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Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Recenzja zostata wykonana na podstawie uchwaty Nr 128/2023 Rady Dyscypliny
Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego z dnia 22.06.2023 r., pisma
Przewodniczgcego Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego
dr hab. inz. Macieja Kadeja, prof. UWr (WBN.412.5.2021.2023.VT) oraz rozprawy doktorskiej
mgr Jakuba Stawskiego.

Podstawg prawng niniejszej recenzji s przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669).

Ocena formalna recenzowanej rozprawy

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska stanowi spéjny tematycznie cykl trzech
publikacji opublikowanych w latach 2019 — 2023 po uprzedniej ocenie merytorycznej
recenzentdw w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, oraz manuskryptu czwartej
publikacji, opublikowanej w formie tzw. preprintu. Tytul rozprawy jest zgodny z
przeprowadzonymi i opublikowanymi badaniami. W sktad rozprawy wchodza nastepujace
publikacje:

1. Stawski, J., Grzyb, J. (2019). Nanoparticles as energy donor and acceptors in
bionanohybrid systems. Acta Biochimica Polonica 66, 469-481,
doi.org/10.18388/abp.2019_2887.

2. Stawski, J., Biatek, R., Burdzinski, G., Gibasiewicz, K., Worch, R., Grzyb, J. (2021).
Competition between photoinduced electron transfer and resonance energy transfer
in an example of substituted cytochrom ¢ — quantum dot system. Journal of Physical
Chemistry B 125, 3307-3320, doi.org/10.1021/acs.jpcb.1c00325.

3. Stawski, J., Szewczyk, S., Burdzinski, G., Gibasiewicz, K., Grzyb, J. (2023). Time-resolved
absorption measurements quantify the competition of energy and electron transfer
between quantum dots and cytochrom c. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy 295, 122627, doi.org/10.1016/j.saa.2023.122627.

4, Stawski, J., Maciejewski, J., Szukiewicz, R., Gieczewska, K., Grzyb J. Quantum dots
assemled with photosynthetic antennae on a carbon nanotube platform — a
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nanohybrid for enhancement of light energy harvesting — manuskrypt umieszczony w
bazie Social Science Research Network jako tzw. preprint 14.04.2023 r.

Trzy artykuty zostaty opublikowane w czasopismach z listy Journal Citation Reports
(JCR). Prace sg wieloautorskie. Publikacja | bedgca artykutem przegladowym to artykut
Doktoranta i Promotorki, Publikacje I, Ill i IV majg pieciu wspdtautorow uwzgledniajac
Doktoranta i Promotorke. We wszystkich publikacjach mgr Jakub Stawski jest pierwszym
autorem, a w jednej publikacji jest réwniez autorem korespondencyjnym.

Przedstawiona do recenzji dysertacja ma typowy uktad rozprawy doktorskiej powstatej
na bazie spdjnego tematycznie zbioru publikacji naukowych. Przedtozona dysertacja oprocz
kopii opublikowanych artykutéw oraz preprintu Publikacji IV zawiera rowniez opracowanie
liczace 25 strony maszynopisu, stanowigce uzasadnienie podjecia badar oraz syntetyczny opis
przeprowadzonych badan. Obejmuje ono streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep
opisujacy gtowne obszary badawcze podejmowane w pracy doktorskiej, cele badawcze i krotki
opis publikacji naukowych. Rozprawe wiercza wnioski z przeprowadzonych badan, bibliografia
sktadajaca sie z 54 pozycji, oraz lista publikacji Doktoranta nieuwzglednionych w rozprawie
doktorskiej.

Strona edytorska pracy jest jak najbardziej poprawna i nie budzi wiekszych zastrzezen,
a prezentacja wynikéw w publikacja jest czytelna. Doktorant swobodnie postuguje sie
fachowym jezykiem angielskim w opublikowanych pracach.

Reasumujac, uwazam, ze przedfozona do recenzji rozprawa doktorska spetnia wymogi
formalne ubiegania sie o stopien naukowy doktora.

Ocena wyboru tematu oraz zakresu pracy

Obecnie rodnie zainteresowanie naukowcow systemami bionanohybrydowymi, ktére
mogtyby by¢ czescia sond czy biosensorow wprowadzanych do zywych komodrek lub
symulujgcych komorki. Uktady bionanohybrydowe ztozone sg z nanomateriatéow oraz
elementow biologicznych tj. biatka, btony lipidowe czy kompleksy biomolekularne. Ze wzgledu
na zréinicowang budowe i stechiometrie poszczegdlnych sktadnikow uktadow
bionanohybrydowych mozliwe jest jednoczesne wystepowanie wspdétzawodniczgcych ze sobg
procesow transferu energii i elektronéw indukowanych swiatfem. W naturze, tego typu
procesy obserwowane sg w btonach fotosyntetycznych, dla powigzanych ze sobg kompleksow
barwnikowo-biatkowych. Stworzenie systeméw bionanohybrydowych symulujacych proces
fotosyntezy w warunkach laboratoryjnych bytby wielkim przetomem naukowym.

W rozprawie doktorskiej wykorzystano dwa rodzaje uktadéw bionanohybrydowych
pod wzgledem uzytego nanomateriatu. Stworzono uktady na bazie pétprzewodnikowych
kropek kwantowych z tellurku kadmu (CdTe) o srednicy 1.5 — 7 nm. Jako elementdéw
biologicznych Doktorant uzyt biatka posiadajacego wtasciwosci redoks — cytochromu ¢, form
tego biatka zmodyfikowanych pod wzgledem wiasciwosci luminescencyjnych i redoks,
fikobilisomoéw oraz kompleksu antenowego LHCIl. Do badania wystepowania procesow
transferu energii i/lub transferu elektronéw w kompleksach bionanohybrydowych



utworzonych z wymienionych wyzej komponentdw uzyto szeregu technik spektroskopowych
tj. fluorescencja stacjonarna i czasowo-rozdzielcza, spektroskopia korelacji fluorescencji (FCS),
stacjonarna spektroskopia absorpcyjna, nanosekundowa i femtosekundowa spektroskopia
absorpcji przejéciowej, spektroskopia skorelowanego w czasie zliczania pojedynczych
fotonéw, spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera (FT-IR), oraz spektroskopia
fotoelektrondw w zakresie promieniowania rentgenowskiego (XPS). W celu wyjasnienia czy w
wybranych uktadach bionanohybrydowych wystepuja tacznie lub rozdzielnie procesy
transferu zastosowano dodatkowe analizy z wykorzystaniem mikroskopii sit atomowych
(AFM), konfokalnej laserowej mikroskopii skaningowej (CLSM), filtracji zelowej i
interferometrii warstw biologicznych (BLI).

Majac powyisze fakty na uwadze, tematyka rozprawy doktorskiej dotyczgca okreslenia
czy w wybranych uktadach bionanohybrydowych wystepuja procesy transferu energii i/lub
elektronow jest w petni uzasadniona.

Charakterystyka i ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

We Wprowadzeniu Doktorant podkreslit znaczenie pétprzewodnikowych kropek
kwantowych do konstruowania uktadéw bionanohybrowych. Przedstawit réwniez opis
mechanizméw transferu energii i elektronéw uwzgledniajac rezonansowy transfer energii
poprzez mechanizm Férstera, transfer energii poprzez wymiang elektrondw (mechanizm
Dextera) oraz indukowany swiattem transfer elektronéw (fotoredukcja). Nastepnie Doktorant
opisal wtaéciwosci optyczne i strukture elektronowa kropek kwantowych, oraz ich znaczenie
dla zastosowania kropek kwantowych jako donordw/akceptoréw energii i elektronow.
Wprowadzenie koriczy sie charakterystyka skfadnikéw biologicznych badanych uktadow
bionanohybrydowych — cytochromu c i komplekséw antenowych — fikobilisomu i LHCII.

W sposéb przejrzysty i zwigzty Doktorant sfomutowat gtéwny i dodatkowy cel
badawczy oraz trzy cele szczegétowe. Doktorant nie sformutowat hipotez badawczych. Celem
gtownym rozprawy doktorskiej byta identyfikacja mechanizméw transferu energii i
elektronéw w uktadzie bionanohybrydowym ztozonym z kropki kwantowej i cytochromu ¢
oraz charakterystyka wspotzawodnictwa tych proceséw. Dodatkowym celem byto stworzenie
i charakterystyka systemu bionanohybrydowego zdolnego do przekazu energii do naturalnego
fotosyntetycznego centrum reakcji i zbadanie, w jakim stopniu zwieksza on aktywnos¢
fotosystemu oswietlanego w zielonym zakresie swiatfa, ktére jest w niskim stopniu
absorbowane przez naturalne kompleksy zbierajgce $wiatto. Wéréd celdéw szczegétowych
wyrézniono:

e Okreélenie udziatu poszczegdlnych proceséw w wygaszaniu emisji kropki kwantowe;.

e Regulacja udziatu poszczegdlnych proceséw poprzez dobdér rozmiaru kropki kwantowe;
i wymiane jonu metalu w pierscieniu porfirynowym cytochromu c.

e Poznanie dynamiki przej$¢ elektronowych i procesow relaksacji w badanym uktadzie
na wczesnych etapach po wzbudzeniu swiattem.



Po celu badan Doktorant zamiescit krotki opis badan wykonywanych w poszczegdlnych
publikacjach oraz kopie trzech opublikowanych artykutow naukowych i manuskrypt czwartej
publikacji, opublikowanej w formie tzw. preprintu.

W Publikacji | pt. ,Nanoparticles as energy donors and acceptors in bionanohybrid
systems” Doktorant wykonat przeglad literatury dotyczacy systeméw bionanohybrydowych
opartych na nanoczgstkach  wykazujagcych  wiasciwosci  fluorescencyjne  i/lub
oksydoredukcyjne. Nanoczastki tego rodzaju moga petnic role donora lub akceptora energii i
elektronéw. Do tej grupy nanoczastek mozna zaliczyé pétprzewodnikowe kropki kwantowe,
nanoczastki weglowe, nanoczastki metali, oraz domieszkowane lantanowcami nanoczgstki
wykazujace tzw. konwersje w goére (ang. upconverting nanoparticles). Wspélng cecha
wymienionych wyzej nanoczastek jest relatywnie duza powierzchnia, pozwalajaca na wigzanie
wielu partneréw molekularnych, a przez to konstrukcje sieci i taicuchéw przekazu energii.
Stad w tego rodzaju uktadach bionanohybrydowych transfer nie opiera sie na prostym
schemacie jeden donor —jeden akceptor, tylko uwzglednia udziat wielu donoréw i akceptoréw
energii i elektronéw. Ponadto nanoczastki mogg petnic zaréwno funkcje donora jak i akceptora
w uktadzie bionanohybrydowym.

Publikacja Il zatytutowana , Competition between photoinduced electron transfer and
resonance energy transfer in an example of substituted cytochrome ¢ — quantum dot systems”
przedstawia badania dotyczace uktadéw kropka kwantowa — cytochrom c oraz jego pochodne.
Jako nanoczastek Doktorant uzyt kropek kwantowych z tellurku kadmu (CdTe) o $rednicy 1.5
-7 nm (QD510, QD550, QD630 i QD750). Jako elementy biologiczne zostaty wykorzystane
biatko cytochrom ¢, oraz jego formy pozbawione witasciwosci oskydoredukcyjnych -
zawierajace jon Zn?*, Sn** lub pozbawione jonu metalu w piericieniu porfirynowym.
Stacjonarna i czasowo-rozdzielcza spektroskopia fluorescencyjna zostata uzyta do pomiaru
gaszenia fluorescencji kropki kwantowej, natomiast proces redukcji natywnego cytochromu c
Doktorant analizowat spektrofotometrycznie. Stopien oraz rodzaj wigzania kropki kwantowe;j
z cytochromem c Doktorant okreslit wykorzystujac filtracje zelowg, spektroskopie korelacji
fluorescencji (FCS) oraz interferometrie warstw biologicznych (BLI). Otrzymane wyniki
pokazaly, ze przebieg poszczegdlnych proceséw fotochemicznych w badanych uktadach
bionanohybrydowych zaleig od rozmiaru zastosowanych kropek kwantowych oraz struktury
chemicznej elementu biologicznego. Ponadto, analiza gaszenia fluorescencji kropek
kwantowych przez cytochrom c pokazata, ze w zaleznosci od stezenia cytochromu c
zaobserwowano gaszenie statyczne lub dynamiczne. Gaszenie statyczne Doktorant powigzat z
transferem elektronu, a dynamiczne z transferem energii. Jednakze, Doktorant zaznaczyt, ze
doktadne przypisanie proceséw transferu wymaga dalszych badan.

Publikacja Il zatytutowana ,Time-resolved absorption measurements quantify the
competition of energy and electron transfer between quantum dots and cytochrome c¢”
stanowi kontynuacje badan przedstawionych w Publikacji Il. Doktorant analizowat kinetyke
zachodzacych proceséw fotofizycznych, prowadzacych do wygaszania fluorescencji kropki
kwantowej i akumulacji zredukowanego cytochromu ¢ w uktadzie bionanohybrydowym
kropka kwantowa z tellurku kadmu — cytochrom c. W eksperymencie Doktorant zastosowat
dwie metody spektroskopowe: femto- i nanosekundowg absorpcje przejsciowa oraz technike



fotolizy btyskowej. Pomiary absorpcji przejsciowej umozliwity wyznaczenie statych szybkoéci
poszczegolnych proceséw fotoredukgji i transferu energii zachodzacych po zaabsorbowaniu
fotonu przez uktad kropka kwantowa — cytochrom c. Analiza zmian absorpcji pokazata, ze
dominujgcym procesem jest przekaz energii z kropki kwantowej na cytochrom ¢, przy
znaczacym udziale transferu elektronu, ktéry wynosit 8%. Pomiary zmiany absorpcji w skali
milisekundowej wykazaty, ze wigkszos¢ molekut zredukowanego cytochromu c ulegta re-
oksydacji, a pewna frakcja cytochromu c zostata zakumulowana. Wediug Doktoranta
otrzymane w Publikacji Ill wyniki badan stanowig podstawe do kontynuacji badari nad
procesami transferu energii i elektronu w uktadach bionanohybrydowych.

W manuskrypcie Publikacji IV pt. ,Quantum dots assembled with photosynthetic
antennae on a carbon nanotube platform — a nanohybrid for enhancement of light energy
harvesting” Doktorant  przedstawit  konstrukcje i charakterystyke uktadu
bionanohybrydowego ztozonego z kropki kwantowej (CdTe) oraz dwéch naturalnych
komplekséw antenowych: fikobilisoméw wyizolowanych z sinic i kompleksu LHCII
wyizolowanego ze szpinaku. Rusztowaniem organizujagcym uktad byta nanonurka weglowa na
powierzchni ktdrej znajdowaty sie kropki kwantowe i kompleksy antenowe. Tego rodzaju
system zostat uiyty jako donor energii wzbudzenia naturalnych fotosyntetycznych
kompleksow biatkowo - barwnikowych obecnych w pecherzykach tylakoidowych
wyizolowanych z sinic. Zastosowanie takiego uktadu bionanohybrydowego spowodowato
efektywne wykorzystanie przekazanej energii oraz wzrost aktywnosci fotosystemu I. W
przysztodci tego rodzaju uktady bionanohybrydowe mogtyby byé wykorzystane do stworzenia
sztucznych kompleksow zbierajgcych $wiatto.

Przy czytaniu rozprawy doktorskiej nasuwajg sie pewne pytania oraz uwagi krytyczne,
ktére nalezy traktowac jako sugestie o charakterze dyskusyjnym.

1. Czy mogtby Pan omoéwi¢ mozliwe zastosowania tego rodzaju uktadéw
bionanohybrydowych w praktyce. Do czego moga by¢ one wykorzystane?

2. Ktore z badanych przez Pana uktadéw bionanohybrydowych moga byé¢ z wiekszym
prawdopodobienstwem zastosowane w praktyce? Prosze uzasadni¢ swoj wybor
otrzymanymi przez Pana wynikami badan.

3. W czesci eksperymentalnej Publikacji Il pisze Pan, ze zakupit cztery rodzaje kropek
kwantowych (QD510, QD550, QD630 i QD750). Jednakie prezentuje Pan wyniki
gtéwnie dla kropek kwantowych QD510 i QD750. Prosze wyjasni¢ dlaczego pominat
Pan czes¢ wynikéw badan?

4. Proszg wyjasnic dlaczego w Publikacji Il podczas miareczkowania kropek kwantowych
biatkami uzyto dwéch réinych stezer kropek kwantowych tj. 0.5uM dla QD510 i
0.01pM dla QD750?

5. Prosze wyjasnic w jaki sposob otrzymat Pan widma absorpcji i emisji fluorescencji
przedstawione na rysunku 1 w Publikacji Il. Jezeli je Pan wyliczyt, to prosze poda¢ w
jaki sposob?

6. Prosze podac z jakich powodoéw wedtug Pana nie tworzg sie kompleksy pomiedzy
wybranymi biatkami a kropkami kwantowymi QD510, a w przypadku kropek



kwantowych QD750 kompleksy utworzyty sie tylko z dwoma biatkami. Moje pytanie
dotyczy wynikow uzyskanych z filtracji zelowej (Publikacja II).

7. Prosze wyjasnic¢ dlaczego w pierwszej czesci Tabeli S1 (Publikacja 1l) kropki kwantowe
QD510 i QD550 potraktowat Pan jako donory, a biatka jako akceptory, a w drugiej
czesci Tabeli S1 kropki kwantowe QD630 i QD750 potraktowat Pan jako akceptory a
trzy wybrane biatka jako donory?

8. Prosze wyjasnic¢ dlaczego w badaniach przedstawionych w Publikacji Il uzywat Pan
innych kropek kwantowych tj. QD570 i QD650 niz w badaniach przedstawionych w
Publikacji 11? Naturalne wydaje sie kontynuowanie badan z wykorzystaniem kropek
kwantowych tego samego rodzaju.

9. Prosze wyjasni¢ z jakiego powodu w Publikacji Il do okreslania struktury
drugorzedowej cytochromu c uzywat Pan tylko spektroskopii dichroizmu kotowego.
Spektroskopia w podczerwieni oraz spektroskopia ramanowska uwazane s3 za
podstawowe metody uzywane do badania struktury biatek. Ponadto, prawdopodobnie
dichroizm kotowy w przypadku Panskich badan moze by¢ technikg o zbyt matej czutosci
aby pokaza¢ zmiany w strukturze drugorzedowej biatka.

10. Na widmach FT-IR przedstawionych na rysunku 2 w Publikacji IV widoczne sg duze
zmiany zarowno w intensywnosci jak i potozeniu niektérych pasm. Prosze wyjasnic co
mogg oznaczac te zmiany?

11. Na rysunku 3 w Publikacji IV wykonano dekonwolucje widma XPS. Na rysunku 3a jako
tto uzyto wielomianu ktdregos stopnia, a na rysunku 3b linii prostej. Prosze wyjasnic
dlaczego zastosowano dwa rozne tfa?

12. Prosze  wyjasni¢  dlaczego w  czasie  przygotowywania kompleksow
bionanohybrydowych daizyt Pan do tego aby biatka nie wytworzyty wigzan
kowalencyjnych z kropkami kwantowymi? (Publikacja Il i IV).

13. Przedstawione na koricu rozprawy doktorskiej wnioski sg bardzo ogdlne, pomimo tego,
ze Doktorant posiadat bardzo duzg ilos¢ wynikdw. Prosze je uszczegotowic.

Podsumowanie i wniosek korncowy

Rozprawa doktorska Pana mgr Jakuba Stawskiego jest kompleksowym studium
uzupetniajgcym wiedze na temat transferu energii i/lub elektronu w ukfadzie
bionanohybrydowym zawierajgcym kropki kwantowe i kompleksy biatkowe.

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymogi formalne
przedstawione w ustawie — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669,
z poin. zm.) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie Pana mgr Jakuba Stawskiego do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.
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