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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Macieja Michalika pt.,,Badanie mechanizmu przekazu

energii w antenach fotosyntetycznych poprzez wymianq kofaktor6w technikq rekonstytucji"

2ycie na naszej planecie zasilane jest energiq promieniowania slonecznego a fotosynteza

jest praktycznie jedynym procesem umo2liwiajqcym konwersjq energii promieniowania

elektromagnetycznego na energiq zmagazynowana w wiqzaniach chemicznych, kt6ra mo2e by6

bezpo6rednio wykorzystana w reakcjach biochemicznych 2ywych organizm6w. Ponadto,

produktem ubocznym aktywno5ci enzymu rozszczepiajqcego wodq w Fotosystemie ll jest tlen

molekularny, bqdqcy skladnikiem atmosfery ziemskiej i umo2liwiajqcy oddychanie, miqdzy

innymi ludziom. Efektywne i ptynne funkcjonowanie aparatu fotosyntetycznego warunkowane

jest aktywno6ciq kompleks6w barwnikowo-biatkowych, zwanych antenami, pochlaniajqcymi

kwanty promieniowania oraz przekazujqcymi bezpromieniScie energiq wzbudzenia

elektronowego do centr6w reakcji. W mojej ocenie, badania naukowe nad mechanizmami

le2qcymi u podstaw funkcjonowania kompleks6w antenowych sq istotne w aspekcie zwiqkszenia

wydajnoSci wiqzania energii w procesie fotosyntezy. Ta aktywnoSi naukowa wychodzi wiqc

naprzeciw powszechnym oczekiwaniom spolecznym, zwiqzanym ze wzrostem produkcji2ywnoSci

w dobie globalnego wzrostu demograficznego. W Swietle powy2szych uwag, tematykq rozprawy
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doktorskiej mgr. Macieja Michalika postrzegam nie tylko jako aktualna oraz interesujqcq ale

r6wniei ogromnie wainq.

Praca doktorska mgr. Maciej Michalika wykonana zostala pod kierunkiem prof. Leszka

Fiedora, w Zakladzie Fizjologii i Biochemii Ro5lin na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii

Uniwersytetu Jagielloriskiego, w renomowanym oSrodku badafi fotosyntetycznych. Praca

zredagowana zostata wedlug typowego uktadu. Po streszczeniach, przygotowanych w jqzyku

polskim oraz angielskim, oraz spisie treSci, zamieszczona zostata dtuga lista skr6t6w. Fakt, 2e

wiqkszoSd zastosowanych w ramach rozprawy skr6t6w u2ywana jest w Srodowisku badaczy

fotosyntezy powszechnie, znacznie ulatwia lekturq tekstu. W ramach rozdzialu pierwszego,

zatytutowanego ,,Wprowadzenie" Autor przedstawia podstawowe informacje oraz aktualne

poglqdy dotyczqce barwnikowo-biatkowych kompleks6w antenowych, bakteryjnego LH1 oraz

roSlinnego LHC|l. W ramach tego rozdziatu zaakcentowano r6wnie2 problemy poznawcze

zwiqzane z podstawowymi funkcjami fizjologicznymi przypisanymi tym kompleksom: z funkcjq

antenowq oraz fotoprotekcyjnq. Ponadto, w swojej kofcowej czqSci, rozdzial ten wprowadza

czytelnika w tematykq zwiqzanq z izolacjE i oczyszczaniem antenowych kompleks6w

barwnikowo-bialkowych oraz z problemem ich rekonstytucji polqczonej z wymianq barwnik6w.

Cele pracy doktorskiej, zar6wno ten strategiczny, zwiqzany z badaniem Scie2ek wqdr6wki

wzbudzenia elektronowego w kompleksach antenowych, jak i szereg cel6w szczeg6towych,

sformutowane zostaty w ramach p6tstronicowego rozdziatu drugiego pt. ,,Cele pracy". Rozdziat

trzeci, zatytutowany,,Materiaty i metody" zawiera szczeg6lowe opisy procedur biochemicznych

zwiqzanych z ekstrakcjq i oczyszczaniem barwnik6w fotosyntetycznych, izolacjq i oczyszczaniem

kompleks6w barwnikowo-bialkowych oraz procedur zwiEzanych z rekonstytucjq kompleks6w do

ich aktywnej formy, prowadzonej in vitro. Co wa2ne, przedstawione zostaty r6wnie2 precyzyjne

opisy wymiany jonu magnezu w pierScieniu porfirynowym chlorofilu i bakteriochlorofilu na jon

niklu, w czym specjalizuje siq grupa badawcza prof. Leszka Fiedora, w zgodzie ze standardami

umo2liwiajqcymi powt6rzenie analogicznych procedur w innych, zainteresowanych

laboratoriach. Kr6tko, opisane zostaty r6wnie2 parametry technik spektroskopowych,

stosowanych do analiz jakoSci preparat6w, efektywnoSci rekonstytucji oraz badaniach

wydajno6ci transferu energii wzbudzenia. Najwa2niejszq czq5ciq rozprawy, stanowiqcq o jej

wysokiej warto6ci poznawczej, jest zdecydowanie rozdzial czwarty zatytutowany ,,Wyniki".
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Rozdziat ten zredagowany zostat w oparciu o podstrukturq odzwierciedlajEcq sekwencje

poszczeg6lnych zadari badawczych, realizowanych w ramach projektu doktorskiego. W trakcie

lektury tego rozdzialu czytelnik ma mo2liwo6d zapoznania siq z meandrami otrzymywania

i oczyszczania niklowych analog6w chlorofilu o i chlorofilu b jak i bakteriochlorofilu a, jakr6wnie2

z wynikami potwierdzajqcymi zar6wno to2samoSi jak i czystoSi uzyskiwanych preparat6w.

W5r6d wynik6w tych przedstawione zostaty, miqdzy innymi, chromatogramy, zarejestrowane

widma elektronowe, widma dichroizmu kolowego (CD) i magnetycznego dichroizmu kotowego

(MCD) oraz widma masowe uzyskane dziqki zastosowaniu spektrometru mas. W dalszej

kolejnoSci przedstawiona zostala realizacja zada6 badawczych zwiqzanych z izolacjq,

oczyszczaniem oraz rekonstytucjq kompleks6w antenowych LH1 a nastqpnie LHCll. W miejscu

tym nadmienii chciatbym, i2 do rekonstytucji anteny ro5linnej stosowane bylo biatko Lhcbl

nadeksprymowane w systemie bakteryjnym. Takie bardzo eleganckie, chocia2 ju2 niemal2e

klasyczne podejScie, ciqgle robi na mnie du2e wra2enie. Do arsenalu technik spektroskopowych

zastosowanych przy badaniu biatek wtqczone zostaly dodatkowo stacjonarna oraz rozdzielcza

w czasie spektroskopia fluorescencyjna. Zaprezentowane w ramach rozdziatu czwartego wyniki

bada6 poddane zostaty wieloaspektowej dyskusji w ramach rozdzialu piqtego pt. ,,Dyskusja".

Zaprezentowana w rozprawie dyskusja uzyskanych wynik6w odwzorowuje, wedtug mnie, we

wladciwych proporcjach najbardziej istotne elementy sekwencji przeprowadzonych badafi,

akcentujqc nowe rezultaty, wnoszqce istotny postqp w zrozumieniu mechanizm6w transferu

energii wzbudzenia elehronowego w antenowych systemach fotosyntetycznych. W tym

aspekcie, za szczeg6lnie warto6ciowe uwa2am wnioski dotyczqce wypracowanych na drodze

ewolucji biologicznej rozwiqzafi polegajqcych na tzw. ,,klasterowej" organizacji chlorofili

w kompleksie barwnikowo-biatkowym LHCII oraz r6wnolegtych Scie2ek przekazywania energii

wzbudzenia elektronowego po stronie lumen oraz stromy blon tylakoid6w.

Na podkreilenie zastuguje r6wnie2 wysoki poziom edytorski rozprawy. M6gtbym

zaproponowad Autorowi doslownie pojedyncze korekty:

1. Str. 8.,9. wiersz od dolu, do sktadu barwnikowego LHCII proponujq dopisad istotny element,

ksantofil: luteinq,

2. Str. 70., 3. wiersz od dolu, ,,w zwiqzku" zamiast ,,2 zwiqzku" ,
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3. Na stronach L2, t3, 25, 50,78, 79, 9O oraz 91 proponujq korektq odmiany rzeczownika

d etergent : raczej,, dete rge nt u" ni2,, d ete rge nta".

Tak wieloaspektowe oraz obszerne opracowanie, jakim znajdujq rozprawq doktorska pana

mgr. Macieja Michalika, dostarcza wielu wa2nych i nowych informacji pobudzajqc jednoczeSnie

ciekawo5i poznawcza. Wyrazem tego mogq byd nastqpujqce pytania:

L. Jeden zbardzo interesujqcych wynik6w przedstawionych w rozprawie wiq2e siq z efektem

skr6cenia czas6w 2ycia fluorescencji bakteriochlorofilu w kompleksach LH1

modyfikowanych analogami zawierajqcymi jon niklu. Okazuje siq, te w stosunku do

natywnego kompleksu, amplituda dtugo-2yciowej sktadowej zmniejsza siq 21-krotnie,

podczas gdy amplituda kr6tko-2yciowej sktadowej maleje jedynie 9-krotnie (str. 48).

Ciekaw jestem jaka jest natura takiego zr62nicowania efekt6w.

2. Brak stabilno6ci struktur trimerycznych kompleks6w LHCII modyfikowanych czqsteczkami

chlorofilu zawierajqcymi jony niklu interpretowany jest w ramach rozprawy w oparciu

o efekty stereochemiczne. Czy mo2liwe jest, i2 dysocjacja struktur trimerycznych do

monomerycznych kompleksu LHCII jest indukowana termicznie, wobec ekspozycji na

Swiatlo, i wiqie siq w tym przypadku ze znacznE dyssypacjq termicznq barwnik6w

z zamienionym centralnym jonem magnezu na jon niklu?

3. Wystqpowanie pasma z maksimum w rejonie 650 nm, w widmach emisji fluorescencji

rejestrowanych z pr6bek zawierajqcych kompleksy LHCII (np. Rys. 4.26, str. 59)

interpretuje siq jako reprezentacjq wystqpowania puli wolnego chlorofilu b.7 drugiej

strony, pamiqtad nale2y, moim zdaniem, i2 jest to efekt typowy dla kompleks6w

pozostajqcych w formie monomerycznej (np. Janik et al., J. Phys. Chem. B 119 (2015)

8501-8508). Wiq2e siq to z bardziej wydajnym sprzq2eniem energetycznym pomiqdzy

chlorofilami o oraz b zlokalizowanymi w bezpoSredniej blisko6ci powierzchni kontaktu

sqsiadujqcych monomer6w LHCII w strukturze trimerycznej.
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4. W ramach rozprawy przeprowadzono bardzo eleganckq, moim zdaniem, analizq

prawdopodobiefstwa wygaszania emisji fluorescencji w pr6bkach zawierajqcych

mieszaninq kompleks6w LH1, natywnych oraz zawierajqcych pochodne niklowe

bakteriochlorofilu (str. 75-76). Takie podejScie zaklada jednak2e, niemal2e zupetne

wygaszenie emisji modyfikowanych kompleks6w. Ciekaw jestem czy analiza fluorescencji

pojedynczych molekul, na przyklad z zastosowaniem techniki FLIM (Single Molecule

FLIM), mogtaby pokazad faktycznq heterogenicznoii czas6w 2ycia fluorescencji w tego

typu uktadach mieszanych, dostarczajEc informacji dotyczqcych mechanizm6w gaszenia

wzbudzeri.

5. Obserwujqc wyjqtkowo wydajnq de-ekscytacjq termicznq wzbudzeri pochodnych

niklowych porfiryn, w czasach konkurujqcych z procesami bezpromienistego transferu

energii wzbudzenia elektronowego, zrozumiei mo2emy dlaczego Natura, na drodze

ewolucji biologicznej, wyselekcjonowala zwiqzki porfirynowe zawierajqce centralnie

wbudowany jon magnezu do petnienia funkcji antenowej w procesie fotosyntezy.

Z drugiej jednak strony, chlorofile charakteryzujq siq bardzo wysokq wydajno5ciq

generowania stan6w trypletowych, na drodze przej6i miqdzysystemowych,

co w warunkach obecnoSci tlenu czqsteczkowego stwarza ogromne ryzyko fotouczulanej

destrukcji oksydacyjnej. Aparat fotosyntetyczny radzi sobie z tym problemem na wielu

poziomach, miqdzy innymi poprzez syntezq naturalnych zwiqzk6w fotoprotekcyjnych, jak

karotenoidy. Ciekaw jestem jakie jest zdanie Doktoranta, czy mo2liwe byloby stworzenie

pochodnych chlorofilu przygotowanych jednoczeSnie do efektywnego pelnienia

fizjologicznej roli antenowej oraz fotoprotekcyjnej w fotosyntezie? Mo2e podstawienie

innymi ni2 Ni bqdi Mg jonami metali?

Formulujqc konkluzjq chciatbym stwierdzi6, i2 pan mgr Maciej Michalik przedstawil bardzo

warto6ciowQ rozprawQ doktorskq, opierajqcq siq na wynikach precyzyjnie zaprojektowanych oraz

starannie przeprowadzonych badari eksperymentalnych. Jestem przekonany, i2 rezultaty te moga
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stai siq podstawq interesujqcych publikacji w czasopismach o szerokim zasiqgu, wnoszac istotny

postep w obszarze badania aspekt6w biofizycznych procesu fotosyntezy.

W mojej ocenie, rozprawa doktorska przedstawiona przez mgr. Macieja Michalika spelnia

w zupelnoSci warunki okreSlone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2OO3 r. o stopniach naukowych

i tytule naukowym otaz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z2OL4 r. poz. 1852 oraz

z2OL5 r. poz.249 it767l. Gratulujqc Doktorantowi pracowito6ci i pomystowo6ci w badaniach

oraz tak wartoSciowych rezultat6w upzejmie wnoszq do Wysokiej Rady Wydziatu Biochemii,

Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloiskiego w Krakowie o dopuszczenie pana

mgr. Macieja Michalika do dalszych etap6w postepowania doktorskiego.
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