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01.10.2003 - 30.09.2010 asystent, Zaktad Fizjologii Roslin, Instytut Biologii,
Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej

01.10.2010 - 31.10.2011 adiunkt, Zaktad Fizjologii Roslin, Instytut Biologii,
Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej

01.11.2011 - 30.06.2015 asystent ds. naukowo-technicznych, Zaktad Biofizyki,
Instytut Fizyki, Wydziat Matematyki, Fizyki i Informatyki, Uniwersytet Marii
Curie-Sktodowskiej, staz podoktorski, stypendysta projektu naukowego TEAM
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Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej

01.10.2015 — 30.09.2017 adiunkt, Zaktad Biologii Komorki, Wydziat Biologii i
Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej

Przebieg pracy naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

W 1998 r. rozpoczetam studnia wyzsze magisterskie na kierunku fizyka w
Instytucie Fizyki Wydziatu Matematyki, Fizyki 1 Informatyki Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej. Wybrang przeze mnie specjalnoscia byla biofizyka. Poprzez uczestnictwo w
zajeciach specjalizacyjnych mialam mozliwo$¢ zapoznania si¢ z tematyka badawcza
Zaktadu Biofizyki Instytutu Fizyki. Obejmowala ona badania z wykorzystaniem technik
spektroskopowych nad organizacja molekularng w roztworach oraz w S$rodowisku
lipidowym takich czasteczek, jak: barwniki karotenoidowe, antybiotyk Amfoterycyna B,
czy tez kompleks biatkowo-barwnikowy LHCII (ang. Light Harvesting Complex of
Photosystem I1). Prace¢ magisterska zatytutowang: Struktura molekularna antybiotyku
Amfoterycyny B w $wietle badan spektroskopii fluorescencyjnej”, wykonang w Zaktadzie
Biofizyki Instytutu Fizyki, obronitam pod kierunkiem prof. dr hab. Wiestawa I.
Gruszeckiego w czerwcu 2003 r. Przedstawione w niej wyniki badan dotyczyty wptywu
Amfoterycyny B na wiasciwosci strukturalne i dynamiczne bton lipidowych, w

szczegdlnoSci na temperatur¢ gtdownego przejécia fazowego bton lipidowych



uformowanych odpowiednio z lipidow: dimirystylofosfatydylocholiny (DMPC),
distearylofosfatydylocholiny (DSPC) oraz dipalmitylofosfatydylocholiny (DPPC).
Otoczenia lipidowe czasteczek Amfoterycyny B wptywaty na organizacj¢ molekularng
antybiotyku, ktéra wpltywata na ksztatt widm fluorescencji. Wykazatam, ze
Amfoterycyna B nie zmienia warto$ci temperatury gtownego przejScia fazowego blon
lipidowych uformowanych z DPPC, natomiast zwigksza sztywno$¢ btony uformowanej z
DMPC oraz zmienia warto$¢ temperatury gldownego przej$cia fazowego btony utworzone;j
z DSPC.

1 pazdziernika 2003 r. zostalam zatrudniona w Zakladzie Fizjologii Roslin
Instytutu Biologii Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi UMCS, w grupie pracownikoéw
naukowo-dydaktycznych, na stanowisku asystenta. Profil badan Zaktadu Fizjologii Roslin
od wielu lat obejmowat strukture i aktywno$¢ aparatu fotosyntetycznego roslin wyzszych
w warunkach stresu fizjologicznego wywolanego metalami ci¢zkimi. Jako pracownik
Zaktadu Fizjologii Roslin, prace swa rozpoczetam od badan nad karboksylacyjng oraz
oksygenacyjng aktywnoscia Rubisco w stresie metalami cigzkimi: nadmiarem miedzi oraz
kadmem. Materialem badawczym byty rosliny Arabidopsis thaliana odm. w.t. Columbia,
w.t. RLD i mutanta RLD 100 RCA-antisense.

Od 2004 roku prowadzitam badania nad strukturg oraz funkcjonowaniem aparatu
fotosyntetycznego u roslin zyta ozimego (Secale cereale, L. odm. Pastar) w warunkach
jednoczesnego wystapienia w srodowisku stresu metali cigzkich oraz stresu $wietlnego.
Badania te prowadzone byly na poziomie calych lisci zyta traktowanego kadmem lub
nadmiarem miedzi oraz o$wietlanego $wiattem o wysokim natezeniu, a takze izolowanych
z nich kompleksow biatkowo-barwnikowych LHCII oraz chlorofilowych i ksantofilowych
barwnikéw fotosyntetycznych. Badania obejmowaly, migdzy innymi, pomiar parametrow
indukcji  fluorescencji chlorofilu a w liSciach zyta, co umozliwilo wyjasnienie
molekularnych mechanizméw oddziatywania czynnikow szkodliwych (metale cigzkie oraz
silne §wiatlo) na struktur¢ oraz funkcjonowanie fotouktadu I (PSII) u Secale cereale.
Wspotpraca z Zakladem Regulacji Metabolizmu Instytutu Biochemii Uniwersytetu
Warszawskiego umozliwita analizy z uzyciem technik: immunodetekcji oraz identyfikacji
biatek metodg spektrometrii masowej w celu okreSlenia zmian frakcji biatkowej
kompleksow antenowych LHCII w stresie metali cigzkich. We wspotpracy z prof. dr. hab.
W. L. Gruszeckim z Zaktadu Biofizyki Instytutu Fizyki UMCS prowadzilam badania
spektroskopowe molekularnego mechanizmu agregacji kompleksow LHCII oraz wplywu

kadmu i miedzi na wydajno$¢ oraz mechanizm tej agregacji. W badaniach tych
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wykorzystywatam technike spektroskopii absorpcyjnej UV-Vis oraz w podczerwieni
(FTIR), fluorescencyjnej, ramanowskiej. Do badan monowarstw uformowanych z LHCII
metoda Langmuira-Blodgett stosowalam metod¢ mikroskopii sit atomowych (AFM).
Analizy dotyczyty rowniez charakteru oddzialywania metali ci¢zkich na fotoprotekcyjny
mechanizm formowania si¢ struktur odpowiedzialnych za niefotochemiczne rozpraszanie
nadmiaru energii wzbudzenia w aparacie fotosyntetycznym. Wykazatam, ze charakter oraz
intensywno$¢ odziatywania kadmu oraz miedzi na PSII zalezy od wtasciwosci metalu oraz
jego stezenia w podtozu. Ponadto, przeprowadzone przez mnie pomiary wskazaty, ze
oddziatywanie metali cigzkich na molekularne mechanizmy fotoprotekcyjne,
funkcjonujagce w warunkach dlugotrwatego oswietlenia lisci zyta $wiatlem o wysokim
nat¢zeniu, nie ma charakteru uniwersalnego. Kadm, znany jako pierwiastek zbedny dla
wzrostu 1 rozwoju ro$lin, ogranicza wydajno$¢ mechanizméw obronnych. Przejawia si¢ to
obnizeniem wydajnosci deepoksydacji anteraksantyny do zeaksantyny w cyklu
ksantofilowym oraz ograniczeniem udzialu komplekséw antenowych w nieradiacyjnym
rozpraszaniu nadmiaru energii, spowodowanym hamowaniem agregacji kompleksow
LHCIIL. Miedz, ktora jest mikroelementem niezbednym dla prawidlowego funkcjonowania
roslin, podana w nadmiarze zwigksza wydajnos$¢ cyklu ksantofilowego oraz efektywnos¢
powstawania struktur gaszacych nadmiar energii wzbudzenia (agregatéw LHCII). Sprawne
funkcjonowanie mechanizmow fotoprotekcyjnych z udziatem miedzi pozwala na wydajne,
niefotochemiczne rozpraszanie energii na skutek oddziatywan ekscytonowych pomiedzy
czasteczkami chlorofili oraz ksantofilami w obrebie kompleksow antenowych. Prowadzi to
do ograniczenia przekazywania nadmiaru zaabsorbowanej energii $wietlnej ze struktur
antenowych PSII do centrum reakcji, w celu ochrony aparatu fotosyntetycznego przed
uszkodzeniem w warunkach stresu $wietlnego. Cze$¢ opisanych powyze] badan
realizowatam w ramach zespotowego projektu interdyscyplinarnego Prorektora UMCS d/s
Badan Naukowych i Wspolpracy z Zagranica pt.: ,,Cykl ksantofilowy — protekcyjne

mechanizmy molekularne w warunkach stresu metali cigzkich i stresu Swietlnego”.

Rezultaty przedstawionych powyzej badan zostaty opublikowane w czasopismach o

zasiegu migdzynarodowym:

(Przy kazdej pozycji podano impact factor zgodnie z rokiem opublikowania oraz za rok 2015, a

takze punktacjc MNiSW wg wykazu czasopism zgodnie z rokiem opublikowania oraz z dn.
09.12.2016)



WoS):

1)

2)

3)

4)

Janik E., Grudzinski W., Gruszecki W.I., Krupa Z. 2008. The xanthophyll
cycle pigments in Secale cereale leaves under combined Cd and high light
stress conditions. J. Photochem. Photobiol. B: Biol 90, 47-52. 1Fp0s: 1,838 /
IF2015: 3,035; pktaoos: 15/ pktagis: 30, autor korespondencyjny

Gruszecki W.1, Janik E., Luchowski R., Kernen P., Grudzinski W., Gryczynski
L., Gryczynski Z. 2009. Supramolecular organization of the main photosynthetic
antenna complex LHCII: A monomolecular study. Langmuir 25, 9384-9391.
IF20090: 3,898 / 1F2015: 3,993; pktoogg: 24 / pktoois: 35

Janik E., Maksymiec W. Mazur R., Garstka M., Gruszecki W.l. 2010.
Structural and functional modifications of the major light-harvesting complex 11
in cadmium or copper-treated Secale cereale. Plant Cell Physiol. 51, 1330-
1340. 1F010: 4,257 1 1F5015: 4,319; pktagio: 35 / pktaois: 40, (opublikowano po
doktoracie) autor korespondencyjny

Janik E., Maksymiec W., Gruszecki W.l. 2010. The photoprotective
mechanisms in Secale cereale leaves under Cu and high light stress condition.
J. Photochem. Photobiol. B: Biol. 101, 47-52. 1Fyp10: 2,116 / 1F515: 3,035;
pktow: 20 / pktys: 30, (opublikowano po doktoracie) autor
korespondencyjny,

byty tematem 1 publikacji w recenzowanych materiatach konferencyjnych (z bazy

1)

Gruszecki W.I., Janik E., Grudzinski W., Kernen P., Gospodarek M.,
Maksymiec W., Krupa Z. 2008. Specific molecular aggregation of
photosynthetic ~ pigment—protein  complex LHCII.  Single Molecule
Spectroscopy and Imaging Conference-Progress in Biomedical Optics and
Imaging, San Jose, USA, Proceedings of SPIE 6862, 68620W. IF: 0; pktagos: 2
/ pKtyoe: 15

oraz 10 komunikatow konferencyjnych, a takze zostaly wykorzystane w tworzeniu

bazy widm absorpcyjnych  UV-Vis barwnikow pochodzenia  biologicznego

(VPL Biological Pigments Database) przygotowanej przez NASA Astrobiology Institute,

University of Washington, dostgpnej na stronie internetowej pod adresem:

http://vplapps.astro.washington.edu/pigments.


http://vplapps.astro.washington.edu/pigments

W 2009 roku, wraz z innymi pracownikami Zaktadu Fizjologii Roslin,
uczestniczytam w przygotowaniu monografii zagranicznej pod redakcja dr. hab.
Waldemara Maksymca na temat odpowiedzi roslin na rézne czynniki stresowe. Jestem
autorem rozdziatu: Janik E., Maksymiec W. 2009. The chloroplast reaction on abiotic and
biotic stress factors. Compartmentation of responses to stresses in higher plants, true or
false. Maksymiec W. (red.), Transworld Research Network, Kerla, India 125-147. pktagos:
7 | pktaois: 25

Dnia 15.12.2009 na mocy uchwaty Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi
uzyskatam stopien doktora z dziedziny nauk biologicznych. Prace doktorska zatytutowang
»Wplyw metali cigzkich na molekularne mechanizmy fotoprotekcyjne u roslin Secale
cereale” wykonatam w Zaktadzie Fizjologii Roslin, Instytutu Biologii pod kierunkiem
dr. hab. Waldemara Maksymca.

Laczny impact factor ww. opublikowanych prac eksperymentalnych zgodnie z
rokiem opublikowania wynosi 12,109. Suma punktéw MNiSW za ww. publikacje zgodnie

z rokiem opublikowania wynosi 96 pkt.

Przebieg pracy naukowo-badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora stanowi:

e 14 prac eksperymentalnych z listy WoS

e 37 doniesien zjazdowych
Laczny impact factor opublikowanych prac zgodnie z rokiem opublikowania wynosi
52,477. Suma punktow MNiSW za ww. publikacje zgodnie z rokiem opublikowania
wynosi 454 pkt.
Sposrdod artykutow naukowych opublikowanych po doktoracie 5 prac eksperymentalnych
weszto w sktad osiggniecia naukowego, bedgcego przedmiotem habilitacji. L.aczny impact
factor tych prac zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 22,662. Suma punktow MNiSW

za ww. publikacje zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 180 pkt.



Wskazanie osiagni¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiagniecia naukowego

Jako osiggnigcie do postgpowania habilitacyjnego wskazujg monotematyczny cykl
5 publikacji zatytutowany:

»Organizacja molekularna kompleksu bialkowo-barwnikowego

LHCII w warunkach zmiennego oswietlenia”

b) Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

(Przy kazdej pozycji podano impact factor zgodnie z rokiem opublikowania oraz za rok
2015, a takze punktacje MNiSW wg wykazu czasopism zgodnie z rokiem opublikowania
oraz z dn. 09.12.2016)

Publikacje wchodzace w sklad zglaszanego osiagni¢cia naukowego to S oryginalnych

prac eksperymentalnych:

1) Janik E., Bednarska J., Zubik M., Puzio M., Luchowski R., Grudzinski W.,
Mazur R., Garstka M., Maksymiec W., Kulik A., Dietler G., Gruszecki W.I.
2013. Molecular architecture of plant thylakoids under physiological and light
stress conditions: A study of lipid-light-harvesting complex 1l model
membranes. Plant Cell. 25, 2155-2170. 1F013: 9,575 / 1F5015: 8,538; pktyoi3: 45
| pktooi6: 45

2) Janik E., Bednarska J., Zubik M., Sowinski K., Luchowski R., Grudzinski W.,
Gruszecki W.I. 2015. It is beneficial for the major photosynthetic antenna
complex of plants to form trimers? J. Phys. Chem. B 116, 8501-8508. 1F035:
3,187; pktapis: 30 / pktyprs: 30

3) Janik E., Bednarska J., Zubik M., Sowinski K., Luchowski R., Grudzinski W.,
Matosiuk D., Gruszecki W.l. 2016. The xanthophyll cycle pigments,
violaxanthin and zeaxanthin, modulate molecular organization of the
photosynthetic antenna complex LHCII. Arch. Biochem. Biophys., 592, 1-9.
IF2015: 2,807; pktyore: 30

4) Janik E., Bednarska J., Zubik M., Luchowski R., Mazur R., Sowinski K.,
Garstka M., Grudzinski W., Gruszecki W.I. 2017. A chloroplast “wake up”



mechanism: Illumination with weak light activates the photosynthetic antenna
function in dark-adapted plants. J. Plant Physiol. 210, 1-8. 1Fys: 2,971;
pktaois: 35

5) Janik E., Bednarska J., Sowinski K., Luchowski R., Zubik M., Grudzinski W.,
Gruszecki W.I. 2017. Light-induced formation of dimeric LHCII. Photosynth.
Res. DOI: 10.1007/s11120-017-0387-6. 1Fz0s5: 4,122; pktyos: 40, autor

korespondencyjny

C) omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow

Wprowadzenie

W $rodowisku naturalnym warunki o$wietlenia roslin wyzszych moga zmieniac sig
w skali czasowej od minut do godzin, dni a nawet miesiecy. Zmiany te powodowane sg
przez rozne czynniki §rodowiskowe, jak: ruch chmur po niebie, zmiany pogodowe, czy tez
wzajemne zastanianie si¢ przez sasiadujace ze sobg rosliny (1). Intensywno$¢ o$wietlenia
moze zmienia¢ sie od wartosci niskich (~100 pmol fotonéw m™?s™) do wysokich
(~1000 pmol fotondéw m'?s™). Zaobserwowano, ze oéwietlenie roslin $wiatlem o niskiej
intensywnos$ci uruchamia proces fosforylacji tyrozyny konca N polipeptydu LHCII (2).
Uwaza si¢, ze indukuje on regulacje dystrybucji energii pomig¢dzy fotouktadami
w warunkach zmiennego os$wietlenia, w zakresie niskich intensywnos$ci $wiatla.
Mechanizm ten okreslany jest jako state-transition (3). Krotko-, jak rowniez dtugotrwate
oswietlanie roslin $wiattem o wysokiej intensywnos$ci moze prowadzi¢ do procesu
fotoinhibicji, objawiajacego si¢ uszkodzeniem struktury biatka D1 nalezacego do PSII,
barwnikéw fotosyntetycznych, czy tez nienasyconych kwasdéw thuszczowych lipidow bion
tylakoidéw (4). Na drodze ewolucji rosliny wyksztatcity mechanizmy fotoprotekcyjne,
funkcjonujace na réznym poziomie ich organizacji. Ochrona przed fotoinhibicja moze
odbywa¢ si¢ poprzez zmiang utozenia lisci w stosunku do kierunku padania promieni
swietlnych (5), czy tez foto-translokacje¢ chloroplastow w komorkach lisci (6). Niestety,
mechanizmy te zmniejszaja wydajnos¢ absorpcji $wiatta w warunkach stresu $wietlnego
tylko o okoto 10-20 % (7). Efektywna protekcja aparatu fotosyntetycznego przed
wystapieniem fotouszkodzenia zachodzi na poziomie molekularnym. Ma ona miejsce w
blonie tylakoidu chloroplastow, gdzie zlokalizowane sa czgsci rdzeniowe kompleksow

biatkowo-barwnikowych PSI i PSII wraz z kompleksami antenowymi. Tworzg one system
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dynamicznie regulujacy wydajno$¢ absorpcji, a nastepnie fotochemicznego wykorzystania,
czy tez fotoprotekcyjnego rozproszenia energii $wietlnej.

LHCII jest najwickszym kompleksem biatkowo-barwnikowym PSII. W warunkach
optymalnego os$wietlenia forma trimeryczna LHCII pelni funkcje antenowa,
odpowiedzialng za absorpcje energii $wietlnej, wykorzystanej nastepnie w procesach
fotochemicznych fotosyntezy. Jak wykazaty analizy struktury krystalograficznej (8), kazdy
monomer w trimerze stanowi polipeptyd zbudowany z okolo 232 aminokwasow,
uformowany w trzy transmembranowe a-helisy A, B i C oraz dwie krotkie a-helisy D i E.
Lancuch polipeptydowy wigze 8 czgsteczek chlorofilu a, 6 czasteczek chlorofilu b oraz
ksantofile: wiolaksantyne, neoksantyng i dwie czasteczki luteiny (8). Nadmiar energii
docierajagcej do aparatu fotosyntetycznego powoduje przelaczenie funkcji kompleksu
LHCII z antenowej na fotoprotekcyjna (9). Te zmiany w funkcjonowaniu LHCII zwigzane
sg ze zmiang jego organizacji molekularnej (10). Pula trimerow LHCII nie zwigzanych
trwale z PSII moze w blonie tylakoidu formowa¢ struktury oligomeryczne, odpowiedzialne
za fotoprotekcyjne gaszenie nadmiaru energii wzbudzenia w warunkach silnego
o$wietlenia (11-18). W fotoprotekcji na poziomie molekularnym uczestniczy proces zwany
cyklem ksantofilowemym. Zachodzi on w blonie tylakoidu w warunkach silnego
o$wietlenia 1 polega na enzymatycznej, dwuetapowej deepoksydacji barwnika
ksantofilowego LHCII - wiolaksantyny, poprzez anteraksantyng, do zeaksantyny (19, 20).
Reakcja ta ulega odwroceniu pod wpltywem oswietlenia roslin $wiattem o niskiej
intensywnos$ci lub w ciemnosci. Rola barwnikow cyklu ksantofilowego w fotoprotekcji
byla tematem licznych badan na przestrzeni wielu lat (11, 21-39). Wyniki tych badan
wskazaly, Ze obecno$¢ zeaksantyny skorelowana jest z funkcjonowaniem w blonie
tylakoidu procesu opartego na wydajnym, niefotochemicznym gaszeniu nadmiaru energii
w warunkach stresu $wietlnego. Ponadto, fizjologiczne znaczenie cyklu ksantofilowego
przypisywane jest powstawaniu specyficznych struktur supramolekularnych kompleksow

LHCII charakteryzujacych si¢ wydajnym rozpraszaniem energii.

Szczegblowe poznanie organizacji molekularnej 1 funkcjonowania kompleksu
antenowego LHCII jest wiec istotne dla zrozumienia mechanizmoéow fotoprotekcyjnych
odpowiedzialnych za wydajne funkcjonowanie procesu fotosyntezy w zmieniajacych si¢
warunkach o$wietlenia. Interesujaca wydaje si¢ odpowiedz na pytanie: jaki mechanizm
odpowiada za udziat kompleksow LHCII w tak przeciwstawnych procesach jak, z jednej

strony absorpcja i transfer energii wzbudzenia, z drugiej jej rozproszenie termiczne.
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Cel badan

Badania, ktérych wyniki przedstawiono jako osiggni¢cie naukowe, realizowatam
bedac stypendysta Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej, w ramach projektu naukowego Team
pt.: ,,Molecular Spectroscopy for BioMedical Studies”. Moj udzial w tym projekcie
zwigzany byt takze z opieka naukowa nad magistrantami oraz doktorantami, w
szczegdlnosci nad pania mgr Joanng Bednarska, dla ktorej bylam promotorem
pomocniczym pracy doktorskiej. Celem moich dziatan bylo zaplanowanie i wykonanie
eksperymentow prowadzacych do wyjasnienia, jak organizacja molekularna kompleksu
biatkowo-barwnikowego LHCII zmienia si¢ w odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki
o$wietlenia oraz jak te zmiany wplywaja na organizacj¢ blony tylakoidu w chloroplascie.
Staralam si¢ pozna¢ zwigzek pomiedzy uwarunkowaniami strukturalnymi kompleksu
LHCII i mechanizmami fizycznymi zwigzanymi z procesami transferu i rozpraszania
nadmiaru energii wzbudzenia. Badania prowadzitam na poziomie catych lisci, w obrgbie
pojedynczego chloroplastu, a takze z wykorzystaniem kompleksow LHCII izolowanych z
zaciemnianych oraz o$wietlanych $wiattem o niskiej (100 pmol fotonow ms™) lub
wysokiej (1200 pumol fotonéw m™s™) intensywnosci lisci szpinaku. Przeprowadzitam
analize spektralng réznych form molekularnych LHCII w $rodowisku detergentu oraz

sztucznych i naturalnych bton lipidowych.

Cele szczegolowe

1) charakterystyka molekularnych form kompleksow LHCII utworzonych w btonach

lipidowych z udziatem barwnikéw cyklu ksantofilowego;

2) wyodrgbnienie struktur molekularnych komplekséw LHCII zdolnych do wydajnego

gaszenia nadmiaru energii;

3) okreslenie roli zeaksantyny w mechanizmie niefotochemicznego rozproszenia

energii;

4) poznanie zaleznosci pomiedzy fosforylacja komplekséw LHCII a ich organizacja

molekularng;

5) okreslenie zmian w organizacji bton lipidowych tylakoidow wywotanych

fosforylacja komplekséw LHCII,
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6) analiza organizacji przestrzennej bton tylakoidow w warunkach o$wietlenia

$wiatlem o niskiej oraz wysokiej intensywnosci.

Wyniki

Aktywacja funkcji fotosyntetycznej kompleksow LHCII $wiatlem o niskiej
intensywnosci

Wyniki te przedstawiono w publikacji: Janik E., Bednarska J., Zubik M.,
Luchowski R., Mazur R., Sowinski K., Garstka M., Grudzinski W., Gruszecki W.I. 2017. A
chloroplast “‘wake up” mechanism: Illumination with weak light activates the
photosynthetic antenna function in dark-adapted plants. J. Plant Physiol. 210, 1-8.

Kompleksy bialkowo-barwnikowe zajmuja okolo 80 % powierzchni btony
tylakoidu (40). Tak duze ich zageszczenie mogloby prowadzi¢ do niepozadanego tracenia
zaabsorbowanej energii $wietlnej na skutek silnego termicznego rozpraszania energii
wzbudzenia, typowego dla struktur zagregowanych LHCII. Proces ten bylby wysoce
niekorzystny w warunkach o$wietlenia roslin stabym $wiattem, kiedy to funkcja aparatu
fotosyntetycznego nastawiona jest na jak najbardziej wydajne pochtanianie energii, w celu
sprawnego przeprowadzania procesu fotosyntezy. Problem ten analizowany byl w
eksperymentach przeprowadzonych na nienaruszonym pojedynczym chloroplascie z
wykorzystaniem techniki obrazowania czaséw zycia fluorescencji (FLIM). Chloroplast,
umiejscowiony w skrawku dolnej skorki liscia szpinaku, o$wietlano $wiatlem o roznej
intensywnosci (od 9 do 600 pmol fotonow m'zs'l). Podczas os$wietlania chloroplastu
swiatlem z zakresu niskich intensywnoS$ci (ponizej poziomu wysycenia procesOw fazy
jasnej fotosyntezy) zaobserwowano wydluzenie S$redniego czasu zycia fluorescencji
chlorofilu a. Szczegétowe analizy obrazow FLIM wykazaty, ze efekt ten wystgpowal
gléwnie w obszarze gran tylakoidow. Ponadto, wzrost wartosci §redniego czasu zycia
fluorescencji skorelowany byl z reorganizacja blon tylakoidow w chloroplascie,
obserwowang podczas analizy przekrojow poprzecznych sygnatu fluorescencji w obrazach
FLIM. Zmiany te polegaly na destabilizacji struktury gran tylakoidow podczas o§wietlania
chloroplastu §wiatlem o intensywnosci z zakresu 9-110 pmol fotonow m'%s™. Poniewaz w
przedziale tym zaobserwowano najwigkszg wydajno$¢ procesu fosforylacji komplekséw
LHCII, obserwowang reorganizacj¢ bton tylakoidow mozna powigza¢ z procesem
fosforylacji tych kompleksow. Aby potwierdzi¢ ta hipotez¢ przeprowadzono analogiczne
eksperymenty dla pojedynczego chloroplastu z liScia Arabidopsis thaliana w.t. oraz

mutanta stn7, w ktorym proces fosforylacji LHCII jest zablokowany. Wydluzenie
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sredniego czasu zycia fluorescencji w zakresie niskich intensywnosci $wiatta
obserwowano dla chloroplastu Arabidopsis thaliana w.t., natomiast nie zaobserwowano
tego efektu w chloroplascie mutanta stn7. Wozrost wartosci $redniego czasu zycia
fluorescencji bezposrednio zwigzany byl ze zmniejszeniem si¢ amplitudy skladowej
sredniego czasu zycia fluorescencji o wartosci 1,0 ns i wzrostem amplitudy sktadowej
sredniego czasu zycia fluorescencji o wartosci 1,8 ns. Skladowe te przypisa¢ mozna
odpowiednio formom trimerycznym LHCIl w $rodowisku blony lipidowej oraz
kompleksom LHCII w formie monomerycznej. W chloroplascie mutanta Sstn7 nie
zaobserwowano zmian amplitudy tych sktadowych.

W celu glebszego poznania mechanizmu molekularnego odpowiedzialnego za
zmian¢ organizacji molekularnej LHCII oraz struktury gran tylakoidéw, regulowanego
fosforylacja komplekséw LHCII, zaprojektowano wielosktadnikowe uktady modelowe,
odpowiadajace naturalnym btonom tylakoidow. Stanowity je dwuwarstwy lipidowe
uformowane z lipidéw chloroplastowych MGDG oraz DGDG, do ktérych inkorporowano
kompleksy LHCII izolowane z zaciemnianych liSci szpinaku lub liSci o$wietlanych
Swiattem o intensywnos$ci 100 pmol fotondéw m?%s™t, Immunodetekcja wykazata duzy
stopien ufosforylowania komplekséw izolowanych z liSci o$wietlanych. Dodatkowo,
badania z zastosowaniem elektroforezy natywnej wskazaly na zmiang organizacji
molekularnej kompleksow LHCII wraz ze zmiang intensywnosci o$wietlenia. Kompleksy
izolowane z liSci zaciemnianych wystepowaty gtoéwnie w formie trimerycznej
(TIM=5,92 + 1,10), natomiast w puli kompleksow izolowanych z lisci o$wietlanych
obecna byta duza ilos¢ form monomerycznych LHCII (T/M = 2,20 + 0,28). Ponadto,
znacznie wigksza ilo§¢ monomeréw wystgpowala w postaci ufosforylowanej, w
porownaniu do ilosci trimerow. Analizy obrazow FLIM modelowych bton lipidowo-
biatkowych wykazaly wydtuzenie §redniego czasu zycia fluorescencji w przypadku bton
lipidowych utworzonych z ufosforylowanymi kompleksami LHCII w stosunku do bton z
wbudowanymi kompleksami nieufosforylowanymi. Efekt ten wskazal na mniejszy stopien
zagregowania nieufosforylowanych komplekséw LHCII oraz ich homogeniczny rozktad w
obszarze sztucznej btony lipidowe;j.

Fosforylacja kompleksow LHCII moze prowadzi¢ do elektrostatycznego
odpychania si¢ natadowanych ujemnie grup fosforanowych komplekséw znajdujacych sie
w obrgbie jednego trimeru, a takze ostabienia oddzialtywania pomig¢dzy trimerami
zlokalizowanymi w sasiadujacych ze soba btonach tylakoidow. Tym samym fosforylacja

LHCIlI moze powodowa¢ monomeryzacje trimerow. Jak wiadomo, formy trimeryczne
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kompleksow stabilizujg struktury gran tylakoidow (41). Wzrost puli monomeréw W blonie
moze wigc prowadzi¢ do destabilizacji gran oraz zwigkszenia ruchliwosci kompleksow
LHCII w plaszczyznie btony. Poprzez taki mechanizm, indukowana stabym $wiattem
fosforylacja komplekséw LHCII moze regulowa¢ funkcje fotosyntetyczng kompleksow w
warunkach stabego o$wietlenia. Rozpad form zagregowanych LHCII, charakteryzujacych
si¢ wydajnym gaszeniem energii, Skutkuje homogennym rozktadem form LHCII,
zapewniajagcym warunki do wydajnej absorbcji i transferu energii $wietlnej w warunkach

stabego oswietlenia.

Indukowana $§wiattem monomeryzacja kompleksow LHCII

Wyniki te przedstawiono w publikacji: Janik E., Bednarska J., Zubik M., Sowinski
K., Luchowski R., Grudzinski W., Gruszecki W.I. 2015. It is beneficial for the major
photosynthetic antenna complex of plants to form trimers? J. Phys. Chem. B 116, 8501-
8508.

Podstawowa funkcja fizjologiczng formy trimerycznej LHCII jest absorpcja §wiatla
stonecznego w celu wykorzystania go w procesach fazy jasnej fotosyntezy. Zastanawiajace
jest, dlaczego obecno$¢ takiej formy molekularnej LHCII w blonie tylakoidu jest korzystna
dla roslin biorgc pod uwage fakt, ze inne kompleksy antenowe zwigzane z PSII wystepuja
natywnie tylko jako monomery. Problem ten badany byt przy wykorzystaniu
nienaruszonych chloroplastow oraz izolowanych z lisci szpinaku kompleksow LHCII, z
zastosowaniem spektroskopii absorpcyjnej UV-Vis oraz stacjonarnej oraz C€zasowo-
rozdzielczej spektroskopii fluorescencyjnej.

Okreslono, ze forma trimeryczna LHCII moze peli¢ funkcje antenowa, polegajaca
na wydajnym dostarczaniu energii do centrum reakcji PSII, poniewaz wydajnie zachodzi w
niej transfer energii wzbudzenia z chlorofilu b na chlorofil a. Wniosek ten wysunigto na
podstawie porownania widma 1-Transmisja (1-T) oraz widma wzbudzenia fluorescencji
chlorofilu a zmierzonych dla formy trimerycznej. Wigksze (w stosunku do trimeru)
niedopasowanie widma wzbudzenia fluorescencji z widmem 1-T w obszarze spektralnym
Soreta w przypadku monomeru LHCII wskazato na czeSciowe gaszenie energii na drodze
rozproszenia termicznego przez barwniki fotosyntetyczne w tym pasmie spektralnym w
monomerze. Ostabiony, w stosunku do trimeru, transfer energii wzbudzenia z chlorofilu b
na chlorofil a w monomerze LHCII jest potwierdzony obecnos$cia pasma polozonego przy
656 nm, przypisanego chlorofilowi b, w niskotemperaturowym widmie emisji
fluorescencji tej formy kompleksu. Wydajne energetyczne sprzezenie pomiedzy

chlorofilem b oraz chlorofilem a w strukturze trimerycznej wynika ze specyficznej
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przestrzennej organizacji czasteczek chlorofili. W monomerze LHCII czasteczki chlorofilu
a oraz b sg zgrupowane, a grupy te sg wzglednie odseparowane od siebie. Dopiero
potaczenie monomeréw w struktur¢ trimeryczng umozliwia czgsteczkom chlorofilu b
jednego monomeru znalez¢ si¢ na tyle blisko czasteczeki chlorofilu a w sgsiednim
monomerze, by mogt zajs¢ wydajny transfer energii z chlorofilu b na chlorofil a. Ta
specyficzna organizacja chlorofili ttumaczy wysoka wydajno$¢ kwantowa fluorescencji w
trimerze w poréwnaniu z forma monomeryczng. OkreSlono, ze wydajnos¢ kwantowa
fluorescencji monomeru LHCII (dla wzbudzenia emisji fluorescencji przy 440 nm) stanowi
tylko 0,55 £ 0,03 wartosci tego parametru dla trimeru LHCII. Laczenie si¢ monomeréw w
strukture trimeryczng LHCII wigze si¢ takze ze zmiang wartosci $redniego czasu zycia
fluorescencji. Parametr ten (liczony po intensywnosci, ze wzbudzeniem fluorescencji przy
470 nm) dla monomeru LHCII w roztworze detergentu wynosi 2,74 + 0,05 ns, natomiast
dla trimeru LHCII wynosi 3,50 + 0,05 ns.

Charakterystyczne dla monomeru gaszenie energii wzbudzenia na sposob
termiczny jest typowe dla mechanizmu obronnego roslin przed stresem S$wietlnym.
Pojawia si¢ wigc pytanie, czy forma monomeryczna LHCII mogtaby bezposrednio
uczestniczy¢ w fotoprotekcji. Proces indukowanego $wiattem przejscia LHCII z formy
trimerycznej do monomerycznej obserwowany byt wezesniej przez Garaba i wsp. (42) w
uktadzie zawierajacym izolowane kompleksy LHCII oraz cate btony tylakoidow.
Przeprowadzone w moich badaniach o$wietlanie $wiattem zawiesiny detergentowej
kompleksow LHCII skutkowato wzrostem puli monomeréw kosztem puli trimerow LHCII.
W celu sprawdzenia, czy indukowana §wiattem monomeryzacja kompleksow LHCII ma
miejsce takze in vivo, wykonano obrazowanie czasow zycia fluorescencji metoda FLIM
nienaruszonego, pojedynczego chloroplastu w dolnej skorce liScia szpinaku. Pomiar
przeprowadzano z uzyciem trzech réznych czestotliwosci lasera, co odpowiadato
nastepujagcym intensywnosciom $wiatta biatego: 9, 45 oraz 1200 umol fotonow m2s™,
Analiza czasow zycia fluorescencji chlorofilu a w chloroplascie wykazata obecnosé¢
sktadowej $redniego czasu zycia fluorescencji o wartosci 1,8 ns, ktérg mozna przypisac
formie monomerycznej LHCII oraz innym monomerycznym kompleksom antenowym
aparatu fotosyntetycznego. Warto$¢ amplitudy tej sktadowej wzrastata (z 22 do 32 %) w
odpowiedzi na wzrastajgcg intensywno$¢ $wiatla, ale tylko w obszarze niskich
intensywno$ci (45 pumol fotonoéw m%sh). Przy wysokich intensywnos$ciach
(1200 umol fotonoéw m2s™) amplituda tej sktadowej byla wzglednie niska (14 %).

Jednoczes$nie, obserwowano pojawienie si¢ sktadowej o wartosci 0,8 ns 1 amplitudzie
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70 %. Wyniki te sugeruja, ze przy niskich intensywnosciach $wiatla w btonie tylakoidu
uruchamiany jest  mechanizm monomeryzacji trimerow LHCII. Przy wyzszych
intensywnos$ciach $wiatta z monomerdéw tworza si¢ supramolekularne struktury LHCII
charakteryzujgce sie¢ wydajnym gaszeniem energii, odpowiedzialne za ochron¢ aparatu
fotosyntetycznego przed nadmiarem wzbudzen. Tym samym mozna wnioskowaé, ze
indukowana $wiatlem monomeryzacja moze regulowac¢ funkcjonowanie kompleksoéw

LHCII w zmieniajacych si¢ warunkach o$wietlenia.

Organizacja molekularna kompleksu LHCII a barwniki cyklu ksantofilowego:
wiolaksantyna oraz zeaksantyna

Wyniki te przedstawiono w publikacji: Janik E., Bednarska J., Zubik M., Sowinski
K., Luchowski R., Grudzinski W., Matosiuk D., Gruszecki W.I. 2016. The xanthophyll cycle
pigments, violaxanthin and zeaxanthin, modulate molecular organization of the
photosynthetic antenna complex LHCII. Arch. Biochem. Biophys., 592, 1-9.

Badania nad organizacjg molekularng kompleksu LHCII indukowang barwnikami
cyklu ksantofilowego: wiolaksantyng oraz zeaksantyng prowadzono z uzyciem uktadow
modelowych. Do dwuwarstw lipidowych, utworzonych z lipidow chloroplastowych
MGDG oraz DGDG, wbudowywano kompleksy LHCII izolowane z zaciemnianych lisci
szpinaku oraz egzogenne barwniki ksantofilowe (w ilosci 3 czasteczki/monomer LHCII),
odpowiednio wiolaksantyn¢ oraz zeaksantyng¢. Analizy z zastosowaniem spektroskopii
fluorescencyjnej oraz elektroforezy natywnej wskazaty, ze wiolaksantyna oraz zeaksantyna
wplywaja na organizacj¢ kompleksu LHCII w btonie lipidowej w odmienny sposob.
Obecnos¢ wiolaksantyny w kompleksie indukuje gléwnie jego forme trimeryczna,
natomiast zeaksantyny promuje wystgpowanie kompleksu LHCII w postaci monomeru
oraz dimeru. Ten interesujacy efekt badany byl dodatkowo w eksperymencie, w ktorym
wiolaksantyna oraz zeaksantyna byly wbudowywane do komplekséw LHCII w §rodowisku
detergentu. Badania te przeprowadzono w celu sprawdzenia, czy wplyw barwnikéw cyklu
ksantofilowego na organizacje¢ molekularng LHCII jest specyficzny tylko dla §rodowiska
btony lipidowej. Jak zaobserwowano, obecno$¢ wiolaksantyny zwigksza pule trimerdw,
natomiast zeaksantyny, pule monomerdéw, rowniez w Srodowisku detergentu. Analizy
chromatograficzne dowiodty, ze oba ksantofile sg stabo zwigzane z monomerem LHCII,
natomiast wiolaksantyna jest silnie zwigzana z forma trimeryczng. W celu okre$lenia
mechanizmu molekularnego lezacego u podtoza taczenia si¢ kompleksow LHCII w trimery

z udzialem wiolaksantyny oraz rozpadu na monomery w obecnosci zeaksantyny
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wykorzystano modelowanie molekularne. Wskazato ono, ze wigzanie si¢ barwnikéw cyklu
ksantofilowego do monomeru LHCII ma charakter konkurencyjny oraz, ze barwniki te
wigzg si¢ do kompleksu z rozng sitg. Moze to wynika¢ z innej orientacji pierScieni
wzgledem tancucha wigzan sprzezonych w czasteczkach barwnikow, a takze z obecnosci
dwoch dodatkowych grup polarnych w wiolaksantynie, co czyni ja zdolng do tworzenia
dodatkowych wigzan wodorowych w poréwnaniu do zeaksantyny. Wiolaksantyna moze
tworzy¢ cztery, natomiast zeaksantyna dwa miejsca wigzania z kompleksem LHCII.
Okreslono, ze wiolaksantyna oraz zeaksantyna konkuruja ze sobg o miejsce wigzania z
fosfatydyloglicerolem, ktory umiejscowiony jest na granicy dwoéch monomerow w
trimerze LHCII. Ponadto, zeaksantyna taczy si¢ silniej do czasteczki chlorofilu a 610
(zgodnie z nomenklaturg (41)) niz wiolaksantyna, co sterycznie utrudnia laczenie si¢
monomeréw LHCII w trimery w obecnosci zeaksantyny.

Kolejnym waznym wnioskiem uzyskanym na podstawie analiz rozdziatow uktadow
lipidowo-biatkowo-barwnikowych metodg elektroforezy natywnej jest tworzenie si¢
supramolekularnych struktur LHCII (n-LHCII) w btonie lipidowej przy udziale barwnikow
cyklu ksantofilowego. Sredni czas zycia fluorescencji chlorofilu a liczony po
intensywnosci, zmierzony dla struktur n-LHCII wynosi ~2,5 ns. Jest on krotszy niz sredni
czas zycia formy trimerycznej (~3,5 ns w detergencie) oraz formy monomerycznej
(~2,7 ns w detergencie), ale jednoczesnie dtuzszy niz formy zagregowanej LHCII (~0,2 ns
w niskim stezeniu detergentu). Widmo emisji fluorescencji chlorofilu a w LHCII
zmierzone w temp. 77 K dla form n-LHCII w $rodowisku detergentu charakteryzuje si¢
maksimum fluorescencji przy 680 nm, jak w przypadku widma emisji trimeru LHCII w
detergencie. Wyniki te wskazuja na to, ze formy n-LHCII, chociaz utworzone z wigcej niz
jednego trimeru, nie sg typowymi strukturami oligomerycznymi, dla ktérych maksimum
emisji fluorescencji wystgpuje przy 700 nm. Na podstawie niskotemperaturowych widm
emisji fluorescencji chlorofilu a okreslono, ze struktury n-LHCII indukowane barwnikami
cyklu ksantofilowego w srodowisku btony lipidowej maja pasmo emisji fluorescencji z
maksimum przy 715 nm. Rozpatrujac mozliwos¢ fizjologicznego znaczenia wystepowania
struktur n-LHCII w btonach tylakoidéw, nalezy postawi¢ pytanie, czy w fazie lipidowej
btony tylakoidu wystepuje pula wiolaksantyny nie zwigzanej bezposrednio z kompleksami
antenowymi, ktéra moglaby stabilizowaé takie struktury. Jak wykazaly analizy
chromatograficzne tylakoidow izolowanych z zaciemnianych lisci szpinaku, w blonie
lipidowej znaczaca pula wiolaksantyny nie wigze si¢ bezposrednio do bialek kompleksoéw

LHC. Czasteczki barwnika nalezace do tej frakcji moga wigc uczestniczy¢ w stabilizacji
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struktur n-LHCII oddziatujac z grupami hydroksylowymi czasteczek neoksantyny w
sasiadujacych ze sobg trimerach LHCIL.

Jak wspomniano wczesniej, duze zageszczenie kompleksow LHCII w blonie
tylakoidow mogtoby skutkowa¢ niepozadang utrata zaabsorbowanej energii Swietlnej. Na
podstawie niskotemperaturowych widm emisji fluorescencji oraz czaséw zycia
fluorescencji chlorofilu a form n-LHCII mozna stwierdzi¢, ze trimery w takiej strukturze
sa odseparowane od sicbie na tyle, aby zapobiec samoistnemu gaszeniu energii
wzbudzenia, wywotanemu agregacja kompleksow antenowych. Obecnos¢ struktur n- HCII
w blonie tylakoidow w warunkach stabego lub optymalnego os$wietlenia, kiedy w puli
barwnikéw cyklu ksantofilowego przewaza wiolaksantyna, moze mie¢ znaczenie
regulacyjne w maksymalnym wykorzystaniu energii wzbudzenia w procesach
fotochemicznych fotosyntezy. Sredni czas zycia fluorescencji chlorofilu a zmierzony dla
pojedynczego chloroplastu oraz liscia w obecnosci w nich wiolaksantyny wynosi 2,23 oraz
~2,5 ns, odpowiednio. Podobienstwo tych wartosci do wartosci czaséw zycia fluorescencji
struktur n-LHCII stabilizowanych barwnikami cyklu ksantofilowego potwierdza
mozliwos¢ wystgpienia takich struktur in vivo.

Biorac pod uwage fakt, iz wartosci czasow zycia fluorescencji struktur n-LHCII
(w detergencie) w obecno$ci wiolaksantyny oraz zeaksantyny sg takie same, mozna
wnioskowa¢, ze molekularna forma tych struktur jest podobna. Jednak, zalezno§¢ warto$ci
stosunku skladowej gaussowskiej odpowiadajacej pasmu emisji fluorescencji przy 715 nm
do sktadowej odpowiadajacej pasmu przy 684 nm w widmie emisji zmierzonym dla uktadu
lipidowo-biatkowego od ilosci zeaksantyny w tym ukladzie ma charakter periodyczny a
nie liniowy, jak w przypadku wiolaksantyny. Parametr periodyczno$ci obliczony, jako
1,31 czasteczki zeaksantyny przypadajacej na monomer LHCII wskazuje, ze struktura
supramolekularna stabilizowana przez zeaksantyne sklada si¢ minimalnie z 4 czasteczek
barwnika i 3 monomeré6w LHCII (4 czasteczki zeaksantyny/trimer LHCII). Zwigzanie
kolejnej czasteczki zeaksantyny prowadzi¢ moze do destabilizacji trimeru i1 rozpadu
struktury supramolekularnej. Mozna by oczekiwaé, ze struktury molekularne LHCII
stabilizowane zeaksantyng w btonie lipidowej beda charakteryzowaty sie zdolnoscig do
wydajnego gaszenia energii wzbudzenia. Wiedzac, ze obecnos¢ zeaksantyny w kompleksie
LHCII promuje jego monomeryzacje¢ oraz dimeryzacj¢, mozna si¢ spodziewac, ze to z
monomerdéw i dimerow w btonie tylakoidéw beda formowac si¢ struktury oligomeryczne o

charakterze gaszacym nadmiar energii w warunkach stresu §wietlnego.
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Dimer LHCII - potencjalna struktura fotoprotekcyjna

Wyniki te przedstawiono w publikacji: Janik E., Bednarska J., Sowinski K.,
Luchowski R., Zubik M., Grudzinski W., Gruszecki W.I. 2017. Light-induced formation of
dimeric LHCII. Photosynth. Res. DOI: 10.1007/s11120-017-0387-6.

W celu analizy jako$ciowej oraz ilosciowej form oligomerycznych LHCIlI w
lisciach w warunkach o$wietlenia Swiattem o wysokiej intensywnos$ci wykonano rozdziaty
elektroforetyczne preparatow LHCII izolowanych z lisci szpinaku zaciemnianych oraz
o$wietlanych $wiatlem o intensywnosci 1200 pmol fotonéw m?s?. Wykazano, ze w
lisciach zaciemnianych LHCII wystgpuje gtownie w formie trimerycznej, natomiast w
lisciach o$wietlanych silnym $wiatlem pojawia si¢ duza pula monomeréw oraz niewielka
frakcja dimeréw. Aby rozstrzygnaé, czy struktura dimeryczna LHCII jest indukowana
bezposrednio przez swiatlo, przeprowadzono eksperyment z wykorzystaniem kompleksow
LHCII izolowanych z adaptowanych do ciemnosci lisci szpinaku. Zawiesing detergentowa
takich kompleksow os$wietlano $wiattem o réznych intensywno$ciach z zakresu
11-1240 pmol fotonéw m™s™. Zaobserwowano, ze ilo§¢ dimeréw LHCII w preparacie
silnie zalezy od intensywno$ci $wiatta. Im wigksza intensywno$¢ $wiatta, tym wigksza
frakcja struktur dimerycznych. Dodatkowo wykazano, ze w przedziale niskich
intensywnosci $§wiatta (11-95 pmol fotonow m?s™) pula trimeréw LHCII malata wraz ze
wzrostem puli monomeréw oraz dimeréw. Natomiast, $wiatlo z zakresu wysokich
intensywnosci (682-1240 pmol fotonow m?s™) powodowato wzrost puli dimerow
kosztem puli monomerow. Wzrost ilosci dimeréw LHCII wraz ze wzrostem intensywno$ci
Swiatta obserwowano takze dla detergentowej zawiesiny bton tylakoidéw izolowanych z
liSci szpinaku. Indukowang $wiatlem struktur¢ dimeryczng LHCII wykryto rowniez przy
uzyciu metody FCS (ang. Fluorescence Correlation Spectroscopy). Metoda ta umozliwia
detekcje fluorescencji pojedynczych czasteczek w bardzo matej objetosci fokalnej oraz
okreslenie ich wspoélczynnika dyfuzji. Zaobserwowano, ze w zaciemnianej zawiesinie
LHCII w roztworze detergentu obecne sg dwie formy molekularne kompleksu: trimeryczna
oraz monomeryczna. Ponadto, okreslono warto$ci wspotczynnikéw dyfuzji trimeru oraz
monomeru LHCII w roztworze DM: 7 pm?s™ i 35 pm?s™, odpowiednio. Oswietlanie takiej
zawiesiny §wiatlem o intensywnos$ci 100 umol fotonow m?s? skutkowato pojawieniem si¢
w roztworze dodatkowej formy LHCII o wspdiczynniku dyfuzji o wartosci 22 umzs‘l,
ktora to forme zidentyfikowano jako dimer LHCII.

Aby stwierdzi¢, czy dimery LHCII indukowane silnym $wiattem pelnig funkcje

odmienng od funkcji dimeréw pojawiajacych si¢ przy niskich intensywno$ciach $wiatla,
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zmierzono warto$ci $rednich czasow zycia fluorescencji chlorofilu a w kompleksie LHCII
uorganizowanego w strukture dimeryczng pod wptywem stabego lub wysokiego §wiatta
oraz na skutek podstawienia do kompleksu czasteczki zeaksantyny. Wartos¢ sredniego
czasu zycia fluorescencji (liczona po amplitudach) dla dimerow LHCII zmieniata si¢ od
2 do 0,6 ns, co wskazato na to, ze struktury dimeryczne charakteryzujg si¢ wartosciami
czasoOw zycia fluorescencji mniejszymi niz warto$ci tego parametru formy trimerycznej
oraz monomerycznej LHCII. Najwigksze wartosci Srednich czaséw zycia fluorescencji
wykazywaty dimery indukowane zeaksantyng (1-2 ns). Dimery LHCII utworzone pod
wptywem niskich intensywnosci §wiatta charakteryzowaly si¢ warto§ciami czaséw zycia
fluorescencji ~1 ns. Najkrotsze czasy zycia fluorescencji (0,6-0,9 ns) przypisano dimerom
indukowanym silnym $wiattem. Dodatkowo, amplituda sktadowej $redniego czasu zycia
fluorescencji o wartosci 0,3 ns wzrastala z 41 + 11 % dla dimeréw indukowanych
zeaksantyng do 74 + 3 % dla dimeréw pojawiajacych si¢ na silnym $wietle. Wyniki te
wskazuja na to, ze dimery LHCII powstajace pod wplywem S$wiatla o wysokiej
intensywnos$ci gasza energi¢ wzbudzenia wydajniej niz dimery indukowane stabym
Swiattem. Mozna wiec wnioskowaé, ze dimery obserwowane w warunkach stabego
o$wietlenia sg jedynie elementem rozpadu trimeréw LHCII w procesie monomeryzacji,
natomiast dimery indukowane silnym $§wiattem powstaja de novo z istniejacych juz
monomerdéw. Sg one tym samym specyficzng forma molekularng LHCII pojawiajaca si¢ w
odpowiedzi na o$wietlenie roslin silnym $wiattem. Wniosek ten znalazt silne poparcie w
wynikach pomiaréw dimerow LHCII metoda spektroskopii fluorescencyjnej oraz
dichroizmu kotowego (CD). Obecnos¢ pasma emisji fluorescencji przy 656 nm w widmie
emisji zmierzonym w temp. 77 K dla dimeréw indukowanych silnym $wiattem, typowego
dla monomeréw LHCII, wskazuje na wigksze podobienstwo tych form dimerycznych do
monomeréw LHCII niz do trimeréw. Specyficzna organizacja molekularna dimerow
LHCII zdolnych do gaszenia energii zostala wydedukowana takze na podstawie
poréwnania widm CD zmierzonych dla réznych form molekularnych LHCII. Widmo CD
dimeréw indukowanych silnym $wiattem charakteryzuje si¢ obecno$cia pasma przy
690 nm, ktorego nie obserwowano w widmach trimeréw oraz monomerow LHCII
oswietlanych silnym $wiattem.

Wiadomo, ze zdolno$¢ do gaszenia energii wzbudzenia przez odpowiednie formy
molekularne LHCII wynika ze specyficznej organizacji w nich czasteczek chlorofilu. Jak
udowodniono weczesniej, fotoprotekcyjne rozproszenie energii zwigzane jest z

oddzialywaniem czasteczek chlorofilu znajdujacych si¢ ze sobg w bliskim kontakcie oraz
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odpowiedniej konformacji przestrzennej (8, 41, 43). Na tej podstawie zaproponowano
strukture dimeru LHCII zdolnego do wydajnego gaszenia energii wzbudzenia, w ktorej to
Chl 14 oraz Chl 8 (zgodnie z nomenklaturg wg (41) chlorofil b oraz chlorofil a), oddalone
od siebie w strukturze pojedynczego monomeru, zlokalizowane s3 w odlegto$ci mniejszej
niz 1 nm. Ta nowo powstata para chlorofili moglaby by¢ potencjalnym kandydatem na
specyficzng strukture molekularng umozliwiajaca dimerom fotoprotekcyjne gaszenie
energii w warunkach silnego oswietlenia.

Indukowana $wiatlem monomeryzacja trimerow LHCII umozliwia wigc
powstawanie struktur dimerycznych zdolnych do wydajnego gaszenia energii wzbudzenia
w warunkach zmiennego oswietlenia. Z drugiej strony nie mozna wykluczy¢, ze dimery
LHCII moga taczy¢ si¢ ze soba w wigksze struktury supramolekularne (makrodomeny,
agregaty lamellarne (44, 45)) zdolne do jeszcze sprawniejszego gaszenia energii w

warunkach nadmiaru wzbudzen.

Molekularna organizacja komplekséow LHCII w warunkach silnego o§wietlenia

Wyniki te przedstawiono w publikacji: Janik E., Bednarska J., Zubik M., Puzio M.,
Luchowski R., Grudzinski W., Mazur R., Garstka M., Maksymiec W., Kulik A., Dietler G.,
Gruszecki W.1. 2013. Molecular architecture of plant thylakoids under physiological and
light stress conditions: A study of lipid-light-harvesting complex Il model membranes.
Plant Cell. 25, 2155-2170.

Jak dyskutowano wczes$niej, fosforylacja kompleksow LHCII prowadzi do zmiany
ich organizacji molekularnej, a takze do reorganizacji struktury gran tylakoidéw. Podczas
os$wietlania lisci szpinaku $wiattem o wysokiej intensywnosci (~1200 pmol fotonow m?s
1 tylko 30 % puli kompleksow LHCII ulega fosforylacji (46). W celu okreslenia, jakie
formy molekularne LHCII tworzg si¢ w btonie tylakoidu podczas o$wietlania roslin
$wiatlem o wysokiej intensywnosci oraz w jaki sposoéb wptywaja one na organizacj¢ bton
lipidowych, przeprowadzono badania na lipidowo-biatkowych uktadach modelowych. Do
ich utworzenia wykorzystano lipidy chloroplastowe MGDG oraz DGDG, a takze
kompleksy LHCII izolowane =z zaciemnianych oraz os$wietlanych s$wiattem o
intensywnosci 1200 pmol fotonéw m?s™ lisci szpinaku. Analizy z wykorzystaniem
metody immunodetekcji wskazaty, ze 30-minutowe o$wietlanie lici szpinaku $wiatlem o
wysokiej intensywnosci powodowato fosforylacje 35 % puli kompleksow LHCII. Ponadto
okreslono, ze kompleksy izolowane z liSci os$wietlanych silnym $wiattem zawieraty
zeaksantyne w ilosci 0,16 + 0,01 czgsteczki na monomer LHCII. Do badan organizacji

otrzymanych wielodwuwarstw lipidowo-biatkowych wykorzystano technike¢ dyfrakcji
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rentgenowskiej. Obecnos¢ nieufosforylowanych ~ kompleksow LHCII w
wielodwuwarstwach lipidowych zwigkszata periodycznos¢ uktadu z 4,1 nm, typowa dla
wielodwuwarstw utworzonych tylko z lipidow chloroplastowych, na 6,0 nm. Wbudowanie
do bton lipidowych puli kompleksow ufosforylowanej w 35 %, zmniejszato warto$¢
parametru periodycznosci na 5,3 nm. Zastosowanie techniki AFM-IR do pomiaru uktadow
lipidowo-biatkowych wykazato, ze w wielodwuwarstwach lipidowych zawierajacych
kompleksy nieufosforylowane obecne sg obszary charakteryzujace si¢ duzg zawartoscig
kompleksow LHCII, oddzielone obszarami zawierajagcymi gtéwnie lipidy. Dla uktadow
zawierajacych kompleksy ufosforylowane rozktad lipidow i komplekséw LHCII byt
jednorodny. Te obserwacje wskazaty na tworzenie si¢ transmembranowych struktur LHCII
z udzialem kompleksow nieufosforylowanych. Powstawanie takich struktur w badanych
uktadach modelowych potwierdzone bylo badaniami z wykorzystaniem technik
mikroskopii TEM oraz CLSM. Pomiar widm absorpcji w podczerwieni wykazal, ze
struktury te stabilizowane sg wigzaniami wodorowymi, co umozliwia powstawanie struktur
biatkowych o charakterze antyrownolegtych B-kartek. Ufosforylowane kompleksy LHCII,
na skutek oddzialywania ze sobga w plaszczyznie blony lipidowej, tworzyly formy
zagregowane. Powstawanie tych lamellarnych agregatow zwigzane bylo ze wzrostem
intensywnosci pasma emisji fluorescencji z maksimum przy 700 nm oraz skrdceniem
sredniego czasu zycia fluorescencji chlorofilu a w badanym uktadzie.

Brak agregatow lamellarnych LHCII w probkach utworzonych z kompleksow
nieufosforylowanych mozna wytlumaczy¢ tworzeniem si¢ struktur transmembranowych,
ktore w sposob naturalny ograniczajg swobode ruchu kompleksow LHCII i tym samym ich
oddziatywanie ze soba w plaszczyZnie blony. Jak wykazano wczedniej, za stabilizacje
struktury gran tylakoidow w chloroplastach odpowiedzialne s oddzialywania van der
Waalsa oraz oddzialywania kulombowskie spowodowane réznym rozktadem tadunku na
powierzchni sgsiadujagcych ze sobg blon tylakoidow. W omawianych badaniach
wykazali$my, ze tylakoidy gran mogg by¢ stabilizowane przez struktury trans-
membranowe LHCIlI wzmacniane wigzaniami wodorowymi tworzacymi si¢ pomiedzy
polarnymi fragmentami cze¢$ci biatkowej LHCII zlokalizowanego w sasiadujacych ze soba
btonach lipidowych.

Ponadto wykazano, ze fosforylacja kompleksow LHCII moze mie¢ nie tylko
znaczenie regulacyjne dla fotosyntezy w warunkach o$wietlania roslin swiattem o niskiej
intensywnosci, ale takze moze peic¢ rolg w ochronie aparatu fotosyntetycznego przed

nadmiarem $wiatta. Niski poziom fosforylacji oraz proces deepoksydacji wiolaksantyny
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indukuja powstawanie w plaszczyznie btony lipidowej form zagregowanych LHCII

charakteryzujacych si¢ wysoka wydajnoscig gaszenia nadmiaru energii wzbudzenia w

warunkach stresu swietlnego.

Podsumowanie najwazniejszych prezentowanych osiagniec:

Wykazano, ze:

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

8)
9)

swiatto o niskiej intensywnos$ci aktywuje funkcje fotosyntetyczng kompleksow
LHCII w chloroplascie;

trimery LHCIlI tworza w blonach lipidowych transmembranowe struktury
stabilizowane wigzaniami wodorowymi. Ponadto zapewniaja wydajny transfer
energii wzbudzenia w aparacie fotosyntetycznym;

fosforylacja kompleksow LHCII zmienia jego form¢ molekularng z trimerycznej

na monomeryczng, co indukuje reorganizacje bton tylakoidow;

indukowana $wiattem monomeryzacja kompleksow LHCII ma znaczenie
regulacyjne w przystosowaniu roslin do zmiennych warunkéw oswietlenia;
monomery LHCII mogg uczestniczy¢ w fotoprotekcyjnym rozproszeniu nadmiaru
energii wzbudzenia;

wiolaksantyna stabilizuje strukture trimeru LHCII,

stabilizowane wiolaksantyng struktury n-LHCII zapobiegaja niepozadanemu
traceniu energii w warunkach stabego i optymalnego oswietlenia;

zeaksantyna promuje monomeryzacj¢ 1 dimeryzacj¢ kompleksow LHCII,

dimery LHCII indukowane silnym $wiatlem moga petni¢ funkcj¢ fotoprotekcyjna;

10) kompleksy LHCII moga tworzy¢ agregaty w plaszczyznie blony tylakoidu,

charakteryzujgce si¢ wydajnym gaszeniem nadmiaru energii W warunkach
oswietlania roélin silnym $wiattem. Mechanizm ten regulowany jest stopniem

fosforylacji puli kompleksow LHCII.

Wyniki prowadzonych przeze mnie badan przyczynity si¢ do lepszego zrozumienia

funkcjonowania aparatu fotosyntetycznego w zmiennych warunkach o$wietlenia.

Dostarczyly one nowych informacji na temat form molekularnych kompleksu biatkowo-

barwnikowego LHCII indukowanych §wiatlem o stabej oraz wysokiej intensywnosci.

Ponadto, powigzatam proces fosforylacji kompleksu LHCII ze zmiang jego formy
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molekularnej oraz reorganizacjg struktury bton tylakoidow. W szczegdlno$ci okreslitam i
scharakteryzowatam spektroskopowo formy molekularne kompleksu LHCII petiace role
fotoprotekcyjng w warunkach nadmiaru energii $wietlnej. Po raz pierwszy wskazatam na
fotoprotekcyjng funkcje monomeréw LHCII oraz zidentyfikowatam i scharakteryzowatam
spektralnie form¢ dimeryczng kompleksu. Wiedza o wlasciwosciach spektroskopowych
formy trimerycznej, monomerycznej, dimerycznej oraz zagregowanej kompleksu LHCII,
zarowno w S$rodowisku btony lipidowej, jak i w roztworze detergentu umozliwita
szczegbtowg analiz¢ roli kompleksu LHCII w procesach fotoprotekcyjnych,
funkcjonujgcych w komorce na poziomie molekularnym.

Wyniki badan stanowiacych osiagniecie naukowe byly takze tematem

18 komunikatéw zjazdowych.

Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Po obronie pracy doktorskiej kontynuowatam badania na temat wplywu metali
cigzkich na aparat fotosyntetyczny ros§lin wyzszych. Zaplanowatam eksperymenty, ktore
mialy na celu wyjasnienie, jak oldw — metal cigzki, ktorego toksycznos$¢ dla roslin
okre$lono jako mniejsza w poréwnaniu do kadmu, miedzi czy cynku, wplywa na
absorpcje, transfer oraz wykorzystanie energii §wietlnej w procesach fotochemicznych
fotosyntezy. Pomiary przeprowadzono na poziomie catych liSci zyta ozimego
traktowanego olowiem oraz na poziomie izolowanych z nich blon tylakoidow.
Wykazatam, ze stres metalem cigzkim powoduje monomeryzacje antenowych
kompleksow biatkowo-barwnikowych bton tylakoidow oraz obnizenie w nich zawarto$ci
barwnikow fotosyntetycznych. Szczegdtowe analizy spektroskopowe oraz badania nad
fotochemig PSII dowiodly, Zze zmiany w molekularnej organizacji kompleksow
antenowych skutkuja zmniejszeniem wydajnos$ci absorpcji energii Swietlnej oraz transferu
energii wzbudzenia przez aparat fotosyntetyczny. Efekt ten skorelowany jest ze wzrostem
wydajnosci procesOw niefotochemicznego wykorzystania energii wzbudzenia przez

kompleksy antenowe w obecnosci olowiu.
Wiyniki tych badan zostaly opublikowane w pracy:

Janik E., Szczepaniuk J., Maksymiec W. 2013. Organization and functionality of

chlorophyll-protein complexes in thylakoid membranes isolated from Pb-treated
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Secale cereale. J. Photochem. Photobiol. B: Biol. 125, 98-104. 1Fyp3: 2,803 /
IF015: 3,035; pktaois: 25/ pktagie: 30, autor korespondencyjny

Badania nad wplywem metali cigzkich na aparat fotosyntetyczny wykazaty
obecno$¢ w ro$linach czasteczek chlorofilu zawierajagcych atom metalu cigzkiego w
miejscu wigzania magnezu (47, 48). W celu poznania szczegotowego mechanizmu
reorganizacji kompleksow antenowych LHCII pod wplywem metali cigzkich,
zaplanowalam eksperyment z kompleksami izolowanymi, do ktérych wbudowywano
czagsteczki chlorofilu a posiadajace odpowiednio atom cynku lub miedzi zamiast atomu
magnezu. Zastosowanie spektroskopii fluorescencyjnej oraz absorpcyjnej UV-Vis
wykazato zmiang¢ organizacji czasteczek chlorofilu b oraz czasteczek barwnikow
ksantofilowych w kompleksie LHCII na skutek podstawienia do niego modyfikowanego

metalami ciezkimi chlorofilu a.
Wyniki tych badan byty tematem 1 komunikatu zjazdowego.

We wspotpracy z pracownikami Zaktadu Biotechnologii Przemystowej UMCS
prowadzitam badania nad wykorzystaniem barwnikéw pochodzenia naturalnego:
chlorofilu a, chlorofilu b, feofityny a oraz feofityny b w indukowanej $wiattem
biotransformacji a-pinenu. Eksperyment miat na celu okreslenie mozliwos$ci zastosowania
barwnikow chlorofilowych i ich odpowiednikéw pozbawionych atomu magnezu — feofityn
do produkcji cennych terpenoidowych zwigzkow jak trans-pinokarweol, pinokarwon czy
myrtenal, szeroko wykorzystywanych w przemysle kosmetycznym oraz spozywczym, a
jednoczesnie wystepujacych w przyrodzie w matlych ilo$ciach. Zwiazki te uzyskuje si¢ z
monoterpendow powszechnie wystepujacych i tanich, jak a-pinen i limonen. Okreslono, ze
feofityny, a przede wszystkim feofityna b, sg bardziej stabilne jako fotokatalizatory reakcji
biotransformacji w poréwnaniu do chlorofili w homogenicznym uktadzie organicznym
(chloroformie). Ponadto, dokonano proby immobilizacji chlorofilu a w zelu silikonowym,
w celu sprawdzenia wydajnosci reakcji biotransformacji oraz stabilnosci fotokatalizatora w
uktadzie, gdzie czasteczki barwnika sg ze sobg w bliskim kontakcie, zapewniajagcym latwy
transfer energii. Badania dowiodly, ze czasteczki chlorofilu @ mogg by¢ skutecznie
immobilizowane w zelu silikonowym, gdzie kolejno ulegaja one transformacji do feofityny
a. Okreslono, ze formy dimeryczne chlorofilu oraz nowo powstatej feofityny moga
wydajnie katalizowac reakcje biotransformacji a-pinenu. Jak wykazano, dodatkowg zaletg

zastosowania zelu silikonowego jest mozliwos¢ ponownego wykorzystania czasteczek
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fotokatalizatora w reakcjach biotransformacji, w przeciwienstwie do $rodowiska
rozpuszczalnika organicznego, gdzie nastgpuje szybki rozpad czasteczek barwnika na

drodze fotoutlenienia.

Wiyniki tych badan zostaly opublikowane w pracach:

1) Trytek M., Janik E., Maksymiec W., Fiedurek J., Lipke A., Majdan M. 2011.
The spectral and catalytic studies of chlorophylls and pheophytins in mimetic
biotransformation of a-pinene. J. Photochem. Photobiol. A: Chem. 223, 14-24.
IF011: 2,421 [ 1F0s: 2,477; pKtyoia: 25 1 pKtygis: 25

2) Lipke A., Trytek M., Fiedurek J., Majdan M., Janik E. 2013. Spectroscopic and
biocatalytic properties of a chlorophyll-containing extract in silica gel. J. Mol.
Struct. 1052, 158-164. 1F,013: 1,599 / 1F015: 1,780; pktaois: 20 / pktaoss: 20

oraz byly tematem 3 komunikatow zjazdowych.

Mechanizmy fotoprotekcyjne, ktoérych funkcjonowanie w roslinach wyzszych w
obecnosci metali cigzkich stanowilo temat mojej pracy doktorskiej, byly takze tematem
mojej wspotpracy naukowej z prof. W. 1. Gruszeckim i innymi pracownikami Zaktadu
Biofizyki Instytutu Fizyki UMCS, kontynuowanej po uzyskaniu przeze mnie stopnia
doktora. Celem badan byto lepsze zrozumienie mechanizméw fotoprotekcyjnych
funkcjonujacych na poziomie molekularnym, zwigzanych z reorganizacjg i zmianami
funkcjonalnymi kompleksu antenowego LHCII w warunkach zmiennego o$wietlenia.
Badania te realizowane byly w ramach dwoch projektow  badawczych:
interdyscyplinarnego projektu zespotowego Prorektora UMCS d/s Badan Naukowych i
Wspotpracy z Zagranicg pt.: ,,Molekularny mechanizm protekcyjny warunkujacy adaptacje
lisci zyta do $wiatla o wysokim natezeniu” oraz projektu finansowanego przez
Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego NN303285034 pt.: ,Regulacja
fotosyntetycznej funkcji antenowej roslin na poziomie molekularnym”. Czgs¢
eksperymentow przeprowadzitam na catych btonach tylakoidow izolowanych z lisci zyta
oswietlanego S$wiatlem o niskiej (150 pmol fotonow m?%s?) oraz wysokiej
(1200 pmol fotonéw m™>s™) intensywnosci. Zastosowanie elektroforezy natywnej oraz
spektroskopii  fluorescencyjnej wykazato agregacjc form monomerycznych oraz

trimerycznych LHCIl w odpowiedzi na o$wietlenie $wiatlem o wysokiej intensywnosci.
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Pojawienie si¢ agregatow w badanych ukladach powigzatam 2z tworzeniem si¢
dhlugofalowych (powyzej 700 nm) pasm emisji fluorescencji chlorofilu a oraz wzrostem
rezonansowego rozpraszania S$wiatta (RLS) w obszarze 500-600 nm. Pomiar widm
wzbudzenia fluorescencji chlorofilu a bton tylakoidow izolowanych z lisci o$wietlanych
wskazat, ze barwniki cyklu ksantofilowego: wiolaksantyna oraz zeaksantyna moga brac
udziat w indukowanej §wiatlem reorganizacji molekularnej komplekséw LHCII.

Fotoprotekcja zwigzana z funkcjonowaniem cyklu ksantofilowego analizowana
byla z wykorzystaniem sztucznych blon lipidowych utworzonych z lipidu
chloroplastowego DGDG, zawierajacych kompleksy LHCII, do ktorych wbudowywano
egzogenng wiolaksantyne lub zeaksantyng. Zaobserwowano, ze w uktadzie modelowym
barwniki te, a w szczegdlnosci zeaksantyna, indukujg powstawanie supramolekularnych
struktur LHCII wydajnie gaszacych wzbudzenia singletowe na skutek tworzacych sig¢
oddziatywan ekscytonowych pomiedzy czasteczkami ksantofilu i1 chlorofilu lub
czasteczkami chlorofili w sgsiadujacych ze sobg kompleksach.

W ramach wspoélpracy z prof. W. 1. Gruszeckim oraz jego zespotem naukowym
uczestniczytam takze w badaniach nad znaczeniem S$wiatta niebieskiego dla procesow
fotoprotekcyjnych. Pomiar czaséw zycia fluorescencji chlorofilu a pojedynczego trimeru,
monomeru oraz form zagregowanych LHCII, przy wzbudzeniu $wiattem o dlugosci fali
470 lub 635 nm dowiddl, ze mechanizm fotoprotekcyjnego gaszenia wzbudzen
singletowych jest wybiorczo indukowany $wiatlem niebieskim. Jednocze$nie
zaobserwowano intensywne gaszenie energii na drodze rozproszenia termicznego w
obszarze spektralnym ,,Soreta”, odpowiedzialnym za absorpcje $wiatta niebieskiego.
Prawdopodobnie, $wiatlo to moze by¢ wykorzystywane do uruchomienia istotnych dla
fotoprotekcji  reakcji  foto-chemicznych, zwigzanych =z izomeryzacja czasteczek
ksantofilowych kompleksu.

Wiolaksantyna jest barwnikiem fotosyntetycznym zlokalizowanym pomiedzy
sgsiadujacymi ze sobg monomerami w trimerze LHCIIL. Jeden z mechanizméw
fotoprotekcyjnych u roslin jest bezposrednio zwigzany z deepoksydacja wiolaksantyny,
prowadzaca do nagromadzenia si¢ w btonie tylakoidu zeaksantyny istotnej dla ochrony
aparatu fotosyntetycznego przed nadmiarem $wiatta. Ta reakcja cyklu ksantofilowego
przebiega bezposrednio w btonie tylakoidu, dlatego tez dla jej uruchomienia wymagane
jest odlaczenie si¢ wiolaksantyny od struktury kompleksu LHCII. Doswiadczenie w pracy
eksperymentalnej z kompleksami fotosyntetycznymi, zdobyte przez mnie podczas

realizacji projektu naukowego TEAM pt.: ,Molecular Spectroscopy for BioMedical
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Studies”, pozwolito na wykorzystanie form trimerycznych oraz monomerycznych
kompleksow LHCII immobilizowanych w zelu poliakrylamidowym w badaniach nad
reorganizacjg trimeru LHCII. Szczegotowe badania z zastosowaniem spektroskopii
ramanowskiej wykazaty, ze $wiatto indukuje rekonfiguracje czasteczki wiolaksantyny 1 ze
mechanizm ten jest charakterystyczny dla struktury trimerycznej LHCII. Zwigzany jest on
ze skrgceniem si¢ ancucha polienowego czasteczki barwnika i przejsciem jej z formy
trans do cis. Przypuszcza sig, ze ta indukowana $§wiatlem fotoizomeryzacja wiolaksantyny
uruchamiana jest poprzez wzbudzenie jej do stanu tripletowego, na skutek transferu energii
wzbudzenia typu triplet-triplet pomigdzy czasteczka wiolaksantyny i chlorofilu w
kompleksie LHCII. Wykazano, ze zmiana konfiguracji czasteczki taczacej poszczegodlne
monomery w trimerze LHCII prowadzi do destabilizacji trimeru okreslanej jako przejscie
trimer—-monomer. Izomeryzacja wiolaksantyny i monomeryzacja trimeru LHCII
umozliwiaja odlaczenie si¢ czasteczki ksantofilu od kompleksu i tym samym jej
dostepnos¢ dla enzymatycznej deepoksydacji w blonie tylakoidu.

Supramolekularne struktury n-LHCII utworzone z udzialem wiolaksantyny,
obserwowane przez mnie w uktadach lipidowych, staly si¢ inspiracja do badan
prowadzonych przez innych cztonkoéw zespotu w projekcie TEAM nad organizacja
kompleksow LHCII oraz barwnikow ksantofilowych w uktadach monowarstw. Uktady te
byly takze wykorzystane do badan nad kontrolg transferu energii w kompleksie LHCII
przez barwniki ksantofilowe.

Neoksantyna jest jedynym barwnikiem ksantofilowym nalezagcym do LHCII,
ktorego czg$¢ czasteczki wystaje poza strukturg biatkowa kompleksu. Tym samym,
mozliwe jest tworzenie si¢ wigzan wodorowych pomigdzy grupami hydroksylowymi
czasteczek neoksantyny zlokalizowanych w sgsiadujacych ze sobg trimerach LHCII. W
ramach projektu TEAM uczestniczylam w eksperymencie nad rolg neoksantyny w
tworzeniu si¢ struktur fotoprotekcyjnych LHCII. Badania wykazaly indukowang $wiattem
izomeryzacj¢ neoksantyny z formy 9°-cis do formy di-cis (9,13’ oraz 9°,13). Zastosowanie
spektroskopii  FTIR oraz wykorzystanie teorii Arrheniusa dowiodly, ze proces
fotokonwersji neoksantyny moze prowadzi¢ do zerwania wyzej wspomnianych wigzan
wodorowych, co utatwia kontakt sasiadujacych ze sobg trimerow LHCII 1 w konsekwencji
umozliwia oddziatywanie van der Waalsa pomigdzy czasteczka chlorofilu b zlokalizowang
bezposrednio pod neoksantyng jednego trimeru z taka sama czasteczka chlorofilu b
nalezagca do trimeru sagsiedniego. Z oddzialywaniem tym wigze si¢ tworzenie

niskoenergetycznego stanu chlorofilowego, ktorego obecno$¢ objawia si¢ wzrostem
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intensywnosci emisji fluorescencji przy 700 nm w temperaturze 77 K. Poziom ten
charakteryzuje si¢ wydluzeniem czasu zycia fluorescencji chlorofilu a w temperaturze
77 K, w stosunku do czasu zycia fluorescencji pasm emisji z maksimum fluorescencji przy
680 oraz 740 nm. Ten niskoenergetyczny stan zostat zdefiniowany jako akceptor energii z
innych singletowych standw energetycznych chlorofilu. Wykazano, ze energia tego stanu
moze by¢ efektywnie rozpraszana poprzez drgania struktury biatkowej w kompleksie
LHCII.

W celu okreSlenia, ktore czgsteczki chlorofilu w fotoprotekcyjnych formach
molekularnych LHCII uczestnicza w nieradiacyjnym rozproszeniu energii, podczas
realizacji projektu TEAM, prowadzono badania z wykorzystaniem rekonstytuowanych
komplekséw LHCII pozbawionych czasteczki chlorofilu a 614 lub chlorofilu b 608
(wg (41)). W ramach tych badan wykonywatam pomiar sktadu barwnikowego oraz
wlasnosci spektroskopowych rekonstytuowanych monomeréw oraz trimeréw LHCII.

Badania nad strukturg oraz funkcjonowaniem bioczasteczek czesto wymagaja
zastosowania metod opartych na precyzyjnym obrazowaniu organizacji molekularnej
badanych uktadow. Niestety, rozdzielczo$¢ konwencjonalnych metod obrazowania, jak np.
obrazowania w podczerwieni, obarczona jest limitem dyfrakcyjnym i, w zalezno$ci od
dlugosci fali, miesci si¢ w przedziale 2.5-30 um. Rozdzielczos$¢ przestrzenna obrazowania
W podczerwieni moze zosta¢ zwigkszona (~100 nm), jesli detekcja ciepta bedzie odbywaé
si¢ przy zastosowaniu mikroskopii sit atomowych. Dzigki wykorzystaniu ukladoéw
modelowych zlozonych z wielodwuwarstw lipidowych oraz wbudowanych w nie
kompleksow LHCII, nad ktérymi praca stanowita duzg cz¢s¢ moich badan w projekcie
TEAM, udalo si¢ obnizy¢ granicg rozdzielczo$ci do okoto 10 nm. Sukces ten mozliwy byt
dzieki takim wilasciwosciom badanego uktadu, jak duza rdéznica w przewodnictwie
cieplnym lipidow i kompleksoéw biatkowo-barwnikowych oraz wzglednie wysoka zdolno$¢
do absorpcji $wiatta podczerwonego przez struktury zorganizowane prostopadle do
plaszczyzny probki. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w prestizowym czasopismie

,,Nanoscale”.

Wyniki przedstawionych badan zostaty opublikowane w pracach:

1) Gruszecki W.I., Zubik M., Luchowski R., Janik E., Grudzinski W., Gospodarek
M., Goc J., Fiedor L., Gryczynski Z., Gryczynski 1. 2010. Photoprotective role of
the xanthophyll cycle studied by means of modeling of the xanthophyll-LHCII
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2)

3)

4)

5)

6)

interactions. Chem. Phys. 373, 122-128. 1Fyp10: 2,017 / 1F5035: 1,758; pktaoio: 27 /
pktaois: 25

Gruszecki W.1., Luchowski R., Zubik M., Grudzinski W., Janik E., Gospodarek
M., Goc J., Gryczynski Z., Gryczynski 1. 2010. Blue light activates the molecular
switch between utilization and dissipation of radiation energy in plants. J. Plant
Physiol. 167, 69-73. 1F2009: 2,500 / 1F2015: 2,971; pKtagge: 32 / pKtapis: 35

Janik E., Maksymiec W, Grudzinski W., Gruszecki W.I. 2012. Strong light—
induced reorganization of pigment-protein complexes of thylakoid membranes in
rye (spectroscopic study). J. Plant Physiol. 169, 65-71. 1F12: 2,699 / 1F5015: 2,971,
pktaoi2: 35/ pktagie: 35, autor korespondencyjny

Zubik M., Luchowski R., Puzio M., Janik E., Bednarska J., Grudzinski W.,
Gruszecki W.I. 2013. The negative feedback molecular mechanism which regulates
excitation level in the plant photosynthetic complex LHCII: Towards identification
of the energy dissipative state. Biochim. Biophys. Acta Bioenergetics 1827, 355-
364. 1F013: 4,829 / 1F015: 4,864; pktyois: 40 / pktaors: 35

Gruszecki W.I., Kulik A., Janik E., Bednarska J., Luchowski R., Grudzinski W.,
Dietler G. 2015. Nanoscale resolution in infrared imaging of protein-containing
lipid membranes. Nanoscale. 7, 14659-14662. 1Fy15: 7,760; pktaois: 40 / pktyoss:
40

Grudzinski W., Janik E., Bednarska J., Welc R., Zubik M., Sowinski K.,
Luchowski R., Gruszecki W.I. 2016. Light-driven reconfiguration of a xanthophyll
violaxanthin in the photosynthetic pigment-protein complex LHCII: a resonance
Raman study. J. Phys. Chem. B 120, 4373-4382. 1F5015: 3,187; pktaos: 30

oraz stanowily temat 14 komunikatéw zjazdowych.

O publikacji wynikow badan, prowadzonych w ramach projektu TEAM,
dotyczacych organizacji molekularnej kompleksu LHCII w dwuwarstwach
lipidowych oraz metody obrazowania molekularnego z uzyciem techniki AFM-
FTIR, w prestizowych czasopismach: ,Plant Cell” oraz ,Nanoscale”
poinformowano na stronie Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej:
http://www.fnp.org.pl/sukces-laureata-programu-team/
http://www.fnp.org.pl/naukowcy-z-lublina-odkryli-nowe-mozliwosci-obrazowania-

molekularnego/
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http://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2015/nr/c5nr03090k
http://www.fnp.org.pl/sukces-laureata-programu-team/

portalu Polskiej Agencji Prasowej:

e http://naukawpolsce.pap.pl/aktualnosci/news,396296,uczeni-juz-wiedza-jak-
rosliny-chronia-sie-przed-nadmiarem-swiatla.html
e http://naukawpolsce.pap.pl/aktualnosci/news,407017,polacy-odkryli-nowa-metode-

obrazowania-molekularnego.htmi
stronie UMCS:

¢ http://www.umcs.pl/pl/aktualnosci,57,publikacja-zespolu-prof-wieslawa-
gruszeckiego-w-prestizowym-czasopismie,1767.chtm

o http://www.umcs.pl/pl/aktualnosci,57,sukces-zespolu-naukowego-prof-wieslawa-
gruszeckiego,27144.chtm

oraz stronach internetowych:

¢ http://dolinabiotechnologiczna.pl/category/biotechnologia-
nowosci/page/10/?print=print-search

¢ http://www.dziennikwschodni.pl/lublin/naukowcy-z-umcs-z-rekordem-swiata-i-
nowym-odkryciem,n,1000169547.html

o http://lublin.com.pl/artykuly/pokaz/25642/naukowcy,z,lublina,odkryli,jak,rosliny,ra
dza,sobie,z,nadmiarem,swiatla/

o http://moje.radio.lublin.pl/wielki-sukces-lubelskich-naukowcow-fizycy-z-umcs-

pobili-rekord-swiata.html,

a takze w Wiadomosciach Uniwersyteckich UMCS, nr 7/197 wrzesien 2013 oraz nr
9/218 listopad 2015.

Jednym z najwazniejszych wyzwan wspoOtczesnej medycyny jest rozwigzanie
problemu choréb nowotworowych. W zwigzku z tym poszukuje si¢ nowych
farmaceutykow, ktore wykazywalyby duza aktywno$¢ farmakologiczna oraz mala
szkodliwo$¢ wzgledem komoérek zdrowych w poréwnaniu do istniejagcych juz lekow.
Bedac zatrudniong w Zaktadzie Biologii Komorki, na stanowisku adiunkta, dolgczytam do
grupy pracownikow zajmujacych si¢ badaniem wlasciwosci antynowotworowych oraz

przeciwgrzybiczych zwigzkéw syntetyzowanych sztucznie. W ramach tych badan
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http://naukawpolsce.pap.pl/aktualnosci/news,396296,uczeni-juz-wiedza-jak-rosliny-chronia-sie-przed-nadmiarem-swiatla.html
http://naukawpolsce.pap.pl/aktualnosci/news,396296,uczeni-juz-wiedza-jak-rosliny-chronia-sie-przed-nadmiarem-swiatla.html
http://naukawpolsce.pap.pl/aktualnosci/news,407017,polacy-odkryli-nowa-metode-obrazowania-molekularnego.html
http://naukawpolsce.pap.pl/aktualnosci/news,407017,polacy-odkryli-nowa-metode-obrazowania-molekularnego.html
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http://dolinabiotechnologiczna.pl/category/biotechnologia-nowosci/page/10/?print=print-search
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http://lublin.com.pl/artykuly/pokaz/25642/naukowcy,z,lublina,odkryli,jak,rosliny,radza,sobie,z,nadmiarem,swiatla/
http://moje.radio.lublin.pl/wielki-sukces-lubelskich-naukowcow-fizycy-z-umcs-pobili-rekord-swiata.html
http://moje.radio.lublin.pl/wielki-sukces-lubelskich-naukowcow-fizycy-z-umcs-pobili-rekord-swiata.html

wspotuczestniczytam w pomiarach oraz analizie widm FTIR homogenatéw uzyskanych z
moézgu oraz osocza szczuroOw (w modelu hipoksji), ktorym podawano zwigzek 4-(5-
heptylo-1,3,4-tiadiazol-2-ilo)benzeno-1,3-diol, w celu weryfikacji jego dziatania
neuroprotekcyjnego. Ponadto, wykonywatam badania spektroskopowe majgce na celu
okreslenie wiasciwosci spektroskopowych réznych form molekularnych zwigzku 4-
([1,2,4]triazolo[4,3-a]pirydyno-3-ilo)-6-metylobenzeno-1,3-diol (TPBD) nalezacego do
grupy triazoli. Obecnie, staram si¢ takze okresli¢ rodzaj oddziatywan tego zwigzku ze
sztuczng dwuwarstwg lipidowa uformowang z DPPC.

Wyniki tych badan zostaly przedstawione w publikacji: Matwijczuk A., Janik E.,
Luchowski R., Niewiadomy A., Gruszecki W.I., Gagos M. 2017. Spectroscopic studies of
molecular organization of 4-([1,2,4] triazolo [4,3-a] pyridin-3-yl)-6-methylbenzene-1,3-
diol in selected solvents. J. Phys. Chem A (wystane do druku) oraz byly tematem

1 komunikatu zjazdowego.

Plany przysztych badan

W najblizszej przysztosci planuje kontynuowaé¢ badania nad indukowanymi
$wiattem procesami molekularnymi majacymi miejsce w komorce roslinnej. Ponadto, moje
zainteresowania chce skierowa¢ w strong¢ okres§lenia wtasciwosci spektroskopowych
zwiazkow z grupy triazoli. Chciatabym scharakteryzowaé rodzaj oddzialywania triazoli z
komorkag zwierzeca, co mogloby przyczyni¢ si¢ do wyjasnienia mechanizmow
odpowiedzialnych za antynowotworowe oraz przeciwgrzybicze wiasciwosci tych
zwigzkow. W badaniach tych zamierzam wykorzysta¢ dobrze znane mi techniki
spektroskopii molekularnej, a takze mikroskopii elektronowej, czy tez obrazowania w

podczerwieni.
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