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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Bednarskiej

,Spektroskopowe i strukturalne badania organizacji molekularnej kompleksu barwnikowo-

biatkowego LHCIl w Srodowisku lipidowym”.

Proces fotosyntezy pozostaje przedmiotem bardzo waznych i licznych interdyscyplinarnych
badan od wielu lat. Jest to catkowicie zrozumiate ze wzgledu na ogromne znaczenie
fotosyntezy w naukach o zyciu, w biofizyce i biochemii ale tez pracach rozwojowych
prowadzonych w nowoczesnej technologii zywnosci czy licznych sztucznych systemach w
ktérych symuluje sie fotosynteze by podnosi¢ wydajnos¢ i kontrolowac procesy przekazu
energii wzbudzenia i tadunku. Wysoki stopien ztozonosci oraz réznorodnos¢ strukturalna i
geometryczna uktadéw fotosyntetycznych sprawiaja, ze opis i petne zrozumienie proceséw

miedzymolekularnych jest zagadnieniem trudnym i dalekim od wyczerpania.

W tym waznym i aktualnym dla biofizyki nurcie badar miesci si¢ tematyka pracy doktorskiej
Pani mgr Joanny Bednarskiej. Recenzowana praca ma charakter doswiadczalny i zostata
sporzadzona w zwyczajowej formie rozprawy doktorskiej. Na rozprawe sktada sig 9
rozdziatéw: wliczajac w to wprowadzenie, czgs¢ opisowg porzadkujacg stan wiedzy o
mechanizmach regulacji wzbudzen elektronowych w uktadzie kompleksow antenowych, cel

pracy, cze$¢ aparaturowo — materiatowa, wyniki badar wtasnych, podsumowanie,



przewidywane perspektywy, dodatki i literature zawierajaca spis 156 pozycji. Ponadto praca
zawiera przydatny spis oznaczen oraz streszczenie rozprawy. Organizacja rozprawy ma

charakter tradycyjny i nie budzi zastrzezen.

Celem recenzowanej rozprawy doktorskiej jest ogdlnie rzecz biorgc lepsze zrozumienie
oddziatywann molekularnych i organizacji molekularnej komplekséw fotosyntetycznych
zwltaszcza ze wzgledu na rozpraszanie nadwyzki energii wzbudzenia. Ten ogdlny cel

rozprawy zostat nastepnie w sposéb jasny lecz zwarty uszczegétowiony przez doktorantke.

Wstepna cze$¢ rozprawy zostata zawarta w 3 pierwszych rozdziatach, w ktérych zarysowano
aktualny stan wiedzy istotny z punktu widzenia badan wtasnych oraz opisano podstawowg
wiedze o fotosyntezie, superkompleksie PSII-LCHII, istotnych barwnikach fotosyntetycznych,
transferze energii wzbudzenia oraz mechanizmach regulacji wzbudzeri elektronowych w
uktadzie komplekséw antenowych. Rozdziaty te sa napisane w sposob dos¢ oszczedny ale na
ogot jasny i bardzo staranny z przywotaniem i odniesieniem sie do odpowiedniej literatury.
Rozdzialy te stanowig dobry punkt wyjscia do prezentacji i analizy  wtasnych badan i

$wiadczg o ogtadzie literaturowej doktorantki.
Uwazna lektura pozwala dostrzec w tej czesci jedynie nieliczne niedociagnigcia.

Na stronie 29 na schemacie Jabtonskiego przejicie krzyzowe powinno by¢ oznaczone jako
izoenergetyczne. Pojedyncze sformulowania w tej czesci pracy mogtyby by¢ Scislejsze ,
dotyczy to np. na tej stronie sformutowania ,emisja fosforescencji jest znacznie wolniejsza ...
niz emisja kwantu fluorescencyjnego” czy na stronie 31 ,, podwdjne przeniesienie elektronu
..maleje wykfadniczo wraz ze wzrostem odlegtosci pomiedzy czasteczkami donora i

akceptora”. Na stronie 33 zdanie:

,Srednia wartoé¢ wspétczynnika kappa dla przypadkowej orientacji momentéw dipolowych
donora i akceptora wynosi 2/3” nie jest do korica prawdziwe. W rzeczywistosci wartos¢
érednia kappa w kwadracie dla zbioru przypadkowo zorientowanych w przestrzeni
momentéw dipolowych przejéé miesci sie w granicach <0.476; 2/3> w zaleznosci od tego jak
szybki  jest proces dyfuzji rotacyjnej w stosunku do procesu przekazu energii. Nalezy
przypomnieé, ze warto$é 2/3 uzyskuje sig tylko w tzw. przypadku dynamicznym. Z kolei w

przypadku statycznym w wyniku $redniowania uzyskujemy wartos¢ 0.476. Wszystkie inne



przypadki prowadza dla uktadéw nieuporzadkowanych do wartosci posrednich czynnika
orientacyjnego. Nie warto tez w tym miejscu cytowac znanej monografii Lakowicza, gdyz nie

jest to pierwotne Zrédto wiedzy o czynniku orientacyjnym.

W rozdziale 4 rozprawy Autorka opisata preparatyke i metody aparaturowe wykorzystane w
pracy. Opis preparatyki jest staranny i szczegétowy. Po jego przeczytaniu mozna uzyskac

pewnos¢, ze doktorantka opanowata bardzo dobrze rzemiosto laboratoryjne.

W pracy przedstawiono i wykorzystano szereg metod pomiarowych poczawszy od metod
analitycznych jak HPLC czy elektroforeza natywna poprzez zbiér metod spektroskopowych
w zakresie UV-Vis zaréwno przy wzbudzeniu stacjonarnym jak i impulsowym a skorficzywszy
na nowoczesnych metodach mikroskopowych (FLIM, obrazowanie absoprcyjne w
podczerwieni o wysokiej rozdzielczosci, fluorescencyjna mikroskopia konfokalna,

mikroskopia TEM) a takze dyfraktometrii rentgenowskiej.

Dobdr tych metod jest wiasciwy a ich zasob catkowicie wystarczajacy by prowadzi¢ wysokiej

jakosci badania w zakresie fotosyntezy.

Rozdziat 5 zawiera gtéwne oryginalne wyniki doswiadczalne doktorantki oraz ich analize.
Szczegétowe badania modelowe nad fosforylacja kompleksu LHCIl dostarczyty
wartoséciowych informacji na temat struktury i organizacji membran lipidowo-biatkowych.
Autorka dowiodta, ze fosforylacja LHCII indukuje istotne zmiany w organizacji modelowych

membran lipidowo-biatkowych.

W badaniach tych wykorzystano z powodzeniem dyfraktometri¢ rentgenowska oraz
obrazowanie fluorescencyjne technikg skaningowej mikroskopii konfokalnej. Ta druga
metoda pozwolita doktorantce na stworzenie spektakularnych, tréjwymiarowych modeli
przestrzennego rozktadu natezenia fluorescencji chlorofilu A. Rozktady te s3 zasadniczo

rézne dla wielodwuwarstw typu L- Dark oraz L-LHCII-HL.

Kompleksowe badania Autorki w tej czesci rozprawy prowadza do wniosku, ze organizacja
molekularna kompleksu LHCII zalezy nie tylko od fosforylacji ale takze od tego jaka molekuta
barwnika (wiolaksantyna czy zeaksantyna) jest zwigzana w kompleksie. Okazuje si¢ bowiem,
ze zwigzanie zeaksantyny w kompleksie okresla jego forme monomerowa natomiast

zwigzanie wiolaksantyny prowadzi to powstania kompleksu w formie trimeru. Waznym



whnioskiem wynikajacym z badan doktorantki jest to, ze fosforylacja LHCII sprzyja przyrostowi
liczby jego monomeréw w prébce a poniewaz fosforylacja jak i caty cykl ksantofilowy s silnie
zalezne od natezenia padajacego promieniowania to oznacza, e wspomniana
monomeryzacja powinna by¢ istotna z punktu widzenia efektu fotoprotekcji. Wydaje sig, ze

ten istotny watek stwarza ciekawe perspektywy dla dalszych bardziej szczegétowych badar.

W dalszej czedci rozdziatu 5 przedstawiono interesujace rozwazania na temat przenoszenia
energii wzbudzenia elektronowego w uktadach trimerowych i monomerowych LHCIl. Na
podstawie przeprowadzonych badar spektroskopowych autorka stwierdzita, ze wydajno$¢
bezpromienistego przekazu energii od chlorofilu b do a jest wigksza w przypadku formy
trimerowej niz monomerowej co oznacza, ze to trimerowej formie przypisa¢ nalezy funkcje
antenowa w uktadzie fotosyntetycznym. Natomiast formy monomerowe LHCII petnig role

regulatoréow w procesie zagospodarowania nadwyzki energii wzbudzenia.

Wydaje sie, ze sam mechanizm rozpadu formy trimerowej indukowany $wiattem do formy
monomerowej jest procesem niezwykle ciekawym i istotnym z punktu widzenia lepszego
zrozumienia relacji miedzy funkcjami regulacyjnymi i antenowymi aparatu

fotosyntetycznego.

Whioski te buduja do$¢ przejrzysty, jakosciowy obraz dziatania aparatu fotosyntetycznego w
czedci dotyczacej procesow przekazu energii wzbudzenia. Wydaje sie, ze wytworzony przez
doktorantke obraz organizacji i struktury uktadu fotosyntetycznego oraz jakosciowe
wyczucie przebiegu proceséw transferu energii mogtyby juz stanowi¢ podstawe do
przeprowadzenia modelowania tych proceséw prawdopodobnie z wykorzystaniem metody
Monte- Carlo. Majac $wiadomosc, ze tworzy to osobne zagadnienie badawcze wykraczajgce

poza zakres doktoratu, chciatbym poznac poglad doktorantki na ten temat.

Ciekawym wieficzacym prace watkiem sa takze badania in vivo dotyczace zmian
strukturalnych membran tylakoidéw nastgpujacych w wyniku zmian natezenia $wiatfa
wzbudzajacego.  Reorganizacje strukturalng tylakoidow gran mozna rozumie¢ jako
odpowied? chloroplastu na zwigkszanie lub zmniejszanie natezenia padajacego Swiatta co
moze mie¢ pewne znaczenie z punktu widzenia mechanizmu fotoprotekcji. Co ciekawe
jednak Autorka pokazata, ze najwigksze zmiany strukturalne zachodza juz przy niewielkich

natezeniach $wiatta. Zgadzam sig¢ z wnioskiem Doktorantki, ze zachodzaca w tych
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warunkach monomeryzacja jest gtéwnie wynikiem fosforylacji LHCIl. Natomiast przy
wysokich natezeniach $wiatta aparat fotosyntetyczny podlega dziataniu ochronnemu w
wyniku ostabienia transferu energii od LHCIl do centrum reakcji PSIl. Wszystkie wyniki
opisane sg przejrzyscie i starannie. Drobne i nieliczne potknigcia jezykowe nie s3 warte
cytowania. Jedynie na rys. 30 uwage mozna mie¢ do czytelnosci krzywej zaznaczonej szarym

kolorem.

Pozytywne odczucia budzi tez ciekawie zredagowany kilkustronicowy rozdziat
,Perspektywy”. Dos¢ czesto w pracach doktorskich spotka¢ mozna w takich rozdziatach
ogolnikowe stwierdzenia majace uzasadni¢ sensowno$¢ dalszych badarn w danej dziedzinie
oraz przydatnosc¢ tego co zostato osiggnigte do mniej lub bardziej odlegtych aplikacji. Jednak
w przypadku recenzowanej rozprawy doktorantka stawia konkretne pytania dotyczace
molekularnych mechanizméw zjawisk zachodzacych w aparacie fotosyntetycznym i
positkujgc sie wstepnymi ale bardzo rzetelnie zaprezentowanymi wynikami stawia dobrze
umocowane hipotezy rozwijajace uzyskane w czesci zasadniczej rozprawy wyniki. Szczeg6lnie
istotne jest pytanie o potencjalng role wiolaksantyny i zeaksantyny jako regulatoréw
przekazu energii wzbudzenia. Na podstawie przeprowadzonych analiz dla bton tylakoidéw
wydaje sie, ze wiolaksantyna dziata dezagregujaco i sprzyja oddzielaniu kompleksow
biatkowo-barwnikowych od siebie. Natomiast zeaksantyna raczej sprzyja agregacji, co
powinno mie¢ znaczenie w gaszeniu wzbudzern nadmiarowych zwtaszcza przy wysokim
natezeniu $wiatta. Dalsze interesujace rozwazania w tym rozdziale oparte o wyniki badan
luminescencyjnych przy wzbudzeniu impulsowym a takie stacjonarnym a takie
elektroforezy dotycza mozliwych typdw agregatéw LHCIl z udziatem tych barwnikéw.
Sygnalizacja i sposéb podejscia do wzmiankowanych jak i innych zagadnien zwigzanych z
zagospodarowaniem energii wzbudzenia w aparacie fotosyntetycznym $wiadczg o bardzo
dobrym, opartym o rzetelng wiedze pomysle doktorantki na jej najblizszg przysztosc

naukowg.

Koriczac opinie kilka stow chciatbym poswiegci¢ jeszcze literaturze. Przeglad literatury
cytowanej przez doktorantke jest szeroki i z matymi wyjgtkami wtasciwy. Drobne
zastrzezenie moze budzi¢ jedynie cytowanie monografii Lakowicza jako pierwotnego zrédta
informacji o czynniku orientacyjnym. Natomiast sam spos6b cytowania poszczegélnych prac

choé umotzliwia jednoznaczng ich identyfikacje, to moze budzi¢ pewne zastrzezenia w
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przypadku prac majacych kilku autoréw. Doktorantka pomija autoréw z trzeciego i dalszych
miejsc, co w przypadku doktoratu nie ma moim zdaniem specjalnego uzasadnienia. Nieco
to utrudnia poszukiwania niektorych wspétautoréw prac a takze jej samej jako wspétautorki.
Oczywiécie baza WEB of Science przynosi jednak wiedze o 4 opublikowanych pozycjach
wspotautorskich doktorantki, w tym trzech zwigzanych z tematyky rozprawy. Nalezy
podkresli¢, ze prace te ukazaty sie w bardzo dobrych czasopismach i mimo krétkiej historii
majg juz zauwazalng liczbe cytowan. Z poréwnania zawartosci tych prac i rozprawy
doktorskiej wynika, ze w rozprawie wciagz kryje sie spory potencjat na dalsze publikacje. W
zwigzku z wysoka nosnoscia tej tematyki i wysoka wartoscig uzyskanych w pracy wynikow

nie nalezy w moim przekonaniu z tym zwlekac.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr
Joanny Bednarskiej spetnia bez zadnych watpliwosci ustawowe i zwyczajowe kryteria dla
tego typu prac. Doktorantka wykazata sie w pracy wysoka kulturg naukowa, szeroka
interdyscyplinarng wiedza i przede wszystkim zrealizowata postawione w pracy cele. Sama
praca zawiera wartosciowe elementy nowatorskie w zakresie biofizyki molekularnej,
pogtebia wiedze o mechanizmach migdzymolekularnych zjawisk i proceséw wystepujacych
podczas fotosyntezy i jest napisana w otwartej i dojrzatej naukowo dyskursywnej formie z
powaznym pomystem na cigg dalszy. Poczynione przeze mnie drobne uwagi nie umniejszajg
znaczaco wartosci rozprawy, stanowigc raczej bodziec do dyskusji. Merytoryczng wartos$c¢
pracy jak i sposéb prezentacji wynikéw oceniam bardzo wysoko. Uzyskane wyniki sprawiaja,
ze obraz proceséw molekularnych w aparacie fotosyntetycznym jest petniejszy a zrozumienie
tych proceséw w centrach fotosyntetycznych gtgbsze. Ponadto wysoka warto$¢ uzyskanych
wynikéw w potaczeniu z przejrzyscie i starannie napisang rozprawg a takze moje odczucia
wynikajace z poréwnania z poziomem innych prac doktorskich o pokrewnej
interdyscyplinarnej tematyce z dziedziny fizyki sktania mnie do ztozenia wniosku o
rozwazenie wyréznienia rozprawy doktorskiej. Wnosze o dopuszczenie Pani mgr Joanny

Bednarskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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