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pt. "Badania strukturalne kompleksow wybranych hemoprotein i ich przemian
w ukfadach biologicznych metodami spektroskopii molekularne;j”
autorstwa pana mgr. Jakuba Dybasia

Recenzowana rozprawa doktorska pt. ,,Badania strukturalne komplekséw
wybranych hemoprotein i ich przemian w ukladach biologicznych metodami
spektroskopii molekularnej” wykonana zostata przez Pana mgr. Jakuba Dybasia
na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, pod kierunkiem
prof. dr hab. Malgorzaty Baranskiej jako promotora oraz dr Katarzyny M.
Marzec jako promotora pomocniczego.

Spektroskopia molekularna, do ktérej zaliczana jest spektroskopia
rozpraszania Ramana i spektroskopia w podczerwieni, wykorzystywana jest do
badan sktadu chemicznego oraz strukturalnego roznorodnych probek, jak
rowniez do nieniszczacego ich obrazowania spektroskopowego. W tych
technikach, gléwnie wykorzystywane sa efekty rozpraszania 1 absorpcji
promieniowania elektromagnetycznego padajacego na badany obiekt.
Oczywiscie w zaleznosci od wybranej techniki mamy do czynienia z réoznym
zakresem dtugosci fal promieniowania elektromagnetycznego. Z uwagi na
zakres stosowanego promieniowania i fizyke zachodzacych zjawisk w oparciu
o ktore stosuje sie¢ wspomniane powyzej techniki spektroskopowe, nalezy
zwroci¢ uwage na fakt, Ze sg one wzajemnie uzupetniajgce si¢. Dlatego tez
bardzo czgsto przeprowadzajac analizy sktadu chemicznego i struktury, techniki
te stosuje sie¢ rownolegle.

W literaturze mozna spotka¢ wyniki wielu prac z zakresu badan
komplekséw  hemoprotein  prowadzonych na wyizolowanych biatkach
i zwigzkach standardowych. Jednakze zaproponowane przez autora rozprawy,
strukturalne  badanie  komplekséw  wybranych hemoprotein  metodami
spektroskopii molekularnej, EPR, UV-VIS, mossbauerowska oraz metodami
biochemicznymi, stanowi kompleksowe podejscie do zagadnienia. Niewatpliwie
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postawione przez pana mgr. Jakuba Dybasia zadanie jest waznym z punktu
widzenia poszerzenia naszej wiedzy o tak waznych kompleksach jakimi g
hemoproteiny z uwagi na kluczowa ich role jaka odgrywaja w ukfadach
biologicznych.

Recenzowana rozprawa zawiera si¢ na 168 stronach i sktada sie z dwoch
czgsci: teoretycznej i eksperymentalnej. Czg$é teoretyczna jest podzielona na
trzy rozdzialy, natomiast cze$¢ eksperymentalna na dwa. Ponadto rozprawa
zawiera podsumowanie, wnioski, bibliografie zawierajaca 162 pozycje oraz
wykaz publikacji i osiggnie¢ autora. Warto zwrécié uwage na bogaty dorobek
autora skladajacy si¢ z 7 publikacji w czasopismach z listy JCR o wysokim
wspotczynniku oddziatywania, wspotautorstwa w czterech monografiach,
kierownictwa dwoma grantami NCN, uczestnictwa w 4 grantach oraz licznego
udziatu w konferencjach naukowych.

Rozprawe rozpoczyna streszczenie w jezyku polskim i angielskim, oraz
wykaz skrétow i zwrotow wykorzystanych w rozprawie.

Czes¢ teoretyczng otwiera rozdzial opisujacy stan wiedzy dotyczacy
hemoprotein i ich komplekséw. Autor bardzo starannie opisuje geometrie hemu,
hemoglobine i jej podstawowe kompleksy wraz z dysfunkcyjnymi formami i ich
metabolitami. Nastepny podrozdziat dotyczy mioglobiny a kolejny cytochromu c.

Drugi rozdziat tej czesci traktuje o zastosowanych przez Autora metodach
spektroskopowych zawierajac podstawy teoretyczne. Jak wspomniano wczesniej
Autor wykorzystal spektroskopie rozpraszania ramanowskiego a w tym
rezonansowego rozpraszania ramanowskiego, obrazowanie ramanowskie,
spektroskopi¢ absorpcyjng UV-VIS, spektroskopie elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR) oraz spektroskopie mdssbauerowska. Dodatkowo,
pan Dybas wspomina o zasadzie obrazowania spektroskopowego i analizie
skupien.

Trzecim rozdziatem jest opis celu pracy. Jak podaje Autor ,,celem pracy
bylo przeprowadzenie analizy strukturalnej, Jakosciowej oraz dystrybucji
przestrzennej kompleksow wybranych hemoprotein w uktadach biologicznych
ex vivo oraz in vitro.” Ponadto ,skupiono sie na zbadaniu wplywu réznych
czynnikow, determinujacych powstanie kompleksow hemoprotein w uktadach
biologicznych oraz przemian, jakim ulegaja.”
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Jak zatem wida¢, dos¢ jasno okreslono cel pracy natomiast nie
sformulowano jej tezy. Mam jednak nadzieje, ze podczas obrony doktorant ja
sformutuje skoro ma jej bronic.

Czegs¢ druga rozprawy to cze$é eksperymentalna. W pierwszym rozdziale
tej czgsci autor bardzo szczegélowo opisuje metodyke pomiarowa. Opis
rozpoczyna podrozdzial dotyczacy badania standardéw, ktéorymi byty
komercyjnie dostgpne zwiazki takie jak: metHb, metMb, Cc, hematyna,
biliwerdyna i bilirubina. Nastepnie opisano badania komoérek takich jak: krwinki
czerwone z krwi ludzkiej, komorki $rédblonka aortalnego, komérki Kupffera
oraz makrofagow. Kolejnym obiektem badan byly tkanki w postaci krwi pelnej,
skrawkow mrozeniowych mozgéw i serc mysich. W rozdziale tym opisano
proces preparatyki probek, parametréw eksperymentalnych stosowanych metod
analitycznych.

Najobszerniejszy rozdziat rozprawy to ,,Wyniki i dyskusja”. W rozdziale
tym pan mgr Jakub Dybas bardzo starannie opisuje analize wynikow
pomiarowych.  Zaplanowanie  wszystkich pomiaréw i sposob  ich
przeprowadzenia, jak tez dobor parametrow eksperymentalnych zdradzaja
wysoki poziom i dojrzatos¢ eksperymentalna doktoranta. Wykonanie pomiarow
ramanowskich z wykorzystaniem 7 laseréw o réznych dtugosciach fali (413 nm,
488 nm, 514nm, 532 nm, 633 nm, 785 nm, 1064 nm) miato na celu doboér
optymalnych zrodet laserowych do badania poszczegolnych probek. Ostatecznie
zdecydowano o wyborze laseréw emitujacych linie o dtugosciach fal 488 nm,
532 nm, oraz 633 nm. Dla kazdego lasera wybrano tez optymalna moc
promieniowania wzbudzajacego przeprowadzajac pomiary dla réznych mocy
I ostatecznie zdecydowano o wyborze mocy 9 uW dla linii 488 nm, 50 uW dla
linii 532 nm oraz 150 uW dla linii 633 nm. Po wykonaniu tych eksperymentow
Autor przeprowadzil szereg analiz probek konsekwentnie realizujac zatozone
cele pracy. Pan Dybas wykazal, ze mozna rozréznic podstawowe formy Hb
takie jak oksyHb, deoksyHb oraz metHb, unikajac wplywu promieniowania
wzbudzajgcego na strukture komplekséw. Przedstawit oddziatywanie Hb
z jonami cyjankowymi i potwierdzit dotaczenie sie grupy cyjankowej do kationu
zelaza. Zbadat tez wplyw stezenia jonow cyjankowych na uszkodzenia btony
krwinek czerwonych. Autor stwierdzit, ze ste¢zenia nawet 20 nM jonow
cyjankowych nie powoduja uszkodzen blony. W dalszych podrozdziatach
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przedstawiono zaleznosci oddzialywania Hb z jonami azotanowymi(Ill) oraz
tlenkiem azotu(Il). Autor zauwazyt, ze wprowadzenie do uktadu jonéw NO,
w wysokim stezeniu — 100 mM — moze prowadzi¢ do rozpadu pierscienia
porfiryny podczas gdy stopniowe podanie tych jonéw o takim samym stezeniu
w odstgpach czasowych prowadzi do podstawienia grupy winylowej. Okazato
si¢ rowniez, ze wprowadzenie jonow o niskich stezeniach — 2 mM — prowadzi
do powstania adduktow LsHb“l-Nog oraz | sHb™-NO. Natomiast w przypadku
niskich stezen tlenu obserwuje sie powstanie kompleksu ;sHb"-NO, co
potwierdzono spektroskopig EPR.

Z uwagi na rozny stopien utlenienia zelaza zasadnym byto wykorzystanie
spektroskopii mdssbauerowskiej, ktora pokazata, ze nawet w przypadku niskich
stezen tlenku azotu moze dojs¢ do powstania kompleksu ;sHb"-NO.
Przeprowadzono réwniez badania z tlenkiem wegla, do czego wykorzystano
mioglobing, komérki Kupffera oraz makrofagi, ktore sa naturalnym miejscem
degradacji hemoglobiny.

Ciekawym eksperymentem bylo uzycie linii komérkowych RAW.264
oraz MonoMac-6, ktore poddano inkubacji z czerwonymi krwinkami sRBC
i odszukano takie komorki, ktére ulegty erytrofagocytozie (zawieraly RBC)
iwten sposéb wykryto i rozrézniono metHB, hemichrom, hematyne oraz
biliwerdyne i bilirubine.

Dodatkowo, jak juz wspomniano, badania prowadzono na tkankach,
w ktorych stwierdzono, ze hemoproteiny wystepuja w nich w formie metHb (we
krwi 1 tkankach moézgu) oraz metMb (w tkankach serca). W przypadku tych
badan pan mgr Jakub Dybas stusznie zastrzega sie, ze na wynik tych badan
moze mie¢ wptyw sposéb utrwalenia tkanek oraz zastosowana moc lasera, ktora
w przypadku tkanek byta wigksza niz w przypadku wczesniej badanych
Zwigzkow.

W zwiazku z prowadzeniem badan z wykorzystaniem krwi pochodzace;j
od pacjentéw oraz wykorzystaniem zwierzat, doktorant powinien przedstawi¢
zgode¢ wlasciwej Komisji Bioetyczne;j.

Ciekawe i Swiadczace o kunszcie eksperymentatorskim Autora rozprawy
s3 przedstawione obrazy spektroskopowe skorelowane z wynikami analizy
skupien.
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Nalezy podkresli¢, ze zatozone cele rozprawy zostaty osiagniete.
Autorowi udato si¢ przeprowadzi¢ bardzo szczegétowa analize wynikow, co
pozwolito na sformutowanie bardzo przejrzystych i ciekawych wnioskéw. Na
uwage zastuguje zastosowanie roznych uzupehiajacych sie technik
pomiarowych, analizy skupien oraz obrazowania spektroskopowego, w wyniku
ktorych otrzymano kompleksowy obraz badan strukturalnych wybranych
hemoprotein.

Jednakze z obowiazku recenzenta musze zwrécié rowniez uwage na
drobne bfedy edytorskie, ktore jednak nie umniejszaja wartosci rozprawy.

Mam tez par¢ drobnych uwag i pytan, gléwnie dotyczacych czesci
teoretycznej rozprawy, na ktore z pewnoscia doktorant odpowie podczas
obrony.

estr. 5 — Przedstawiony wykaz skrétow, jakze uzyteczny, wydaje sie byé
niekompletny — zabrakto np.: OCT, BGA, PS czy sRBCs.

e str. 9 — 2 akapit 4 linijka, powinno by¢ ,,wystepuje”.

ostr. 19 — w opisie do Rys. 5... v swiatlo rozpraszane... raczej powinno by¢

swiatto rozproszone, albowiem to jest juz to, ktére dociera do detektora, a nie
to, ktorym jest naswietlana probka.

estr. 20 — W podsumowaniu Autor stwierdza, ze ... w spektroskopii
rozpraszania ramanowskiego mierzy sie czestos¢ oscylacyjng. .. Prosze
o komentarz, albowiem w pomiarze otrzymujemy widmo i dokonujemy
pomiaru intensywnosci danych pasm, a to, czy ulegly one przesunieciu,
mozemy dopiero stwierdzi¢ po analizie tego widma wzgledem standardu.

estr. 21 — Prosze wyjasni¢ co to znaczy, ze , stan wzbudzony ulegnie
przesunigciu  wzdluz  wspdlrzednej  normalnej  wzgledem — stanu
podstawowego”...?

e str. 25 — Autor stwierdza, ze "analiza CA nie byla wylgcznym wyznacznikiem
opisywanych zmian, a jedynie uzupetnieniem informacji niesionej przez obrazy
ramanowskie” — Zatem prosze wyjasni¢ jakie dodatkowe informacje
dostarczaja analizy CA w stosunku do obrazowania.

estr. 25 — powinno by¢ ...o dlugosci fali z zakresu 10 — 780 nm... a nie
,»0 dlugosci fali okoto 10— 780 nm” ...
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o str. 28 — Efekt mdssbauera nie jest obserwowany w pierwiastkach, raczej dla
pierwiastkow.

estr. 32 Tab. 1. W tabeli podano dwie rozne jednostki dla mocy lasera.

Jednostka W/em® odnosi sie do powierzchniowej gestosci mocy lasera. Strona | 6

Podsumowujac stwierdzam, ze wyniki z przeprowadzonych badan maja
istotny wplyw na stan naszej wiedzy w zakresie struktury wybranych
hemoprotein. Biorgc pod uwage osiagniecie oraz zakres prac jaki zostat
wykonany przez pana mgr. Jakuba Dybasia w zaplanowanie i przeprowadzenie
badan, stwierdzam, ze pomimo drobnych uwag, przedstawiona mi do recenzji
rozprawa doktorska spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim okreslone
w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz w Rozporzgdzeniu Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyziszego z dnia 22 wrzesnia 2011 r. w sprawie
szczegolowego trybu przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskim
i habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu profesora i whnioskuje
o dopuszczenie pana mgr. Jakuba Dybasia do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie, nalezy podkresli¢, Ze recenzowana rozprawa stanowi
istotny przyczynek do rozwoju metod spektroskopowych z mozliwoscig ich
przysztego zastosowania klinicznego. Dlatego tez biorgc pod uwage wysoki
poziom naukowy i jakos¢ rozprawy, ogrom prac wykonanych przez doktoranta
w zaplanowanie, przeprowadzenie oraz opracowanie badar wniosku je do Rady
Wydzialu o wyréznienie tej rozprawy.

o /4

f. dr hab. Wojciech M. Kwiatek
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