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Wybor tematyki pracy.

Biosensory, ze wzgledu na ich zdolnos¢ do szybkiego wykrywania specyficznych substancji
biologicznych lub chemicznych, stanowia niezwykle wazny temat badan. W miare
postepujgcego rozwoju technologii i rosngcych wyzwan w dziedzinie zdrowia i Srodowiska,
zastosowanie biosensoréw ma kluczowe znaczenie dla diagnostyki, monitoringu i analizy
procesow biologicznych.

Biosensory odgrywajg znaczacg role w zastosowaniach biomedycznych- zdolnosé
do precyzyjnej identyfikacji biomarkeréw chorobowych, wiruséw czy bakterii pozwala
na wczesne wykrywanie zagrozen zdrowotnych oraz skuteczne prowadzenie terapii.

W przypadku nowotwordw, biosensory pozwalajg na wczesniejsze wykrycie choroby, co moze
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znacznie zwieksza¢ szanse pacjentéw na skuteczng terapie i wyleczenie. Ponadto,
ich zastosowanie jest kluczowe w biezgcym monitorowaniu stanu zdrowia pacjentéw,
co moze prowadzi¢ do bardziej zindywidualizowanego i skutecznego leczenia.

Kolejnym istotnym obszarem zastosowania biosensoréw jest ochrona $rodowiska.
Z wykorzystaniem zaawansowanych technologii, te czute i selektywne urzgdzenia mogg by¢
uzywane do monitorowania jakosci powietrza, wody i gleby. Umozliwia to wczesne
wykrywanie i reagowanie na zanieczyszczenia, a takze zapobieganie potencjalnym
katastrofom ekologicznym. Dzieki temu biosensory odgrywajg kluczowa role w dziataniach na
rzecz zrbwnowazonego rozwoju oraz zachowania czystego i zdrowego srodowiska.
Szczegdlnie fascynujgcym aspektem badania biosensoréow jest wykorzystanie do ich
wytwarzania nanomateriatéw. Charakteryzujg sie one wyjgtkowymi witasciwosciami, takimi
jak duza powierzchnia aktywna, wyjgtkowa reaktywnos$¢ chemiczna oraz w przypadku
nanostruktur metalicznych posiadajg ciekawe i uzyteczne witasciwosci fotoniczne,
co przyczynia sie do poprawy czufosci i selektywnosci sensoréw. Ich struktura i zdolno$é
do interakcji z analitem pozwalajg na wykrywanie nawet niewielkich ilosci substancji
- w niektérych przypadkach sg to pojedyncze czgsteczki.

Podjecie tematyki badan zwigzanej z wykorzystaniem fotonicznych wtasciwosci nanostruktur
metalicznych uwazam za tematyke bardzo aktualng zarédwno z poznawczego jak

i aplikacyjnego punktu widzenia.

Cel i teza rozprawy.

Doktorantka sformutowata nastepujacy cel pracy: ,Gtéwnym celem projektu doktorskiego
byto zwiekszenie potencjatu nanodrutéw srebra jako platform dla plazmonowo wzmocnionej
fluorescencyjnej biosensoryki”. Nie sformutowano jednoznacznej tezy, natomiast
przedstawiony zostat bardzo klarowny opis planu pracy w postaci pieciu etapéw
rozpoczynajgcych sie od syntezy i charakterystyki nanodrutéw srebra, ktore pdiniej

wykorzystane byty do budowy biosensordw o co raz bardziej kontrolowanej strukturze.
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Przedstawione zostaty réwniez badania wstepne, zakoriczone dwoma publikacjami z udziatem
Pani mgr Karoliny Sulowskiej, ktére nakierowaty doktorantke na podjetg w pracy doktorskiej

tematyke badawcza.

Struktura i strona edytorska rozprawy.
Praca ma klasyczny uktad jakiego mozna oczekiwac od rozprawy doktorskiej, liczy 125 stron,
napisana jest w jezyku polskim i zawiera nastepujgce elementy:

e Spis tresci w formie klasycznej spetniajgcy swoje funkcje.

2 strony wykazu skrotow i oznaczen, ktdry w petni spetnia swoje zadanie.

e Zestawienie dorobku naukowego — w sumie 18 pozycji w czasopismach z listy
filadelfijskiej.

e Wstep wprowadzajgcy do zagadnien opisywanych w pracy wraz z podaniem celéw
pracy.

o (Czes$¢ literaturowg liczacg 43 strony. Przedstawione zostaty opisy zagadnien
zwigzanych z biosensorami, nanostrukturami metalicznymi wraz z metodami
modyfikacji ich powierzchni, opis zjawiska rezonansu plazmonowego i wptyw tego
zjawiska na fluorescencje sprzezonych emiteréw. W dalszej czesci Doktorantka
przedstawita opis wybranych biosensoréw oraz uzywane w pracy techniki
eksperymentalne.

e Ciekawie zilustrowany graficznie cel projektu doktorskiego wraz etapami jego
realizacji przedstawione na kolejnych dwéch stronach.

e (Czes¢ doswiadczalng liczacg 51 strony zawierajgcg precyzyjny i bogato ilustrowany
opis kolejnych etapow. Na uwage zastugujg dotgczone do pracy rejestracje wideo,
ktore bardzo dobrze ilustrujg procesy przytaczania i wizualizacji fluorescencji
badanego biatka.

e Jednostronicowe podsumowanie zamykajace rozprawe.

e Bibliografie zawierajgcg 156 pozycji literaturowych w wiekszo$ci pochodzgcych

z okresu ostatnich 10 lat.
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e Jednostronicowe streszczenie w jezyku angielskim.
Praca nie zawiera spisu ilustracji i zatgczonych plikdw wideo.
Podsumowujgc zaprezentowana struktura dysertacji w petni odpowiada oczekiwaniom

stawianym pracom doktorskim.

Ocena zawartosci merytorycznej rozprawy.

Analiza stanu wiedzy - cze$¢ literaturowa.

Przedstawione zagadnienia dobrze wprowadzajg do tematyki rozprawy. W praktyce wstep
teoretyczny podzielony jest na trzy czesci.

Pierwsza czes¢ omawia podstawowe zjawiska i wprowadza do tematyki biosensordw.
Szczegblnie ciekawy jest fragment poswiecony wptywowi rezonansu plazmonowego
na fluorescencje emiteréw. Z lektury tego fragmentu wynika, ze maksimum wzmocnienia
fluorescencji wystepuje, gdy emiter znajduje sie w odlegtosci 5 nm od powierzchni
nanostruktury metaliczne;j.

Mam w zwigzku z tym dwa pytania:

Po pierwsze, czy odlegtosé ta jest w jakis sposdb zalezna od budowy chemicznej otoczenia
takiego ukfadu, a w szczegdlnosci materiatu ktdéry znajduje sie pomiedzy emiterem
a powierzchnig nanostruktury metalicznej?

Drugie pytanie dotyczy badanego przez Doktorantke uktadu. Czy podczas jego projektowania
brano pod uwage geometrie biatka i linkeréw sprzegajgcych to biatko z powierzchnig
nanodrutéw srebra tak, aby zoptymalizowaé¢ odlegtos¢ posiadajgcych wiasciwosci
fluorescencyjne czasteczek chlorofilu od powierzchni metalu?

Druga czes¢ to przeglad wybranych eksperymentéw. Doktorantka bardzo ciekawe opisata
przyktady i dobrze zilustrowata je odpowiednimi grafikami.

Trzecia czesc to opis technik eksperymentalnych. Jest to wazny fragment pracy, poniewaz do
badan zastosowano zaawansowane uktady zmodyfikowanych na potrzeby prowadzonych
badan mikroskopdw optycznych. Na szczegdlna uwage zastuguje fakt, ze Doktorantka brata

udziat nie tylko w prowadzaniu pomiaréw, ale réwniez w budowie tak zaawansowanych
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stanowisk badawczych. Jako wieloletni eksperymentator bardzo doceniam ten fakt i mysle,
ze przyczynit sie on do dobrego zrozumienia istoty prowadzonych pomiardw, co ilustruja
precyzyjne opisy prowadzonych pomiaréw zamieszczone w czesci eksperymentalne;j.

Mam jednak pewng generalng uwage do czesci teoretycznej. Brakuje mi jej podsumowania
i wskazania obszaréw, w ktérych obecne sg luki w wiedzy, a ktére jak mozna sie domyslié
Doktorantka wraz ze swoimi promotorami celnie zdiagnozowata (o czym S$wiadczg
opublikowane prace zawierajgce wyniki prowadzonych badan).

Mam réowniez kilka drobniejszych uwag dotyczacych wstepu teoretycznego:

1) Na str. 17 mozna znalezé sformutowanie ,,wieloaromatyczne weglowodory” — chyba
chodzito o wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne?

2) Na str. 24 w zdaniu: ,Na rys. 6. wyrdzniono trzy typy nanosensoréw” — powinien by¢
rys 7.

3) Na str. 29 mozemy przeczytac: , Do technik wykorzystywanych w tej metodzie nalezg
miedzy innymi litografia wigzka elektronowa. Ksztatt pozgdanych nanostruktur jest
wytwarzany przy uzyciu maski, na ktérg nanosi sie fotorezyst” — prosze o komentarz —
litografia wigzka elektronéw nie wymaga stosowania masek.

4) Na str. 39 wzory (3) i (4) sg identyczne a opisujg réine parametry optyczne
nanostruktur?

5) Na str. 41 mozemy przeczyta¢: ,Wzrost szybkosci wzbudzenia oraz szybkosci
promieniowania nazywany jest plazmonowym wzmocnieniem fluorescencji”
jak nalezy rozumieé ,,szybkosci promieniowania”?

6) Na str. 50 mozemy przeczytac: ,,Nastepnie obraz zanalizowano cyfrowo i generowano
wynik” w moim odczuciu jest to zapis zbyt kolokwialny.

Te kilka uwag jezykowych i redakcyjnych zdecydowanie nie wptywajg na bardzo dobry odbior

czesci teoretycznej recenzowanej pracy.
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Cel projektu doktorskiego.

Cel projektu jest jednoznacznie wskazany, podano rowniez w jaki sposéb ma on by¢é
osiggniety. Bardzo klarownie wskazano kolejne etapy pracy i w ciekawy sposdb ten podziat
zostat zilustrowany.

Po przeczytaniu celu pracy, zawsze mnie korci (przepraszam za kolokwializm, ale jakos$ on tu
pasuje pomimo powagi recenzji), zeby od razu spojrze¢ na wnioski koncowe i zobaczyc,
czy cele zostaty zrealizowane. W przypadku tej pracy, w pierwszym zdaniu podsumowania
mozemy przeczytaé: ,W niniejszej rozprawie zaprezentowana zostata nowatorska metoda
orientacji nanodrutéw srebra w kanale mikrofluidycznym”. Czytajac cze$¢ doswiadczalng
odnosi sie wrazenie, ze orientacja nanodrutdow srebra na podtozu jest bardzo wazinym
elementem tej pracy. | w istocie tak jest. Brakuje mi jednak czytelnego opisu, dlaczego tak
jest. Jaki jest problem ze stochastycznie naniesionymi nanodrutami? Wiemy tylko, ze trudno
jest znalez¢ dobre miejsce do pomiaréw— ale co to znaczy? Czy nanodruty nie mogg
sie krzyzowac? A jesli tak, to dlaczego? Prositbym o jasne sprecyzowanie tego zagadnienia, bo
z pracy wynika, ze jest wazne, ale nie jest klarownie napisane dlaczego. Mozna sie tego
oczywiscie domyslaé, ale w moim odczuciu w pracy naukowej nie powinniSmy zostawiaé
miejsc na domysty.

Brakuje mi réwniez opisu lub zdefiniowania czym jest ,plazmonowy czip”, oczywiscie
pierwsze skojarzania mam z czipami w elektronicznych uktadach scalonych jakimi np. sg
mikroprocesory, ale opisywane w pracy ukfady sg jednak znaczgco rézne.

Uwagi edytorskie:

Wyrazenie ,aby otrzymac préobki o mozliwie jak najbardziej monodyspersyjne” wymaga
korekty.

Zdanie: ,Celem byto wykrycie wszystkich biatek w roztworze poprzez dtugi czas inkubacji”

sprawia wrazenie, ze mogg tam by¢ obecne rézne biatka.
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Czes¢ eksperymentalna.

Generalnie cze$é pracy opisujgca badania eksperymentalne jest bogata w tre$é, ciekawie
napisana i bardzo dobrze zilustrowana. Prowadzi czytelnika przez kolejne etapy prac i dobrze
pokazuje osiggniete na tych etapach wyniki. Dotgczone pliki wideo byty dla mnie bardzo
pomocne w zrozumieniu opisywanych proceséw. Jedyne czego mi troche brakuje,
to wspominany powyzej brak klarownego opisu zagadnienia orientacji nanodrutéw srebra.
Mam jednak kilka drobnych pytan i uwag wymagajgcych wyjasnienia:

— W catej pracy konsekwentnie uzywany jest termin ekstynkcja zamiast absorbcja. Jako
chemik jestem przyzwyczajony do méwienia o wspoétczynniku ekstynkcji, a o$ Y na
widmach UV-VIS opisuje jako absorbcja.

— Troche trudno jest mi zgodzi¢ sie z opisem Rys. 39, na ktédrym w wiekszym
powiekszeniu ma by¢ widoczny polimer (PVP). Na jakiej podstawie to stwierdzono?
W kilkakrotnie przeptukanych wodg nanodrutach srebra powtoka PVP obecnego na
powierzchni ma grubos¢ kilka nm i jest to widoczne na ogét tylko poprzez obrazowanie
TEM. Takie jest moje doSwiadczenie — prosze o komentarz.

— Na Rys. 41 przedstawiono schemat funkcjonalizacji powierzchni AgNWs. W drugim
etapie grupa aminowa wykorzystywana jest do przytaczenia biotyny. W tym celu
stosowany jest zwigzek opisany jako biotyna-NHS. Przedstawiony na rysunku wzdr
struktury zawierajgcej biotyne jest niezgodny z opisem. Najprawdopodobniej wynika
to z uproszczenia, co jest uzasadnione ze wzgledu na czytelnos$¢ rysunku. Jest to
zrozumiate, ale powinno by¢ jednoznacznie zaznaczone. Mam jednak pytanie
dotyczace konkretnego zwigzku wybranego do tej reakcji. Opisany on jest jako
,biotyny-NHS (Sigma-Aldrich, B4531)”. Zwigzek ten ma strukture przedstawiong

na ponizszym rysunku:
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Biotin disulfide N-hydroxysuccinimide ester.
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Prosze o komentarz jakimi kryteriami kierowano sie wybierajgc akurat tg pochodng
jako linker. Po pierwsze sg dostepne znacznie tanisze linkery tego typu, ale co
najwazniejsze obecno$¢ wigzania disulfidowego sprawia, ze zwigzek ten moze
reagowat bezposrednio z powierzchnia srebra. Jego uzycie, przynajmniej
teoretycznie, nie wymagatoby pierwszego etapu wprowadzania cysteiny
na powierzchnie AgNWs. Chyba, ze sg inne powody tego wyboru. Prosze o dyskusje
tego zagadnienia.

— Na str. 65 w zdaniu: ,Nastepnie po okreslonym czasie koniugacji do mieszaniny
dodano roztwér poli(alkoholu winylowego) (PVP).” Powinno by¢ PVA.

— Na str. 85 mozna przeczytaé: ,Oznacza to, ze PCP przytaczyto sie efektywnie
do powierzchni AgNWs i nie ma wolnych grup funkcyjnych.” O jakich grupach
funkcyjnych jest mowa?

— Na str. 89 w tekscie opisu powyzej rysunku 67 mozemy przeczytaé: ,Krzywe zaniku
fluorescencji PCP przedstawione na wykresie (rys. 67. (d)) sg znacznie skrécone”
na rysunku brak jest fragmentu (d).

— Na str. 92 opis rys. 68 jest niejednoznaczny. Ponizej, na tej samej stronie mozna
przeczyta¢: ,Nastgpnie w jednorazowym naczyniu wymieszano baze elastomeru
silikonowego (typ SYLGARD 184, DOW) ze srodkiem sieciujgcym w proporcji 10 : 1.
Otrzymano kompozyt polidimetylosiloksan (PDMS).” Dlaczego czysty PDMS nazywany
jest kompozytem? Co jest napetniaczem a co osnowg?

— Na str. 103 podano skfad roztworu ,nadtlenku wodoru (H202 30%): amoniaku (NH3)
w proporcjach 5:1:1,” co jest trzecim sktadnikiem?

— Na str. 108 pierwsza czesc¢ rys. 86 zawiera grafike z pionowymi pasami. Podobna jest
na rys. 88. Jak nalezy je interpretowac? Sg trzy osie: czas, rozmiar i jaka$ trzecia
wartos¢ bez opisu.

Chciatbym podkresli¢, ze pomimo tego, ze lista pytan i uwag jest dos¢ dtuga nie oznacza to,
ze moj odbidr tej czesci pracy nie jest pozytywny. Wrecz przeciwnie, praca tak mnie

zaciekawita, ze bardzo dokfadnie jg analizowatem.
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Podsumowanie rozprawy.

Czes$¢ opisowa pracy zakonczona jest podsumowaniem, w ktéorym Doktorantka zebrata
najwazniejsze osiggniecia. Odniosta sie rdwniez do postawionego na poczatku pracy celu,
wskazujgc na fakt, ze nanodruty srebra moga petnic role platformy do budowy sprawnych
biosensoréw. Cata zaprezentowana praca wykonana zostata na jednym modelowym uktadzie,
jednak jak wskazuje Autorka pracy, zastosowanie innych aktywnych receptoréw
na powierzchni nanodrutdw srebra, moze uczyni¢ z nich nanomateriat bardzo uniwersalny

o duzym potencjale aplikacyjnym.

Whioski korncowe.

Zaprezentowane wyniki pracy stanowig ciekawy i wartosciowy materiat naukowy o wysokim
poziome oryginalnosci. Doktorantka posiada bardzo duzy dorobek publikacyjny, w tym
az 8 prac zwigzanych z tematykg prezentowanej rozprawy. Razem 18 publikacji.

Biorgc pod uwage powyisze fakty, stwierdzam, ze oceniana przeze mnie rozprawa w petni
spetnia wymagania okreslone w tekscie ,Ustawa prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce”.
Wnosze wiec do Wysokiej Rady wniosek o podjecie pozytywnej decyzji w sprawie
dopuszczenia mgr Karoliny Sulowskiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania

stopnia doktora.

Prof. dr hab. Grzegorz Celichowski
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