- str. 41, ‘*kwas boranowy’, — borowy, C;H3NaQ; . 3 H,0 - co to za zwiazek?

- str. 42, kolumny do chromatografii , jaki typ zloza?

- str. 45, ‘dlugo$¢ starteréw dobrano tak aby nie przekraczala zalecanej’?, jaka jest zalecana?

- str. 51, ‘mierzac absorpcje kwaséw nukleinowych zawieszonych’, — absorbancjg,

rozpuszczonych,

- str. 53, ‘pelet” — osad, ‘gilzy’ — probéwki wirdwkowe, przy parametrach wirowania
powinno si¢ podawac g a nie obroty,

- j.w., ‘poczawszy od 1 mg/ml a skonczywszy na 0 mg/ml’ — w zakresie 0-1 mg/ml,

- str. 54, kolumne ‘plukano’ — przemywano,

- j.w., chromatografi¢ prowadzono prawdopodobnie w obecnosci detergentu, brak na ten temat
informacji,

- str. 57, ‘dokonywano obserwacji absorbancji’ — pomiaru,

- str. 61, c — ‘stez. redukowanego cyt...’, — zmiana stez. albo szybko$é redukeji,

j.w., ¢x — jak mierzono catkowite st¢z. bialek w blonach?

j.w., v — ‘aktywnos¢ enzymatyczna’ — szybko$¢ reakeji enz.,

J-W., Vmax — ‘maks. akt. enzymatyczna’, — maks. szybkos¢ reakcji enz.,

str. 62, jak ‘atywacja probek moze by¢ kontrolowana przez program’?

Doktorantka w rozdzial prezentujacy wyniki analizuje kolejno szczepy bakterii z odpowiednimi
muteinami oraz charakteryzuje uzyskane z nich chromatofory i wyizolowane kompleksy wedug
nastgpujacego schematu: analiza wzrostu mutantdw w  warunkach fotosyntetycznych,
elektroforeza oczyszczonych form cytochromu bc;, badania spektralne kofaktoréw, pomiary ich
potencjatu redoks, pomiary kinetyki transferu elektronow w nieobecnoéci inhibitoréw oraz z ich
dodatkiem oraz pomiary EPR. Zastosowanie takiego wszechstronnego podejscia metodycznego

pozwolilo na szeroka charakterystyke uzyskanych mutein.




W przypadku muteiny cyt. ¢; w obrgbie hemu, gdzie alaning zastapiono rozgatezionym
aminokwasem treoning, potencjal redoks hemu C ulegt obnizeniu o ok. 100 mV co skutkowato
spowolniona re-redukcjg cyt. c. W tym przypadku, rowniez redukcja hemu by w obecnosci
antymycyny byta obnizona.

Spodrod 4 mutantéw gdzie zamieniono koordynujaca hem b histydyng na Met, do
wzrostu fotosyntetycznego byly zdolne tylko te w obrebie hemu by. W widmach absorpgji,
mutanty te miaty obnizong intensywnos$¢ pasma przy 560 nm w poréwnaniu z typem dzikim.
Analizowane muteiny zaréwno hemu BH (H212M) jak tez hemu by, (H198M), co ciekawe, mialy
niezmieniony potencjal redoks hemu by natomiast nieco podwyzszony potencjal hemu by.
Natomtiast aktywno$¢ enzymatyczna mutein hemu by byla obnizona do ok. 30% WT a muteiny
H198M tylko do 15%.

Analogiczne mutanty heméw B gdzie metioning zastgpiono lizyna, charakteryzowaly si¢
bardziej zblizonymi parametrami wzrostu fotosyntetycznego i spektralnymi kompleksu do typu
dzikiego. Zmiana His na Lys skutkowata podniesieniem potencjatu redoks hemu by zaré6wno gdy
ta zmiana dotyczyla hemu by jak tez by, natomiast aktywnosci enzymatyczne wynosily

odpowiednio 60 126% wartosci dla WT.

Do rozdziatu po§wigconego wynikom mam nastgpujace uwagi:
- wynikow dotyczaca konstrukcji szczepdw (plazmidy, startery, enzymy restrykcyjne, itp.)
moglaby si¢ znalez¢ w dodatku na koncu pracy. Skrécitoby to rozdzial wynikéw i ulatwilo
czytanie tej czesci,
- str. 102, ‘przesunigcie pasm karotenoidéw’, nie mierzono widm absorpcji ani przesunigcia

pasm tylko zmiany absorbancji w czasie (efekt elektrochromowy), wiec skad taki tytul?

W rozdziale poswigconym dyskusji autorka dogl¢bnie i krytycznie interpretuje uzyskane
wyniki w konfrontacji z danymi literaturowymi i wycigga odpowiednie wnioski bez zbednych
spekulacji, cho¢ niektére fragmenty sa nieco zbyt rozbudowane. Jest wiele powtorzen tekstu ze
wstgpu 1 rozdzialu dotyczacego wynikéw. Niemniej jednak rozdzial ten czyta sie z
przyjemnoscia i uzyskuje si¢ w nim szereg odpowiedzi na pytania, ktére moga pojawic sie po
zaznajomieniu si¢ z czgscig pracy dotyczaca wynikow. Najbardziej wartosciowym efektem pracy
jest niewatpliwie uzyskanie funkcjonalnych mutein cytochromu bc;, gdzie po raz pierwszy udato
si¢ uzyska¢ podstawienie histydyn koordynujacych hem b przez metioning oraz lizyng, zardwno
w przypadku formy wysoko- jak tez niskopotencjalowej cytochromu 5. Poréwnujac efekt
podstawienia ligandu dla obu heméw, okazato sie, ze hem by jest.mniej wrazliwy na zmiang

ligandu. Analiza uzyskanych wynikéw pozwala stwierdzi¢, Zze zmiana szybkosci transferu




elektronow w jednym z tancuchow wplywa na dystrybucje elektronéw w drugim tancuchu, co z
kolei wskazuje, iz ona lancuchy kofaktoréw (wysoko- i1 niskopetncjalowy) sprzezone sg

termodynamicznie a nie allosterycznie.

Podsumowujac, wyniki pracy doktorskiej sa bardzo nowatorskie i wartosciowe,
zastosowano w niej z sukcesem wyrafinowane i1 bardzo pracochlonne metody genetyki
molekularnej, ponadto szereg technik biochemicznych jak tez spektroskopowych. Wyniki sa
zinterpretowane w oparciu o gruntowng znajomo$¢ tematu i wnoszg istotny wklad w poznanie
mechanizmu funkcjonowania i regulacji aktywnosci kompleksu cyt. bci. Szereg uwag

krytycznych ma charakter dyskusyjny i nie umniejsza warto$ci merytorycznej pracy.

Stwierdzam wigc, ze przedstawiona mi do recenzji praca spetnia wszystkie wymagania
stawiane pracom doktorskim i zwracam si¢ do Rady Wydzialu Biochemii, Biofizyki i
Biotechnologii UJ o dopuszczenie pani mgr Eweliny Cieluch do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Ponadto, ze wzgledu na nowatorski charakter badan oraz duze znaczenie
uzyskanych wynikéw dla poznania podstawowych proceséw biologicznych wnioskuje o
wyroéznienie niniejszej pracy doktorskie;j.
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