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W KRAKOWIE

WYDZIAL BIOCHEMII, BIOFIZYKI I BIOTECHNOLOGII
Zaklad Biofizyki Molekularnej
dr hab. Marcin Sarewicz, prof. UJ

Recenzja pracy doktorskiej mgr. Jakuba Macieja Stawskiego

zatytulowanej: ,,Analiza transferu energii i elektronow w wieloskladnikowych

ukladach bionanohybrydowych”.

Poczatki syntezy kropek kwantowych (QD) siggaja pierwszej potowy lat 80. ubieglego wieku,
kiedy udato si¢ uzyska¢ pierwsze nanokrysztaty wykazujace wlasnosci kwantowe. Od tamtej pory
badania naukowe oraz wdrazane technologie, w ktorych zastosowanie znajduja QD, staja si¢ coraz
bardziej zaawansowane 1 wszechstronne. Obecnie z kropkami kwantowymi mamy kontakt w Zyciu
codziennym, a to dzigki np. telewizorom w technologii QLED, gdzie kropki kwantowe sa
emiterami roznobarwnego §wiatla, dzigki czemu ogladany obraz cechuje si¢ doskonatymi kolorami

1 duza dynamika, przy jednoczesnym niskim zapotrzebowaniu na energig.

Same kropki kwantowe, o czym mozemy przeczyta¢ we wstgpie do recenzowanej pracy
doktorskiej, to nanoskalowe struktury potprzewodnikowe, ktérych zachowanie znaczaco rozni si¢
od materiatow makroskopowych. Jedna z kluczowych cech tych obiektow jest zdolno$¢ do
absorpcji 1 emitowania §wiatla o roznych, $cisle definiowalnych dlugosciach fal. Ponadto w wyniku
wzbudzenia moga one sta¢ si¢ donorami lub akceptorami elektrondow w aktywowanych $wiattem
reakcjach redoks. To otwiera szereg potencjalnych zastosowan w badaniach podstawowych, a takze
w rozwoju np. technologii fotowoltaicznych. Wtasnie w QD poktadana jest nadzieja na zwigkszenie

wydajnos$ci konwersji energii stonecznej na prad elektryczny.

Z naukowego punktu widzenia warto zaznaczy¢ rolg¢ QD w zastosowaniach biomedycznych,
gdzie moga one postuzy¢ do etykietowania poszczegdlnych celow terapeutycznych, np. komorek

czy nawet tkanek. Niemniej jednak kropki kwantowe odgrywaja obecnie duza role w badaniach
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biologicznych i biofizycznych, w ktorych ich wiasnosci fizyczne zwiazane z absorpcja i emisja
$wiatlta oraz procesami transferu energii staja si¢ bardzo uzytecznym narzedziem do badan
oddzialywan 1 proceséw zachodzacych pomigdzy pojedynczymi czasteczkami biologicznymi,
takimi jak nici DNA, biatka, enzymy, a takze w obrgbie ztozonych ukladow zawierajacych

funkcjonalne kompleksy biatkowo-btonowe.

Przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo zbadanie zachowania si¢ struktur
bionanaohybrydowych, ktére w tym kontekscie oznaczaja uktad QD-biatko badz bardziej ztozone
uktady sktadajace si¢ z osadzonych na podlozach z nanorurek kropek kwantowych potaczonych z
aparatem fotosyntetycznym bton tylakoidéw lub anten fikobilisoméw. Najwazniejszymi celami
pracy mgr. Jakuba Stawskiego byto zbadanie wydajnosci oraz okreslenie udziatu poszczegdlnych
typéw procesOw transferu energii wzbudzenia z QD na czasteczki biologiczne oraz transferu

elektrondw z QD na aktywna redoksowo czasteczke hemu cytochromu c.

W tym celu Doktorant wykonat szereg eksperymentdéw, wykorzystujac wiele nowoczesnych
technik spektroskopowych, bazujacych w szczegolnosci na zjawisku fluorescencji, zar6wno w fali
ciaglej, jak 1 w trybach impulsowych. Sposréd nich warto wymieni¢ takie techniki, jak FCS
(spektroskopia korelacji fluorescencji), FLIM (obrazowanie czasem zycia fluorescencji) oraz femto-
i pikosekundowe pomiary absorpcji przejsciowej. Doktorant nie ograniczyl si¢ jedynie do
pomiarow gotowych ukladow, ale zastosowal szereg mniej lub bardziej standardowych metod
biochemicznych, majacych na celu uzyskanie odpowiedniego materialu biologicznego w postaci
aktywnych jednostek fikobilisomow oraz tylakoidow. Ponadto do badan udziatéw transferu energii
i elektronow Doktorant wykorzystal dodatkowo zmodyfikowane formy cytochromu c, gdzie
centralny jon zelaza hemowego zostal usuniety badz wymieniony na inny jon, np. Zn**, Cu*" itp.
Dzigki tym zabiegom udalo si¢ uzyska¢ szereg interesujacych wynikéw, stanowiacych trzon

publikacji naukowych oraz rozprawy doktorskiej.

Struktura pracy

Praca doktorska magistra Jakuba Stawskiego ma forme zbioru sktadajacego si¢ z 4 artykulow
naukowych, z ktorych kazda jest poprzedzona krotkim wprowadzeniem, opisujacym w sposob
syntetyczny zagadnienia poruszane w danej publikacji. Rozprawe otwieraja streszczenia oraz spis

skrotow, po ktorych nastgpuje krotki 1 zwigzly wstgp teoretyczny. Znajdziemy w nim migdzy
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innymi opis mechanizmoéw transferu energii, opis wlasnosci QD oraz bardzo krotkie, poéttora-
stronicowe podsumowanie najwazniejszych cech cytochroméw (nie tylko z rodziny c) oraz

fikobilisomow.

Po wstgpie Doktorant umiescit publikacje w kolejnosci chronologicznej oraz, co warto
podkresli¢, takze tematycznej. Pierwsza z nich to artykut przegladowy, w ktdrym zebrane zostaly
przyktady zastosowan rdéznych typow QD w uktadach bionanohybrydowych. Kolejne dwie
publikacje stanowia opis badan nad mechanizmem oraz udzialem poszczegdlnych proceséw
transferu energii oraz elektronow ze wzbudzonej kropki kwantowej CdTe na natywny oraz
chemicznie zmodyfikowany cytochrom c. Przy czym pierwsza z nich skupia si¢ na okresleniu
wzajemnego udziatu tych dwoch procesoéw oraz wplywie struktury kompleksu QD-cytochrom ¢ na
omawiane procesy. Natomiast druga z nich skupia si¢ gléwnie na aspektach kinetycznych tych
procesOw w obrebie bionanohybrydy QD-cytochrom c, przez co stanowi kontynuacj¢ poprzedniej
pracy. Wreszcie czwarty z artykuléw, ktory oczekuje jeszcze na publikacje w czasopi$mie
naukowym, stanowi ciekawe rozwinigcie koncepcji wykorzystania QD jako dodatkowych anten,
ktore moga absorbowa¢ niewykorzystane pasmo promieniowania $wiatta 1 przekazywacé energi¢
wzbudzenia na naturalne uktady biologiczne, takie jak PSI w blonach tylakoidow czy kompleksy
fikobilisomoéw. Jest to przyktad podstawowych badan biofizycznych, majacych w przysztosci
umozliwi¢ konstrukcje takich hybryd chemiczno-biologicznych do zwigkszania efektywnosci

konwersji energii przez uktady fotosyntetyczne.

Rozprawa doktorska mgr. Jakuba Macieja Stawskiego jest bardzo obszerna i nie wliczajac
cytowan zawiera okoto 50 tysiecy stow, co stanowi dosy¢ rozbudowane opracowanie. Z racji tego,
ze praca jest zbiorem powiazanych tematycznie artykuléw, nie posiada ona jednorodnej formy pod
wzgledem struktury, czcionek itp. 1 sita rzeczy posiada osobne zbiory bibliograficzne. Poszczeg6lne
elementy tej pracy sa dobrze zredagowane i nie znalaztem praktycznie Zadnych bledow
gramatycznych czy tzw. literowek. Nie oznacza to, ze nie pojawilo si¢ kilka drobnych btgedow,

wymienionych ponize;.

1. Str. 4!, rys. 2B i 2C; w opisie rysunku przedstawiono proces transferu elektronu ze stanu

wzbudzonego na LUMO utleniacza, przy czym podpis méwi o transferze ,z LUMO

1 Numery stron odnosza si¢ do numeracji rozprawy doktorskiej, a nie numeru strony artykutu zamieszczonego w

rozprawie.
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wzbudzonego reduktora na LUMO utleniacza”. W mojej opinii opis jest mylacy, gdyz

orbital obsadzony nawet jednym elektronem nie powinno si¢ nazywa¢ LUMO.

2. Podobnie na rysunku 2C znajduje si¢ opis transferu elektronu z HOMO reduktora na
HOMO utleniacza, co réwniez budzi moje watpliwosci. Myslg, ze lepiej sprawdzitoby si¢

tutaj np. ponumerowanie poziomoéw podstawowych 1 wzbudzonych.

3. Str 9, akapit 4; w zdaniu méwiacym o szerokosci pasma emisji dowiadujemy si¢, ze wynosi
ono 25-35 nm (FWHM 25-35 nm)”. Jednakze na rys. 3 wida¢ wyraznie, ze szeroko$ci emisji
zwigkszaja si¢ wraz ze zwigkszaniem dlugos$ci fali emisji, osiagajac dla $wiatla czerwonego

ponad 100 nm.

4. Str. 19, rys. 1 (publikacja nr 1); na rysunku przedstawiono dziur¢ A" oraz elektron e na
orbitalu wzbudzonym, przy czym elektron ma przypisany btednie, jak sadz¢ po indeksie

gérnym, tadunek ,,+”

5. Str. 26, rys. 2 (publikacji nr 1); na lewej osi wykresu przedstawiono potencjat
rownowagowy redoks [V] natomiast nie zaznaczono gdzie sa wartosci dodatnie, a gdzie
ujemne. Patrzac na o$ energii po prawej, mozna wywnioskowac, ze skala osi z lewej jest

odwrdcona.

6. Ten sam rysunek. Zaznaczono zbiorczo kofaktory redoks dla enzymow oraz substratow i
produktow w postaci jednego potencjatu, ktory jak sadzg¢ odpowiada terminalnemu
kofaktorowi danego enzymu. Z drugiej strony poszczegolne kofaktory redoks PSI zostaty
rozpisane. Wedlug mnie jest to nieco mylace, gdyz np. w kompleksie III trudno wskazac¢
konkretna warto$¢ potencjalu redoks poniewaz w jego obrebie wystepuje rozpigtosé kilkuset
miliwoltoéw nawet przy braku uwzglednienia oddzialywan kulombowskich 1 r6znych stanow
protonacji. Jesli mamy tutaj na mysli potencjaly ostatnich kofaktoréw redoks enzymoéw to

powinny one by¢ w ten sposob opisane - np. cytochrom ¢, zamiast kompleks III.

7. Str 69, akapit 4; wedhug recenzenta oSmioprocentowy udzial transferu elektronu trudno jest

uzna¢ za znaczacy, jak napisano. Wydaje sig, ze jest on raczej niewielki.

8. Str. 108, w trzeciej linijce od gory jest mowa o rdznicach w zakresie od 275 do 3000 cm™;

powinno by¢ 2750-3000 cm'.

Zaktad Biofizyki Molekularnej,
dr hab. Marcin Sarewicz, prof. UJ
ul. Gronostajowa 7,

30-387 Krakow

tel. +48 (12) 664 6522

email: marcin.sarewicz@uj.edu.pl



mailto:marcin.sarewicz@uj.edu.pl

Str. 108; pojawiaja sig skroty ,,N1s” oraz Cd3d”, ktore nie sa wyttumaczone. Czy chodzi o
orbitale 1s 1 3d odpowiednio azotu i kadmu? Na rysunku 3 (publikacja 4) pasmo Cd3d jest

podpisane jako Cd-met. Czy chodzi o te same przejs$cia? Skad ta roznica w opisie?

10. Brakuje wytlumaczenia skrotu ROI. Czy chodzi tutaj of ,,Region of Interest”?

Te niewielkie uwagi wlasciwie wyczerpuja zagadnienia edytorskie niniejszej rozprawy i nie

stanowia zadnej istotnej przeszkody w uznaniu wysokiej jakosci przedstawionej pracy doktorskie;j.

Pytania oraz sugestie

Przedstawiona w rozprawie magistra Jakuba Slawskiego tematyka nie tylko wzbudza

ogromne zainteresowanie, lecz takze posiada potencjal, ktory moze stanowi¢ znaczacy fundament

dla przysztego rozwoju badan nad bionanohybrydami. Warto podkresli¢, ze jej inspirujacy

charakter, odczuwany w trakcie procesu recenzji, wzbudzit liczne pytania i sugestie. Kilka z tych

refleks;ji chciatbym teraz przytoczy¢, w nadziei na ich krotkie rozwinigceie.

1.

2.

Dlaczego Doktorant wybrat akurat QD ztozone z toksycznego kadmu i telluru?

Skoro stonce emituje najintensywniej w zakresie zielono-zottym to jaki moze by¢ powdd,
nazwijmy to - ,,rezygnacji z niego” przez ro$liny fotosyntetyzujace? Czy mozliwe, ze przy

takim natgzeniu fotosynteza bytaby juz zbyt intensywna przez co nie do konca bezpieczna?

W pracy 2 pojawia si¢ watpliwos¢, ze w niektérych procesach moze uczestniczy¢ resztkowy
tlen. Czy mozliwe zatem, ze w trakcie reakcji wzbudzenia QD redukcja cytochromu c
zachodzi poprzez cykl utleniania O, i redukcji O,? Czy byly robione kontrole redukcji

cytochromu w obecnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)?

Wigkszos¢ metod wyznaczenia proporcji pomigdzy transferem energii, a elektronu opierata
si¢ o metody badania fluorescencji. Poniewaz transfer elektronu powinien powodowac
pojawienie si¢ niesparowanych elektronow w obrgbie QD to czy mozliwe jest zastosowanie
spektroskopii EPR jako uzupehiajacej w stosunku do badan fluorescencyjnych w celu

rozrdznienia pomigdzy tymi transferami? Czy takie badania byty kiedy$ przeprowadzane?

Na stronie 82 pojawia si¢ rownanie zaniku fluorescencji bgdacy suma 3 pojedynczych

eksponent. Jakie jest uzasadnienie wyboru 3 funkcji rézniacych si¢ czasem zaniku i czy
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mozliwe jest na tym poziomie rozroéznienie pomi¢dzy mechanizmem 3 eksponencjalnym, a

rozktadem czasow skutkujacych pojawieniem si¢ funkcji rozciagnigtej eksponenty?

6. Potencjaty redoks wzbudzonych QD sa stosunkowo niskie (rys. 2, str. 26), zblizajac si¢ do
-1V, przez co réznica w E, pomigdzy QD a cyt. ¢ jest znaczna z punktu widzenia
typowych reakcji pomigdzy centrami redoks biatek. Przyjmujac typowa energi¢
reorganizacji ok 0,7 V to czy mozliwe, ze wkraczamy w tzw. odwrocony obszar Marcusa,
gdzie dalsze zwigkszanie AG reakcji bedzie skutkowaé spadkiem szybkos$ci transferu
elektronu, a przy obecnos$ci konkurencyjnych procesow zmniejsza¢ wydajnos$¢ przeniesienia

elektronu?

7. Z poprzednim pytaniem zwiazane jest takze to, czy niska wydajnos¢ transferu elektronu nie
jest spowodowana bardzo krétkim czasem zycia stanu wzbudzonego w stosunku do typowe;j
szybkosci transferu pomigdzy kofaktorami? Przyktadowo dla dwoch kofaktorow w

odlegtosci 1,4 nm w biatkach transfer moze zachodzi¢ w czasach z rzg¢du setek ns?

8. W réwnaniu na szybkos¢ transferu elektronu kluczowym parametrem jest odlegtos¢. Jak ja
liczy¢ dla uktadu QD — hem c. Czy bedzie to odleglos¢ powierzchnia QD — krawedz hemu?
Jakiego rz¢du moga to by¢ warto$ci dla badanych bionanohybryd?

Wydaje si¢ ponadto, ze interesujacym rozszerzeniem badan przedstawionych w niniejsze]
pracy doktorskiej bytoby zbadanie zaleznosci szybkosci 1 wydajnosci transferu elektronow z QD na
czasteczke biatkowa w funkcji ré6znicy w wartosciach E,. Doskonatym obiektem biologicznym do
tego celu mogloby by¢ zastosowanie gléwki biatka Rieske, dla ktorej istnieje szereg mozliwosci
ingerencji w potencjal redoks poprzez mutacje czy zmiang pH, a sposoby ekspresji tego biatka

zostaly wczesniej opracowane i1 opisane.

Podsumowanie

W podsumowaniu niniejszej recenzji pragng zaznaczy¢, ze pan mgr Jakub Stawski przedlozyt
prace doktorska, ktora w ocenie recenzenta jest bardzo warto$ciowa oraz rozbudowana. Pan Jakub
Stawski przy opracowaniu wynikéw swoich badan musial wykaza¢ si¢ duza wiedza biofizyczna
oraz gleboka znajomoscia procesOw zwiazanych z procesami luminescencyjnymi. W swoich

badaniach wykorzystatl wiele bardzo zaawansowanych technik spektroskopowych, ktorych analiza
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wymagata krytycznego i formalnego podej$cia analitycznego, co w przepadku spektroskopii jest
niezwykle istotne. Wyniki badan stanowiacych trzon rozprawy zostaly juz w wigkszosci
opublikowane w migdzynarodowych czasopismach naukowych, a jedna z nich ma duze szanse na
szybkie przyjecie do dobrego periodyku. Warto tutaj nadmieni¢, ze we wszystkich przedstawionych
artykutach Kandydat byt pierwszym autorem, co §wiadczy o jego istotnym wkladzie w prowadzone

badania oraz przygotowanie opracowania do publikacji.

Na tej podstawie stwierdzam, ze przedstawiona przez pana mgr. Jakuba Stawskiego rozprawa
doktorska spelnia wymagania stawiane w postgpowaniach doktorskich okreslonych w art. 187.
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r., poz. 478 z
pozniejszymi zmianami). Dlatego wnoszg¢ o dopuszczenie pana mgr Jakuba Macieja Stawskiego do
dalszych etapow postgpowania doktorskiego, w tym do publicznej obrony pracy. Przy okazji
wnoszg o wyrdznienie rozprawy pana mgr Jakuba Stawskiego, co uzasadniam wysokim poziomem

badan naukowych oraz wnikliwo$cia analityczna, ktore staty si¢ podstawa ocenianej przeze mnie

pracy.
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