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Uwagi ogélne

Rozprawa doktorska Pani mgr Soni Krysiak zostala wykonana w Katedrze Zastosowan Fizyki
Jadrowej, Wydzialu Fizyki i Informatyki Stosowanej Akademii Gorniczo-Hutniczej w Krakowie pod
kierunkiem Pani prof. dr. hab. Kvétoslavy Burdy we wspolpracy z Pania prof. dr hab. Nika Spiridis. Badania
zostaly wykonane w ramach Programu POWER, projekt nr POWR.03.02.00-00-1004/16, wspétfinansowanego
ze srodkow Unii Europejskie;j.

Pani Sonia Krysiak napisata rozprawe doktorska w formie klasycznej, w jezyku angielskim. 155
stronicowy manuskrypt zawiera streszczenie po polsku i angielsku, przedstawienie zalozen i celéw pracy
(Background and motivation, The aim of the studies) i 18 stronicowy wstep (Introduction to oxygenic
photosynthesis, Inorganic semiconductive systems). Rozdziaty te sa dobrze zredagowane, w streszczeniu
Autorce udato si¢ jasno przedstawi¢ zatozenia pracy i wskaza¢ najwazniejsze wyniki. W pierwszej czgsci
wstepu, dotyczacej fotosyntezy oksygenicznej, Doktorantka skupita si¢ na opisie II ukladu fotosyntezy,
dokfadnie opisujac budowe superkompleksu LHCII-PSII, kompleksu rdzeniowego PSII, a szczegdlnie
kompleksu wydzielajacego tlen (OEC - oxygen evolving complex). Jednak musze¢ wytkna¢ Autorce niektore
wyrazenia, jak “thylakoids comprise highly specific complexes of proteins, lipids and pigments activated by
light, called photosystems” zamiast “pigment-protein complexes”, czy “excited electrons”. Takze opis
funkcjonalny PSII nie uwzglednia proceséw transferu energii wzbudzenia (excitation energy transfer, EET) i
standw przeniesienia tadunku (charge transfer, CT), a zaczyna si¢ od proceséw transferu elektronow (electron
transfer, ET lub charge separation, CS), co moze nie jest kluczowe w $wietle tematyki pracy, ale poprawniej
opisywatoby procesy zachodzace w PSII. Druga, znacznie krotsza, czg$¢ wstgpu opisuje wlasciwosci
nanoczatek z tlenku wolframu (WOs NPs), bedacych nieorganicznym podtprzewodnikiem zdolnym do
utleniania wody w obecnosci jondw Fe*/Fe?* jako akceptorow elektrondw.

Rozdzial "Materials & methods” jest bardzo rozbudowany (26 stron) i zawiera nie tylko opis
techniczny metod, ale takze podstawy teoretyczne i zasady analizy otrzymanych wynikéw. Rozdziat ten jest
zredagowany bardzo przejrzyscie, opis poszczegdlnych metod jest podzielony na podrozdziaty (experimental
setup, measurement protocol, data analysis), prezentujace fotografie sprzgtu i schematy doswiadczalne. W tym
rozdziale przedstawiono takze wyniki niektorych pomiaréw, np. analiz¢ WO; NPs, scisle zwigzane z
zagadnieniami opisywanymi w rozdziale ,.Results and discussion” i tam dyskutowanych.

Wyniki badan zostaty potaczone z ich dyskusja w rozdziale ,.Results and discussion”. Nie utatwia to
percepcji pracy, szczegdlnie w czgsci dotyczacej wplywu biatek zewnatrzblonowych OEC na kinetyke
wydzielania tlenu. W tym rozdziale Autorka w 21 stronicowym ciaglym tekscie nie wyszczegdlnia swoich
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wynikéw, ale wigcza je w bardzo rozbudowang dyskusjg. Tekst ten niesie bardzo duzy tadunek merytoryczny,
co $wiadczy o dobrej orientacji Doktorantki w tematyce badan, lecz brak wyraznie sformutowanych,
wyodrebnionych wnioskéw/podsumowan, czastkowych i ogdlnych, jest wyraznym niedoborem tego
rozdziatu. Brak tez jest w tekscie odwotywan do wlasnych danych prezentowanych na rycinach czy w tabelach,
za to sa liczne odwotania do literatury. Liczg, ze w trakcie obrony Doktorantka przedstawi wynik w bardziej
przejrzysty sposob.

Druga czes¢ wynikéw dotyczaca oddzialywaf migdzy nanoczastkami wolframowymi a czastkami
PSII BBY jest znacznie bardziej uporzadkowana, wyniki sa podzielona na podrozdziaty odnoszace si¢ do
poszczegdlnych metod pomiarowych, a catos¢ zakonczona jest podsumowujacym rozdziatem ,,Discussion”.

Praca zakonczona jest dwoma rozdziatami ,.Conclusions™ i ,Prospects for the future” w Ktorym
Autorka wskazala najwazniejsze osiagnigcia swojej pracy, podkreslajac perspektywy przeprowadzonych
badan.

Praca jest napisana jezykowo poprawnie, cho¢ nieraz miafem trudnosci za zrozumieniem intencji
Autorki. Ryciny sg graficznie bardzo fadne, a opisy pod rycinami czytelne, nieco za obszerne. Pewna wada
rozprawy, wynikajace z prawdopodobnie z przyjetego schematu — rozbudowana o wyniki metodyka,
polaczenie wynikéw z dyskusja, sa powtorzenia W zasadzie taka forma jest przydatka dla czytelnika, ale z
pewnoscia zwiekszyla objetos¢ manuskryptu. Takze jest trochg literowek i bledow edytorskich (powtorzenie
tej samej frazy), ale nie wplywa to na ogdlna, dobra redakeje tekstu.

Doktorantka zacytowata 422 pozycje literatury, co jest liczba imponujaca, ale takze trochg szalong.
Zwiazane jest to zapewnie z faktem, ze Doktorantka zaj¢ta si¢ dwoma zagadnieniami, analiza OEC i
nieorganicznymi uktadami potprzewodnikowymi oraz starannie cytowata odnosniki do stosowanych metod.

Ocena merytoryczna

Kluczowym wydarzeniem w ewolucji Ziemi byfo powstanie fotosyntezy tlenowej, a wzrost stgzenia
tlenu w biosferze ukierunkowal ewolucje gatunkow. Zwiazany z II ukfadem fotosyntezy (PSII) kompleks
wydzielajacy tlen (OEC - oxygen evolving complex) jest uktadem katalitycznym ktorego podstawa jest
kompleks MnsCaOs, stabilizowany przez biatka rdzenia PSII i trzy biatka zewnatrzbtonowe, PsbO, PsbP i
PsbQ. Ostatnie lata przyniosty znaczacy postgp w poznaniu struktury i dziatania OEC, jednak nadal nie
opracowano jednoznacznego modelu dziafania tego ukfadu. Trudnoscia jest uzyskania spojnych danych
do$wiadczalnych zgodnych z zalozonymi modelami teoretycznymi i opracowanie jednoznacznego schematu
przebiegu stanow katalitycznych. Takze nie zostato w petni wyjasnione znaczenie otoczenia biatkowego
kompleksu manganowo-wapniowego, a w szczegdlnoéci znaczenia kanalow utworzonych z udziatem
podjednostek PsbO, PsbP i PsbQ, dzieki ktorym mozliwy jest transfer wodoru i wody do kompleksu
katalitycznego. W rezultacie klasyczny kinetyczny model Koka Sy — Ss nie musi pokrywa¢ si¢ z danymi
doswiadczalnymi.

Doktorantka w analizie danych przyjeta heterogeniczny model kinetyczny (5S-state model)
uwzgledniajacy istnienie metastabilnego stanu S4” oraz wolne i szybkie przejscia miedzy stanem S4—S0, oraz
zalozyla, ze usuniecie poszczegdlnych bialek zewngtrzblonowych, zmieni przebieg Kinetyki procesu.
Ogdlnym celem tej czesci rozprawy bylo zbadania czy heterogeniczna reakcja wydzielania tlenu zalezy od
biatek stabilizujacych klaster MnsCaOs i czy heterogennos$¢ klastra MnsCaOs na poszczeg6lnych etapach cyklu
Koka jest zwigzana z optymalizacja procesu czy tez sg to niezalezne drogi wydzielania tlenu.

Badania dotyczace OEC zostaly przeprowadzone z uzyciem czastek PSII BBY, czyli izolowanych
fragmentow gran zawierajacych gtownie superkompleksy LHCII-PSII. Pomiar wydzielania tlenu doktorantka
wykonata stosujgc elektrode tlenowa typu Joliot i dwa schematy pomiarowe, pozwalajace wyznaczy¢
oscylacje wydzielania tlenu pod wptywem krotkich wysycajacych btyskéw $wiatta. Znaczenie peptydow
zewnatrzbtonowych w tym procesie badano usuwajac biatka PsbP i PsbQ lub PsbO, PsbP i PsbQ przemywajac
preparat PSII BBY odpowiednio roztworami NaCl lub MgClL.
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Na rys. 15 przedstawiono rozdziaty elektroforetyczne PSII BBY po odptukaniu peptydow
zewnatrzblonowych jako jedyna metodg sprawdzenia jakosci preparatu. W preparatach po dziataniu MgCl,
wida¢ $lady prazka na poziomie 30 kDa, takze spada intensywnos¢ prazkéw odpowiadajacych masie biatek
D1 i D2. Uwazam, ze dodatkowo sktad bialkowy preparatu PSII BBY powinien zosta¢ potwierdzony analiza
Western blot, dajaca jednoznaczng informacje o jego budowie. Takze nie znalaztem w pracy bezposredniej
informacji opisujacej stopien stabilnosci klastra MnsCaOs po odptukaniu podjednostek zewnatrzbtonowych.
Dlatego prositbym Doktorantke o omowienie tych zagadnien w czasie obrony. Czy podana na str. 79
informacja, ze odptukanie trzech peptydow zmniejsza intensywnos¢ przy 3 btysku o 70-80% nie moze wynika¢
z uszkodzenia klastra?

Takze nie znalaztem nigdzie wyjasnienia, dlaczego w badaniach dotyczacych udziatu PsbO, PsbP i
PsbQ uzyto tyton, a w badaniach z zastosowaniem WO; NPs liscie szpinaku? Czy czastki PSII BBY izolowane
z tych dwoéch gatunkow réznity sie miedzy soba?

Takze prositbym o dokfadne wyjasnienie stwierdzenia, ze wymycie biatek 16, 23 kDa redukuje
dostepna pule plastochinonu podczas gdy usunigcie wszystkich trzech peptydéw nie ma takiego znaczenia w
spadku wydzielania tlenu zaleznego od PQ (signal quenching due to PQ deficiency is much less pronounced).
Prositbym takze Autorke o doprecyzowanie jaki jest udziat fazy szybkiej i wolnej wydzielania tlenu, gdyz w
manuskrypcie podawane sa rézne wartosci.

Analiza oscylacji wydzielania tlenu normalizowanych do wartosci amplitudy wydzielania O> przy
trzecim blysku w PSII BBY wykazata heterogenicznos¢ tej reakcji, gdzie faza szybka uwalniana tlenu
stanowita 35% a faza wolna 65% ze statymi czasowymi ponizej 1 ms i 20 ms. Odptukanie PsbP i PsbQ obnizata
wydajnosci przejs¢ migdzy stanami S oraz powodowato czterokrotny spadek udziatu szybkiej fazy wydzielania
0. Usuniecie wszystkich trzech peptydow nie wplywato na prawdopodobiefistwa przejs¢ Si — Siii ale
zmieniato poczatkowe zajecie standw S; i catkowity zanik szybkiej fazy wydzielania O,. Oznaczatoby to, ze
w tym przypadku wydzielanie O, odbywatoby si¢ wytgcznie na wedtug schematu fazy wolnej, z udziatem
metastabilnego stanu Si*. Brak peptydow zewnatrzbtonowych miat takze wptyw na state czasowe szybkiej
fazy wydzielania tlenu, z 4 ms wzrastata ona do 6 ms w PSII — 16, 23. Faza wolna wynoszaca w probie
kontrolnej ok. 60 ms wzrastala 2 i 4-krotnie odpowiednio w PSII — 16, 23 i PSII — 16, 23, 33. Autorka efekt
oddysocjowania PsbP i PsbQ ttumaczy glownie zaburzeniem dziatania kanatu protonowego, zas w przypadku
dodatkowego usunigcia PsbO efekt na wydzielanie tlenu moze wigza¢ si¢ ze udziatem tego biatka w stabilizacji
klastra MnsCaO:s i jego otoczenia, m.in. Tyrz

Jak juz wspominatem, wyniki sa dyskutowane bardzo szczegoétowo, w odniesieniu i do kinetyki
wydzielania O,, zmian w strukturze klastra i jego bezposredniego otoczenia oraz znaczenia kanatow
tworzonych z udzialem bialek zewnatrzblonowych. Otrzymane wyniki sa gtosem w dyskusji dotyczacej
heterogennego cyklu Koka, dostarczajac argumentdw za jego istnieniem. Nie jest to na pewno zakonczeniem
tej dyskusji. Dlatego prositbym Doktorantke o wskazanie perspektywicznych kierunkéw badan kinetyki cyklu
wydzielania tlenu oraz o opini¢ czy w tego typu badaniach mozliwe byloby uzycie mutantow ze
zmodyfikowanymi biatkami PsbP, PsbQ czy PsbO.

Drugim zagadnieniem przedstawionym w rozprawie doktorskiej, sa badania zwigzane z
projektowaniem systemow nano-biohybrydowych bedacych potaczeniem II uktadu fotosyntezy, doktadnie
moéwige czgstek PSII BBY, z nanoczastkami wolframowymi, WOs NPs. Badania te przeprowadzono w
uktfadzie koloidalnym i cze$¢ wynikow zostata juz opublikowana w czasopismie Microscopy Research and
Technique. Doktorantka w tym przypadku postanowita zrealizowa¢ kilka celow badawczych, po pierwsze (i)
otrzymanie WO;3; NPs o wielkosci umozliwiajacej bezposrednia interakcje z PSII, (ii) sprawdzenie wptywu
NPs na strukture kompleksow (iii) ocenienie funkcjonalnosci uktadu biohybrydowego.

Stosujac szereg technik (TEM, X — ray photon spectroscopy, dynamic light scattering, absorption
spectroscopy) Doktorantka scharakteryzowata nanoczastki, zoptymalizowata otrzymywanie NPs o wielkosci
1-3 nm oraz wyznaczyta warto$¢ ich przerwy energetycznej (energy gap). Badania strukturalne oddziatywan
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z PSII BBY z WO; NPs wykonane zostaly z uzyciem mikroskopii AFM i TEM. Analiza obrazéw z AFM
wskazata na bezposrednie interakcje NPs z kompleksami btonowymi a mikroskopia TEM pokazata, ze
struktura czastek BBY nie ulegata naruszeniu w obecnosci NPs. Jednak nie ryzykowalbym na podstawie
uzyskanych obrazow TEM okreslania typu komplekséw zlokalizowanych w btonach PSII BBY.

Szczegolowa analiza widm absorpcji i wzbudzeniowych/emisyjnych widm fluorescencji w
temperaturze pokojowej wskazuje, ze obecno$¢ NPs wptywa na wzrost agregacji komplekséw LHCII i
zaburzenie transferu energii z anten LHCII do anten wewngtrznych CP47 przy zachowanym przeplywie
energii z LHCII do PSII RC z udziatem CP43. Zmiany oddziatywan NPs z kompleksami barwnikowo-
biatkowymi zalezaly istotnie od stosowanego stezenia nanoczastek. Wyniki te sg bardzo ciekawe i szkoda, ze
nie zostaly wykonane takze w temperaturze 77K, co utatwitoby interpretacje danych.

Analize oddziatywan funkcjonalnych miedzy PSII a WO; NPs Doktorantka wykonata stosujac pomiar
fluorescencji modulowanej i wydzielania tlenu. Analiza krzywej Kautsky’go, wskazuje na oddziatywania NPs
z akceptorowa strong PSII, z plastochinonem zwiazanym z miejscem Qa. Dokladne wyliczenia parametrow
fotochemicznych pozwala takze wnioskowa¢ o mozliwosci oddziatywan NPs z miejscem Qg i wolng pula PQ.
Autorka przedstawita w pracy zmiany wyliczonych parametrow fotochemicznych w zaleznosci od stezenia
NPs, ale prezentacja wybranych krzywych OJ dostarczytaby informacji o dynamice redukcji Qa. Czy Autorka
rozwazata badanie przebiegu petnej krzywej OJIP?

Badanie kinetyki wydzielania tlenu wykazaty, ze wraz ze wzrostem stgzen WO; NPs nastgpuje wzrost
udziatu fazy szybkiej wydzielania O, przy jednoczesnym spadku udziatu fazy wolnej. W zakresie stgzen 0,001
do 0,7 ug NPs/pg Chl udziat fazy szybkiej wzrastat dwukrotnie, jednoczesnie powodujac spadek wydzielania
tlenu do 70% warto$ci kontrolnej. Wskazuje to na oddziatywania WO; NPs z donorowa strong PSII. Laczac
wyniki z analiz kinetyki fluorescencji i wydzielania tlenu Autorka sugeruje, ze WO3; NPs moga tworzy¢
tancuch przenoszacy elektrony z OEC do chinondéw po stronie akceptorowej PSII. Jest to bardzo ciekawa
hipoteza i prositbym o dokfadne jej oméwienie w czasie obrony.

Otrzymane wyniki dla uktadu biohybrydowego zastuguja na szczego6lna uwage, gdyz wskazuja, ze
dziatanie WOs3 NPs prawdopodobnie ma charakter lokalny i dotyczy zarowno wygaszanie wzbudzenia w
kompleksach antenowych jak i transferu elektronéw w PSII. Czy Autorka rozwazata eksperymenty mogace
rozgraniczy¢ efekt wygaszania wzbudzenia od efektu redukcji NPs?

Ocena dorobku naukowego

Pani mgr Sonia Krysiak jest wspotautorka dwoch  publikacji  (Materials 2021

https://doi.org/10.3390/ma14144057; Microscopy Research Technique 2023
https://doi.org/10.1002/jemt.24394.). W obu przypadkach autorem korespondencyjnym jest prof. Kvetoslava
Burda, a w jednym wsrdd wspotautorow wymieniona jest prof. Nika Spiridis.
W pracy w Microscopy Research Technique Pani mgr Krysiak jest pierwsza autorkg i wedtug opisu udziatu
wykonawcow, Jej udziat w powstaniu tej publikacji byt kluczowy. Wyniki zamieszczone w tej publikacji sa
tozsame z wiekszoscig danych umieszczonych w rozdziale dotyczacym oddziatywan WO; NPs z PSII BBY.
Wedtug deklaracji Doktorantki praca dotyczaca znaczenie peptydéw zewnatrzblonowych OEC na kinetyke
wydzielania O, jest przygotowana do publikacji.

Pani mgr Sonia Krysiak jest autorka 16 doniesien konferencyjnych, w tym 8 doniesien ustnych (2
zagraniczne). Otrzymata takze dwa wyrdznienia za te wystapienia, w tym jedno na migdzynarodowe;j
konferencji w Lizbonie. Doktorantka wymienia takze szereg krétkoterminowych wyjazdéw (Austria,
Hiszpania). Badania wykonane w czasie tych wyjazdéw w grupie Prof. Gerardo Goya (Uniwersytet Saragossa)
weszty w sktad rozprawy doktorskiej. Ponadto Doktorantka brata udziat w trzech szkotach letnich.

Dorobek naukowy Pani mgr Soni Krysiak oceniam jako bardzo dobry.



Podsumowanie

Doktorantka podjeta si¢ badan o wysokim stopniu ryzyka. Analiza na poziomie molekularnym
zlozonych zjawisk biofizycznych jest bardzo zalezna od typu uzytego preparatu i ograniczef aparaturowych.
Material biologiczny potrafi by¢ zréznicowany, a Autorka uzyta czastek PSII BBY ktorych sktad biatkowy
powinien by¢ staly, ale wielkos¢ i sktad lipidowy moze bardzo zaleze¢ od materiatu wyjsciowego.

W tego typu badaniach, aby unikna¢ blednej interpretacji wynikow, stosuje si¢ wiele, wzajemnie
uzupetiajacych si¢ metod badawczych. | z taka sytuacja mamy do czynienia w przedstawionej rozprawie.
Zréznicowanie stosowanych metod wymagato od Doktorantki opanowania szerokiego warsztatu
laboratoryjnego. Takze analiza danych nie jest sprawg oczywista i wymaga dobrego rozumienia podstaw
teoretycznych analizy.

Doktorantka uzyskata wiele interesujacych wynikow, zaréwno w czesci opisujacej wplyw
podjednostek zewnatrzbtonowych OEC na heterogeniczny model kinetyczny wydzielania tlenu jak i dziatania
uktadu biohybrydowego LHCII- WOs3 NPs. Otrzymane wyniki nie zamykaja podjetych zagadnien, a raczej sa
mocnym punktem wyjscia do dalszych badan. Wyniki sg bardzo gruntownie przedyskutowane, mozna
powiedzie¢, ze Autorka w dyskusji rozwazyta wszystkie mozliwe warianty interpretacji danych. To niestety
nie utatwiato percepcji pracy. Ostatecznie przedstawita wiele spojnych i przekonywujacych interpretacji.

Moje uwagi odnosza si¢ albo do nie do konca wyjasnionych w rozprawie kwestii metodycznych albo
maja charakter dyskusyjny. Prace uwazam za bardzo wartosciowa, a Doktorantke nalezy doceni¢ za szeroka,
interdyscyplinarng wiedzg teoretyczna. Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia
badah w obszarze biologii i biofizyki, a otrzymane rezultaty stanowig oryginalne rozwigzanie problemu
badawczego jakim jest analiza heterogennosci kinetyki wydzielania tlenu przez kompleks PSII w zaleznosci
od struktury OEC lub obecnoséci egzogennych nanoczastek.

W mojej ocenie, rozprawa doktorska przedstawiona przez Panig mgr Sonig¢ Krysiak spefnia ustawowe warunki
zgodnie z art. 187 ustawy z 20 lipca 2018 ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz.U. z 2021 r. z
pozniejszymi zmianami) i dlatego wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne Akademii
Gérniczo-Hutniczej w Krakowie o dopuszczenie pani mgr Soni Krysiak do dalszych etapow postgpowania w
sprawie nadania stopnia doktora.

Jednoczesnie biorac pod uwage bardzo szeroki zakres przeprowadzonych badan, ich zr6znicowanie

metodyczne i niezwykle staranne omdwienie oraz opublikowanie czesci wynikow, wnosze o rozwazenie
mozliwo$ci wyrdznienia ocenianej rozprawy.
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