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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Sulowskiej pt.
Nanodruty srebra jako platformy dla plazmonowo wzmocnionej
fluorescencyjnej biosensoryki

Praca doktorska pani mgr Karoliny Sulowskiej dotyczy plazmonowo wzmocnionej
fluorescencyjnej biosensoryki pozwalajgcej na wykrywanie pojedynczych biatek. Praca zostata
wykonana pod kierunkiem Prof. dra hab. Sebastiana Madékowskiego z Wydziatu Fizyki,
Astronomii i Informatyki Stosowanej na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu oraz
Prof. dr hab. inz. Joanny Niedziétki-Jonsson w Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej Akademii
Nauk. Wspotpraca doktorantki z IChF zaowocowata w szczegdlnosci opracowaniem kanatéw
mikrofluidycznych i pozwalata na dostep do specjalistycznej aparatury wykorzystanej
w badaniach. Zagadnienia poruszone w rozprawie doktorskiej sg bardzo aktualne —ilo$¢ badan
poswieconych czujnikom plazmonicznym od trzech lat przekracza 900 publikacji rocznie?.

Wykorzystanie nanostruktur w diagnostyce medycznej i badaniach biologicznych jest
przedmiotem intensywnych badain na catym swiecie. Wymyslono wiele strategii
prowadzgcych do rejestracji analitu przez biosensory. W pierwszych trzech rozdziatach swojej
rozprawy doktorskiej mgr Sulowska omdwita krdtko te réznorodne strategie oraz pozgdane
parametry biosensora istotne z punktu widzenia nie tylko uzytkownika, ale tez producenta.
Z tych wielu dostepnych opcji pani Sulowska i jej promotorzy wybrali nanodruty ze srebra
i wykorzystanie wzmocnienia plazmonowego fluorescencji. Wybér przedmiotu badan sposréd
szerokiego grona dostepnych technologii zostat przekonujgco uzasadniony: chodzi o koszty
syntezy i kontroli geometrii nanostruktur, skalowalno$é produkgcji, szybkos¢ i czutos¢ detekcji.
Rozprawa doktorska skupia sie na zademonstrowaniu potencjatu nanodrutéw srebra do
wykrywania okreslonych biatek. Takimi modelowymi biatkami byty fotoaktywne kompleksy
perydynina-chlorofil-biatko (PCP) wyposazone w streptawidyne, natomiast nanoczastki srebra
modyfikowano cysyteaming i biotyng. Dzieki oddziatywaniu streptawidyna-biotyna
i wzmocnieniu emisji Swiatta uzyskano biosensory, ktdre zostaty przetestowane pod katem
wykrywania  pojedynczych  czgsteczek  kompleksu  barwnikowo-biatkowego  PCP.
W przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej opisano szczegétowo cztery strategie
detekcji biatek PCP: wykrywanie biatek w roztworze sfunkcjonalizowanych nanodrutéw srebra
(Rozdziat 7), na podtozu szklanym z naniesionymi nanodrutami srebra (Rozdziat 8),

T Whyniki z serwisu Web of Science ,,plasmonic AND sensor” przy 8 tysigcach tgcznie, przy
czym fraza ,silver AND sensor” przekracza 10 tys. wynikéw i serwis Web os Science nawet
nie podaje takiej ilosci wynikow.



w mikrokanale z naniesionymi przypadkowo oraz z uporzgdkowanymi nanodrutami (uktadzie
nazwanym , mikroczipem”, Rozdziat 9). Do rozprawy doktorskiej dotgczono filmy pokazujace
W czasie rzeczywistym pojawienie sie (i zmiany) fluorescencji PCP. Dzieki dodatkowym
materiatom mozna na wiasne oczy przekonaé¢ sie jak czuta jest metoda pomiaru
zaproponowana przez doktorantke.

Praca pani mgr Karoliny Sulowskiej jest dos¢ starannie zredagowana, cho¢ przydatoby
sie wiecej uwagi przytozy¢ do ujednolicenia rysunkéw i wyréwnania podpiséw pod nimi (moim
zdaniem centrowanie nie jest najszczesliwszym wyborem). Te drobne niedociagniecia jednak
nie psujg ogdlnie bardzo pozytywnego wrazenia na temat tresci rozprawy. Praca doktorska
sktada sie z 10 rozdziatéw. Pierwsze trzy, jak juz wspomniatem, skupiajg sie na przegladzie
literaturowym na temat biosensoréw i nanostruktur metalicznych oraz eksperymentéw
podobnych do prowadzonych w ramach pracy badawczej doktorantki. Rozdziat czwarty to
omodwienie wykorzystywanych w badaniach technik pomiarowych. Rozdziat piaty to krotkie
omoéwienie celdw projektu doktorskiego. Obecnos$¢ tego rozdziatu jest bardzo dobrym
pomystem — z jednej strony oddziela wstepne czesci rozprawy od prezentacji wiasnych badan
prowadzonych przez Doktorantke, z drugiej wprowadza czytelnika w kolejne rozdziaty
prezentujgce synteze i funkcjonalizacje srebrnych nanodrutéow (Rozdziat 6) oraz wspomniane
wczesniej przeze mnie omodwienie strategii detekcji biatek PCP. Catos¢ rozprawy konczy
podsumowanie badan oraz bibliografia.

Wyniki przedstawione w rozprawie pani mgr Sulowskiej zostaty uzyskane na
nanodrutach, ktérych synteze szczegdétowo opisano w Rozdziale 6. Doktorantka nie prowadzita
badan nad optymalizacjg rozmiardw nanodrutdow, gdyz nie taki byt cel jej badan. Doktorantka
podkreslita mozliwos¢ masowej produkcji podobnych nanodrutéw metodg poliol, ktéra jest
skalowalna ipozostawia niewielkg ilos¢ odpaddw. Metoda poliol data pewien rozrzut
rozmiaréw, azwfaszcza Srednic nanodrutéw. Obserwacje mikroskopowe i czasowo-
rozdzielcze wykonane na réznych nanodrutach — bedace centralng czescig badan i ktére
uwazam za ogromnie wartosciowe — pokazuja, ze nie wszystkie nanodruty zachowuja sie tak
samo. Eksperymenty optyczne nie dajg niestety mozliwosci precyzyjnego pomiaru Srednic
nanodrutéw, ale ciekaw jestem, czy na podstawie obecnych wynikéw mozliwa by byta
wstepna optymalizacja detekcji biatek — chociazby przez proste poréwnanie ze soba
fluorescencji drutéow dtuzszych/krotszych, cienszych/grubszych. Podobaty mi sie pomiary
zmiany natezenia fluorescencji PCP w czasie, cho¢ w catej pracy nie znalaztem dtugosci trwania
impulsu Swiatta (jest czestotliwos¢ sygnatu 20 MHz i dtugos¢ fali 485 nm. Firma wspomniana
w pracy produkuje gtownie lasery pikosekundowe). Pomystowe zastosowanie pryzmatu
Amiciego pozwolito na przestrzenng separacje sygnatu od biologicznych emiterdw,
a wykorzystanie fotodiody lawinowej umozliwito badanie zaleznosci czasowych w skali
pikosekund. W szczegdlnosci pani mgr Sulowska zaobserwowata, ze korce nanodrutow
pokryte biatkiem PCP sg zwykle jasniejsze niz ich srodki. Z rys. 59 (str. 82) wynika, ze
fluorescencja zanika szybciej, wiec na skutek wzmocnienia plazmonowego czas zycia emitera
ulegt skroceniu. Korice nanodrutéw mogtyby dawac jasniejszg fluorescencje takze dlatego, ze



mogtoby sie do nich dotgcza¢ wiecej biatek, jednak pomiar czasowo-rozdzielczy sugeruje, ze
kluczowe jest wzbudzenie plazmonowe i oddziatywanie fluoroforu z nanodrutem srebra.

W polskim systemie recenzent pracy doktorskiej nie ma wptywu na ostateczng postaé
pracy i niemozliwe sg nawet drobne edytorskie poprawki. Jednak przyjeto sie, ze recenzja
zawiera tez liste niedociggnie¢ redaktorskich. Nie znalaztem ich wiele 2 - pewnym
mankamentem wydrukowanej pracy sg niewidoczne odnosniki do filmow. W wersji cyfrowej
po najechaniu na zwrot ,umieszczono pod linkiem” czytnik dokumentu pdf przekierowuje do
filmu znajdujacego sie na prywatnym dysku Google pani mgr Karoliny Sulowskiej. Moim
zdaniem te filmiki sg doskonatym uzupetnieniem rozprawy, ale chciatbym zaapelowa¢ do
Doktorantki i jej P.T. Promotoréw o umieszczenie tych wartosciowych filmikéw w otwartym
repozytorium (np. polskim RepOD), ktéremu mozna nadac¢ unikatowy numer DOI pozwalajacy
na odszukanie tych zasobdéw w przysztosci. Filmoéw tych nie znalaztem w materiatach
dodatkowych dwdch gtéwnych publikacji, ktore sg podstawag rozprawy doktorskiej
(Spectrochimica Acta Part A: 289 (2022), 122225 i Methods and Applications in Fluorescence,
8 (4) (2020), 045004). Przyznaje, ze dostatem wszystkie filmiki na dotgczonym do pracy dysku
USB, ale o ile praca nie bedzie utajniona, to moim zdaniem dostep do nich powinni mieé
wszyscy czytelnicy. Byé moze juz sie tego nie da zrobi¢ (jak wspomniatem polski system oceny
nie pozwala na zadne poprawki), ale jesli praca pani Sulowskiej bedzie umieszczona na
stronach UMK lub IChF PAN rozwazytbym podanie stosownych numerkéw DOI.

Pani Sulowska starannie opisata prowadzone doswiadczenia. Jednak moim zdaniem
zabrakto informacji w jaki sposdb prébki podczas badania na szkle (Rozdz. 7 i 8) byly
zabezpieczone przed wysychaniem. Doktorantka przygotowata roztwory rdznigce sie
koncentracjami PCP i rozwirowata je na szkietkach (Rozdz. 7) lub nakroplita PCP na wyschniete
nanodruty. Film z Rys. 54 pokazuje dramatyczng zmiane luminescencji po odparowaniu wody.
Oznacza to jednak, ze w czasie catego pomiaru zmieniato sie stezenie biatek PCP w roztworze
— odparowywanie rozpuszczalnika zageszczato biatka i tym samym utatwiato detekcje.
W czasie publicznej obrony chciatbym poprosi¢c o wyjasnienie procedury pomiarowej
i skomentowanie wptywu parowania rozpuszczalnika na zaleznosci czasowe prezentowane w
Rozdz. 7 i 8, np. w kontekscie czutosci metody i mozliwej detekcji pojedynczych biatek. Przy
okazji skomentuje stwierdzenie ze str. 72 ,[...] czas inkubacji 5 min okazat sie za krotki.
Z drugiej strony wydtuzenie czasu inkubacji prowadzi do degradacji biatka”. Troche niezrecznie
brzmi ta ,druga strona”, bo poréwnujemy ze sobg wyniki uzyskane dla 5 i az 960 min.
Rozumiem, ze nie mamy danych dla czaséw inkubacji pomiedzy 5 a 960 min, ale w pracy nie
wyznaczono optymalnego czasu inkubacji biatka skupiajgc sie na praktycznym do wykonania
szybkim tescie. Nie jest to zarzut, raczej komentarz do zdania, ktére brzmiato zbyt
kategorycznie. Nie zrozumiatem dlaczego urzadzenie mikrofluidyczne z uporzadkowanmi
nanodrutami srebra autorka rozprawy nazywa ,plazmonowym czipem”. Stowo ,chip”

2 Str. 24 odwotanie do Rys. 6 — powinno by¢ do Rys. 7; str. 39 wzory (1) i (2) powinny mie¢ w mianownikach
indeksy ,,zero”; str. 41 Rys. 23 mato czytelny; str. 61 Rys 39a powinien by¢ 39b; str. 73 maty rysunek; Rys. 59¢c —
dziwna kolejno$¢ 2431; Str. 103 — ,,octadecylotrimetoksysilnu” (powinno ...sysilanu);
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sugeruje jaka$ zmiane jakosciowa (np. automatyczng detekcje, réwnolegly pomiar wielu
analitéw itp.). W czym istotnym — oprdcz uporzagdkowania i ew. zageszczenia nanodrutow —
ten czip z rozdziatu 9 rézni sie od czipu z rozdziatu 10? W trakcie obrony doktorskiej bede chciat
sie takze dowiedzie¢ wiecej o tym, w jaki sposdb bedzie wygladata detekcja biatek
w koAcowym urzgdzeniu. Czy strategia wymaga najpierw opracowania molekut, ktére
przyczepig biatka PCP do analitu? Co sie jednak stanie, jesli rozmiar analitu istotnie zwiekszy
odlegtos¢ fluoroforu od nanodrutu srebra — jaki rozmiar analitéw jest dopuszczalny? Jaka
w ogoble jest szansa na wyprodukowanie sensora — czy te technologie sg juz opatentowane,
czy UMK i IChF PAN zadbaty o ochrone wtasnosci intelektualnej wypracowanej w ramach pracy
Doktorantki.

Z zataczonej do rozprawy notki dotyczacej dorobku naukowego wynika, ze pani mgr
Karolina Sulowska jest wspodtautorkg tacznie 18 prac (jeszcze jedna pojawita sie tez w czerwcu
tego roku), z czego w czterech jest pierwszg autorka. Jest to doskonaty wynik sSwiadczacy
o szerokich zainteresowaniach badawczych doktorantki. W 2021 r. pani Karolina zdobyta grant
NCN PRELUDIUM Drukowane nanostruktury metaliczne dla wzmocnionej plazmonowo
mobilnej mikroskopii fluorescencyjnej 2021/41/N/ST7/03528. Umiejetnos¢ zdobycia funduszy
na badania w prestizowym otwartym konkursie grantowym potwierdza dojrzatos¢ naukowa
mgr Karoliny Sulowskie;j.

Zgodnie z Art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
stwierdzam, ze rozprawa doktorska pani mgr Karoliny Sulowskiej prezentuje ogdlng wiedze
teoretyczng w naukach fizycznych oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego i  zademonstrowanie  koncepcji  dziatania  biosensora  opartego
o funkcjonalizowane nanodruty srebra. Recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska
zawiera wartosciowe wyniki badan, ktére nie sg przyczynkowe, a wnoszg nowe i istotne
informacje o zastosowaniu nanodrutdow srebra w biosensoryce. Na tej podstawie stwierdzam,
ze rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymagania ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce i zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne UMK
w Toruniu z wnioskiem o dopuszczenie mgr Karoliny Sulowskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Ponadto uwazam, ze oryginalno$¢ metod i narzedzi badawczych rozprawy
doktorskiej zastuguje na wyrdznienie, o co niniejszym wnioskuje.
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