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barwnikowo-biatkowego LHCII”

Wyksztalcone w procesie ewolucji mechanizmy, umozliwiajace ochron¢ centrum reakcji
w warunkach zmieniajacego si¢ oswietlenia, s3 wazne z punktu widzenia wydajnego
przebiegu procesu fotosyntezy. Tematyka rozprawy wpisuje si¢ w nurt badan poswigconych
fotoprotekcyjnej roli barwnikoéw karotenoidowych w warunkach stresu $wietlnego.

Celem rozprawy doktorskiej pani mgr Renaty Welc bylo poznanie mechanizmow
molekularnych regulujacych jednoczesne funkcjonowanie procesu wydajnego przekazywania
i dyssypacji energii na cieplo w kompleksach fotosyntetycznych LHCII. Badania
ukierunkowane byly na okreslenie wplywu barwnikéw ksantofilowych na organizacje
molekularng LHCII oraz ich roli w procesach zachodzacych w warunkach stabego i
nadmiarowego oswietlenia. Badania prowadzono w uktadach modelowych (monowarstwach i
liposomach) oraz w ukladach naturalnych izolowanych z lisci wianowlostki krélewskiej
(Delonix regia) i rzodkiewnika pospolitego (Arabidopis thaliana).

Praca zostala wykonana w renomowanym w kraju i za granica osrodku badan
biofizycznych pod opieka dr. hab. Rafala Luchowskiego. Stanowi ona fragment bardzo
wnikliwych 1 obszernych badan organizacji molekularnej kompleksow barwnikowo-
biatkowych LHCII, prowadzonych w znakomitym =zespole prof. dr. hab. Wiestawa
Gruszeckiego, w Zakladzie Biofizyki Instytutu Fizyki Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie.

Przedstawiona do oceny rozprawa ma 99 stron. Uklad pracy jest typowy, a cytowane
piSmiennictwo liczy 107 pozycji. Na s. 7-8 zamieszczono streszczenie w jezyku polskim,
jednak zgodnie z wymogami, rozprawa doktorska powinna by¢ opatrzona réwniez
streszczeniem w jezyku angielskim.

Rozdzial pierwszy rozprawy (Wstgp) obejmuje zagadnienia pozwalajgce na zapoznanie

si¢ z przebiegiem procesu fotosyntezy, strukturg i budowa aparatu fotosyntetycznego roslin



wyzszych, charakterystyka barwnikéw chlorofilowych i karotenoidowych oraz procesami
transferu energii w antenach fotosyntetycznych, jak réwniez teorig dotyczaca tworzenia
standw ekscytonowych w wyniku oddzialywania czgsteczek o okreslonej orientacji
momentéw dipolowych. W nastepnym rozdziale (Regulacja wzbudzen elektronowych w
obrebie anten fotosyntetycznych) przedstawiono wybrane mechanizmy (niefotochemiczne
wygaszanie wzbudzen, cykl ksantofilowy i reorganizacja anten LHCII), ktére funkcjonujg na
poziomie molekularnym 1 pozwalaja na ochrone aparatu fotosyntetycznego przed
fotodegradacja. W rozdziale 1.3.1, warto byloby zauwazy¢, ze w $wietle ostatnich badan
(Kania et al. Inorg. Chem. 53 (2014) 8473-8484) atom magnezu z makrocyklem tworzy
wigzania jonowe, a nie jak do tej pory uwazano wigzania koordynacyjne. Ponadto, w
rozprawie na s. 19 podajac wydajnos¢ przejscia miedzysystemowego chlorofilu, biednie
zacytowano prace Drzewiecka-Matuszek et al. J. Biol. Inorg. Chem. 10 (2005) 453-462.
Biorac pod uwagg pasmo Soreta dla monomerycznego Chl (tzw. obszar ,,niebieski”) raczej
ogranicza si¢ ono do zakresu 450 nm, a nie do 500 nm (s. 18), tym bardziej, ze w dalszej
czgéci rozprawy podano, ze w obszarze niebiesko-zielonym (350-500 nm) absorbujg
karotenoidy (s. 20). W niektérych miejscach w rozdz. 1 i 2 nalezaloby zacytowaé
odpowiednia literature, np. w rozdz. 1.5 opisujacym teori¢ rozszczepienia ekscytonowego, nie
odwotano si¢ do zadnego odnosnika literaturowego.

Rozdzial trzeci zawiera precyzyjnie sformulowana przez Autorke hipotez¢ badawcza i cel
pracy, a kolejny — Materialy i metody (rozdz. 4) umozliwia zapoznanie si¢ z preparatyka
probek i otrzymywaniem monowarstw oraz stosowanymi metodami badawczymi. Do badan
jakosciowych i ilosciowych zastosowano wysokosprawna chromatografi¢ cieczowa (HPLC),
monowarstwy formowano na subfazie metodag Langmuira i przenoszono na roézne podloza
metoda Langmuira-Blodgett, a liposomy GUV tworzono z lipidow DPPC. Ponadto,
wykorzystano spektroskopi¢ emisyjna i czasoéw zycia fluorescencji, mikroskopi¢ obrazowania
czasoéw zycia fluorescencji (FLIM) i anizotropii fluorescencji, spektroskopi¢ absorpcyjng UV-
vis i FTIR-ATR oraz mikroskopi¢ sil atomowych. Wydaje si¢, ze czg¢s¢ informacji
dotyczacych przygotowania probek z lisci roslin (np. ze s. 65) mozna bylo rowniez zawrze¢ w
tym rozdziale. Z punktu widzenia eksperymentatora, interesujacy jest opis przygotowania
monowarstw mieszanych barwnikéw karotenoidowych z LHCII, ktéory moglby by¢
rozszerzony o informacje dotyczace sposobu dodawania kompleksow antenowych do
barwnikéw znajdujacych si¢ na powierzchni subfazy, co umozliwilo uzyskanie stosunku

molowego 1:1 barwnika do LHCII.



Istotng czescig rozprawy jest rozdzial Wyniki badan (rozdz. 5) zlozony z dwdch
podrozdzialéw. Pierwszy z nich opisuje wplyw wiolaksantyny i zeaksantyny na molekularng
organizacj¢ 1 wlhasciwosci strukturalne LHCII w monowarstwach. Wiekszos¢ wynikow
zawarta w tym rozdziale zostala opublikowana w J. Phys. Chem. B 120 (2016) 13056-13064.
Drugi podrozdzial obejmuje rezultaty badan w uktadach naturalnych. Istotg tych badan bylo
potwierdzenie czy protekcyjne gaszenie pozioméw elektronowych w kompleksach
fotosyntetycznych mozna obserwowaé takze in vivo. Przeprowadzone w rozprawie badania
pokazaly, ze wygaszanie pasma Soreta zwigzane jest z tworzeniem poziomow ekscytonowych
pomiedzy czgsteczkami zeaksantyny i neoksantyny. Przy czym, neoksantyna obecna jest w
strukturze LHCII, natomiast zeaksantyna, odpowiedzialna za gaszenie nadmiarowych
wzbudzen w wyzszych poziomach elektronowych chlorofili, powstaje w wyniku
deepoksydacji wiolaksantyny (w cyklu ksantofilowym) obecnej w fazie lipidowej blon
chloroplastow. Wykazano, ze w przypadku gdy tworzenie oddziatlywan ekscytonowych jest
mechanizmem protekcyjnym niewystarczajgcym do wygaszania wzbudzen, to uruchamia si¢
kolejny mechanizm ochronny. Zwigzany jest on ze zmiang organizacji molekularnej
komplekséw antenowych (rozpad form trimerycznych), skutkujgcy spadkiem wydajnosci
wygaszania pasma Soreta (zanikaja oddzialtywania ekscytonowe) i wzrostem wydajnosci
wygaszania wzbudzen pasma Q (pojawiajg si¢ formy monomeryczne LHCII) w warunkach
bardzo intensywnego os$wietlenia. Na podstawie badan przeprowadzonych dla lisci typu
dzikiego i mutanta typu npql (niezdolnego do syntezy zeaksantyny oraz przeprowadzenia
cyklu  ksantofilowego) potwierdzono powszechnos¢  wystgpowania mechanizmu
fotoprotekcyjnego angazujacego wyzsze wzbudzone poziomy elektronowe ksantofili.

Kompleksowo przeprowadzone badania, wykazaly strategiczng rol¢ barwnikow
ksantofilowych, obecnych w fazie lipidowej w blonach tylakoidéw, w regulacji aktywnosci
fotosyntetycznego zbierania $wiatla w roslinach. Wiolaksantyna, ktéra obecna jest w fazie
lipidowej, w warunkach fizjologicznego os$wietlenia moze by¢ odpowiedzialna za
stabilizowanie kompleksow fotosyntetycznych i zapewnienie pomiedzy nimi wydajnego
transferu energii. Potwierdzono takze wystepowanie dwoch pul zeaksantyny (powstalej w
wyniku deepoksydacji wolnej wiolaksantyny obecnej w fazie lipidowej oraz tej
zaangazowanej w tworzenie kompleksow antenowych) i powigzano je z konkretnymi
mechanizmami fotoprotekcyjnymi.

Dobrze zaplanowane i wykonane eksperymenty oraz dobor komplementarnych metod
stworzyly mozliwosé calo$ciowego opisu obserwowanych zjawisk i poprawna interpretacj¢

wynikow badan. Natomiast rozszerzenie badan modelowych o badania przeprowadzone dla



uktadow naturalnych pozwolilo pani mgr Renacie Welc na zweryfikowanie hipotez i

wnioskowanie o uniwersalno$ci mechanizméw regulujgcych fotoprotekcyjne rozpraszanie

energii w supermolekularnych strukturach LHCIL

Wyniki zaprezentowane w rozprawie dostarczaja niewatpliwie interesujacych informacji o

fundamentalnych procesach fotoprotekcyjnych wytworzonych w procesie ewolucji aparatu

fotosyntetycznego roslin, a jednoczesnie nasuwajg pewne pytania:

(1) Autorka wnioskuje .,...0 efektywnym funkcjonowaniu mechanizmu rozpraszania

2

3)

4

energii nadmiarowej w lisciach z poziomu Qy przez powstala w cyklu ksantofilowym
zeaksantyne” (s. 77/78). Jakie stany elektronowe sg zaangazowane w ten proces?

Na s. 73 napisano, ze .,...emisja fluorescencji zachodzaca z nizszego poziomu
ekscytonowego odpowiada prawdopodobnie za wystgpowanie widma w obszarze 450-
660 nm...” i dalej ,,...poziomy ekscytonowe utworzone w obecnosci zeaksantyny
znajdujg sie nizej na skali energii, niz te utworzone w obecnosci wiolaksantyny...” Czy
mozna zaobserwowac t¢ rdznicg energii analizujac widma na rys. 5.167

Jakie wlasciwosci zeaksantyny (w poréwnaniu do wiolaksantyny) predestynuja ja do
pelnienia tak waznej funkcji w mechanizmie fotoprotekcyjnym?

Czy na podstawie przeprowadzonych badan mozna okresli¢ ulozenie momentow
dipolowych neoksantyny i zeaksantyny w mieszanych monowarstwach barwnik-
LHCII?

Rozdzial Zestawienie najwazniejszych wnioskow zawiera opis osiagni¢¢, ktore w petni

znajdujg udokumentowanie w przeprowadzonych przez pania mgr Renat¢ Welc badaniach.

Za najbardziej interesujgce moim zdaniem, uwazam:

(1)

2

€)

okreslenie lokalizacji pozioméw ekscytonowych powstatych w wyniku oddzialywania
egzogennej zeaksantyny z neoksantyng obecng w kompleksie LHCII i zaproponowanie
ich udzialu w wygaszaniu wzbudzen,

zaproponowanie modeli supramolekularnych struktur, w ktérych wiolaksantyna i
zeaksantyna sa facznikami stabilizujacymi trimeryczne formy kompleksu LHCII,
pokazanie, ze wlasciwosci kompleksow barwnikowo-biatkowych sa modulowane przez
zmiany organizacji molekularnej LHCII, w ktorej istotna rol¢ pelnig barwniki cyklu
ksantofilowego; w warunkach stabego oswietlania pozwala to na optymalizacj¢
wydajnego przekazywania energii do centrow reakcji, a przy nadmiernym oswietleniu,
przelaczenie ukladu na gaszenie wzbudzen elektronowych, w celu ochrony przed

fotodegradacja.



Strona merytoryczna i metodologiczna rozprawy nie budzi, moim zdaniem, Zzadnych
zastrzezen. Z obowiagzku recenzenta, moglabym zaproponowaé nieliczne, drobne korekty,
ktére wypisatam ponize;j:

1. ogoélna uwaga: moze warto w opracowaniu zdecydowa¢ si¢ na konsekwentne uzywanie
stowa ,,molekuty” lub ,,czagsteczki”;

s. 12, ,,...gradient ten stanowi element szybkiego sygnalingu...”

s. 16/17, 21, ,,...dyssypacji energetycznej...” — moze dyssypacji energii?

s. 22, ,,wspolczynnika kierunkowego (k%) czy ,,wspblczynnika orientacji™?

s. 23, rys. 1.12, przejscie T-S powinno by¢ oznaczone jako ISC, a nie jako IC,

s. 40, ,,rekonwolucja” czy raczej dekonwolucja zanikow?

s. 61, ,,...LHCII maja zdolno$¢ do samoorganizacji pod wptywem barwnikéw...” raczej
w obecnosci barwnikow.

o B LA R b

Pani mgr Renata Welc jest wspolautorem czterech publikacji w specjalistycznych
czasopismach z listy JCR o wskaznikach impact factor od 2,807 do 5,228 (Scientific Reports,
The Journal of Physical Chemistry B, Archives of Biochemistry and Biophysics). Jedna z tych
prac stanowi podstawe rozprawy doktorskiej, jednakze wydaje si¢, ze pozostale wyniki
umieszczone w pracy maja rowniez szanse na opublikowanie w dobrym czasopismie. Podjeta
w pracy tematyka byla realizowana w ramach programu 7eam finansowanego przez Fundacje
na rzecz Nauki Polskiej i Uni¢ Europejska (Europejski Fundusz Regionalny) oraz projektu
Preludium z Narodowego Centrum Nauki.

Reasumujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska wnosi cenne z naukowego
punktu widzenia informacje, ktére poszerzajg nasza wiedzg o funkcjonowaniu aparatu
fotosyntetycznego roslin. Zrozumienie na poziomie molekularnym mechanizmu procesu
fotoprotekcji aparatu fotosyntetycznego i zapostulowanie, ze zeaksantyna uczestniczy w
tworzeniu poziomow ekscytonowych zdolnych gasi¢ energi¢ jeszcze w pasmie Soreta,
stanowi niewatpliwie nowy poglad na dziatanie mechanizméw fotoprotekcyjnych u roslin.

Moim zdaniem, oceniana rozprawa doktorska speilnia wymagania okreslone przez
.Ustawe o stopniach naukowych i tytule...” z 14 marca 2003 r. (Dz. U. z 2014 r. poz. 1852
oraz z 2015 r. poz. 249 i 1767), dlatego tez przedkladam Wysokiej Radzie Wydziatu
Matematyki, Fizyki i Informatyki Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie,
wniosek o przyjecie mojej rekomendacji i dopuszczenie pani mgr Renaty Wele do dalszych

etapéw postepowania doktorskiego.



