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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Joanny Bednarskiej
pt. ..Spektroskopowe i strukturalne badania organizacji molekularnej kompleksu barwnikowo-

biatkowego LHCII w Srodowisku lipidowym™

Tematyka rozprawy pani mgr Joanny Bednarskiej wpisuje si¢ w nurt badan
poswieconych zagadnieniom funkcjonowania kompleksu LHCII w warunkach oswietlenia o
zwickszonej intensywnosci i uksztaltowanej w aparacie fotosyntetycznym  strategii
fotoprotekcyjnej. Procesy regulujace, dostosowujace liczbg absorbowanych kwantow do
szybko zmieniajacych si¢ warunkow oswietlenia oraz zapotrzebowania ~aparatu
fotosyntetycznego na energie, sa wazne nie tylko dla wysokiej wydajnosci fotosyntezy, ale
takze ochrony aparatu syntetycznego przed fotodegradacjg. Zaréwno proces fosforylacji i cykl
ksantofilowy sa procesami kontrolowanymi przez natgzenie Swiatla, dlatego pozwalaja
uzyska¢ informacje o mozliwych mechanizmach fotoprotekcyjnych. Przedstawiona rozprawa
doktorska dotyczy badania wptywu barwnikow ksantofilowych i fosforylacji na organizacj¢
molekularng kompleksu LHCII i proces jego monomeryzacji oraz regulowanej swiatlem
reorganizacji blon tylakoidow. Podjeta w pracy tematyka postrzegana nie tylko jako
interesujaca, ale rowniez bardzo wazna, co posrednio potwierdzaja pozyskane na realizacje
projektu fundusze pochodzace z Fundacji na rzecz Nauki Polskiej (program 7eam) oraz Unii
Europejskiej (Europejski Fundusz Regionalny).

Praca wykonana zostata pod kierunkiem prof. Wiestawa Gruszeckiego oraz dr Ewy Janik,
w Zakladzie Biofizyki Instytutu Fizyki, na Wydziale Matematyki, Fizyki i Informatyki
UMCS w Lublinie, w uznanym w kraju i za granica o$rodku badan biofizycznych.

Celem rozprawy doktorskiej pani mgr Joanny Bednarskiej bylo poznanie mechanizméw
kontrolujacych wykorzystanie energii zaabsorbowanej przez aparat fotosyntetyczny oraz roli
wiolaksantyny i zeaksantyny w regulacji transferu energii wzbudzenia. Autorka w
przemyslany sposob zaplanowata i wykonata eksperymenty rozpoczynajac od badan

modelowych bton lipidowo-biatkowych z kompleksem LHCII i/lub egzogennymi barwnikami



cyklu ksantofilowego. W kolejnym etapie przeanalizowata mozliwe procesy dyssypacji
energii w trimerach i monomerach LHCII uwzgledniajae, ze ich wzajemne relacje sa
kontrolowane przez natezenie os$wietlenia. Natomiast koncowo w badaniach in vivo
obserwowata reorganizacje struktury blon tylakoidow, bedaca elementem mechanizmu
dostosowania gestosci wzbudzen do mozliwosci operacyjnych aparatu fotosyntetycznego i
ochrony centrum reakcji PSII przed fotoutlenianiem.

Charakterystyka spektroskopowa i badania strukturalne kompleksu LHCII w srodowisku
lipidow zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem wielu zaawansowanych technik
eksperymentalnych, w tym spektroskopowych (spektroskopii absorpcyjne; UV-Vis oraz w
podczerwieni, stacjonarnej i czasowo-rozdzielczej spektroskopii fluorescencyjnej),
mikroskopowych (obrazowania czaséw zycia fluorescencji (FLIM), absorpcji w podczerwieni
z nanometrowa rozdzielczoscia (nano-IR), mikroskopii konfokalnej i elektronowej (TEM))
oraz dyfraktometrii rentgenowskie;j.

Przedstawiona do oceny rozprawa zredagowana zostala na 150 stronach maszynopisu i
zawiera 59 rysunkow oraz 9 tabel. Cytowane pismiennictwo obejmuje 156 pozycji, w
wiekszosci (ok. 2/3 prac) opublikowanych po roku 2000, ale znajdujemy tam takze publikacje
np. z Science z 1956 roku (P. Latimer et al.). Swiadczy to o rzetelnym przegladzie i
znajomosci zaréwno klasycznej, jak i aktualnej literatury dotyczacej przedmiotu badan. Uktad
pracy wydaje si¢ typowy, z zachowanymi odpowiednimi proporcjami pomiedzy
poszczegdlnymi czgsciami opracowania. Streszczenie oraz wykaz stosowanych skrétow i
oznaczen poprzedza wprowadzenie teoretyczne. W pierwszym rozdziale pani mgr Joanna
Bednarska omawia bardzo precyzyjnie podstawowe pojecia dotyczace przedmiotu badan i
mechanizméw transferu energii wzbudzenia elektronowego w aparacie fotosyntetycznym.
Kolejna cze$¢ prezentuje aktualny stan wiedzy na temat mechanizméw regulacji wzbudzen
elektronowych, w tym fosforylacji i niefotochemicznego wygaszania wzbudzen. Na
podstawie dobrego rozeznania literaturowego i przygotowania w zakresie zagadnien
teoretycznych, pani mgr Joanna Bednarska umiejetnie sformutowata cel pracy oraz cele
szezegotowe, ktore w dalszej czesci konsekwentnie realizowata. W nastgpnym rozdziale
skrupulatnie zebrane sa informacje dotyczace przygotowania materiatu badawczego i
zastosowanych metod eksperymentalnych. Zasadnicza, najobszerniejsza czgs¢ rozprawy
prezentuje uzyskane wyniki wraz z ich dyskusja. Wnioski zebrane s3 w podsumowaniu, a
opracowanie zakoficzone jest bardzo interesujagcym rozdzialem, dotyczacym perspektyw i
nowych mozliwosci badan mechanizméw fotoprotekeyjnych w aparacie fotosyntetycznym

ros$lin, na poziomie molekularnym.



Moim zdaniem przedstawione w rozprawie osiagnigcia zastugujace na podkreslenie to m.in.:
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wykazanie, ze monomeryzacja LHCII jest procesem regulowanym $wiatlem i stanowi
wazny element mechanizmu fotoprotekcyjnego,

pokazanie mozliwosci formowania odmiennych struktur LHCII w obecnosci
barwnikéw ksantofilowych (wiola- i zeaksantyny) oraz ustalenie ich wplywu na
organizacje (agregacj¢) LHCII w blonach tylakoidow,

spektroskopowa charakteryzacja trimeréw i monomeréw LHCII oraz okreslenie jaka
role pelnia w aparacie fotosyntetycznym w warunkach oswietlenia o zwigkszonej
intensywnosci,

zauwazenie, ze przebudowa struktury tylakoidow gran w warunkach zmiennego
natezenia o$wietlenia koreluje si¢ ze zwigkszeniem w blonach tylakoidow puli
monomeréw LHCII, ktore powstajg w wyniku procesu fosforylacji LHCII,

pokazanie na podstawie badan anizotropii fluorescencji w pojedynczym granum, ze
zamiany w blonie tylakoidu indukuja zanik kierunkowosci transferu energii
wzbudzenia pomigdzy kompleksami fotosyntetycznymi, a obnizenie wydajnosci
przekazywania energii pomigdzy LHCII i PSII wpisuje si¢ w strategi¢ ochrony

centrum reakcji PSII w warunkach stresu swietlnego.

Przedstawione w pracy osiggniecia znajduja pelne udokumentowanie w badaniach

wlasnych pani mgr Joanny Bednarskiej oraz sa wlasciwie dyskutowane i poparte przypisami

literat

urowymi.

Komentarze oraz pytania, jakie nasunely si¢ podczas czytania pracy sg nastepujace:

k.

W rozdziale 1.5 opisano transfer energii wzbudzenia elektronowego uwzgledniajgc
przejscia typu singlet-singlet i singlet-tryplet. W przyrodzie mamy wigksze bogactwo
réznych mozliwosci dlatego moze warto byloby wspomnie¢ chociazby o przeniesieniu
energii typu tryplet-tryplet, istotnym w przypadku mechanizmoéw fotoprotekcyjnych i
fotouczulajacych.

Dlaczego w badaniach, nad wplywem fosforylacji na organizacje molekularng blon
tylakoidéw, przeprowadzonych na modelowych ukladach blon lipidowo-biatkowych z
kompleksem LHCII w formie ufosforylowanej (s. 67) stosowano swiatto o gestosci
strumienia fotonéw 1200 umoli'm™-s™ do o$wietlania lisci z ktérych izolowano LHCII,
podczas gdy maksymalna fosforylacia LHCII w szpinaku wystepuje dla 100
umoli- fotonow m™>-s™'?

Na podstawie rozdzialow chromatograficznych oszacowano (tabela 5), ze w wyniku

czesciowej deepoksydacji wiolaksantyny pojawia si¢ pula zeaksantyny w LHCII-HL. W



probkach Dark i LHCII-LL mamy podobna zawartos¢ wiolaksantyny, natomiast w
LHCII-HL sumaryczna ilo$¢ ksantofili na monomer LHCII jest mniejsza. Jak mozna to
wyjasnic?

W pracy (rys. 29) analizowano wyniki dotyczace badania sztywnosci wielodwuwarstw

lipidowo-biatkowych. Jak zdefiniowana jest sztywnos¢?

. Zaniki fluorescencji Chla w modelowych wielodwuwarstwach L-Dark i L-LHCII-HL

poddano dekonwolucji stosujac 3 sktadowe (s. 87). Wydaje si¢, ze warto byloby poda¢
fizyczne uzasadnienie rozkladu na 3 skladowe, pokaza¢ dokladno$¢ dopasowania
krzywych zaniku i uzyskanych czasow oraz skomentowaé otrzymane roznice np. dla

sktadowych 111 15.

. Stwierdzono (str. 121), ze ,,monomery moga stanowi¢ forme¢ przejsciowa pomiedzy

trimerami, a strukturami gaszgcymi wzbudzenia nadmiarowe w stresie Swietlnym” — jak
nalezy tutaj rozumie¢ pojecie ,,forma przejsciowa™?

Interesujace wydaje sie pokazanie (s. 125), ze istnieja formy n-LHCII o zdecydowanie
wiekszej masie niz trimer. W pracy zasugerowano odpowiednio znaczacy udzial form
trimerycznych lub monomerycznych w n-LHCII w zaleznosci od rodzaju barwnikow
cyklu ksantofilowego w badanej probce. Niewatpliwie ciekawe bedzie okreslenie
struktury dla rozréznionych form n-LHCIL. Dla probek z egzogenng zeaksantyng
pokazano, ze S$rednie czasy zycia fluorescencji Chla sa poréwnywalne z tymi
uzyskanymi dla form monomerycznych kompleksu LHCII. Czy wyznaczono czasy
zycia fluorescencji Chla dla n-LHCII utworzonych w obecnosci wiolaksantyny, ktdre
potwierdzatyby hipoteze o wiekszo$ciowym udziale trimerow?

Jakie mozna zaproponowaé wyjasnienie dla obserwowanych odmiennych wiasciwosci
spektralnych dimeréw (s. 129) tworzonych przy niskim i wysokim nat¢zeniu $wiatla lub
w obecnosci zeaksantyny (rézne wartosci Srednich czaséw zycia odpowiednio 0,7 ns, 1

nsi1,2-2,2 ns)?

Moim zdaniem, strona formalna rozprawy nie budzi zastrzezen. Praca zostala bardzo

starannie zredagowana, co sprawia, ze czyta si¢ ja z przyjemnoscia i jest to niewatpliwie jej

dodatkowy walor. Na podkreslenie zastuguje bardzo staranna i estetyczna szata graficzna. W

pracy zauwazono nieliczne i bardzo drobne usterki, na przyktad:
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13, dot 1. 2, .,...wybicie elektronu...”;

s. 44, dot 1. 6, brakuje odniesienia do spisu literatury .,...przez grupe Polivki...”;
s. 46, goral. 71 11, odpowiednio: tyalkoidow, superkomplesku;

s. 56, dot 1. 5, ...barwik ...;



5. s.57,dotl. 4, .,...rejestrowano przy absorbancji na 441 nm...” czy moze raczej ,....dla
absorbancji przy 441 nm...”?

s. 63, dot 1. 7, “...przestone o srednicy 30 um, ktory umozliwiat...”;

s. 64, gora l. 4, .,...dwie sktadowe ... zostaly rozdzielone ... i skierowana na dwa...”;
s. 90, gora l. 14, “...immunodtekcji...”;

s. 125, gora 1. 2, .,...Mozliwos¢ wystgpowania w tych prazkach agregatow LHCII
wkluczono...”;
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Niestety w pracy doktorskiej nie znalaztam informacji o dorobku publikacyjnym pani mgr
Joanny Bednarskiej. Na podstawie strony internetowej projektu 7eam i bazy danych Web of
Science mozna stwierdzi¢, ze wyniki badan pani mgr Joanna Bednarska sa opublikowane w
czterech renomowanych czasopismach o bardzo wysokich wskaznikach impact factor
(Nanoscale, J. Phys. Chem. B, The Plant Cell, Biochim. Biophys. Acta: Bioenergetics).

W podsumowaniu pragng podkresli¢, ze kompleksowe przygotowanie merytoryczne z
zakresu szeroko rozumianych nauk przyrodniczych, pomystowo$¢ w zastosowaniu
wiasciwych uktadéw i warunkoéw eksperymentalnych oraz poprawne dobranie metodologii
badan, umozliwito pani mgr Joannie Bednarskiej charakteryzacje¢ spektroskopowa oraz
badania strukturalne wybranych materialéw biologicznych. Umieje¢tnos¢ syntetycznego opisu
oraz dojrzalos$¢ interpretacji i analizy otrzymanych wynikow wskazuje na bardzo dobre
przygotowanie do pracy naukowej w interdyscyplinarnych zespotach badawczych.
Wspomniane drobne niedociggniecia przedstawione w recenzji dotycza gldwnie strony
redakcyjnej rozprawy i nie wplywaja w jakikolwiek sposob na moja wysoka ocen¢ wartosci
merytorycznej pracy, ktéra w mojej opinii zastuguje na wyrdznienie.

Stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska spelnia wszystkie wymagania stawiane
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przez ,,Ustawe o stopniach naukowych i tytule...” z 14 marca 2003 r. (z pdzniejszymi
zmianami), dlatego tez przedktadam Radzie Wydzialu Matematyki, Fizyki i Informatyki
UMCS w Lublinie, wniosek o przyjecie mojej rekomendacji i dopuszczenie pani mgr Joanny

Bednarskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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