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Streszczenie

Kierunek rozwoju zycia na Ziemi zostat zdeterminowany przez fotosynteze tlenowa.
Pierwsze arganizmy zdolne do jej przeprowadzenia pojawity sie ponad 3 mld lat temu. Sinice,
glony i rodliny wyisze potrafig wykorzystywac swiatto stoneczne do pobierania elektronéw z
wody, gdyz posiadaja fotosystem Il (PSHl). Produktem ubocznym tego procesu jest O,. PSll jest
nie bez powodu nazywane "sercem" fotosyntezy, ktorej dalsze etapy sg uzaleznione od
aktywnosci kompleksu wydzielajgcego tlen (OEC - oxygen evolving complex). Zrozumienie
struktury i mechanizmu dziatania OEC pozostaje najwiekszym wyzwaniem wspétczesnej nauki,
pomimo ogromnego postepu, jaki dokonat sie w ostatnich latach dzieki potgczonym wysitkom
wielu grup badawczych z réznych dyscyplin i stosujgcych rézne podejscia badawcze. Trudno$é
w zrozumieniu funkcjonowania OEC, ktéry stanowi kompleks Mn;CaOs, polega na
pozyskiwaniu eksperymentalnych danych, ktére pozwalatyby jednoznacznie przypisac je do
jego posrednich standw katalitycznych. Nie ma wciaz spéjnego modelu OEC, ktéry datoby sie
stworzy¢ w oparciu o dostepne dane. Gtéwnym problemem jest rozpad kompleksu Mn4CaOs
podczas procesu izolacji z PSI, jego struktura ulega degradacji. Tylko wtedy, gdy jest zwigzany
z matryca biatkowg PSlI, istnieje jako wysoce aktywny zwigzek zdolny do gromadzenia czterech
tadunkow dodatnich i ekstrakcji elektronéw z wody. Pytania, ktdre pozostajg wciaz otwarte:
(i) jak zmieniajg sie stany kompleksu MnsCaOs w cyklu Koka, (ii} jakie sg drogi odprowadzania
protondw i Oz oraz przylaczania czasteczek waody, (iii) jakie mechanizmy regulujace s3
odpowiedzialne za wysoka efektywnos¢ OEC i wreszcie (iv) ktdry etap w cyklu Koka jest
‘waskim gardtem’ (ang. bottleneck) i co jest tego przyczyna.

Mechanizm dziatania OEC jest niezwykle inspirujgcy i poznanie go bedzie miato
ogromny wplyw na projektowanie wydajnych ogniw paliwowych. Obecnie jednymi z
najbardziej rozpowszechnionych uktadéw s3 zwigzki poétprzewodnikowe bazujgce na
metalach, zdolne do utleniania wody. Miedzy innymi zalicza sie do nich zwigzki wolframu.
Niestety ich wydajnos¢ w produkcji O; jest zwykle o ok. pie¢ rzedow wielkosci mniejsza niz ta



osiggana przez naturalny uktad PSll wyposazony w kompleks Mn4CaOs. Innym problemem jest
waski zakres diugosci fal promieniowania elektromagnetycznego, ktére je aktywuija, podczas
gdy superkompleksy PSIl przyswajg Swiatto w szerokim zakresie spektralnym (w zakresie
Swiatta widzialnego) z duzg wydajnoscig dzieki obecnosci komplekséw antenowych. Dlatego
tez podejmowanych jest coraz wiecej préb wytwarzania uktadéw bio-nano-hybrydowych z
potaczenia potprzewodnikéw z izolowanymi bagdZ catymi strukturami aparatu
fotosyntetycznego.

Niniejsza praca koncentruje sie na badaniu wpltywu czynnikéw endogennych i
egzogennych na wydajnos¢ i heterogeniczno$¢ wytwarzania tlenu przez PSH BBY (tylakoidy
wzbogacone w PSIl). W pierwszym przypadku badany byt wptyw biatek zewnetrznych (PsbO,
PsbP i PsbQ), o ktérych wiadomo z jednej strony, ze stabilizujg kompleks Mn4CaOs, a z drugiej
strony, ze moga byc¢ odpowiedzialne za formowanie kanatéw, ktérymi dostarczana jest woda
w poblize kompleksu manganowego i odbierane sg protony i Oa. Jako czynnik egzogenny
zostaty wybrane nanoczastki (NPs) WOs3, gdyz znana sg ich zdolno$é do utleniania wody i
odpornosc na srodowisko wodne. Czyni je to atrakcyjnym kandydatem do wytwarzania ukfadu
hybrydowego PSIl BBY — WOz NPs, ktory mogtby wykazywacd zwiekszone wydzielanie tlenu
stymulowane oddziatywaniami z PSIl w poréwnaniu do czystego uktadu pétprzewodnikowego.
Ze wzgledu na rozmiary nanoczgstek od ok. 1-3 nm mozna bylo sie spodziewaé, ze bedsg sie
one wbudowywac w btony i beda mogly oddzialywaé zaréwno ze strona donorowa, jak i
akceptorowa PSIl. Aby mdc bezposrednio badaé udziat oraz kinetyke wydzielania tlenu w PSI|
wolng i szybka $ciezka, opracowano nowy protokét pomiarowy wykorzystujacy szybka
polarografie trojelektrodowa (elektrode typu Joliot). Eksperymenty przeprowadzono na PSII
BBY izolowanych ze Swiezych lisci tytoniu (Nicotiana tabacum var. John William’s Broadleaf
(JWB)) w przypadku badan wptywu biatek zewnetrznych na aktywno$é PSll oraz ze $wiezych
lisci szpinaku (Spinacia oleracea) w badaniach uktadéw hybrydowych PSH BBY - WO3 NPs. W
zadnym z eksperymentéw nie dodawano akceptoréw zewnetrznych, ktére moglyby wptynaé
na prace PSII.

W pracy osiggnigto dwa wazne wyniki. Jeden jest zwigzany z bezpos$rednimi pomiarami
heterogenicznosci uwalniania tlenu przy uzyciu szybkiej polarografii i identyfikacjg czynnikéw
wptywajacych na przetgczanie PSIl miedzy szybkimi i wolnymi fazami produkgji tlenu. Drugie
osiggniecie dotyczy nowego podejScia do rozwoju systemdéw biohybrydowych
wykorzystujgcych mechanizmy PSIHl niezbedne do optymalizacji wydajnosci hybrydy w
warunkach zblizonych do naturalnych, tj. srodowiskowych.

Wykorzystujac heterogeniczny 5-cio stanowy rozszerzony model Koka, uwzgledniajacy
istnienie metastabilnego stanu Ss, przeprowadzono analize oscylacji ewolucji tlenu pod
wptywem krétkich wysycajacych blyskéw biatego $wiatta uzyskanych dla PSIl BBY
niepoddanego wymyciu biatek i pozbawionego zewnetrznych biatek otaczajgcych kompleks
Mn4CaOs. W prébce kontrolnej wszystkie przejscia pomiedzy stanami S; = Sz 53 wysoce
efektywne poza przejsciem ze stanu S; do S3, co $wiadczy o jego wyjgtkowym charakterze. Co
wiecej, prawdopodobieristwo tego przejScia jest niezalezne od obecnosci biatek



zewnetrznych. Zaobserwowano, ze usuniecie dwdch biatek PsbQ i PsbP powoduje w réznym
stopniu spadek prawdopodobienstwa przejscia pomiedzy stanami Sp = Sz, S1 =2 S2i S3 = So.
Najwieksze zmiany zaobserwowano dla przejscia Sp - Si. Usuniecie dodatkowo trzeciego
biatka spowodowato znaczny spadek aktywnosci PSIl BBY o ok. 60%. Nie miato to jednak
wplywu na efektywnosc¢ przejs¢ pomiedzy stanami S; > Si.;. Natomiast ponad 80% udziat
szybkiej fazy wydzielania tlenu w kontrolnej probce PSIl BBY zmniejszyt sie prawie 4-kiornie w
PSII pozbawionych PsbP i PbQ. Wymycie wszystkich trzech biatek spowodowato prawie
catkowity zanik fazy szybkiej wydzielania O.. Takze wyniki z pomiaréw zaleznosci zmian
amplitudy wydzielania tlenu pod wptywem trzeciego btysku w funkcji odlegtosci pomiedzy
pierwszym i drugim btyskiem, jak i pomiedzy drugim i trzecim btyskiem potwierdzity podobny
zanik szybkiej fazy uwalniania O, w badanych prébkach. Jednoczesnie jego niezaleznos¢ od
przyjetego protokotu pomiarowego potwierdza sekwencyjny przebieg cyklu Koka. Stata
czasowa szybkiej Sciezki wydzielania tlenu wyznaczona dla prébki kontrolnej z ok. 4 ms wzrosta
do ok. 6 ms w PSIl BBY pozbawionych dwdch biatek zewnetrznych. Zaskakujgca jest zmiana
wolnej statej czasowej, ktdéra w prébce kontrolnej wynosi ok. 60 ms, a nastepnie przyspiesza
odpowiednio prawie 2 i 4-krotnie w PSil— PsbQ, PsbP i PSHl — PsbQ, PsbP, PsbO. Wszystkie
zaobserwowane zmiany zostalty omowione w odniesieniu do przyjetej wiedzy na temat
budowy kompleksu Mn,CaOs i funkcjonowania PSHl oraz istniejgcych modeli opisujgcych
przejscia pomiedzy stanami S; = Si.1. Wyjasnienie tych zjawisk wymagato wziecia pod uwage
zar6wno zmian organizacyjnych kompleksu MnsCaOs z uwzglednieniem blizszych i dalszych
sfer koordynacyjnych manganu i wapnia, jak i zmian w funkcjonowaniu rozpoznanych kanatow
01, 04 Cl1 oraz ich roli kontrolnej w doprowadzaniu H,O do i odprowadzaniu protondw i Oz
poza OEC.

Praca ta dostarcza réwniez nowych informacji na temat projektowania systemoéw
nano-biohybrydowych wykorzystujgcych fotosystem Il do produkcji O2. Powszechnie badane
nanostruktury poétprzewodnikowe 2D/3D wymagaja duzej powierzchni aktywnej wykazujacej
wysoce specyficzne potgczenie z PSIl w celu uzyskania prawidtowo zorientowanych systemow
PSII o wysokiej gestosci upakowania. Wymaga to, z jednej strony, funkcjonalizacji tych mezo-
nano powierzchni, a z drugiej strony, genetycznej modyfikacji samego PSIl. Zazwyczaj
wprowadza sie mediatory elektronowe, aby zapewnic cykliczny obieg elektronéw. Niemniej
jednak, najwyzsze tempo uwalniania tlenu zarejestrowane dla tych systemoéw, ktére osiggnety
w poczatkowej fazie dziatania, przeliczone na g katalizatora, tj. superkompleksu PSll, pozostaje
0 2-3 rzedy wielkosci nizsze niz to wykazywane przez izolowane systemy PSH w ich natywnych
warunkach. W niniejszej pracy zademonstrowano nowe podejscie do konstruowania
systemow hybrydowych opartych na naturalnym PSII BBY, ktéry wykazuje najwyzszg zdolnos¢
do ewolucji tlenu zademonstrowang do tej pory. Superdrobne nanoczastki WO3 zostaty
wprowadzone do PSII BBY. Wykazano zalezny od ich stezenia wptyw na organizacje tych bton
i funkcjonowanie PSIl. Najwieksze zmiany wywotane dziataniem NPs zaobserwowano dla
procesu ewolucji O2. Maksymalna wydajnos$¢ Oz na poziomie 70% odnotowano dla probki
kontrolnej oraz dla stezeri 0,02-0,03 ug NPs/ug Chli 0,15-0,3 ug NPs/ug Chl. Korelowato to z
niewielkim spadkiem wydajnosci fotochemicznej, co pozwolito zidentyfikowaé mechanizm
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odpowiedzialny za to zjawisko. Mianowicie, wysoce specyficzne dziatanie WO3 NPs po stronie
donorowej, ich zdolno$¢ do pobierania elektrondéw z OEC oraz tworzenie faricuchéw
przewodzacych docierajagcych do strony akceptorowej PSIl, umozliwito im przenoszenie
elektronéw do chinonéw zwigzanych w miejscach Qa i Qs. Wptyw NPs na zwartosc
superkomplekséw PSII ma ogromne znaczenie. W ten sposéb NPs mogg modyfikowac
potencjaty redoks Qa i Qg, a takie regulowac dostep PQ z zewnetrznej puli chinondéw do
miejsca wigzania Qg. Zaproponowane podejscie moze przynie$¢ korzysci w projektowaniu
systemow biohybrydowych, ktére przeksztatcajg energie stoneczng w paliwo. Pozwala ono na
wykorzystanie catego spektrum dtugosci fal emitowanych przez storice w zakresie UV-VIS z
wysoka wydajnoscig kwantowg reakcji rozszczepiania wody i produkcji tlenu na poziomie
natywnej aktywnosci PSII. System dziata przy pH 6,5 i nie wymaga dodatkowych akceptoréw
elektronow. Oczywiscie stabilnos¢ takiego uktadu hybrydowego jest kluczowa i zalezy miedzy
innymi od szybkosci wychwytu O, (mniejszy wychwyt O> = mniejsza generacja ROS) oraz
zdolnosci do regeneracji PQox, co moze wymagac zewnetrznego mediatora elektronéw. W tym
drugim przypadku wymaga to interakcji dwach systemaéw, z ktorych drugim moze by¢ system
zdolny do produkcji Ha (wymagatoby to ich separacji przestrzennej) lub energii elektrycznej
przy uzyciu odpowiedniej elektrody zdolnej do ekstrakcji elektronéw z PQH..




