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Recenzja rozprawy doktorskiej p. Stanistawa Nizinskiego
zatytulowanej
»Exploring the photoresponse of Orange carotenoid Protein: a subpicosecond to minute time-
resolved absorption studies”

Fotosynteza jest najbardziej fundamentalnym procesem biologicznym na Ziemi, ktory na
przestrzeni miliardéw lat przyczynit si¢ do przeobrazenia naszej planety w skali globalnej, dat podstawe
do eksplozji liczby form zycia, i nadal stanowi glowne i odnawialne zrédto energii dla biosfery. Istotnym
czynnikiem umozliwiajacym organizmom fotosyntetycznym opanowanie wszelkich nisz i stanowigcym
o ich sukcesie ewolucyjnym s3 mechanizmy regulacyjne i ochronne, zapobiegajace uszkodzeniom
aparatu fotosyntetycznego powodowanych nadmiarem pochlonigtej energii $wietlnej. Niniejsza
rozprawa poswigcona jest badaniom jednego z takich fascynujacych procesow fotoprotekcyjnych u
sinic, angazujacego receptorowy kompleks karotenoidowo-biatkowy — ang. Orange Carotenoid Protein
(OCP). Mechanizm funkcjonowania tego kompleksu pozostaje jeszcze nie w petni wyjasniony i nalezy
do tzw. ,,goracych zagadnien”. Rozprawa wpisuje si¢ wigc w ta goraca debate naukowa. Rozprawa p.
Nizinskiego zostala przygotowana pod kierunkiem prof. dr hab. Gotarda Burdzinskiego w
renomowanym Zaktadzie Elektroniki Kwantowej na Wydziale Fizyki UAM w Poznaniu. Promotorem
pomocniczym rozprawy jest dr Michel Sliwa, Dyrektor Naukowy osrodka CNRS w Lille, Francja.

Przygoda pana mgr Stanistawa Nizinskiego z "powazng Naukg" rozpoczeta si¢ w 2012 r.
poprzez podjecie studidw licencjackich na kierunku Fizyka Uniwersytetu Adama Mickiewicza w
Poznaniu. Ten wstepny etap zakonczyt si¢ ztozeniem pracy licencjackiej opisujacej wiasciwosci
fotofizyczne miraksantyny V a przygotowanej pod opieka prof. dr hab. Gotarda Burdzinskiego. Kolejny
etap, praca magisterska (lata 2015-2017), bedaca kontynuacjg pracy licencjackiej, odbywat si¢ w tym
samym zespole badawczym, pod okiem tego samego Opiekuna. Nastepnie, p. Nizinski, w 2017 r.
rozpoczal studia doktoranckie na tym samym Uniwersytecie, pod kierunkiem dotychczasowego
Opiekuna. Studia w Poznaniu, ewidentnie nie sprawiajgce zadnych trudnosci p. Nizinskiemu (dowodem
kilka nagrod za osiaggnigcia naukowe i uzyskanie grantu Preludium (NCN), przeplatane byly licznymi
krotkoterminowymi stazami w zagranicznych os$rodkach naukowych oraz wyjazdami szkoleniowymi.

Uwienczeniem tych studiéw jest rozprawa doktorska, bedaca przedmiotem obecnej recenzji.



Opis formalny

Rozprawa jest ztozeniem czterech artykutéw naukowych, wraz z ich suplementami. Opatrzono
ja obszernym, 115-to stronicowym, Wprowadzeniem (Introduction), napisanym w jezyku angielskim,
konczacym si¢ omowieniem najwazniejszych wynikéw, oraz charakteru udziatu p. Nizinskiego w
publikacjach sktadajacych si¢ na recenzowang rozprawe. W tym fragmencie precyzyjnie wskazany
zostat wktad autora rozprawy w kazda z tych prac. W dwoch z nich p. Nizinski jest pierwszym autorem.
Whprowadzenie jest bogato ilustrowane na 52 rysunkach; obszerne jest rowniez bibliograficznie — autor
odnosi si¢ do 298 pozycji literaturowych. Zawarto w nim takze opisy uktadow eksperymentalnych i
metod wykorzystywanych podczas przygotowania rozprawy.

Kwestie stylistyczne i jezykowe

Wprowadzenie napisane jest w dobrym stylu i nieztym jezykiem angielskim; widoczne jest
bogactwo leksykalne i znajomos¢ jezyka fachowego. Cho¢ autor nie ustrzegt si¢ licznych btedow. By¢
moze najbardziej irytujace jest notoryczne stawianie przecinka przed ,,that”, co jest kalka z jezyka
polskiego. W wielu miejscach brak tez rodzajnikow lub sg niewlasciwie uzyte. Pojawia si¢ takze
nieprawidlowe uzycie stoéw, np. w kontekscie symetrii w uzyciu jest ,alternancy” a nie ,,alternacy”.
Niepotrzebnie kapitalizowane sa nazwy zwigzkéw chemicznych. W sumie jednak sa to drobne
niedociggniecia, i mimo ze liczne, to nie stanowig zadnej przeszkody w odbiorze tekstu. Bledy takie
byly jednak tatwe do unikniecia, gdyby tekst przeszedt tzw. English proofreading przez natywnie

anglojezycznego korektora tekstow.

Opis wynikow skladajacych si¢ na rozprawe

Pracanr 1

W pracy wykorzystano femtosekundowa spektroskopi¢ absorpcyjna w zakresie §wiatta widzialnego i
bliskiej podczerwieni w celu uwidocznienia ultraszybkich zmian wtasciwosci chromoforu kompleksu
OCP, indukowanych ultrakrotkimi impulsami $wiatta, z wykorzystaniem impulséw wzbudzajacych o
zmiennej intensywnosci oraz zmiennej dtugosci fali. Wykazano tworzenie si¢ formy kationorodnikowej
karotenoidu w OCP, nawet przy niskich intensywnoS$ciach impulsu wzbudzajgcego. Obecno$¢ tej formy
dos¢ skutecznie przeszkadza w okresleniu wydajnosci kwantowej tworzenia formy P - jednej z form
przejsciowych fotocyklu OCP. Wazniejsze jednak jest ujawnienie kolejnego stanu wzbudzonego
chromoforu OCP, oznaczonego jako ,,S™”, stosunkowo dtugozyciowego (kilkudziesiat ps). Stan ,,S™”
wydaje si¢ nie mie¢ udzialu w przejsciu OCP°—OCOR. W pracy okreslono réwniez wplyw N/C-
koncowej metki histydynowej w OCP na dynamike przejscia OCP°—OCOR. Wbrew wcze$niejszym

stwierdzeniom, metka histydynowa dos¢ istotnie moze wptywa¢ na wiasciwosci OCP.
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Pracanr 2

Praca pos$wiecona jest kompleksowej charakterystyce kompleksu OCP pochodzacego z sinicy
Planktothrix (szczep PCC7805), w ktorym modyfikowano chromofor karotenoidowy (kantaksantyna
versus echinenon) oraz pozycje metki histydynowej, a nastepnie poddano szczegdtowej analizie pod
katem funkcjonalnym, spektralnym i strukturalnym. W badanym OCP wykazano wyzsze szybkosci
fotokonwersji i relaksacji, oraz silniejszag zdolno$¢ wygaszania nadmiaru energii wzbudzenia w
fikobilisomach, w poroéwnaniu do OCP innych gatunkow sinic. Kluczowe wiasciwosci badanego
wariantu OCP w znaczacy sposob zalezg od rodzaju wigzanego karotenoidu, jak tez od terminalnej
pozycji metki. Dzigki przeprowadzeniu krystalizacji wariantéw OCP i ich wysokorozdzielczej analizie
krystalograficznej, mozliwe byto okreslenie korelacji struktura-funkcja w OCP. W szczeg6lnosci,
wskazuje ona na istotny wptyw (liczby) terminalnych grup funkcyjnych chromoforu na fotocykl OCP i
jego sprawnos$¢ fotoprotekcyjna. Ponadto wykazano wyzszg wrazliwo$¢ C-konca niz N-konca
polipeptydu OCP na metkowanie.

Pracanr 3

W pracy analizowano zalezno$¢ efektywnosci funkcjonowania kompleksu OCP od jego stanu
agregacyjnego. W celu scharakteryzowania szybkich zmian strukturalnych i konformacyjnych,
zachodzacych w kompleksie pod wplywem $wiatla, wykorzystano szereg zaawansowanych metod
spektroskopowych, z uwzglednieniem czasowo-rozdzielczego rozpraszania promieniowania
rentgenowskiego oraz spektroskopii optycznej przy pomiarach absorpcji przejsciowej. Uzyskane wyniki
jasno uwidocznity udziat oligomeryzacji w regulacji fotocyklu OCP. Okreslono takze skale czasowa
pierwszych istotnych zmian konformacyjnych, prowadzacych do fotoaktywacji OCP. Zmiany te
zachodza juz w ciagu kilku setek nanosekund po absorpcji pierwszego fotonu przez OCP.

Pracanr 4

W pracy analizowano mechanizm i kinetyke fotoaktywacji OCP w warunkach o$wietleniowych
zblizonych do tych, ktére panujg w naturalnym $rodowisku akwendéw wodnych zasiedlanych przez
sinice (Synechocystis). Szybkie etapy fotokonwersji OCP, wywolywane ciaggtym strumieniem fotonow,
badane byly z uzyciem impulséw laserowych w zakresie nanosekundowym. W eksperymencie
wykorzystano "ometkowane" warianty kompleksu OCP pochodzacy z sinicy Synechocystis (szczep
PCC 6803). Wyznaczona kinetyka fotoaktywacji OCP wskazuje na sekwencyjny mechanizm jego
funkcjonowania, do dziatania ktérego wymagana jest absorpcja dwoch fotonow. Taki sekwencyjny
mechanizm fotoaktywacji OCP wydaje si¢ by¢ bardziej efektywny w odpowiedzi uktadu na gesto$é

strumienia $wiatla niz mechanizm jednofotonowy.
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Uwagi merytoryczne

Na szczescie dla recenzujacego, Wprowadzenie jest oryginalnym i autorskim tekstem p.
Nizinskiego. Napisalem "na szcze$cie", poniewaz trudno si¢ podjac¢ recenzowania i krytyki czterech
oryginalnych i dojrzatych artykulow, juz zrecenzowanych przez specjalistow i opublikowanych w
szeroko rozpoznawalnych czasopismach, a przyjetych przez $srodowisko naukowe, na co wskazuje
szybko rosngca liczby cytowan tych prac. Wprowadzenie daje mi cho¢ odrobing szansy na krytyczng i
by¢ moze konstruktywna analize. Zaczng wigc od stwierdzenia, ze ten fragment rozprawy zostat
napisany bardzo wnikliwie i dojrzale, przedstawiajac znakomity skondensowany obraz wspdiczesne;j
wiedzy na temat ochronnej roli karotenoidéw w rozmaitych uktadach fotosyntetycznych, a
szczegodlnoscei fotofizycznych i fotochemicznych mechanizméw procesow w ktorych uczestniczg te
barwniki. Oméwiono szczegétowo m.in. kwestie symetrii poliendw i karotenoidow, ktora przez ostatnie
dekady stanowita podstawe do zrozumienia struktury elektronowej tych uktadow chromoforowych oraz
wyjasniania ich fotofizycznych wlasciwosci. Uwienczeniem jest opis aktualnego stanu wiedzy
dotyczacej wilasciwosci i funkcjonowania kompleksu OCP, begdacego gldéwnym obiektem badan
prowadzonych przez p. Nizinskiego. Doceniam réwniez aktualno$¢ i zakres tego opracowania,
obejmujacego tak klasyczne, jak tez najnowsze publikacje i wyniki. W sumie oméwiono wyniki zawarte
w 298 pracach! Swiadczy to o tym, Ze autor na biezaco §ledzi rozwdj swojej dziedziny, starajac sie przy
tym poznawa¢ fundamenty badanych zjawisk. Wprowadzenie jest bogato ilustrowane, rysunki i
schematy sa przejrzyste, a pomimo znacznej objetosci, czyta si¢ je z przyjemnos$cia i zainteresowaniem.
Stanowi ono bardzo dobry material do opublikowania, po pewnych modyfikacjach i korektach, jako
obszerna praca przegladowa lub nawet monografia. Zyczylbym sobie czesciej mie¢ do czynienia z tak
dobrymi opracowaniami dot. karotenoidéw!

A teraz bardziej krytycznie...ot6z uswiadamiajgc sobie gruntowne fizyczne wyksztatcenie p.
Nizinskiego, ze zdziwieniem znajduje w w/w teksécie liczne niescistosci i uproszczenia, a wrecz
sprzecznosci. Nie mozna tego traktowac jako moj zarzut przeciwko autorowi, poniewaz przedstawia on,
za licznie cytowanymi zroédtami literaturowymi, aktualny ,,zastany” obraz wiedzy. Intencjg mojg jest

wylacznie cheé sktonienia autora do wnikliwszej refleksji nad czytanymi pracami naukowymi.

Najbardziej reprezentatywne przyklady ,,jawnej sprzecznosci”

strona 55

Tu najpierw omawiane sg zakazy wynikajace z tzw. ,alternancy symmetry”, ktore miatyby
obowigzywa¢ karotenoidy (wszystkie i o najrozniejszych konformacjach!), po czym stwierdza, ze
warunkiem wystgpienia stanow zakazanych jest ptasko$¢ uktadu pi-elektronowego. Jest to w jaskrawej
sprzecznos$ci z faktycznymi konformacjami karotenoidow (odsytam tu np. do krystalograficznych

danych opublikowanych w Pracy nr 2). Bedac konsekwentnym, powinno si¢ przywota¢ dwa inne
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podstawowe zalozenia metody Parisera-Parra-Popla, ktére nie sg spelnione W czasteczkach
karotenoidow. Pierwsze to przyblizenie Borna-Oppenheimera (vs silne sprzezenie wibronowe w
karotenoidach!). A drugie, to obowigzkowa i $cista separacja pi-sigma. Od kilkudziesieciu lat chemicy
juz wiedzg, ze takowej separacji by¢ nie moze a indeksy parzystosci sa nierzeczywiste. W tym
kontekscie, sa to gtdowne mankamenty potempirycznej metody PPP rozwijanej w latach 50-tych XX
wieku.

strona 60

Whpierw pokazano tu schemat pozioméw elektronowych barwnikéw karotenoidowych (Figure 30), z
precyzyjnym wskazaniem, za pomocg indeksow, symetrii odpowiadajacym im orbitali, a tuz ponizej
dyskutowane sg wysokie wartosci stalego momentu dipolowego karotenoidéow (konkretnie perydyniny)
w stanie podstawowym oraz dramatycznie wysoka warto$¢ tej wielkosci w stanie wzbudzonym

barwnika Si1. Czy jako mtodego fizyka, nie powinna autora zastanowi¢ ta uderzajgca Sprzeczno$¢?

Kolejne przyklady niespojnosci (delikatnie mowiac):

i) "Distorted Con symmetry" (naglowek paragrafu na str. 55). Wedlug mojej najlepszej wiedzy,
zwichrowana symetria Con nie istnieje, bo to po prostu inna symetria: C1 w przypadku wigkszo$ci
karotenoidow, C, w nielicznych przypadkach. To fundament teorii grup, ktory pozwala na tatwe
przewidywanie zerowania momentéw przej$¢ (bez konieczno$ci stosowania zmudnych obliczen
kwantowo-mechanicznych). Uzywanie sformutowan typu "distorted symmetry" to w istocie rezygnacja
z teorii grup. Przy tej okazji, nieprawda jest nastepujace stwierdzenie (str. 52): ”The presence of any
molecular symmetry usually implies, that some electronic transitions may be forbidden due to zeroing
of the transition dipole moment.”. Czy rzeczywiscie chodzi o dowolng symetri¢ czasteczki (“any
molecular symmetry’)?

i) Symetria czasteczek w stanach wzbudzonych. Skad autor (lub ktokolwiek inny, na dobrg sprawe)
czerpie wiedze na temat doktadnej symetrii obsadzonego stanu Si i wyzszych, Sy, itd.? Albo stanu S,
ktory relaksuje (IC) do stanu S:? Wedlug mojej wiedzy, nie ma dobrych narzedzi umozliwiajacych
precyzyjne okreslenie symetrii czasteczki karotenoidu w stanie wzbudzonym (dowolnym). Mozna
jednak twierdzi¢, ze w roztworze prawdopodobienstwo zachowania symetrii stanu podstawowego w
stanie wzbudzonym barwnika jest bliskie zeru.

Z konsekwencjg wigc nie zgadzam si¢ ze stwierdzeniem autora, ze dla jasno$ci opisu nalezy
stosowac¢ dla stanow elektronowych karotenoidow etykietowanie symetrii orbitalnej, ktora nie istnieje.
Woprost przeciwnie, wprowadza to kompletny a niepotrzebny chaos. W szczegélnosci dotyczy to
chiralnych czgsteczek (duza wiekszos¢ wsrdd co najmniej Kilkaset znanych karotenoiddéw to czasteczki
chiralne), a ktorych stopien chiralno$ci jest doskonale mierzalny w postaci dichroizmu kotowego. Przy

tej okazji, ciekawi mnie dlaczego autor we Wprowadzeniu nie wspomina o widmach dichroizmu
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kotowego kompleksu OCP, ktére znane sg w literaturze. Widma CD dostarczaja przeciez bezposredniej
informacji o typie symetrii czasteczek chromoforéw w kompleksach OCP. Co ciekawe, karotenoidy te
w stanie wolnym sa achiralne. I juz bardziej retorycznie - gdzie w strukturach krystalograficznych widac¢

symetri¢ chromofora karotenoidowego?

Prosze autora 0 komentarz w tej kwestii, a w szczegélnosci 0 zwiezle wyjasnienie relacji symetria

czasteczkowa - chiralnos¢.

Chciatbym takze zapyta¢ na czym oparta jest wiara autora w nieztomna moc symetrii. Przejawem tej
wiary jest obfite stosowanie indeksow symetrii w wickszo$¢ ilustracji zawartych we Wprowadzeniu. W
szczegblnosci, prosze o wskazanie fizycznych czynnikéw odpowiedzialnych za zakazy narzucone

na stany elektronowe czasteczki barwnika a wynikajace z jej symetrii (np. Can).

Podsumowanie i ocena koncowa

Recenzowana rozprawa to wieloaspektowe badania wlasciwosci kompleksu barwnikowo-
biatkowego OCP z uzyciem zaawansowanych czasowo-rozdzielczych metod spektroskopowych, w
szczegoOlnosci femtosekundowej spektroskopii absorpcyjnej. Do najwazniejszych wynikow naleza: i)
identyfikacja stanu S; karotenoidu jako prekursora formy P; kompleksu OCP, ii) wykazanie efektu
oligomeryzacji na funkcjonowanie OCP, iii) okreslenie wptywu rodzaju karotenoidu i metki
histydynowej na funkcjonowanie OCP, oraz iv) wykazanie udzialu dwoch fotonéw w fotocyklu OCP.
Udzial p. Nizinskiego w uzyskaniu powyzszych wynikow jest bezsprzeczny i kluczowy. Autor
wykazuje si¢ dojrzatoscia badawcza, zaawansowana wiedza, samodzielnoscia i kreatywnoscia.
Przedstawiona do recenzji rozprawa ze spora nawiazka spetnia wszelkie wymogi stawiane tego typu
opracowaniom. Przedstawiona do oceny rozprawa spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, tekst jednolity: Dz.U. z 2021, poz. 478.
Whioskuje zatem o dopuszczenie pana mgr Stanistawa Nizinskiego do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Co wigcej, biorgc pod uwage jej stopien zaawansowania, wage zawartych w niej
wynikow, a takze imponujacy dorobek publikacyjny autora, spelnia ona rownie dobrze kryteria dla
dysertacji wyzszego szczebla. Z wielkim przekonaniem uprzejmie wnioskuje do Wysokiej Rady

Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu 0 jej wyroznienie.

Fetr

prof. dr hab. Leszek Fiedor
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