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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Arkadiusza Borka
»Mechanizm produkcji anionorodnika ponadtlenkowego przez cytochrom bc; badany
poprzez modyfikacj¢ poszczegolnych etapdw przeptywu elektronéw w tancuchach
kofaktoréw”

Droga do zrozumienia mechanizméw procesoéw zachodzgcych w ukladach
biologicznych na poziomie molekularnym, w ktorych jednoczesnie uczestniczy wiele
czynnikow jest tworzenie teoretycznych modeli bedacych najezgsciej ukladem
odpowiednich réwnan rozniczkowych. Prawidlowos¢ skonstruowanego modelu
wymaga potwierdzenia eksperymentalnego. Jesli zatem eksperymentalne czasowe
zaleznosci np. stezenia produktéw czy aktywnosci uczestniczacego w procesie enzymu
sa zgodne z rozwigzaniami uktadu réwnan rézniczkowych to mozna przypuszczaé, ze
stworzony teoretyczny model ma cechy poprawnosci, czyli dobrze odzwierciedla
rzeczywistos¢. Dalsza weryfikacja poprawnosci stworzonego modelu nastgpuje
w wyniku przeprowadzenia nowych eksperymentow celem zbadania zgodnosci

otrzymanych wynikéw z teoretycznym modelem.

Takg droge wybral mgr Arkadiusz Borek w swojej rozprawie doktorskiej.
Zrozumienie mechanizmu produkcji anionorodnika ponadtlenkowego, ktory jest
produktem ubocznym i w swej naturze szkodliwym w badanym ukladzie, wymagato
tworzenie alternatywnych pelnych teoretycznych modeli funkcjonowania monomeru
cytochromu bc; i ich eksperymentalnej weryfikacji. Model, ktory zachowywal sig
zgodnie z danymi eksperymentalnymi zostal zaakceptowany, jako poprawny. W tym
konteks$cie tytul rozprawy sugeruje przeprowadzenie mniejszego zakresu badan niz
faktycznie dokonat doktorant. Stworzyt on pelny model funkcjonowania kompleksu bc;

nieograniczony tylko do produkcji tego rodnika.

Przedstawiona mi do recenzji praca jest bardzo obszerna. Wraz z zalgcznikami
liczy 200 stron. Doktorant cytuje w niej 114 artykulow naukowych. Czg$¢ wynikow

opisanych w rozprawie zostata juz opublikowana w dwoch artykutach, ktore ukazaty sig
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w recenzowanych czasopismach naukowych, Biochemistry 1 Biochimica et Biophysica
Acta — Bioenergetics. Ulatwia to znacznie prace recenzenta, poniewaz publikacja tych
artykutdw w tak renomowanych czasopismach $wiadczy, iz duza cze$¢ materiatu
zawarta w tej rozprawie doktorskiej zostala juz pozytywnie oceniona przez grono
powolywanych przez redakcje recenzentdw, bedacych ekspertami w  dziedzinie
funkcjonowania kompleksu be; .

Sam tekst rozprawy obejmujacy 114 stron ma klasyczny uklad: krotkie
streszczenie 1 wprowadzenie, obszerny, bo liczgcy 49 stron wstep teoretyczny, bardzo
przejrzyscie sformulowane na dwoch stronach cele, 6 stronicowy opis uzytych
materialéw 1 aparatury, 8 stronicowy opis zastosowanych do badan metod, 48
stronicowy szczegdltowy opis uzyskanych wynikow, przeprowadzong na 8 stronach
dyskusje 1 opis wyciagnietych z badan wnioskéw 1 wreszcie dwu stronicowe
podsumowanie. Do rozprawy jest dolgczonych 10 zalgeznikéw, z ktorych 9
poswigconych jest szczegdlowemu opisowi wszystkich rozwazanych modeli
funkcjonowania kompleksu bc; lacznie z uzytymi réwnaniami rézniczkowymi.

Cytowana w rozprawie literatura naukowa liczy 114 pozycji.

Gléwnym celem recenzowanej rozprawy doktorskiej bylo ,opisanie reakcji
katalitycznych i ubocznych dla ukladu cytochrom b¢; — cytochrom ¢ — chinon
z uwzglednieniem oddzialywan enzym — substrat, biatko — biatko”. Opis ten polegal na
konstrukeji modeli matematycznych weryfikowanych eksperymentalnie poprzez analize
aktywnosci enzymatycznych formy natywnej 1 szeregu form zmutowanych kompleksu

be;.

W ramach glownego celu doktorant realizowat cztery cele szczegodlowe,

zmierzajgce do opracowania:

A. kinetycznego opisu mechanizmu dzialania cytochromu bc;,
B. kinetycznego opisu mechanizmu inhibicji cytochromu bc; podczas
inkubacji z chinolem
C. opisu mechanizmu produkcji anionorodnika ponadtlenkowego przez
cytochromu bcy,
D. opisu mutacji mitochondrialnych w obrebie cytochromu b
Analizujac przedstawione wyniki zarowno teoretyczne (tworzenie modeli

matematycznych) jak i eksperymentalne mozna stwierdzi¢, ze doktorant w nadmiarze
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zrealizowal postawione sobie zadania badawcze. Z punktu widzenia recenzenta
najbardziej interesujace sg wyniki dotyczace ruchu biatka zelazowo-siarkowego — ISP.
Byt to kiuczowy element do stworzenia pelnego modelu opisujacego dziatanie

monomeru badanego biatka.

W czasie prac nad pelnym modelem doktorant stworzyl szereg alternatywnych

uproszczonych modeli funkcjonowania tego biatka. Byly to:

A. Model nieuwzgledniajacy etap tworzenia si¢ kompleksu ISP. — cytochrom ¢;

B. Model uwzgle¢dniajacy powstawanie kompleksu ISP, -- cytochrom ¢;

C. Model powstawania rodnikéw w miejscu Qo, w ktorym formg posrednig jest
powstajacy w tym centrum semichinon w wyniku sekwencyinego przekazu
elektronu (57 réwnan rézniczkowych)

D. Model powstawania rodnikow w miejscu Q,, w ktorym nastepuje
jednoczesny przekaz elektronu na biatko ISP i hem by (57 réwnan
rdzniczkowych).

Przeprowadzone przez doktoranta badania eksperymentalne doprowadzity do
wniosku, ze najbardziej oddajgcym rzeczywisto$¢ modelem jest model zaktadajacy
jednoczesnos¢ przekazu eclektronu na lancuchy wysoko potencjalowe 1 nisko
potencjalowe podczas utleniania chinolu w centrum Q.. Jest to duze osiagnigcie
doktoranta pozwalajgce na zrozumienie mechanizméw funkcjonowania tego bialka.
Pozwolilo to na zrealizowanie zadania badawczego- cel C- zasugerowanego tytutem
rozprawy doktorskiej, a wiec zaproponowanie mechanizmu produkcji anionorodnika
ponadtlenkowego przez cytochrom bc;. Bez stworzenia ogdlnego modelu
matematycznego funkcjonowania kompleksu be; nie byloby mozliwe osiagnicecie celu
C. W oparciu o przeprowadzone badania doktorant doszedt do wniosku, ze najbardziej
prawdopodobnym mechanizmem powstawania anionorodnikéw ponadtlenkowych jest
czesciowa redukcja chinonu w miejscu Qo 1 w nastepstwie reakcja tlenu z powstalym
semichinonem. Glowna reakcjg neutralizujgca semichinon jest przekaz elektronu

z semichinonu na utlenione biatko ISP. Jest to bardzo znaczace osiagniecie doktoranta.

Bardzo interesujaca czescig pracy jest zaproponowanie molekularnych efektéw
wybranych mutacji mitochondrialnych w kontekécie opracowanego modelu
funkcjonowania cytochromu bc;. W szczegdlnosei na podstawie opracowanego modelu

zostata wyjasniona przyczyna spadku wydajnosci dziatania ludzkiego cytochromu bey
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zmutacja chorobotwércza S151P. Mutacja ta powoduje odsunigcie biatka ISP
w kierunku ¢; zmniejszajge aktywnos$é¢ cytochromu be; i powodujge wzrost produkeji

rodnika ponadtlenkowego.

Przy czytaniu rozprawy, oprcz zauwazania niewatpliwych osiagnig¢, nasuwa

sie rowniez wiele pytan, z ktérych niektdre wymienione sg ponize).

W zwigzku z tym, ze wszystkie badania aktywnodci biatka bc; oraz szybkosci
produkcji rodnika ponadtlenkowego byly przeprowadzone w buforze z dodatkiem
detergentu nasuwa sie ogdlne pytanie na ile to $rodowisko odzwierciedla natywng
sytuacje, gdy kompleks bc; jest zanurzony w blonie fosfolipidowej. I tak np. biatko ISP
przechodzgc ze stanu utlenionego do zredukowanego zmienia swodj ladunek
zneutralnego na ujemny. Polozone jest ono w poblizu ujemnie naladowanej
powierzchni blony i mozna przypuszezaé, ze oddziatywania elektrostatyczne odgrywaja
duzg role w aktywnosci kompleksu be;, co oczywiscie nie nastgpuje w uzytym do badan
roztworze tego kompleksu. Podobnie, szybko$é wytworzenia anionorodnika
ponadtlenkowego zalezy od czestotliwosci zderzen czasteczek tlenu z umieszczonym w
centrum Q, semichinonem, a wiec od lokalnego stezenia tlenu i wspdiczynnika jego
dyfuzji oraz efektéw sterycznych. Wiadomo, ze rozpuszczalno$¢ tlenu w blonie
fosfolipidowej jest wigksza niz w wodzie a poza tym dyfunduje on w strukturze
dwuwymiarowej, jaka jest blona fosfolipidowa a nie w trzech wymiarach jak w uzytym

do badan roztworze tego biatka. Jaki jest poglad doktoranta na te problemy?

W opisanych badaniach cytochrom ¢ byl uzyty zaréwno do badania aktywnosci
bey jak i szybkoscei generacji anionorodnika ponadtlenkowego. Aby odrézni¢ utlenianie
cytochromu ¢ spowodowane aktywno$cia bc; od bezposrednie) reakcji
z anionorodnikiem ponadtlenkowym zostata uzyta dysmutaza ponadtienkowa. Czy nie

mozna byloby przeprowadzi¢ do$wiadczenia w warunkach anaerobowych?

Kolejna ogdlna uwaga dotyczy braku oceny doktadnosci przeprowadzonych
pomiaréw aktywnos$ci be; czy tez szybkoéei generacji anionorodnika ponadtlenkowego.
Na zadnym wykresie punktowym nie ma naniesionych stupkéw biedu pomiaru. Czy

byla szacowana doktadno$é pomiardw?

Na str. 21 sg przedstawione dwa wzory, z ktorych pierwszy okresla liczbe

protonéw uwalnianych do przestrzeni miedzyblonowej, a drugi liczbe protonéw,
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ktérych ubylo w matriks w zaleznosci od liczby zuzytych czgsteczek NADH. Nasuwa
si¢ pytanic czy te wzory zostaly wymyslone przez doktoranta, czy tez znane s3
z literatury naukowej? Sa to przyblizone wzory, w ktorych liczba czasteczek NADH (n)
moze przybiera¢ jedynie wartosci bedace liczbg dwa podniesiong do potegi z liczby
naturalnej, a wiec 2%, 21, 22, .., czylin=1, 2, 4, 8..... Jest to rzeczywiscie przyblizenie,
bo dla jednej czasteczki NADH (2% daje nie calkowita liczbe protondéw, 11,5
z pierwszego wzoru i 12,5 z drugiego. Kolejne dozwolone w tych wzorach liczby
czastek NADH daja juz calkowita liczbg protonéw. Réznica miedzy liczbg protondw,
ktorych ubylo w matriks a liczbg protondw uwalnianych do przestrzeni migdzybtonowe;
jest zawsze rowna liczbie zaangazowanych czgsteczek NADH, n. Pozwala to na
prostsze otrzymanie liczby protondw z drugiego wzoru dodajgc do wyniku otrzymanego
z pierwszego wzoru liczbg n. Czy doktorant moze uzasadni¢ takg uproszczong

zaleznosce?

Aktywno$¢ wyznaczano przez dopasowanie do poczgtkowych punktow
przebiegu aktywnosci zaleznos¢ liniowa. Jakie bylo kryterium doboru tych

poczatkowych punktow?

Trudno unikna¢ przy tak obszernym tekscie roznych drobnych niedociagnieé czy
pomylek. Niektére z nich, z racji obowigzkéw recenzenckich, pozwalam sobie

przyktadowo wymieni¢ ponizej:

czy poprawna jest definicja inhibicji, jako opdZnienie reakcji chemicznej na str. 41 a nie

np., jako obnizenie aktywnosci enzymatycznej?,

na str. 79 przy opisie czasowych parametréw spektrometru EPR brakuje jednostek

czasu,

nigjasne jest stwierdzenie na str. 138, ze: ,Jak wynika z paragrafu 7.3 inkubacja (7)
powoduje zwigkszong produkcje rodnikéw...”. Czy chodzi o inkubacjg z DBH» ?,

z tredei str. 183 wynika, Ze rozszerzeniem zalgcznika 9 jest ten sam zatgcznik,

Sa to oczywiscie drobne niedociggnigcia o charakterze edytorskim nie majace wpltywu

na ocene rozprawy.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa

doktorska spetnia warunki okreélone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
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o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65,poz. 595 z p6zn. zm.). Wnosz¢, zatem do Rady Wydzialu Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie mgr
Arkadiusza Borka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, wnioskujgc

rownoczesnie 0 wyroznienie jego rozprawy.
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