dr hab. inz. Barbara Koscielska, prof. PG Gdansk, 25 lipca 2023
Zaklad Fizyki Nanomateriatéw

Instytut Nanotechnologii 1 Inzynierii Materialowej

Wydzial Fizyki Technicznej i Matematyki Stosowanej

Politechnika Gdanska

Recenzja rozprawy doktorskiej megr inz. Karoliny Sulowskiej pt.
Nanodruty srebra jako platformy dla plazmonowo wzmocnionej fluorescencyjnej
biosensoryki
wykonane] w Katedrze Nanofotoniki, w Instytucie Fizyki Wydzialu Fizyki, Astronomii i
Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Mikolaja Kopemika w Toruniu, pod kierunkiem prof.
dr. hab. Sebastiana Mackowskiego (Wydziat Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika) oraz prof. dr hab. Joanny Niedziéiki-Jonsson (Instytut

Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk).

Tematyka przedstawione] mi do recenzji pracy zwiazana jest z wykorzystaniem
nanostruktur metalicznych w charakterze biosensorow stuzacych do wykrywania biatek. Jest to
niezmiernie szybko rozwijajaca si¢ w ostatnich latach dziedzina nauki, zwlaszcza o odniesieniu
do biosensoré6w do wykonywania szybkich testéw. Nalezy jednak podkreslié, ze projektowanie
biosensoréw, zwlaszcza takich, ktérych dziatanie oparte jest na zjawisku rezonansu
plazmonowego, nie jest sprawg prostg. Wymagana jest tu wiedza z zakresu wielu dyscyplin
naukowych, jak fizyka, chemia, biologia, nanotechnologia czy inzynieria materialowa. Praca
ma zatem charakter interdyscyplinarny, a Autorka rozprawy postawila sobie bardzo ambitny
cel, jakim jest wykazanie potencjafu nanodrutdw srebra jake platform biosensorowych
umozliwiajgcych  wykrywanie pojedynczych bialek  dzieki  plazmonowo wzmocnionej
fluorescencji. Uzyskane wyniki moglyby mieé wkiad w rozwdj szeroko pojetej biosensoryki,
jak roéwniez prowadzi¢ do rozwigzan aplikacyjnych. Cel pracy Doktorantka postanowita
zrealizowa¢ w kilku etapach. Pierwszym z nich byto opracowanie metody syntezy nanodrutéw
srebra (AgNWs) w taki sposéb, aby otrzymaé¢ prébki monodyspersyjne, a nastepnie
opracowanie metody modyfikacji ich powierzchni. Modyfikacja powierzchni miata umozliwiaé
selektywna koniugacje biatka do powierzchni nanodrutéw, jak rowniez umozliwi¢ zwigzanie
ich z podlozem szklanym. Kolejnym krokiem bylo sprawdzenie, czy sfunkcjonalizowane
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biatkiem zostaly umieszczone w zawiesinie. Byl to moim zdaniem bardzo dobry wstep do
dalszych badan, pozwalajacy w prosty sposob sprawdzi¢ mozliwosci sensoryczne
zsyntezowanych nanodrutéw. Nastgpnym etapem badan bylo sprawdzenie, czy uda sig
zbudowac z nanodrutéw sensor na podlozu szklanym. W tym eksperymencie Autorka cheiala
sprawdzi¢, czy dochodzi do koniugacji pojedynczych bialek do nanodrutéw srebra. Kolejnym
krokiem byla orientacja nanodrutdéw srebra i sprawdzenie wielkodci .,sygnatu” wskazujgcego
na detekcje biatka. Ostatnim zadaniem, ktére postawila przed sobg Doktorantka, bylo
zbudowanie czipu ze zorientowanymi nanodrutami srebra, ktéry umozliwialby wykrywanie
biatka w niskich stezeniach, dzieki wykorzystaniu rezonansu plazmonowego nanodrutéw.
Wszystkie etapy badan sg ze soba powiazane, a wnioski uzyskane na poszczegdlnych etapach
pozawalaja projektowanie kolejnych do$wiadczen, prowadzacych do osiagniecia celu pracy.

Rozprawa doktorska zostala napisana na 120 stronach (wraz ze streszczeniem,
bibliografia, wykazem stosowanych skrétéw oraz dorobkiem naukowym Doktorantki), zawiera
88 rysunkéw (do 14 z nich dodane zostaly linki uruchamiajace filmy pokazujace kinetyke
zachodzacych proceséw), 1 tabele oraz 156 pozycji literaturowych, zwiazanych z problemami
poruszanymi w recenzowanej rozprawie. W sklad dwéch publikacji, ktérych Doktorantka jest
pierwszym autorem wchodzg wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie (pozycje [150] 1
[154]. W pozostalych 5 publikacjach, ktorych wyniki sg zwiazane z tematyka niniejszej
rozprawy doktorskiej, Doktorantka jest plerwszym autorem (pozycja [110]) lub drugim
autorem (pozycje [103], [117], [122]1 [137]). Szésta publikacja, ktéra znalazia sig¢ w wykazie
prac, ktérych wyniki sa zwiazane z tematykg niniejsze] rozprawy (D. Kowalska, M. Szalkowski,
K. Sulowska, D. Buczynska, J. Niedzictka-Jonsson, M. Jonsson-Niedzictka, J. Kargul, H.
Loksrein, S. Mackowski "Silver Island Film for Enhancing Light Harvesting in Natural
Photosynthetic Proteins” International Journal of Molecular Sciences, 21 (7) (2020), 2451) nie
zostala w rozprawie zacytowana i nie ma jej w Bibliografii.

Uklad pracy jest wlasciwy i odpowiada przyjetym standardom prac doktorskich.
Rozprawe rozpoczyna wstep, pokazujacy cel prowadzonych badaf oraz przedstawiajacy
strukture pracy. Rozdziaty 11 2 stanowig wprowadzenie teoretyczne do tematyki rozprawy, W
rozdziale 1 opisane zostaly biosensory, zas w rozdziale 2 Autorka przedstawila nanostruktury
metaliczne i zachodzacy w nich zlokalizowany rezonans plazmonowy. W kolejnym rozdziale,
rozdziale 3, aby pokazaé trendy badan nad nanosensorami i wskazaé potencjalne problemy,
ktére wymagajg rozwigzan, Doktorantka przedstawila wybrane eksperymenty naukowe. Kilka
z nich powstato w zewnetrznych osrodkach naukowych [127, 132-135], a jeden [122] powstal
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Doktorantka. Jest to bardzo dobry pomyst wskazujacy w jaki sposéb badania Autorki wpisuja
si¢ w prowadzone na $wiecie badania 1 dlaczego s3 one innowacyjne. Wydaje mi sie, ze prace
te mialy duzy wplyw na pomyst badaf prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy. Rozdziat
4 zawiera opisy wszystkich technik eksperymentalnych wykorzystywanych przez Doktorantke.
W rozdziale 5 opisane zostaly cele projektu doktorskiego, wraz z rozpisanymi etapami ich
realizacji. Kazdy z etapéw zostal w rozprawie zilustrowany prostym schematem, co zwieksza
czytelnos¢ rozdziatu. Czes¢ do$wiadczalng otwiera rozdzial 6, w ktérym przedstawiono
materialy wykorzystane w eksperymentach, synteze nanodrutéw srebra, ich wlasciwodci
optyczne, schemat funkcjonalizacji powierzchni wytwarzanych nanodrutéw oraz informacje o
wykorzystywanym do badati emiterze - kompleksie fotoaktywnym perydinina-chlorofil-biatko.
Rozdzialy 7-10 poswigcone sg eksperymentom zwiazanym z wykrywaniem biatka, a kazdy z
tych rozdzialéw zakornczony jest krétkim podsumowaniem, wskazujacym réwniez w jakim
kierunku powinny i$¢ dalsze eksperymenty. Po tych rozdziatach znajduje sie podsumowanie
catej rozprawy. Kazdy z rozdzialéw opatrzony jest krétkim wstepem, streszczajacym zawartos$é
rozdziaty, co zwigksza przejrzystos¢ pracy. Prace konczy bibliografia oraz streszczenie pracy
napisane w jezyku angielskim. Dob6r Zrédet literaturowych oraz umiejetnosé polemiki z
przedstawionymi w nich wynikami, potwierdzajg bardzo dobre przygotowanie teoretyczne
doktorantki w jej tematyce badawcze;j.

Oceniajac czes¢ cksperymentalng rozprawy chciatlabym zauwazyé, ze Autorka
przeprowadzila szereg eksperymentdw, wszystkie badania wykonala prawidlowo, zgodnie z
obowigzujacymi standardami. Uwazam, ze wykorzystane w pracy techniki badawcze, takie jak
spektrofotometria UV-vis, fluorescencyjna mikroskopia szerokiego pola oraz fluorescencyjna
mikroskopia konfokalna i spektroskopia czasowo-rozdzielcza wystarczaja do osiagniecia
wyznaczonego celu pracy. Uwage zwraca konsekwencja i systematyczno$é przeprowadzonych
badan. Interpretacja wynikéw zostala starannie przeprowadzona w oparciu o aktualny stan
wiedzy. Autorka nie boi sig krytycznej oceny wynikéw swoich eksperymentéw i potrafi
wyciggac z nich wnioski. Wida¢ to zwlaszcza w rozdziale 7, gdzie przedstawione sg wyniki
badan wydajnosci wykrywania biatka fotoaktywnego przez nanodruty Ag podczas inkubaciji w
zawiesinie. Doktorantka stwierdzifa, ze zalozenie dotyczace obserwacji kilkunastu nanodrutéw
jako reprezentatywnej proby dla calej prébki, w zalozonych warunkach eksperymentu, jest
biedne. Wskazala jednakze na mozliwe przyczyny, jak nieréwnomierne pokrycie nanopretéw
biatkiem, tworzenie si¢ aglomeratéw PCP na powierzchni nanopretéw czy degradacja biatka
przy 16 godzinnym czasie inkubacji. W rezultacie Doktorantka postanowila skupié sie na
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(rozdziat 8). Doktorantka stwierdzila, ze w tym przypadku mozliwa jest obserwacja
przytaczania pojedynczych bialek PCP skoniugowanych z nanedrutami Ag. Czas koniugacji
wynosit kilka sekund. Aby poprawi¢ efektywnos¢ detekeji zaproponowala kontrole orientacji
nanodrutéw. Wykazala, ze moZliwa jest orientacja nanodrutéw srebra w kanale
mikroflunidycznym, przy zachowaniu zdolnosci nanodrutéw srebra do wykrywania bialka.
Orientacja nanodrutéw w kanale mikrofluidycznym jest bardzo ciekawym 1 nowatorskim
rozwiazaniem. Zaproponowana metoda pozwala zapobiegaé¢ wysychaniu rozpuszczalnika, jak
tez pozwala na usuniecie nieskoniugowanego biatka, zwickszajac tym samym Kkontrast.
Koncowym etapem pracy bylto zbudowanie plazmonowego czipu opartego na AgNWs. Autorka
rozprawy skupifa si¢ tu na uproszczeniu metody modyfikacji powierzchni podloza oraz
sprawdzeniu, czy zmiana modyfikacji podioza umozliwia orientacje nanodruiéw srebra.
Wykazata, ze srebrne nanodruty mogq zostat wykorzystane jako platformy biosensorowe dla
plazmonowo  wzmocnionej fluorescencyjnej biosensoryki, w szczegdlnosci mogqg byé
wykorzystywane do wykrywania pojedynczych biatek. Jest to najwazniejszy moim zdaniem
wniosek wynikajacy z rozprawy. Ponadto, poniewaz powierzchnia nanodrutéw Ag moze byc
sfunkcjonalizowana réznymi bioreceptorami, rozmieszczone na podfozu statym AgNWs staja
sie uniwersalnymi platformami.

Lektura recenzowanej rozprawy doktorskiej nasuwa mi jednakze kilka uwag, raczej
polemicznych niz krytycznych.

1. Przedstawiajac dorobek naukowy Doktorantka podaje publikacje z podzialam na trzy
grupy. Ze wzgledu na rozprawe doktorska bardzo istotne sg dwie z nich: publikacje w ktorych
sktad wchodza wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej oraz publikacje
ktérych wyniki sa zwiazane z tematyka niniejszej rozprawy doktorskiej. Publikacjom z obu
tych grup nie zostaly przypisane numery. Znajduja si¢ one jednak w Bilbliografii, a
przyporzadkowane im numery zwigzane sg z kolejnoscig ich pojawiania si¢ w rozprawie.
Mozna byto publikacjom Doktorantki przypisa¢ osobne numeracjg (np. cyfry rzymskie, litery
itp.), co ulatwitoby ocene, kiedy Doktorantka w swej rozprawie powoluje sie na swoje wyniki,
a kiedy cytuje badZ polemizuje z wynikami innych grup badawczych.

2. Niektdre rysunki w pracy nie sg dobrej jakosci, np. rys. 25, 34 b itp. Chodzi gléwnie
o rysunki zaczerpnigte z prac innych grup badawczych. Nawet przy powigkszaniu na monitorze
komputera nie widac dobrze szczegdlow.

3. Oprocz metod badawczych opisanych w rozdziale 4 Doktorantka wykorzystuje do
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przy odpowiednim powigkszeniu, mozna réwniez zobaczy¢ ulozenie nanodrutéw na
powierzchni szkla. Czy takie badania zostaly przeprowadzone?

4. Narysunku 38 b pokazane jest przyktadowe widmo ekstynkcji zawiesiny nanodrutéw
srebra. Autorka rozprawy stwierdzila, ze Otrzymane widimo ekstynkcji jest podobne do tveh
zaprezentowanych w literaturze, dlatego mozina stwierdzié, ze sqg to AgNWs [138]. Troche
zabraklo mi w pracy dyskusji szczegolow tego widma, np. tego skad pochodzi mniejsze
maksimum przy okolo 350 nm oraz dlugiego ,,ogona” w kierunku podczerwieni.

5. Na rysunku 5lc zostaly przedstawione krzywe zaniku fluorescencji PCP
skoniugowanego do AgNWSs, zmierzone w punktach o réznym nat¢zeniu fluorescencii.
Doktorantka pisze, ze W proypadku miejsc o duzym nateZeniu fluorescencji PCP czas jest coraz
dtuzszy (1 ns), a sama krzywa zaniku fluorescencji przybiera jednowvkiadniczy charakter.
Zdanie to sugeruje, ze w krzywe zaniku fluorescencji zmierzone w punktach o matym natezeniu
fluorescencji maja inny charakter. Jesli tak, to jaki jest to zanik i w jaki sposdb zostat zmierzony
sredni czas zaniku? Mam réwnieZ pytanie o charakter krzywych pokazanych na rysunku 59 c.

Wskazane w recenzji uchybienia, poczynione z obowiazku recenzenta, w
najmniejSzym stopniu nie umniejszajg wartosci rozprawy, ktdra oceniam bardzo pozytywnie.
Moge smialo stwierdzi¢, ze zatozone cele pracy zostaly zrealizowane, stwierdzenia i wnioski
zostaty sformutowane prawidiowo 1 w pelni wynikaja z uzyskanych wynikéw badan. Praca
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, dowodzi gruntownej wiedzy
teoretyczne]j 1 praktycznej Autorki w zakresie Dyscypliny Nauki Fizyczne, a takze umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Ponadto, uzyskane wyniki badan wnoszg istotny
wkiad w rozwdj badan nad plazmonowo wzmocniona biosensoryka.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Karoliny Sulowskiej pt.
Nanodruty srebra jako platformy dla plazmonowo wzmocnionej fluorescencyjnej biosensoryki
spelnia prawne wymogi stawiane pracom doktorskim zgodnie z art. 187 ust. 112 ustawy prawo
o szkolnictwie wyZszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (z p6éZn. zm.) 1 wnioskuje do Rady
Dyscypliny Nauki Fizyczne o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapdéw przewodu
doktorskiego.

Ponadto, biorac po uwage interdyscyplinamos$¢ pracy, oryginalnos¢ pomysiu
badawczego, sposOb rozwiazywania probleméw naukowych wynikajacych z tez pracy
doktorskiej oraz uzyskane wyniki 1 wysoki poziom merytoryczny ich dyskusji, wnioskuje o
wyrdznienie rozprawy doktorskiej. K . -
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