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»Wplyw ksantofili na organizacj¢ molekularng oraz wlasciwosci fotofizyczne kompleksu barwnikowo-bialkowego

LHCIT”

Naukowe znaczenie tematyki badawczej

Ewolucyjny fenomen wykorzystania energii $wietlnej przez rosliny wymagat nie tylko powstania wydajnych uktadow
absorpcji $wiatla i konwersji wzbudzenie fotochemicznego w energi¢ chemiczng ale takze wytworzenia mechanizmow
regulujacych aktywno$é fotosyntetyczna na réznych jej etapach. Uktady barwnikowo-biatkowe zorganizowane sa w sposdob
hierarchiczny, kompleksy rdzeniowe fotosystemu 11 IT (PSI i PSIT), w ktérych centrach reakcji nastgpuje rozdzieleniem
tadunk6éw rozpoczynajgce transport elektronéw, tworza z odpowiednimi zewngtrznymi kompleksami antenowymi (LHCI,
LHCII) superkompleksy, a te zorganizowane sa w bardziej zlozone struktury typu mikromacierzy lub mikrodomen.
Poszczegdlne superkompleksy rozmieszczone sg niejednorodnie w btonach tylakoidow, przy czym w $ciesnionych btonach
tylakoidéw gran dominuje PSII zwigzany z kompleksami LHCII (Light Harvesting Complex II). Regulacja wykorzystania
$wiatla, a takze rozproszenia jego nadmiaru, ktéry moze prowadzi¢ do uszkodzenia czasteczek barwnikow i biatek, odbywa
sie na kilku poziomach i zwigzana jest ze zmianami struktury tylakoidow, zmianami w organizacji superkompleksow oraz
ograniczong dyfuzjg komplekséw w plaszczyznie lateralnej blon. Jednym z elementow krétkotrwatej regulacji fazy Swietlnej
fotosyntezy jest zjawisko niefotochemicznego wygaszania fluorescencji (Non-Photochemical Quenching), zwigzane w
znacznym stopniu z wygaszaniem nadmiaru energii $wietlnej w kompleksach barwnikowo-biatkowych LHCII. Kompleksy
LHCII wystepujace w postaci $cisle zorganizowanych trimeréw w superkompleksie LHCII-PSII i mikrodomenach
tylakoidow, ale w warunkach nadmiaru $wiatta zmieniaja forme¢ organizacji tworzac formy zagregowane, co umozliwia
wydajne wygaszanie energii $wietlnej. Jednak nadal, mimo z géra dwoch dziesigcioleci badan NPQ, nie okreslono cafej
ztozonosci czynnikow indukujacych zmiany strukturalne superkomplekséw LHCII-PSII i trimeréw LHCII oraz nie
okreslono ostatecznie molekularnego mechanizmu wygaszania energii wzbudzenie.

Przedstawiona praca porusza jeden z elementow procesu NPQ, tzw. sktadowa zalezna od energii, qE, opisujacg proces
wygaszania wzbudzenia energii $wietlnej w kompleksach LHCII. Zjawisko to zalezne jest od obecnosci barwnikow
ksantofilowych, zeaksantyny i wiolaksantyny, oraz stopnia agregacji LHCII. Badania Autorka wykonata w modelowym
uktadzie monowarstw molekularnych, ztozonych z r6znych kombinacji komplekséw LHCII i ksantofili, czyli w warunkach

odlegtych od natywnych blon tylakoidow, ale pozwalajacych precyzyjniej okresli¢ oddzialywania na poziomie
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molekularnym. Uzyskane in vitro wyniki Autorka poddata weryfikacji w uktadzie in vivo czyli w poddanych dziataniu

$wiatta o roznej intensywnosci lisciach dwoch gatunkow roslin.

Uwagi ogdlne

Przedstawiona do oceny praca zostata wykonana w Zaktadzie Biofizyki Instytutu Fizyki, Wydziatu Matematyki,
Fizyki i Informatyki UMCS pod kierunkiem dr hab. Rafala Luchowskiego. Grupa Zaktadu Biofizyki badania nad
wihasnosciami komplekséw LHCII i zjawiskiem wygaszania nadmiaru energii prowadzi od wielu lat, a zgromadzony dorobek
naukowy i do§wiadczenie badawcze w tej dziedzinie jest ogromne. Praca byta realizowana w ramach projektu TEAM pt.:
,Molecular Spectroscopy for BioMedical Studies” finansowanego przez FNP.

Praca doktorska ma forme klasyczng, z podziatlem na typowe dla prac eksperymentalnych rozdziaty. Rozprawg
rozpoczyna streszczenie, bedace raczej wprowadzeniem do tematu i zarysowaniem celu pracy, gdyz uzyskane wyniki sa
og6lnie opisane w jednym zdaniu. Autorka zdecydowata si¢ zestawi¢ najwazniejsze wnioski w punktach w rozdziale
znajdujacym sie na koncu pracy . Wstep pracy liczy 23 strony maszynopisu, w tym 15 rysunkéw i diagraméw. W rozdziale
,Hipoteza badawcza i cel pracy” Autorka jasno okreslita cel pracy i zadania badawcze, jednak nie wyodrebnita zadan
planowanych w uktadzie in vitro i in vivo, co ulatwitoby analiz¢ rozprawy. Rozdzial materiaty i metody liczy 8 stron, a
najwazniejszy rozdziat ,, Wyniki badan”, powinien nazywa¢ si¢ ,,Wyniki i dyskusja”, gdyz Autorka wtasciwie nie oddziela
opisu wynikéw od dyskusji, wstawiajac tylko dwa krotkie podsumowania badan in vitro i in vivo. Rozdzial ten liczy 41 stron
i zawiera 23 rysunki, w wigkszosci prezentujace kilka paneli z widmami czy diagramami. Nietypowym elementem rozprawy
jest rozdzial ,,Perspektywy”, sygnalizujacy kontynuacj¢ zagadnien prezentowanych w rozprawie.

Wiyniki uzyskane przez Autorke w ukfadach in vitro weszty w sktad publikacji w Journal of Physical Chemistry B
120 (2016) 13056-13064, gdzie Doktorantka jest pierwszym z sze$ciu autorow. Strona edytorska pracy jest bardzo staranna,
wykresy i diagramy czytelne.

Uwagi szczegotowe

Wstep Autorka rozpoczeta od omoéwienia budowy i funkcjonowania budowy tylakoidow i tancucha
fotosyntetycznego, niestety popelniajac szereg btedow opierajac sig¢ na zbyt ogolnej literaturze. Schemat Z przedstawiony na
rys. 1.2 jest daleko idacym uproszczeniem, podobnie jak nazwanie utlenienia plastochinolu przez cytochrom bef ,,z ostatnim
etapem wedréwki elektronu w obrebie PSII”. Takze nie istniej osobna flawoproteina reagujaca z ferrodoksyng, a FAD jest
zwigzany w reduktazie ferredoksyny, enzymie katalizujacym redukcj¢ NADP (str 11). Autorka nie docenita innych niz NPQ
mechanizméw zapobiegajacych nadredukcji PSII takich jak zjawisko ,state transition” zwigzane z przeniesieniem
komplekséw LHCII z PSII do PSI lub chlororespiracja (str. 14). Takze nie nalezy stosowac¢ pojecia agregacja do oddziatywan
komplekséw LHCII czy LHCII-PSII w sasiadujacych btonach, gdyz oddziatywania te raczej nie wigzg si¢ z qE ale ze
zjawiskiem $cie$niania gran tylakoidéw (stacking). Na kolejnych stronach Wstepu Autorka przechodzi do omdwienia
molekularnej budowy LHCII i zjawisk zwigzanych z absorpcja i transferem wzbudzenia elektronowego w uktadach
barwnikowych, czyli zjawisk opisywanych pojeciami i wzorami fizycznymi. I tutaj czuje si¢ juz swobodnie, opisujac

kwantowa nature transferu energii wzbudzenia (EET) czy stanéw ekscytonowych. Bardzo szczegbtowo Autorka opisata
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zjawiska odpowiedzialne za qE, w tym przede wszystkim role cyklu ksantofilowego polegajacego na indukowanej swiattem
przemianie wiolaksantyny w zeaksantyne, udziat biatka PsbS i znaczenie agregacji LHCIL

Autorka zdefiniowata glowny problem pracy jako konflikt migdzy wydajnym transferem wzbudzenia, wymagajacy
nieduzych odlegtosci miedzy kompleksami barwnikowo-biatkowymi, a zjawiskiem wygaszania, takze zaleznym od
bezposrednich oddziatywan barwnikéw w kompleksach LHCIL. W natywnych btonach tylakoidow jednym ze sposobow
rozwiazanie tej sprzecznosci jest istnienie superkomplekséw i mikrodomen, ukierunkowujacych EET. Autorka postawita
hipoteze, ze rozwiazaniem moga by¢ takze oddziatywania migdzy barwnikami zwigzanymi w LHCII a wolnymi barwnikami
znajdujacymi sie w fazie lipidowe;.

Metodyka pracy podporzadkowana jest weryfikacji postawionej hipotezy. Autorka szczegbtowo opisata
otrzymywanie komplekséw LHCII i barwnikéw oraz formowanie ukfadu badawczego — warstw monomolekularnych
ztozonych z komplekséw LHCII z dodatkiem wiolaksantyny (Vio) lub zeaksantyny (Zea). Metody analityczne mozna
podzieli¢ na umozliwiajace okreslenie struktury uktadéw, m.in. wyznaczanie izoterm sprezania i modutdéw scisliwosci,
mikroskopie sit atomowych, stacjonarna spektroskopi¢ fluorescencyjng i spektroskopi¢ absorpcyjng FTIR-AR, oraz na
metody okre$lajace dynamike uktadow, jak pomiary i obrazowanie czasow zycia fluorescencji, anizotropig fluorescencji czy
pomiar widma wzbudzenia fluorescencji.

Na podstawie tak wszechstronnych badaf Autorce udato si¢ stwierdzi¢, ze w uktadach in vitro:

1) w monowarstwach zbudowanych z trimeréw LHCII dominuja formy zagregowane komplekséw, w monowarstwach
zbudowanych z LHCII oraz Vio lub Zea zmniejsza si¢ liczba form zagregowanych, kompleksy tworza struktury
supramolekularne typu pierscieni, z duzymi obszarami pozbawionymi komplekséw LHCII. Badania wskazujg, ze
tacznikami, czy tez separatorami miedzy trimerami LHCII sa ksantofile, przy czym ze wzgledu na réznice ich budowy,
struktury uzyskane w obecnosci Zea sg bardziej rozproszone i sztywniejsze. Autorka zaproponowata, ze egzogenna Vio lub
Zea lacza si¢ z LHCII poprzez wigzania wodorowe ze zwiazanag z biatkiem neoksantyna (Neo). Model ten opiera si¢ na
analizie widm absorpcyjnych i mozliwosci powstania na granicy fazy biatka struktur ksantofili typu J. Przyjecie tego
zatozenia wydaje sie kluczowe dla dalszych rozwazan funkcjonalnych.

2) wygaszania energii wzbudzenia moze nastgpowaé na skutek transferu energii do pozioméw ekscytonowych powstatych
poprzez oddziatywania endogennej Neo z czasteczkami egzogennej Viol lub Zea. Poziomy ekscytonowe Viol pokrywaja si¢
z poziomami pasma Soreta chlorofilu, a poziomy Neo i Zea leza ponizej, co powoduje, Ze wygaszanie energii wzbudzenia z
pasma Soreta zachodzi wydajnie w obecnosci egzogennej Zea. W tego typu uktadzie nie sa wygaszane wzbudzenia z
poziomu Qy chlorofilu.

Uzyskane wyniki w uktadach modelowych, w szczegdlnosci dotyczace wygaszania wzbudzefi z pasma Soreta
chlorofilu przez uktady endogenna Neo - egzogenna Zea sugeruja istnienie nowego mechanizmu fotoprotekcji. Odmiennego
lub uzupetniajagcego znane mi teorie zakladajace wygaszanie wzbudzenia w kompleksie LHCII migdzy zwigzanymi z
biatkami czgsteczkami chlorofilu i czgsteczka zeaksantyny. Takze brak jednoznacznego zwigzku proponowanego
mechanizmu wygaszania wzbudzenia z agregacja LHCII odbiega od akceptowanych schematéw. Autorka nie dyskutuje w
pracy réznic swojego modelu z modelami dotychczas badanymi, a w szczegélnosci z uktadami natywnych bton tylakoidow.

Dlatego prositbym o krotkie odniesienie si¢ do tej kwestii w czasie obrony.
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Badania modelowe in vitro wskazaty na istnienie dwoch frakcji Zea, z ktorych prawdopodobnie tylko jedna bierze
udzial w procesach wygaszania. Autorka przeprowadzita badania in vivo z zastosowanie lisci Delonix regia (Wianowtostki
krolewskiej) i Arabidopsis thaliana, o$wietlanych $wiattem o rosngcym natezeniu. Potwierdzity one dwuetapowe
zwiekszanie sie puli Zea. Autorka sugeruje, i jest to do$¢ prawdopodobne, ze pierwszy przyrost zawartosci Zea dotyczy
wiazania tego ksantofilu z kompleksami LHCII, a drugi ze wzrostem puli Zea we frakcji lipidowej. Hipoteza przeniesiona z
do$wiadczen in vitro zaktada, ze wzrost drugiej puli Zea bedzie zwigzany ze wzrostem wydajnosci wygaszania pasma Soreta,
co powinno by¢ widoczne przy wzroscie natezenia Swiatta. Analiza widm wzbudzenia fluorescencji rzeczywiscie potwierdza
taka korelacje, sugerujgc wystepowanie in vivo mechanizmu wygaszania w uktadzie endogenna Neo - egzogenna Zea.

Dalsze badania in vivo wskazuja, ze mechanizm wygaszania wyzszych stanow wzbudzenia chlorofilu nie dziata
wydajnie przy duzych natezeniach $wiatta. Autorka zaktada ze wiaczajg si¢ wtedy inne mechanizmy fotoprotekeji, czego
efektem jest wzrost wydajnosci wygaszania pasma Q chlorofilu zwigzany prawdopodobnie z wzrostem form
monomerycznych LHCII. Wnioski te Autorka opiera na analizie widm emisji fluorescencji z powierzchni liscia. W moim
odczuciu te wyniki nie sg przedstawione w sposob jednoznaczny prze co wydajg mi si¢ nieco spekulatywne. Dlatego

prositbym Doktorantke o zwiezta analizg tego zjawiska w czasie prezentacji tez rozprawy.

Whniosek konicowy:

Oceniajac rozprawe doktorskg Pani mgr Renaty Welc moge stwierdzi¢, ze zaréwno poziom uzyskanych danych
eksperymentalnych, sposob ich wykonania jak i ich wartosci naukowe zastugujg na wysokg oceng. Przedstawiona do oceny
rozprawa doktorska przedstawia cickawe, nowe spojrzenie na mechanizm fotoprotecji i zmian w organizacji LHCII, w
szczegblnosci na udziat w tym procesie wolnej frakcji ksantofili. Zasugerowanie mechanizmu wygaszania wyzszych stanow
wzbudzenia chlorofilu, takze in vivo, moze rozpoczaé ciekawe badania strukturalne, co Autorka zapowiada w rozdziale
»Perspektywy”.

Czes$¢ wynikow zostata opublikowana w uznanym czasopismie, czyli juz poddana recenzji przez specjalistow, i weszta
w obieg naukowy. Moje krytyczne uwagi dotycza zbytniego zawezenia wstgpu i zaniedbania nieco szerszego
(biologicznego) spojrzenia na zjawisko NPQ. Nieco brakuje mi w rozprawie wyraznego pordwnania proponowanego
mechanizmu z dotychczasowymi teoriami. Jednak uwagi te sa raczej redakcyjne i mam nadziej¢ natchng Autorke nowymi
pomystami, ale nie wptywajg na bardzo wysoka oceng pracy. Chciatbym takze zwroci¢ uwage na opanowanie przez Autorke
wielu trudnych i skomplikowanych metod badawczych. A takze Jej zaangazowanie w badania Zaktadu Biofizyki, co
zaowocowato wspotautorstwem trzech innych publikacji.

Praca doktorska Pani mgr Renaty Welc spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Dlatego zwracam
sie do Wysokiej Rady Wydziatu Matematyki, Fizyki i Informatyki UMCS o dopuszczenie Pani mgr Renaty Welc do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na nowatorski charakter otrzymanych wynikéw, ich opublikowanie i staranne

opracowanie wnosze do Wysokiej Rady o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Renaty Welc stosowng nagroda.
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