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Recenzja

Rozprawy doktorskiej Pana mgr Rafata Pietrasa pt. ,,Dystrybucja przestrzenna
bialek opisana przez intermolekularne oddzialywania magnetyczne w ukladzie
cytochrom cs+cytochrom hc)” wykonanej w Zakladzie Biofizyki Molekularnej Wydzialu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellofiskiego.
Promotorem rozprawy jest prof. dr hab. Artur Osyczka, promotorem pomocniczym dr Marcin

Sarewicz

Kompleks cytochromu be) nalezy do najstarszych i najbardziej konserwatywnych
bialek, stanowi centralny element w wigkszoéci tancuchdw transportujacych elektrony. Jego
funkcja jest katalityczna reakcje przenoszenia elektronéw z blonowej puli ubichinonéw do
hydrofilnej puli cytochroméw e. Ze wzgledu na jego znaczenie i powszechne wystgpowanie,
kompleks ten jest intensywnie badany od wiclu lat. W nurt tych badan wpisujg si¢ prace
zespolu kierowanego przez prof. dr hab. Artura Osyczke. Badal migdzy innymi mechanizm
dystrybugji elektronéw w lancuchach kofaktoréw cytochromu be), transport elektronow
miedzy monomerami budujgcymi kompleks bcy oraz sposéb sprzezenia laficucha ¢ z
taficuchem b w reakcjach transportu elektronéw i protondéw w cytochromie bep, W
przedstawionej do oceny pracy konsekwentnie rozwijane sg badania transferu elektronow,
tym razem badany jest kolejny etap przenoszenia elektronu, transfer pomigdzy cytochromem
¢ i cytochromrm bc,. Jest to temat oryginalny, nowatorski, wymagajacy solidnej znajomosci
literatury oraz opanowania szerokiego spektrum zaawansowanych i nowoczesnych metod
badawczych. W opinii recenzenta temat rozprawy doktorskiej Pana mgr Rafala Pietrasa jest

naukowo aktualny i spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim.

Recenzowana rozprawa posiada standardowsg strukturg dla prac eksperymentalnych.

Liczy 93 strony maszynopisu i rozpoczyna jg ,,Wstep” liczacy jedenascie strony. Doktorant



rozpoczyna od ogdlnej charakterystyki cytochroméw i nastgpnie jedng strong poswigca
opisowi cytochromoéw ¢ i ¢; i pét strony na opis wlasnosci spektroskopowych cytochromu c.
Opis ten zdaniem recenzenta jest zbyt pobiezny. Dlatego nasuwajg mi sig nastepujace pytania.
Czy hem absorbuje promieniowanie clektromagnetyczne w zakresic UV? Jak zmienia sig¢
absorpcja pasma Soreta (pasma y) po redukcji? Kiedy si¢ pojawiaja i gdzie s3 polozone pasma
5 i & ? Nastepnic w bardzo skondensowany sposéb opisuje cytochrom beci. Kolejne
podrozdziaty to opis oddziatywan cytochromu ¢; z cytochromem bc oraz oddziatywani
magnetycznych w badaniach biologicznych w tym w spektroskopii EPR. Ten dzial dobrze
wprowadza w tematyke badafn oraz stosowanej metody (PRE) wykorzystujacej efekt
przyspieszenia relaksacji spinu.

Kolejne czeéci rozpraw to rozdziat ,Cel pracy” - precyzujgcy postawione zadania
badawcze, jako zbadanie oddzialywan cytochromu c¢; z cytochromem bec) za pomoca
pomiaréw relaksacji paramagnetycznej z uwzglednieniem ilosci miejsc wigzacych cytochrom
¢ na powierzchni cytochromu ¢, w dimerycznym kompleksie bc) oraz dynamike asocjacji
tych dwdch bialek.

Rozdzial ,Materialy i Metody” przedstawiony na dalszych 9 stronach zawiera
szczegdlowy opis stosowanych procedur, umozliwiajacy wierne powtérzenie eksperymentow
i $wiadezy o doskonalej znajomosci stosowanych metod. Doktorant wykazat si¢ szerokim i
wszechstronnym warsztatem badawczym Sa to metody hodowli bakterii (Rhodobacter
capsulatus i E. coli), przygotowanic dwoch szczepdw Rh. capsulatus, jednego
ekspresjonujacego cytochromu ¢; z dwiema mutacjami i drugiego z mutacjami w biatku
Rieskego i cytochromie c¢;. Izolacje cytochrom c¢; 1 cytochrom be, z Rh. capsulatus,
przytaczenie znacznika spinowego do cytochrom ¢; oraz pomiary EPR na spektrometrze.

Rozdzial wyniki obejmuje 26 stron maszynopisu, stanowi najbardziej obszerng czesé
pracy doktorskiej, zostal podzielony na czgéci odpowiadajace poszczeg6lnym etapom pracy.
Ulatwia to zrozumienie wielowatkowej rozprawy doktorskiej oraz zapewnia przejrzysty uktad
prezentowanych wynikow.

W tym miejscu cheialbym podkreslié starannie opracowana strong graficzna pracy
doktorskiej, bardzo dobrze zaprojektowane i opracowane rysunki, wyrdzniajace sig estetyka,
ulatwiaja zrozumienie czytelnikowi zasad prowadzonych eksperymentéw jak i prawidlowosci
wycigganych wnioskéw.

Kolejny rozdziat to liczaca 11 stron ,Dyskusja”, zawierajaca wnioski wyplywajace z

przeprowadzonych badan



Wéréd wynikéw przedstawionych w rozprawie, zdaniem recenzenta na podkre$lenie
zashuguje:

. Wykazanie obecnosei ,chmury” czasteczek cytochromu ¢z w poblizu domeny

wiazacej cytochromu bcy, ktora zalezy od sity jonowej i proporcji cytochromu be)
do cytochromu c;.

2. W warunkach [izjologicznych panujaca wysoka sita jonowa, (> 150 mM NaCl)
powoduje, ze czas zycia kompleksu pomigdzy cytochromu ¢ i cytochromu be
staje sie tak krotki, ze jest nie do wykrycia za pomoca stosowanej metody.

3. Wykazano, ze dominujaca frakcja czasteczek cytochromu c» zblizajge si¢ do
domeny wiazacej cytochromu bc;, przyjmuje orientacje, w ktorej hem ¢ jest
skierowany do hemu c;.

4. Wykazal, ze czasteczki cytochromu ¢, stale zderzaja si¢ z cytochromem bey, a
efektywny transfer elektronu pomigdzy hemami ¢; i ¢; jest wynikiem kilku takich
zdarzen. Stad wniosek, ze migdzyczasteczkowy transfer elektronéw jest wynikiem
wielu kolizji.

Prace koriczy spis literatury liczacy ponad sto czterdziesci pozycji w znaczne] czgscel z
ostatniej dekady. Swiadczy o duzej wiedzy jaka musiat posiaé¢ doktorant przy zaznajamianiu
si¢ z literatura.

Cennym uzupelnieniem pracy jest rozdziat 6, zatacznik. Jest on uzupetnieniem wstgpu

jaki i metod, uzasadniajg prawidtowos¢ stosowanych metod i ich interpretacji.

Podsumowujac, wyniki pracy doktorskiej sa bardzo wartosciowe, nowatorskie,
zastosowano w nich szerokie spektrum nowoczesnych technik doswiadczalnych, wyniki sg
zinterpretowane w oparciu 0 gruntowng znajomos$¢ tematu 1 wnosza istotny wklad w poznanie
mechanizmu transferu elektronéw pomiedzy hemami ¢, i ¢;. Moja pozytywng oceng pracy
doktorskiej potwierdza fakt opublikowania znacznej czg$ci wynikow w prestizowym
czasopi$mie The Journal of Physical Chemistry B.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa speinia wszystkie wymagania
stawiane pracom doktorskim i zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Wydziatu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie Pana mgr

Rafata Pietrasa do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
(/[) nafﬁe? S22 %W

Prof. dr hab. Andrzej Szczepaniak



