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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Soni Krysiak
pt.: , The influence of endogenous and exogenous factors on the activity
of photosystem Il and its heterogeneity”
(., Wptyw czynnikéw endogennych i egzogennych na aktywnos¢ fotosystemu I
i jego heterogenicznosc”)

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr. Soni Krysiak zostata wykonana
w Katedrze Zastosowarn Fizyki Jgdrowej Wydziatu Fizyki i Informatyki Stosowanej AGH
w Krakowie pod opieka prof. dr hab. Kvétoslavy Burdy oraz prof. dr hab. Niki Spiridis.
Rozprawa dotyczy procesu fotosyntezy, a doktadniej funkcjonowania fotosystemu I
(dalej okreslanego jako PSIl), ktéry jest jednym z elementéw fotosyntetycznego
tancucha transportu elektronéw w btonach tylakoidéw. Funkcjonowanie tego taricucha
umozliwia wykorzystanie zaabsorbowanej energii promieniowania stonecznego do
wytworzenia NADPH i ATP, wykorzystywanych w kolejnych reakcjach biochemicznych
do podtrzymania funkcji zyciowych fotoautotroféw i produkcji biomasy.

We wszystkich organizmach prowadzgcych fotosynteze tlenowg od cjanobakterii (sinic)
poprzez glony, proste rosliny az po rosliny okrytonasienne PSIl pozyskuje elektrony
z utlenienia czgsteczek wody. Kluczowym elementem uktadu rozktadajacego wode
(ang. WOC — water oxidising complex) okreslanym tez jako kompleks wydzielajacy tlen
(ang. OEC — oxygen evolving complex) jest kompleks (klaster) manganowy (MnsCaOs)
o strukturze kubanu otoczony przez czesc biatek kompleksu PSIl. Poza wspomnianymi
wyzej elektronami, produktami rozktadu wody s3g tlen czasteczkowy oraz protony.
Wydzielenie czasteczki tlenu zachodzi periodycznie co cztery impulsy Swietlne, a cztery
pozyskane elektrony sg sekwencyjnie, w odpowiedzi na btysk swiatta, dostarczane do
centrum reakcji fotosyntetycznej PSIl, a nastepnie do kolejnych elementéw
fotosyntetycznego taricucha transportu elektronéw. Model cyklicznego wydzielania
tlenu w PSII przedstawiono po raz pierwszy w 1970 roku przez Kok’a i wspétautorow.
Mimo, iz od tego doniesienia uptyneto ponad 50 lat (!), podczas ktorych zebrano wiele
danych teoretycznych i eksperymentalnych uzyskanych réznymi metodami, oraz
dokonano ogromnego postepu w zrozumieniu procesu rozktadu wody, w dalszym ciggu
brakuje spojnego modelu funkcjonowania tego kompleksu. Dlatego tez
fotosyntetyczny rozktad wody oraz aktywnos$¢ fotochemiczna PSII pozostajg w dalszym
ciggu przedmiotem badan wielu grup badawczych z réznych dyscyplin prowadzonych z
uzyciem coraz nowszych metod i technik badawczych. Wielkie nadzieje aplikacyjne
wigze sie z mozliwoscig wykorzystania mechanizmdw dziatania uktadu rozktadajgcego
wode przy projektowaniu wydajnych ogniw paliwowych.

W tym $wietle tematyka badar przedstawionych w ocenianej rozprawie jest aktualna,
bardzo ciekawa i wpisuje sie doskonale w badania prowadzone w wielu osrodkach na
Swiecie. Wyrézni¢ mozna dwa aspekty przedstawionych badarn. Pierwszy dotyczy
wyjasnienia wptywu biatek PsbO, PsbP i PsbQ znajdujgcych sie w otoczeniu kompleksu
manganowego i sg zlokalizowane na zewnatrz btony tylakoidow na wydajnosc
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i heterogeniczno$¢ procesu wydzielania tlenu. Drugi — dotyczy oceny mozliwosci
wykorzystania natywnych komplekséw PSII dla skonstruowania uktadéw hybrydowych
fotosystem-nanoczastki WO; celem zwiekszenia wydajnosci wydzielania tlenu w
poréwnaniu do ukladu poétprzewodnikowego. Badania  przeprowadzono
z wykorzystaniem izolowanych bton tylakoidéw gran, zawierajacych kompleksy PSII,
okreslanych w pracy jako PSIl BBY. Doktorantka sformutowata dwa cele swojej pracy
doktorskiej w odniesieniu do dwéch wyrdznionych aspektow pracy i przedstawita je w
formie konkretnych pytan badawczych. Zastosowata oryginalne podejscie
eksperymentalne i wykorzystata szereg zaawansowanych technik biofizycznych i
fizykochemicznych.

Szczeg6towa ocena pracy

Praca doktorska mgr Soni Krysiak zostata napisana w jezyku angielskim. Praca ta liczy
155 stron. Zasadnicza jej cze$¢ poprzedzona jest oswiadczeniami wymaganymi dla prac
doktorskich, podziekowaniami oraz wskazaniem Zrédta finansowania badan. Po tym
nastepuje spis publikacjiiinnych licznych osiggniec¢ Doktorantki. Wynika z niego, ze pani
Sonia Krysiak jest wspotautorka dwoch prac opublikowanych w czasopismach z listy JCR
(Microsc. Res. Tech., https:/doi.org/10.1002/jemt.24394 oraz  Materials,
https://doi.org/10.3390/ma14144057). W pierwszej z nich Doktorantka jest pierwszg
Autorka, co wskazuje na jej wiodacg role w powstaniu pracy. Doktorantka ma w swoim
dorobku réwniez liczne doniesienia konferencyjne zarowno w formie posterow jak i
wystapien ustnych, niektére z nich zostaty wyrdznione.

Zasadniczg cze$¢ rozprawy rozpoczynajg: spis tresci, lista zastosowanych skrétéw oraz
streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim. Uktad dalszej czesci pracy nie jest
typowy. W miejsce tradycyjnego wstepu zamieszczono cztery rozdziaty wprowadzajgce
(1. Background and motivation; 2. The aim of the studies; 3. Introduction to oxygenic
photosynthesis; 4. Inorganic semiconductive systems). Jeden z nich (dotyczacy
fotosyntezy) podzielono na cztery podrozdziaty. W kolejnym rozdziale (5. Materials &
Methods) podzielonym na 11 podrozdziatéw Doktorantka opisata zastosowane w pracy
procedury otrzymania bton fotosyntetycznych - PSIl BBY oraz nanoczastek WOs;, jak
réwniez zastosowane metody badawcze. Po tym nastgpuje rozdziat zatytutowany
»Results and discussion” (rozdziat 6.) podzielony na dwa podrozdziaty odpowiadajace
sformutowanym wczes$niej celom pracy (rozdziat 2). Rozprawe konczg dwa rozdziaty
podsumowauijace ( 7. Conclusions; 8. Prospects for the future) oraz bogaty spis literatury
(ponad 400 pozycji). W pracy nie zamieszczono spisu rycin i tabel.

Wprowadzenie w zagadnienia poruszane w pracy otwiera rozdziat zatytutowany
»Background and motivation”, w ktérym Autorka wskazuje na braki w aktualnym stanie
wiedzy w odniesieniu do zaplanowanych doswiadczen i bardzo dobrze uzasadnia
koniecznos¢ podjecia swoich badan. Z rozdziatu tego w naturalny sposob wynikaja cele
pracy sformutowane w rozdziale 2. (,The aim of the studies”). Po tym nastepuja dwa
rozdziaty, w ktérych podsumowano obecny stan wiedzy na temat fotosyntezy tlenowej
(rozdziat 3.) oraz p6tprzewodnikowych uktadéw nieorganicznych (rozdziat 4.). Fragment
dotyczacy fotosyntezy, stanowi bardzo szczegétowe wprowadzenie w tematyke pracy.
Mimo iz zakres poruszonych zagadnien jest bardzo szeroki, prace czyta sie gtadko.
Autorka biegle porusza sie w przedstawianej tematyce i umiejetnie koncentruje sie na
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zagadnieniach biofizycznych bezposrednio zwiazanych z tematyka pracy. Swiadczy to
o wysokim poziomie ogdlnej wiedzy Doktorantki. Ta czes¢ pracy jest bogato
ilustrowana co utatwia zrozumienie tekstu. Uwage zwracajg liczne odniesienia
literaturowe, zarowno najnowsze jak i starsze, ale aktualne.

Rozdziat 5: ,Materials & methods” zostat podzielony na jedenascie podrozdziatow.
Pierwsze dwa z nich opisujg metodyke izolacji tylakoidéw gran (bton bogatych w PSlI,
okreslanych w pracy jako PSII BBY) oraz przygotowanie nanoczgstek WOs. W kolejnych
opisano techniki pomiarowe wykorzystane do zebrania wynikéw przedstawionych
w pracy. Ten rozdziat jest rowniez bogato ilustrowany. Cenne jest umieszczenie zdjec
uzytej aparatury. Czes¢ wynikow, np. wyniki oczyszczania preparatu roslinnego, oraz
przyktadowe wyniki uzyskane kazdg z uzytych metod pomiarowych réwniez zostata
zamieszczona w tym rozdziale. Uwazam, ze nierozdrabnianie wynikéw lecz
zaprezentowanie ich w jednym miejscu pracy uczynitoby te prace tatwiejszg
w odbiorze. Jest to moja subiektywna uwaga, ktéra nie wymaga odpowiedzi w czasie
obrony, poniewaz koncepcja, ktorg przyjeta Autorka pracy jest spéjna, cho¢ nietypowa.

Z obowigzku recenzenta chciatam zwrdci¢ uwage na pewna niestarannos¢ Autorki przy
formutowaniu opisu analizy danych oraz krytycznej oceny jakosci wynikéw. W tym
rozdziale (jak rowniez w opisach niektorych rycin i tabel przedstawiajgcych wyniki
badan) zabrakto informacji o ilosci powtdérzen pojedynczych pomiaréw, wskazania czy
byty to powtdrzenia techniczne, czy z wykorzystaniem nowo przygotowanych prébek
(powtdrzenia biologiczne), jak réwniez informacji o niepewnosci pomiarowej i ocenie
jakosci dopasowanych modeli. Przedstawienie gtéwnych zatozeri modelu
zastosowanego do analizy danych polarograficznych i podania explicite jak otrzymano
parametry omawiane w czesci zawierajgcej opis wynikow (np. parametry
przedstawione w tabeli 7) znacznie ufatwitoby zrozumienie rozprawy. Opis analizy
wynikdw polarograficznych przedstawionych str. 73 jest bardzo lakoniczny i odsyta
czytelnika do zacytowanej pracy. Podobne uwagi mozna sformutowac¢ do opisu
sposobu analizy pozostatych danych doswiadczalnych. Prace doktorskie oprécz
przedstawienia oryginalnych wynikow stuzacych rozwigzaniu zdefiniowanego
problemu badawczego petnig tez role dydaktyczng, stuzac kolejnym pokoleniom
badaczy jako Zrodto poznania konkretnych protokotéw i procedur. Uwazam, ze
doktadne opisanie protokotéow pomiaru, czy tez analizy danych opracowanych na
potrzeby pracy doktorskiej i klarowne wskazanie réznic i modyfikacji wzgledem
zacytowanych zrédet literaturowych powinno utatwia¢ wprowadzenie nowych badaczy
w Swiat przedstawionych w pracy eksperymentow.

Opis wynikow zostat potaczony z dyskusjg i przedstawiony w rozdziale 6. (,Results and
Discussion”). Jest to niezwykle interesujgca czes$¢ pracy, zawiera szereg wynikow,
bardzo wnikliwie i doktadnie przedyskutowanych z podaniem licznych odniesien do
prac innych badaczy. W mojej opinii praca zyskataby na przejrzystosci w przypadku
rozdzielenia opisu wynikéw od dyskusji. W tak szczegétowej dyskusji umyka opis
wynikdw, tym bardziej, ze czesci z nich zostata zaprezentowana w rozdziale dotyczgcym
metodyki (o czym pisatam powyzej). Mysle, ze tatwiej byloby przesledzi¢ wyniki
zgromadzone w jednym miejscu. Ta czes¢ pracy zostata podzielona na dwa podrozdziaty
odpowiadajgce postawionym celom pracy. W pierwszym zaprezentowano wplyw
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biatek zewnetrznych PsbO, PsbP i PsbQ (traktowanych jako czynnik endogenny) na
wydajnosc i kinetyke wydzielania tlenu mierzong z wykorzystaniem szybkiej polarografii
trojelektrodowej (elektroda typu Joliot). Wykazano dobrg zgodnos¢ teoretycznego 5-
stanowego heterogenicznego modelu wydzielania tlenu z danymi eksperymentalnymi.
Zastosowano zmodyfikowany protokét pomiarowy, dzieki czemu mozliwa byta analiza
sktadowych (szybkiej i wolnej) kinetyki wydzielania tlenu. Wykazano wptyw badanych
biatek na obie sktadowe. Doktorantka przeprowadzita wnikliwg dyskusje otrzymanych
wynikdw konfrontujagc je z licznymi danymi literaturowymi (doswiadczalnymi i
teoretycznymi) na temat drog doprowadzenia substratu (H.O) i odprowadzenia
produktéow (O, i H*) reakcji rozktadu wody oraz zdanymi na temat zmian
konformacyjnych klastra manganowego w czasie tego procesu. Dokonata interpretacji
otrzymanych wynikéw w odniesieniu do danych literaturowych wykazujac sie bardzo
dobrg znajomoscig biofizycznych aspektow badanego procesu. Nalezy podkreslic
imponujgcg znajomos¢ i sprawne poruszanie sie¢ w bogatej literaturze tematu, co
wskazuje na dojrzato$¢ naukowq Doktorantki.

W drugim podrozdziale pokazano wplyw nanoczastek WOs jako czynnika egzogennego
na organizacje i funkcjonowanie izolowanych tylakoidéw gran zawierajgcych PS Il. Czgs¢
wynikow zaprezentowanych w tym podrozdziale zostata juz opublikowana (Microsc.
Res. Tech., https://doi.org/10.1002/jemt.24394), co zostato stosownie odnotowane w
rozprawie. Analizujgc dane eksperymentalne zaprezentowane w tym podrozdziale
nalezy podkreslic, iz opisany cigg doswiadczern jest kompleksowy, logicznie
zaplanowany, wykonany z uzyciem odpowiednio dobranych technik i bardzo dobrze
udokumentowany. Zbadano wplyw zastosowanych nanoczastek na zachowanie
integralnosci badanych preparatéw biologicznych oraz ich wptyw na parametry
funkcjonowania kompleksu PSIl: zdolno$¢ do absorpcji promieniowania
elektromagnetycznego, przekaz energii z anten fotosyntetycznych do centrum reakcji
PSIl, aktywnos¢ fotochemiczng PSII Il i kinetyke wydzielania tlenu. Doktorantka
wykazata sie tu bardzo dobrg znajomoscig kilku zaawansowanych technik
eksperymentalnych (poza wspomniang wyzej metodg polarograficzng), w tym
spektroskopig absorpcyjng i fluorescencyjna, technikg pomiaru fluorescencji chlorofilu
in vivo, oraz technik mikroskopowych TEM i AFM. W tej czesci wynikéw Autorka
umiescita dyskusje w osobnym podrozdziale, co znacznie utatwito odbior wynikow i ich
konfrontacje zdanymi literaturowymi. Za niezwykle cenny uwazam schemat
przedstawiony na rycinie 46, ktéry przedstawia model nanohybrydowego systemu
fotosystem-nanoczastki o potencjalnym charakterze aplikacyjnym. Doktorantka
zaproponowata nowe podejscie — uktad samoorganizujacy sie oparty o izolowane
preparaty PSIl i wykazata skutecznos¢ tego systemu w zwiekszeniu wydajnosci
wydzielania tlenu w odniesieniu do uktadéw poétprzewodnikowych. Podobnie jak
w rozdziale pierwszym Doktorantka wykazata sie bardzo dobrg znajomoscig literatury
przedmiotu oraz umiejetnoscig krytycznej analizy i interpretacji otrzymanych danych.

Po przeczytaniu tego rozdziatu moge $miato stwierdzi¢, ze Doktorantka zrealizowata
wszystkie postawione cele pracy. Wszystkie wyniki przedstawione w ocenianej pracy sg
interesujace i wazne dla poznania molekularnych mechanizméw i kinetyki procesu
fotosyntetycznego wydzielania tlenu. Doktorantka sformutowata klarownie konkluzje
(rozdziat 7) oraz zarysowata dalsze plany badarn nad zaproponowanym ukfadem
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hybrydowym (rozdziat 8.). Przeprowadzona dyskusja wynikow jest wszechstronna,
szczegbtowa i wielowatkowa i wskazuje, ze Doktorantka biegle porusza sie w dostepnej
w obszarze pracy literaturze i wtasciwie interpretuje swoje wyniki. Bardzo wysoko
oceniam warto$¢ naukowg ocenianej rozprawy.

Z obowigzku recenzenta przedstawiam liste zauwazonych drobnych niedociggnigc,
ktére Doktorantka moze uwzgledni¢ w czasie prezentowania pracy, ale nie wymagajg
one odpowiedzi w czasie obrony:

- przy opisie hodowli roslin nie podano natezenia swiatta, ani fotoperiodu ( rozdziat 5.1,
rycina 13). Nie podano réwniez w jakim wieku (lub stadium rozwoju) byty rosliny
uzywane do izolacji bton tylakoidéw.

- nie znalaztam wyjasnienia dlaczego w badaniach zastosowano rézne rosliny do izolacji
PSII BBY

- przy opisie preparatyki bton tylakoidéw nie podano specyfikacji zastosowanej
aparatury (miksera, wirowek i ultrawiréwki)

- we wzorach (3) i (4) nie podano w jakich jednostkach otrzymuje sie wynik

- jesdli chodzi o przechowywanie probek w zamrazarce (-80° C; str. 55) to czy do prébki
dodawano krioprotektanty? | czy sprawdzono jak zmienia sie wydzielanie tlenu
preparatéw przed i po zamrozeniu.

- w nagtéwku ,Elution of the external PSIlI proteins” (str. 55) i dalej przy opisie
elektroforezy (rozdziat 5.3) uzytabym raczej “washing out” zamiast “elution”, poniewaz
procedura stuzyta usunieciu (odmyciu) biatek zewnetrznych, a nie ich wymyciu
(pozyskaniu)

- skr6t mWO3 (wprowadzony na str. 55) nie zostat wyjasniony

- na rycinie 28, jednostkg na osi OX powinny by¢ [s], nie [ms]

- w nagtéwku tabeli 7 dobrze bytoby przypomnie¢ znaczenie pokazanych parametréw
oraz oszacowal niepewnosci. Utatwitoby to ocene istotnosci przedstawionych i
dyskutowanych roéznic, np. dla parametru C.

- w opisie Ryciny 34 brakuje informacji o ilosci powtorzen, stupki btedéw obecne na
wykresach wskazujg na to iz sg to wartosci usrednione.

- w opisie ryciny 35 powinno byc odniesienie do réwniania (7), nie (1)

- przy opisie wynikow z tabeli 7 wkradt sie istotny biad literowy. Wg tabeli zajetosc stanu
S1, a nie S3 jest > 86 % w dwoch wymienionych w tekscie probkach.

- skr6t MSP nie zostat umieszczony na liscie skrotow, ale jest wyjasniony w tekscie pracy
- sugerowatabym zmiane podpisu osi OX na rycinie 31b na ,Time period [ms]”, zeby
zachowac spaéjnosc z rycing 35

- w pracy znalaztam pewne niedociagniecia redakcyjne, z ktorych najbardziej istotne dla
czytelnika sg btedy w numeracji podrozdziatow rozdziatu 3. oraz zastosowanych kilka
formatow cytowania literatury w tekscie.

Lektura ocenianej pracy byta bardzo inspirujgca i nasuneta mi kilka pytan, ktére
wynikajag z ciekawosci naukowej i moga stanowi¢ element dyskusji naukowej
z Doktorantka w czasie publicznej obrony:

1. W pracy nie dodawano zewnetrznych akceptoréw elektronéw. Argumentacja, iz
celem bylo niewprowadzanie dodatkowych zaburzern uktadu jest dla mnie
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przekonujaca w czesci badar z uzyciem nanoczastek WOs. Jednak w przypadku
badania wptywu biatek zewnetrznych na izolowanych naturalnych fragmentach
bton polemizowatabym z Doktorantka, ze dodanie zewnegtrznych akceptorow
mogloby zaburzy¢ w sensie negatywnym pracg PSII. Jesli potraktujemy PSII jako
kompleks enzymatyczny katalizujacy reakcje utlenienia/redukcji, to niedobor
akceptora elektronéw mozna poréwnac z brakiem substratu reakcji, a to moze
hamowa¢ reakcje tj. rozktad wody. Mozna zatem postawic¢ teze, ze niedodanie
zewnetrznego akceptora moze by¢ czynnikiem zaburzajacym aktywnos¢ PSIl.

Czy rozwazano lub wykonano doéwiadczenia z uzyciem réinych akceptoréw
elektronéw z PSIIl dodanych w nadmiarze — czy rzeczywiscie bedzie to odpowiadato
parametrowi C=1? Czy moze to wplynaé na wolng (lub szybka) sktadowa
wydzielania tlenu? Na ile rodzaj akceptora zmodyfikuje kinetyke wydzielania
tlenu? Czy dziatanie soli zastosowanych przy odmywaniu biatek nie wplynie na
zawartoéé (lub dostepno$c) PQ w preparacie?

Ciekawa jestem opinii Doktorantki na ten temat.

2. Przy ocenie czystosci preparatu PSII BBY, zastosowano elektroforeze denaturujgaca.
Biorac pod uwage ilos¢ obserwowanych prazkéw na zelu trudno oceni¢ stopien
odmycia biatek zewnetrznych. Czy rozwazano mozliwos¢ sprawdzenia czystosci
(czy tez sktadu biatkowego preparatéw) innymi, bardziej czutymi metodami?

3. W pracy okreéla sie probke biologiczng uzyta do badan jako tylakoidy wzbogacone
w PSII (PSII BBY), co moze sugerowac, ze PSIl jest w czasie izolacji bton dodawane
do preparatu celem jego wzbogacenia. Wedtug zamieszczonego opisu w pracy
(rozdziat 5.1) sg to prawdopodobnie tylakoidy gran, w ktérych naturalnie
wystepuje wigcej PSIl, uzyskane metodg frakcjonowania z uzyciem
ultrawirowania. Nigdzie w pracy nie znalaztam wyjasnienia, dlaczego probke
nazywa sig PSIl BBY — czy jest to skrét zastosowany na potrzeby tej pracy, czy
stosowany w literaturze przedmiotu? Proszg o wyjasnienie w czasie publicznej
obrony pracy.

Podsumowanie:

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca mgr Soni Krysiak spetnia wszystkie
warunki stawiane pracom doktorskim zgodnie z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (tekst jednolity: Dz. U. z 2021 r. poz. 478
zpbin. zm.). Praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu badawczego
zdefiniowanego przez Doktorantke i przedstawionego w celach pracy. Doktorantka
wykonata badania z uzyciem zaawansowanych i dobrze dobranych metod
fizykochemicznych i biofizycznych, a wszystkie wyniki starannie przeanalizowata.
Wysoki poziom poprowadzonej dyskusji wskazuje na dojrzatos¢ naukowa i dobre
przygotowanie merytoryczne Doktorantki, umiejetnoé¢ samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej oraz analizy i spdjnej interpretacji danych eksperymentalnych
otrzymanych réznymi metodami. Przedstawione uwagi maijg charakter techniczny i nie
obnizajg mojej wysokiej oceny rozprawy doktorskiej.

Zwracam sie zatem do Rady Dyscypliny Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne AGH o
dopuszczenie mgr Soni Krysiak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczeénie wnioskuje o wyrdznienie ocenianej rozprawy doktorskiej ze wzgledu na
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wieloaspektowos¢ przeprowadzonych badan, zastosowanie licznych zaawansowanych
technik pomiarowych, wysoka range przedstawionych wynikéw (w czesci
opublikowanych), jak réwniez wnikliwg i dojrzatg dyskusje wynikéw w rozprawie.

q (.L L} \/\ l'» - )4"'//%
/,

Strona7




