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Recenzja pracy doktorskiej mgr Aleksandry Jaworskiej
pt. ,, Surface enhanced Raman spectroscopy in diagnostics of endothelium: from

adsorption of pyridinium salts to physicochemical studies on cells”

Praca doktorska mgr Aleksandry Jaworskiej zostala wykonana na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Jagiellofiskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Matgorzaty Bararskiej. Role ko-
promotora pelnita dr Kamilla Malek.

Jak jasno wynika z tytulu pracy dotyczy ona mozliwosci wykorzystania spektroskopii
powierzchniowo wzmocnionego rozproszenia ramanowskiego (SERS) do diagnostyki komorek
srodblonka. Poszukiwanie nowych, skutecznych narzedzi fizycznych do badania obiektow
biologicznych i opracowywanie nowoczesnych metod diagnostycznych na potrzeby medycyny to
Jedno z istotniejszych wyzwan wspélczesnej chemii i fizyki. Wréd tych narzedzi wazne miejsce
zajmuja metody spektroskopowe, charakteryzujace sig nicinwazyjnoscia, wysoka czutoscia i
bogactwem mozliwych do wykorzystania informacji na poziomie molekularnym. Praca
doktorska mgr Aleksandry Jaworskiej doskonale wpisuje si¢ w ten nurt badaf, koncentrujac sie
na opracowaniu metodologii powierzchniowo wzmocnionego rozproszenia ramanowskiego
(SERS), nastawionej na wykorzystanie zjawiska SERS do diagnozowania komorek $rodblonka.
Aby poprawnie usytuowa¢ recenzowana prace doktorska wsrod licznych badan prowadzonych
na $wiecie w dziedzinie spektroskopii SERS, nalezy przyjrzeé sie w Jjakim kierunku ewoluuje ta
dziedzina w literaturze $wiatowe;.

Zjawisko SERS jest znane od dawna (odkrycie to koniec lat siedemdziesigtych XX wiekn).
Prace teoretyczne 1 do$wiadczalne poswiecone wyjasnieniu  natury wzmocnienia
powierzchniowego rozproszenia ramanowskiego doprowadzily juz moim zdaniem do
zrozumienia i dobrego opisu fizycznych podstaw zjawiska. W zwiazku z tym ten nurt prac
stopniowo wygasa. To co budzi w ostatnim czasie najwicksze zainteresowanie wéréd badaczy

pracujacych w dziedzinie spektroskopii SERS to oprécz prac zmierzajacych do otrzymania
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nanostrukturalnych podtozy o wysokich wspoéiczynnikach wzmocnienia powierzchniowego, to
wiasnie roznorodne zastosowania tej metody w analityce chemicznej i biochemicznej (sensory
SERS jonéw, detekcja biomoleknt) oraz w badaniach o charakterze biomedycznym (diagnostyka
raka, oznaczanie stezenia roznych jonéw w komoérkach, badania wiruséw i mikroorganizméow).
Tematyka pracy doktorskiej mgr Aleksandry Jaworskiej jest zatem bardzo aktualna i w
perspektywie, przy dobrze przemyslanym programie badan, w Scistej wspélpracy z
priedstawicielami nauk medycznych, moze doprowadzi¢ do uzyskania szeregu warto$ciowych
informacji biomedycznych na poziomie komoérkowym.

Praca doktorska mgr Aleksandry Jaworskiej sklada si¢ z dwdch czeéci. Czesé pierwsza
poswigeona jest klasycznym badaniom SERS oddzialywania nikotynamidu i jego kilku
pochodnych, a takze monopodstawionego kationu N-metylopirydyniowego z nanoczastkami
srebra, stanowiacymi podtoze wzmacniajace rozproszenie ramanowskie. Czes¢é druga dotyczy
Juz badafi obiektéw biologicznych takich jak makrofagi (1 publikacja) oraz komorki $rodblonka
(3 publikacje). Powstaje pytanie: co merytorycznie taczy te dwa bloki prac? Jak wynika ze
streszczenia pracy i wstepu do publikacji pewne analogi nikotynamidu chronia komérki
srodblonka przed uszkodzeniami powodowanymi np. przez tlenek azotu. Ponadto 1-
metylonikotynamid wykazuje dzialanie przeciwzapalne i przeciwzakrzepowe. I to jak rozumiem
zmotywowalo doktorantke do zaj¢cia sie pochodnymi nikotynamidu.

Wyniki pierwszej czgsci pracy doktorskiej opublikowano w 3 pracach. Badania opisane w tych
publikacjach maja podobny schemat: pomiary widm SERS molekul adsorbowanych na Ag z
roztworéw o réznych pH, obliczenia widm metoda DFT (czestoscei drgafi normalnych oraz
intensywnosci pasm w widmach IR i Ramana), wsparte obliczeniami rozktadu energii
potencjalnej (PED), a na koniec analiza widm prowadzaca do okreélenia orientacji molekuty
wzglgdem powierzchni metalu i sposobu oddziatywania z nanoczastkami srebra. Chciatabym w
tym miejscu zasygnalizowa¢ pewne zastrzezenia do tego sposobu interpretacji widm
SERS(czgsto zreszty stosowanego). Wynikaja one z faktu, ze widmo teoretyczne obliczane jest
jak piszg autorzy publikacji, w fazie stalej, natomiast eksperyment SERS prowadzony jest dla
molekut oddziatujacych z metalem. Wprawdzie zmiany widm na skutek adsorpcji badanych
zwiazkéw na powierzchni Ag nie sa bardzo duze wiec mozna zatozyé, ze tzw. oddziatywania
chemiczne z metalem nie sg zbyt silne, jednak wydaje mi sie, Ze obliczenia przeprowadzone
przynajmniej dla kilku wybranych zwiazkéw oddziatujacych ze srebrem (pojedyncze atomy, lub
klastry kilkuatomowe) poprawilyby wnioskowanie o orientacji molekut na powierzchni metalu i

sposobie ich oddziatywania z metalem. Tego rodzaju obliczenia sa na §wiecie coraz czgsciej



prowadzone w celu poprawnej interpretacji widm SERS. Szkoda, ze doktorantka nie odniosta
sig do tego problen,qg w czgsci wstepnej, opisujacej wyniki przedstawione w publikacjach. Druga
ogdlna uwaga odnc;gi sig¢ do mozliwosci przenoszenié wnioskéw wynikajacych z okreslenia na
podstawie eksperymentéw SERS sposobu oddziatywania z powierzchnia metalicznej
nanoczastki na oddziatywania molekut lekdw z receptorami. Taka sugestia pojawia si¢ nie tylko
W czgsci wstepnej pracy doktorskiej lecz takze w oryginalnych publikacjach. O watpliwosciach
jalEie w zwiazku z tym moga sig nasuwaé doktorantka wprawdzie pisze krétko na stronie 13, w
rozdziale 2.3 poswieconym oﬁéwieniu zastosowan spektroskopii SERS w ukladach
biologicznych. To umyka jednak przy péiniejszej lekturze. Szkoda, ze doktorantka nie
nawiazata do tych probleméw, ktérych niewatpliwie jest $wiadoma, w rozdziale zawierajacym
podsumowanie wynikéw dla pochodnych nikotynamidu. Statoby sig wtedy jasne na ile wnioski
0. oddzialywaniach z powierzchnia wyprowadzone na podstawie przeprowadzonych
- eksperymentéw SERS inoZna wykorzystaé w zagadnieniach biomedycznych. Kolejny problem
dofyczy sposobu wnioskowania o orientacji molekut wzgledem powierzchni na podstawie widm
SERS. Zabrakio moim zdaniem opisu rozumowania, ktére prowadzié¢ moze do poprawnego
whnioskowania na temat orientacji molekut na powierzchni metalu, przedstawienia istotnych
~ zalozen przyjmowanych w tym rozumowaniu, wraz z krytyczna ich ocena. Umozliwitoby to
zrozumienie czytelnikom mniej zorientowanym w spektroskopii SERS, sposobu wyciagania
najwazniejszych wnioskéw pojawiajacych sie w publikacjach. Do tej czesci pracy doktorskiej
mam takze kilka uwag i pytan bardziej szczegbélowych (podaje w kolejnodei pojawiania sie w
't'eké.cié:pracy):

“1o-ster 7= pasma 1390 1 850 em™' (na widmach sa nieco inne czestosci) pochodza nie od
grup COOH jak pisze autorka, lecz od grup COO™ (drgania symetryczne rozciagajace i
':m',:igipaja‘cf; COO’). Nie jest ponadto jasne dlaczego ich pojawienie sie w widmie

_ .. powierzchniowym sugeruje ptaska orientacje grup karboksylowych?
E 2 | .z.'éstéh'aw'iaj'a;ée. .j.e.ét;'ZG przy interpretacji widm SERS pochodnych nikotynamidu (str 17-
ISR 1'9) nie pojawia si¢ nigdzie watpliwo$¢ co do przypisania pasm ok. 1640 cm™. Pasmo to
przypisywane jest (publikacje 1 i 2) drganiom pierscienia (mod 8b w notacji Wilsona)
.l.uB/.i antysymetrycznemu drganiu rozciagajacemu grupy NO,. Badane zwiazki zawieraja
Jednak takze ugrupowanie amidowe (CONH). Gdzie zatem lezy tzw. I pasmo amidowe ?
3. str. 19 — zdanie ,,Lack of C-H stretching.... “ jest nieprawdziwe. Pasmo 2960 cm™ jest w
widmie SERS silne. Domys$lam sig, ze chodzito o pasmo drgafi rozeiagajacych C-H

pierscieni_aromatycznych (powyzej 3000 cm™). Zwracam Jednak uwage, ze w widmie




Ramana roztworu takze tego pasma nie widaé. Przyczyna tego jest pewnie ogromne,
strome tlo obserwowane przy wzbudzaniu linia 1064 nm. Szkoda, ze nie zastosowano
innego wzbudzema (np. 532 nm). Dziwi mnie takze przypisanie pasm 2960 cm™ (widmo
SERS) i 2977 cm™ (widmo roztworu) antysymetrycznemu drganiu rozciagajacemu grup
alkilowych (publikacja 2). W widmie Ramana silniejsze sa raczej pasma pochodzace od
drgan symetrycznych niz antysymetrycznych.

4. Zrys 3 i4 w czgdci wstepnej wynika, ze widma byly rejestrowane przy réznych liniach
wzbudzajacych (532 nm - nikorandil; 1064 nm — 1-metylonikorandil). Z publikacji 2
mozna jednak wywnioskowaé, ze w obu przypadkach rejestrowano widma na linii 532
nm. Jesli poprawnie zrozumiatam intencje autoréw publikacji chodzito o unikniecie
wzbudzania widma w obrgbie pasma CT, pojawiajacego sig w widmie UV/Vis tylko w
przypadku nikorandilu.

Z pewnoscia te wszystkie znaki zapytania i watpliwosci uda sie doktorantce wyjasnié w trakcie

‘obrony pracy doktorskiej.

W podsumowaniu oceny tej czedci pracy uwazam, ze stanowi ona odrebna cato$é i dostarcza

szeregu wartosciowych informacji o oddziatywaniu pochodnych nikotynamidu z nanoczastkami

“ srebra, przedstawia modele tych oddziatywan, pozostawiajac jednak otwartym pytanie o

mozliwos¢ przeniesienia tych informacji na oddzialywania lekéw o strukturze zblizonej do
badanych zwiazkéw z receptorami.

Druga cze$¢ pracy dotyczy zupelnie innych obiektéw i miesci si¢ w bardzo, jak wspomniatam,

'aiktliélnyrh i ambitnym nurcie badani wewnatrzkomorkowych metoda spektroskopii SERS.

" Wikdzge z iloma trudnodciami trzeba sig¢ bylo z pewnoscia zmierzy¢, zanim udalo sie uzyskaé

satysfakcjonujqce wyniki, z wielka satysfakcja odnotowatam pierwsze sukcesy w tej dziedzinie

. osmgmqte przez zespdl prof. Malgorzaty Baraniskiej.

- Badama prowadzone przez doktorantkg w tej czesci pracy zostaly opisane w 4 publikacjach i

: o_b_ mujq rézniotodne oblekty biologiczne i rézne zagadnienia. Trzy z nich po$wiecone sa

.: clekawym eksperymentom SERS w zywych komérkach §rédblonka, a jedna obrazowaniu SERS

makrofagéw. Ta ostatnia praca ma charakter rozpoznawczy. Doktorantka wprowadzata
nanoézaistki zlota, ktérych powierzchnia zostata zmodyfikowana molekutami barwnikéw takich
Jak rodamina 6G, rodamina B, czy zielefi malachitowa, do wnetrza makrofagéw. Barwniki te sg
bardzo popularne w spektroskopii SERS, ze wzgledu na silne widmo i w zwiazku z tym

powszechme stosowane jako molekuly tzw. reportera ramanowskiego. Okazalo sie, ze barwniki

rodammowe wewnqtrz makrofagow czgsciowo desorbuja si¢ z powierzchni, powodujac



-adsorbowanie si¢ roznych biomolekut (biatek DNA, lipidéw) na nanoczastkach Au. Inaczej jest
w przypadku zieleni malachitowej. Te wstepne eksperymenty przede wszystkim udowodnity, ze
nanoczastki Au o g;;ednich rozmiarach okolto 40 nm latwo przenikajg przez $ciany komorki, a
ponadto wskazaly, ze do nastgpnych eksperymentéw, prowadzonych na komérkach $rédblonka,
nalezy wybra¢ rodamine 6G jako molekule reportera. Trzy nastgpne publikacje dotycza komérek
$rodbtonka i sa probg odpowiedzi na nastgpujace pytania:

) 1. jakie sa optymalne warunki prowadzenia procesu wychwytu nanoczastek Au pokrytych
rodaming 6G, tak aby nie ‘spowodowaé $mierci komorki, a zarazem osiagnaé optymalne
stgzenie nanoczastek Au dajace dobrze mierzalny sygnal SERS? Wykazano, ze
optymalny czas akumulacji Au to 2-4 godzin, przy zachowaniu stgzenia nanoczastek ok.
10°M a rodaminy na poziomie 10"°M.

2. czy wewnatrz komoérki zachodza procesy desotpcji molekul reportera i adsorpcji
biomolekutl na powierzchni Au? Wykazano, ze metoda SERS mozna sledzi¢ dynamike
wymiany molekut na powierzchni nanoczastek.

3. jak zewnatrzkomorkowe pH wplywa na rozktad pH wewnatrz komoérek $rédblonka?

4, jaka jest przepuszczalnoéé blon komdrkowych w stanie zapalnym wyidukowanym przez

 TNFa, {(tumor necrosis factor alpha) dla nanoczastek Au?

Na dwa ostatnie pytania odpowiedziano stosujac inng molekule reportera — kwas 4-

merkaptobenzoesowy. Pomiar wewnatrzkomdrkowego pH z uzyciem tej molekuly

prowadzono juz weczeéniej w kilku laboratoriach na $wiecie, jednak dla innego typu
komérek. W stosunku do tej czesci pracy nasuwaja mi sie dwa komentarze. Po pierwsze,

' ”si.iﬁé"‘t’f‘()“ﬁéiﬁé‘ juz wezesniej w literaturze, Ze oddziatywania molekut reportera z bialkami

mt')gé" fé{séowaé pomiar wewngtrzkomérkowego pH. Stosuje si¢ wtedy ,,0stong” nanoczastek

_ przez pokrycie bardzo cienka warstwa SiO,. Szkoda, ze doktorantka nie odniosta si¢ do tego
E _"prbbléfnu. Druga uwaga dotyczy faktu, ze czujnik Au/4-MBA pracuje dobrze w zakresie pH

4;5 ~75. PowyZej i ponizej tych wartosci mamy plateau, tymczasem na rys. 3 w publikacji 7

mamy mapy pH obejmujace wartoéci 8.5; 9.1; 9.8. Jak udalo sig okresli¢ te wartosci?

Mimo tych uwag wydaje mi si¢, ze opisywana seria eksperymentéw dotyczacych komérek

srodblonka wskazuje na znaczny potencjat spektroskopii SERS w dziedzinie obserwacji

zlozonych proceséw wewnatrzkomérkowych. To co do tej pory udalo sig uzyskac
doktorantce zastliguje z pewnoécia na uznanie. To sa przeciez pierwsze tego typu

eksperymenty ramanowskie w Polsce.



Na koniec chciatabym odnies¢ si¢ do formalnej strony pracy. Praca doktorska napisana jest po
angielsku i sklada si¢ z dosy¢ krotkiego omdéwienia wynikéw (okoto 235 stron), poprzedzonych
okresleniem celu b;télaﬁ i krotkim oméwieniem literétury. Cytowanych jest niewiele prac (38
odsylaczy) z dziedziny objetej doktoratem, bo inne odnosniki sa zawarte w publikacjach. Trzon
pracy doktorskiej stanowia zatem odbitki publikacji, Poniewaz publikacje sa wielo autorskie to
dolaczone sa takze o$wiadczenia wspétautoréw. Na ich podstawie mozna uznaé, ze wktad mgr
Aléksandry Jaworskiej byt znaczacy, szczegdlnie w zakresie eksperymentalnym. Ta formuta
pracy jest dla mnie nowa i przﬁnam, ze wydaje mi si¢ bardziej wlasciwa dla rozprawy
habilitacyjnej. Jest ona jednak catkowicie zgodna ze znowelizowana ustawa o stopniach i
tytutach naukowych. Zatem w pelni ja akceptuje, a moja wypowiedz jest jedynie glosem w
dyskusji 0 nowej formule doktoratu.

W podsumowaniu pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona do recenzji praca zawiera szereg
elemenféw nowosci haukowej, a przeprowadzone badania, szczegélnie te dotyczace
iéédaptowania metody powierzchniowo wzmocnionego rozproszenia ramanowskiego do
badania zywych komérek srédblonka, stwarzaja perspektywy dalszych, ciekawych prac w
powiazaniu z problematyka diagnostyki medycznej. Doktorantka wykazala sie umiejetnoscia
‘prowadzenia bardzo trudnych eksperymentéw i $wietnie opanowala warsztat naukowy
konieczny do ich prowadzenia. Ma bardzo duzy dorobek naukowy, obejmujacy 7 publikacji
zwiazanych z dokforatem i 4 poza tematyka pracy doktorskiej, Nie mam najmniejszych
watpliwosci, ze recenzowana praca catkowicie spetnia warunki ustawy o stopniach i tytufach
naukowych z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. nr 65) znowelizowanej 18 marca 2011 (Dz. U. 2011
V"'"‘r.i'rj:"'"':'S4'“?3"“1)"02;" 455). W zwiazku z tym wnoszg¢ do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu
X 'JégiélIOﬁSkiego o dopuszczenie mgr Aleksandry Jaworskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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