Politechnika t6dzka
Katedra Fizyki Molekularnej

L6dz 23.12.2020

Dr hab. inz. Marcin Kozanecki, profesor uczelni
e-mail: marcin. kozanecki@p.lodz pl

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Eweliny Wiercigroch
zatytutowanej:
“Projektowanie nanoczujnikéw SERS do detekcji markeréw chorobowych.”

Recenzowana praca zostata przygotowana w Kierowanym przez prof. dr hab. Malgorzate
Barafiskg Zespole Obrazowania Ramanowskiego, Zakiadu Fizyki Chemicznej, Wydziatu Chemii,
Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie, pod opieka dr hab. Kamilli Matek, prof. UJ. Wspomniany
Zesp6t od lat nalezy do wiodacych, w skali swiatowej, osrodkoéw prowadzacych badania naukowe nad
praktycznym wykorzystaniem metod mikro-spektroskopowych m.in. w diagnostyce medycznej.
Przedstawiona do recenzji praca réwniez wpisuje si¢ w ta tematyke badaweza.

Na wstgpie warto podkreslié interdyscyplinarny charakter pracy wymagajgcy od doktorantki

bardzo szerokiego zakresu wiedzy nie tylko z zakresu chemii czy biochemii, ale réwniez nauk
medycznych. Praca powstala we wspdlpracy z Jagielloniskim Centrum Rozwoju Lekéw, Zespolem
Elektrochemii UJ oraz Katedra Technologii i Chemii Materiatéw Uniwersytetu L.6dzkiego. Na osobne
potraktowanie zashiguje wspélpraca z zespolem prof. Schluckera (Wydzial Chemii Fizycznej
Uniwersytetu Duisburg-Essen), ktory jest odkrywcy zastosowanej w pracy metody znakowania
przeciwciat za pomoca znacznikéw SERS. Metoda ta zostata po raz pierwszy skutecznie zastosowana
w roku 2006, co pokazuje aktualnogé podjetej przez Doktorantke tematyki badaf. Zakres pracy jest
bardzo obszerny i patrzac na postawione sobie cele wydaje sig, ze Doktorantka podjeta sig
karkotomnego zadania, z ktérym jednak poradzita sobie doskonale.
Tytut rozprawy w petni odpowiada przedstawionym tre$ciom. Praca ma ukiad klasyczny z
. wyraznym podziatem na pie¢ gléwnych rozdziatéw. Mam watpliwosei co do nazwy rozdziatu 1, gdyz
»(2¢8C teoretyczna” sugeruje, ze bedzie on zawieral opis jakiej$ teorii, lub jakies rozwazania
teoretyczne. Zapewne duzo bardziej adekwatny bylby tytwl ,,Czeéé literaturowa” W czgdel V,
»Whioski” oczekiwatbym krétkiego i jednoznacznego wypunktowania najwazniejszych osiggnieé
pracy, podczas gdy obecnie rozdziat ten bardziej przypomina podsumowanie przeprowadzonych badan.
Oczywiscie uwazny czytelnik jest w stanie »Wylowi€” w pracy wnioski z poszezegoinych etapéw badan,
ktére sa zawarte w ostatnich akapitach wiekszosei podrozdziatéw w czedei IV (Wyniki i dyskusja),
jednak krétkie ,,przypomnienie” na kosncu pracy najwazniejszych osiagnieé na pewno ufatwiloby
lekture.

Czgs¢ literaturowa napisana jest w Sposéb jasny, spojny i przejrzysty. Zawiera ona w
poszczegblnych rozdziatach opis metod immunologicznych stosowanych obecnie w diagnostyce
medycznej (rozdziat 1) oraz obecny stan wiedzy w zakresie wykorzystania technik SERS w testach
immunochemicznych (rozdziat 2). W tej czgsci oprécz najnowszych prac Doktorantka zawarka réwniez
cz¢$C wiedzy podrgcznikowej. Pragne jednak podkreslié, ze w mojej ocenie byla to bardzo stuszna
decyzja, gdyz dzigki temu praca powinna by¢ latwiejsza w odbiorze zaréwno dla chemikéw, jak i
przedstawicieli nauk medycznych. Cytowana bibliografia obejmuje tacznie prawie 180 pozycji
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naukowych (artykutéw i ksigzek), z czego zdecydowana wigkszo$é to prace z ostatnich 5 lat. Prawie
polowa cytowanych dziet postuzyla Doktorantce do zarysowania obecnego stanu wiedzy w wybranych
obszarach, pozostate zas do dyskusji wynikéw wiasnych. Prace dobrane sg bardzo trafnie, co §wiadczy
0 bardzo dobrej znajomosci tematu przez Doktorantke oraz o tym, ze na biezaco uzupelniala swoja
wiedze.

Jak wspomniatem recenzowana praca ma charakter interdyscyplinarny, obejmujac zagadnienia

z zakresu szeroko rozumianej spektroskopii, biochemii, fizyko-chemii powierzchni, nanotechnologii,
- nauk medycznych. Jestem pod ogromnym wrazeniem w jaki sposéb Doktorantka poradzita sobie z
problemem, ktéry zdefiniowata jako glowny cel swojej pracy (czgsé III) polegajacy na ,.konstrukeji
czuinikéw do selektywnego wykrywania markeréw zapalnych pojawiajacych sie w naczyniach
krwionodnych oraz w osoczu krwi wraz z rozwojem choréb naczyniowych.” Praca realizowana byla w
dwéch kierunkach:

1) opracowanie sensoréw immunoSERS do detekeji markeréw w naczyniach z rozwinieta
blaszka miazdzycows i ich rozwéj w kierunku Jednoczesnej lokalizacji kilku biatek w
jednym barwieniu immunochemicznym (IF),

2) konstrukcja testu typu ,kanapkowego” do iloSciowego oznaczenia cytokin zapalnych w
plynach ustrojowych czy komérkowych.

Oba kierunki prac zakoriczyly si¢ sukcesem o czym $wiadezy fakt, ze wyniki badan zostaly
opublikowane w renomowanych czasopismach o wysokim wspoétczynniku oddziatywania (Biosensors
and Bioelectronics, Applied Surface Science). W pierwszym obszarze Doktorantka przebadata
znaczniki oparte o rézne nanostruktury zlota — nanosfery, nanogwiazdki oraz uktady nazwane przez
Doktorantke nanostruktury (nanosfery o §rednicy 17 nm osadzone na wigkszych rdzeniach o $rednim
rozmiarze 50 nm) pod kgtem ich wykorzystania w detekeji biomarkeréw w- tkance pnia ramienno-
glowowego tetnicy szyjnej z rozwinigtq miazdzycg na mysim modelu tej choroby.

Powierzchnia zlota modyfikowana byla przeciwcialem nakierowanym na a-aktyne komorek
migsnidwki gladkiej, dzieki czemu stworzono sensory do detekcji tych struktur w analizowanych
tkankach. Wyniki obrazowania SERS weryfikowane byly z powszechnie stosowanymi obecnie
metodami opartymi o barwienie immunofluorescencyjne. Doktorantka w tej czesci swojej pracy
stwierdza, ze w przypadku nanosfer zaobserwowane wzmocnienie sygnalu ramanowskiego jest
niezadawalajgce, co byto impulsem do poszukiwania bardziej ztozonych, ale i bardziej efektywnych
nanostruktur np. nanogwiazdek. Ich uzycie wymagalo jednak uzycia lepszych stabilizatoréw.
Doktorantka potwierdzita wysoka stabiinosé uzyskanych reporteréw ramanowskich i mozliwo$é ich
praktycznego zastosowania do ilodciowej analizy komérek migsniéwki gladkiej w blaszce
miazdzycowej. W przypadku supernanostruktur  Doktorantka podsumowuje swoje rezultaty
stwierdzeniem, Ze daja one silne wzmocnienie, jednakze ich uzytecznosé jest silnie ograniczona przez
niska stabilno$é i koniecznosé diugotrwatej inkubacji. Do istotnych sukceséw Doktoranki nalezy

L zaliczyé opracowanie protokotu réwnoleglej detekeji dwéch biomarkerdw w tkance za pomocy

immunosond SERS (w przypadku metod bazujgcych na fluorescencji jest to utrudnione ze wzgledu na

1 malg specyficznosé widm fluorescencyjnych, jako widm elektronowych). Przeprowadzone przez Panig

- mgr Wiercigroch doswiadczenia pokazaly bardzo wysoka zgodno$é testéw iSERS | obrazéw IF. Jak
pisze Doktorantka: ,, Wskazuje to na wysoki potencjat metody iSERS w detekeji wielu sktadnikéw w
trakcie jednego barwienia, wymaga to jednak opracowanie protokotu barwienia z uzyciem trzech i
wigcej znacznikéw SERS.” Nalezy sig z tym stwierdzeniem w petni zgodzié.

Drugi kierunek badasi Pani mgr Wiercigroch obejmowat zaprojektowanie i wykonanie sensora
do czulego wyznaczania poziomu mediatoréw zapalnych oznaczanych we krwi lub plynach
komérkowych. Obecnie w ich detekcji wykorzystywane sg najezgsciej tzw. testy ELISA. Doktorantka
dzigki bardzo dobrze zaplanowanym i systematycznie prowadzonym badaniom uzyskata stabilne w
czasie, prawidtowo dzialajace testy (czego dowodem s3 przeprowadzone pomysinie testy walidacyijne)
oparte 0 markery iSERS pozwalajace na ilosciows analizg interleukiny-6 (IL-6) w zakresie od
kilkudziesieciu do kilkuset pg/mL, co nalezy uznaé za jedno z najwigkszych osiagnieé pracy.
Przeprowadzone eksperymenty pozwolily réwniez skorelowaé wybrane parametry morfologiczne
badanych podtozy z wlaciwodciami SERS (cho¢ w tym obszarze mam pewne watpliwosci wyrazone w
dalszej czgsci recenzji).
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Calo$¢ wykonanych prac oceniam bardzo wysoko. Eksperymenty sa prowadzone w sposéb
bardzo systematyczny, w Swietny sposob zaplanowane, co $wiadczy o duzej dojrzalo$ci Doktorantki.
Réwniez analiza uzyskanych wynikéw nie pozostawia watpliwosci co do swej rzetelnosei. W kontekscie
catego dorobku Doktoranki, pragne to wyraznie podkreslié - dorobku wybitnego - na tym poziomie
rozwoju kariery naukowej, nalezy Panig mgr Eweline Wiercigroch uznaé za w pemi uksztaltowanego
bardze wysokiej klasy specjaliste w obszarze wykorzystania metod spektroskopowych, szczegélnie w
obszarze analizy uktadéw biologicznych. Jeszcze raz pragne podkresli¢ wszechstronnosé Doktorantki i
ogromny trud wylaniajacy sie jakby ukradkiem i nie¢mialo zza kazdego rysunku. Nawet pobiezna

lektura pracy pozwala stwierdzié, ze rozprawa zawiera tylko koncowe rezultaty $wiadczace o
odniesionych sukcesach badawczych. Zapewne prowadzita do nich ciernista droga usfana kolcami
porazek, koniecznoscig wprowadzania kolejnych poprawek i modyfikacji oraz wielu dzialas majacych
na celu optymalizacje badanych uktadéw. Z racji obowigzkéw recenzenta ponizej zalaczam liste uwag
krytycznych, ktére jednak nie umniejszaja w zadnym stopniu mojej bardzo wysokiej oceny dysertacji
przedstawionej przez Panig mgr Eweling Wiercigroch do recenzji.

Komentarze i uwagi:

L Uwagi jezykowe i edytorskie:

1. Doktorantka generalnie uzywa bardzo poprawnej polszczyzny, tym nie mniej znalazlem kilka niezbyt
fortunnych zwrotéw np.: '

- na stronie 19 czytamy: ,,Wigksza czesé fotondw ulega rozproszeniu z identyczna czgstoscia jak
promieniowanie wzbudzajace (vo), co odpowiada rozproszeniu Rayleigha” — konstrukcja zdanja
sugeruje, Ze ,,cz¢stosé” odnosi sie tutaj do prawdopodobienstwa zachodzenia Zjawiska rozpraszania, a
ni¢ do czgstosci w sensie parametru okreslajacego promieniowanie; o

- na stronie 22 Doktorantka pisze: , Zrodiem tak silnego wzmocnienia jest rezonans plazmonowy metalu
(najezgseiej Ag lub Au), w poblizu ktérego (do ok. 100 nm) znajduje si¢ badana molekula.” — rodzj sie
zatem pytanie co oznacza stwierdzenie, ze molekula znajduje si¢ blisko rezonansu plazmonowego
metalu; '

- ha stronie 25, zapewne omytkowo Doktorantka, pisze: ,,... na kazdym etapie promieniowanie jest
proporcjonalne do kwadratu wzmocnienia pola elektromagnetycznego.”, podczas gdy zamiast
»Wzmocnienia pola” powinno by¢ ,natezenia pola™;

- na stronie 26 mozna znalezé nastgpujgce sformulowanie: ,,Wzmocnienie elektromagnetyczne jest
procesem, ktéry jest $cisle zwiazany z nanostrukturami metalicznymi, w rzeczywistosei wigc sam efekt
zachodzi nawet bez obecnosci molekuly.”, ktére jest dla mnie zupetnie niezrozumiate;

- na stronie 31 znajduje si¢ uwaga o molekutach »---ulegajacych rozproszeniu (odpowiednio, Nsgs i
Nrs)”, podczas, gdy chodzi o molekuly rozpraszajace w sposéb nieelastyczny promieniowanie
elektromagnetyczne;

- ha stronie 59 czytamy: ,,... do dalszych badan wybranych zostalo 7 substratéw, ktére réznily sie
migdzy soba przede wszystkim stgZeniem jonow Ag+ (0,1; 1,0 lub 10 mmol/L) oraz rodzajem
zastosowanego rozpuszczainika (woda badz etanol).” I dalej na stronie 61: »nanostruktury ziota
testowane pod katem wiadciwoéci SERS réznily si¢ glownie stezeniem jonéw Au™, medium oraz
warunkami naswietlania prébek promieniowaniem z zakresu UV”. To metody otrzymywania réznity sie
st¢Zzeniem jonéw i rodzajem rozpuszczalnika, lecz podtoza juz nie,

- ha stronie 85 znajdujemy stwierdzenie: ... wykonano réwniez obrazowanie calej tkanki z gestodeia
prébkowania 5 pm.” — poprawniej byloby napisaé z krokiem prébkowania, poniewaz gestosé nie moze
by¢ wyrazana w jednostkach odleglosci (um).

- na stronie 112 1 113 pojawiaja sie stwierdzenia: »Wysoki zakres zdominowany jest przez pasma
polozone przy 2952 i 2924 em™...” oraz »obecne sa réwniez pasma w wysokim zakresie”, ktére rodza
pytanie o jaki ,wysoki zakres” chodzi.

2. Zamiast zwrotu , linker”, bedgcego  ewidentnym makaronizmem, stosowatbym raczej stowo
stacznik”, tym bardziej, ze inne zwroty pochodzenia obcego typu hot-spot, TERS, cluster analysis sa
konsekwentnie thumaczone na jezyk polski.

3. Doktorantce nie udato sig unikna¢ powtérzef pewnych tresci. Wielokrotnie czytamy np. o waskich
pasmach w widmach Ramana w poréwnaniu z szerokimi i mato specyficznymi pasmami fiuorescencji.
Réwniez fakt, ze niektére »reportery” posiadajg grupy karboksylowe umozliwiajace biokoniugacje z
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przeciwciatem, za$ MUA, MU i 4-MBA posiadaja grupe tiolowa umozliwiajaca ich ,kotwiczenie” na
powierzchni metalu’ komentowany jest kilkukrotnie. To dosy¢ oczywiste uwagi i nie ma sensu ich
wielokrotne przypominanie czytelnikowi.

4. Warto numerowaé uzywane wzory, ulatwia to lekture i pozwala unikngé powtérzen (np. wzér na EF)
5. Znalaziem tez dos¢ liczne bledy edytorskie {np. Doktorantka niekonsekwentnie wstawia lub nie
spacje migdzy wartosé i jednostke) oraz interpunkceyjne, ktérych nie bede tutaj wymieniat.

I Rysunki: ,
1. Narysunku 3 ewidentnie brakuje opisu niebieskich rombéw, co utrudnia jego analize, a eni gmatyczny
- podpis wymusza poszukiwanie wyjasnieft w tekscie.

2. W mojej ocenie cze$é rysunkow prezentujgeych wyniki moglaby byé wieksza i przez to bardziej
czytelna. Na obrazach SEM ewidentnie brakuje skali. Powigkszenie nie definiuje wielkosci obrazu,
ktéry moze by¢ powiekszony czy pomnigjszony przy edyciji.

3. Rysunek 56 nie jest spéjny z rysunkiem 48 oraz z opisem przedstawionym w tekgcie

4. Na kilku rysunkach brakuje oznaczen A, B (np. rysunek 57)

Il Zagadnienia merytoryczne:

1. Czy rzeczywifcie mozna oczekiwaé, ze wzmocnienia sygnatu ramanowskiego moze dochodzig, gdy
dystans migdzy badang molekuta a sondg wynosi 100 nm, co sugeruje zapis na stronie 222 Na stronie
26 Doktorantka pisze, ze Isers zalezy od odleglodci zgodnie z zaleznoscig r'”. Trudno te dwa opisy
uznac za spdjne.

2. Na stronie 24 czytamy, ze ,,... w technice SERS w poréwnaniu do normalnej spektroskopii Raman
wymagana jest obecnoé nanostruktur metalicznych”. Nie jest to do kofica prawda, ‘bo efekt SERS
obserwowany byl réwniez dla materiatow pélprzewodnikowych. Dalej czytamy na téj samej stronie:
»Gigantyczne pole elektromagnetyczne jakie generowane jest przez chropowata powierzchnig
metaliczng zwigzane jest z rezonansem plazmonowym, ktéry obserwowany jest w momencie, gdy
czgstosé promieniowania wzbudzajacego Jest zblizona do czgstodei drgan gazu elektronowego metalu.”
Tutaj moje watpliwosei budzi fakt ,,generowania” pola przez chropowata powierzchnie. To pole raczej
jest wzmacniane, a nie generowane przez nanoustrukturyzowany metal, poniewaz Zrédlem tego pola
Jest fala elektromagnetyczna, a nie sama powierzchnia metaliczna. Co Doktorantka rozumie pod
pojeciem ,.gigantyczne pole elektromagnetyczne™?

3. W jaki sposéb mocowano prébki tkanek BCA na plytkach

4. Na czym polegata wspétpraca z grupg prof. Schluckerem. Czy Doktorantka:

- dostala gotowe, zmodyfikowane, nanostruktury? ‘

- dostata gotowe protokoty syntetyczne?

- wykonywata samodzielnie syntezy pod kierunkiem o0s6b z grupy niemieckiej.

5. W przypadku charakterystyki powierzchni warstw brakuje oceny ich chropowatosci np. za pomoca
mikroskopii sit atomowych lub chocby profilometru.

6. Czy podawane moce lasera dotycza mocy znamionowych, czy tez mocy docierajgcych do prébki.

7. Na tysunku 37 pozycje maksimum odpowiadajacego LSPR dla prébki 1,0AgW/Ti-b odczytano jako
426 nm, podczas gdy wydaje sie, ze pozycja tego pasma jest zlokalizowana znacznie blizej 450 nm, co
wigcej widoczne jest réwniez drugie maksimum okoto 370 nm, ktérego nie uwzgledniono. Dlaczego?
8. Jak wyjasni¢ brak LSPR dla prébki 0,1AgE/Ti-a?

9. Dlaczego podloza przygotowane z uzyciem wody moga mieé nizszg stabilnosé niz te przygotowane
W etanolu, o ezym Doktorantka pisze na stronie 999

10. Dlaczego przy dyskusji wplywu morfologii na EF nie uwzgledniono w ogole dopasowania uzytej
do wzbudzenia linii laserowej do pozycji pasma LSPR oraz intensywnosci pasma LSPR?

1. Moje duze watpliwosci budzi parametr PDI. Doktorantka pisze na stronie 102 o monodyspersyjnosci
probki 0,1 Aw/Ti o czym ma swiadezy¢ niskie PDI, podczas gdy rysunek 41 jasno pokazuje bimodalny
rozktad rozmiar6w znaleziony dla tej probki. Warto réwniez zaznaczy¢, ze ze swej definicji parametr
PDI bedzie osiagat wigksze wartosci dla matych czastek — szczegolnie znajdujacych sie na granicy
oznaczalnosci dang metodg (wowezas rodnie blad oznaczenia). Dla prébek 1,0 Au/Ti-b i 1,0 AwTi-c
rozklady sa bardzo waskie i na pewno podioza mozna uznaé za monodyspersyjne, mimo ze PDI sa dia
tych prébek wysokie. Wynika to moim zdaniem z wyraznie nie gaussowskiego charakteru rozktadu.
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12, Na stronie 104 Doktorantka pisze, ze: Do uzyskanie sygnate SERS wykorzystano laser 633 nm aby
dopasowaé wzbudzenie rozpraszania ramanowskiego do LSPR”, podczas gdy z rysunku 42 wynika, ze
lepsze dopasowanie mozna uzyskac dla fali o diugosci 532 nm. Podobne stwierdzenie pada na stronie
117 tu mozna odniesé si¢ do rysunku 53.

13. Mam duze watpliwosci co do wykorzystania réwnania paraboli jako réwnania krzywej wzorcowej
dla danych przedstawionych na rysunku 60A. Wyznaczone réwnanie byé moze w badanym zakresie
dobrze opisuje przedstawione dane eksperymentalne, ale nie ma zadnego sensu fizycznego
(przedstawiona funkcja osiaga maksimum dla stezenia 592,6 pg/mL i pézniej opada). Podobne
watpliwosci budzi réwnanie wyznaczone dla danych z rysunku 60C. Czy nie lepiej bylo jak w przypadku
““danych przedstawionych na rysunku 47 skorzysta¢ z reprezentacji logarytmicznej?

14. W jakich odstgpach czasu powtarzane byty pomiary przedstawione na stronach 79-80,

Whioski koicowe

Jak wspomniatem powyzej przedstawione uwagi krytyczne w znacznej mierze majg charakter
dyskusyjny i w zaden spos6b nie podwazaja giéwnych osiagnieé przedstawionych w rozprawie.
Doktorantka w czgsci IMI pisze: "Projektowanie czujnikéw opartych na SERS nie jest zadaniem prostym
1 weigz stanowi wyzwanie w zwiazku z czym wymaga wielu eksperymentéw optymalizacyjnych, aby
osiaggnaé rzetelne i powtarzalne wyniki, ktére s3 warunkiem aplikacyjnosci. Konieczne jest
kontrolowanie wielu parametréw (...) Jego zaprojektowanie wymaga wielu etapow optymalizacyjnych,
W pelni sie z tg opinia zgadzam. Tym bardziej nalezy docenié sukces Pani mgr Eweliny Wiercigroch
na polu zaréwno projektowania, syntezy i modyfikacji, jak i aplikacji uzyskanych czujnikéw,
Podsumowujgc, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Eweliny
Wiercigroch spelnia z naddatkiem wymogi stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w Ustawie
z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2017 r, poz. 1789) i w zwiazku z art. 179 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz 1660}.
Whioskuje o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Dodatkowo
biorge pod uwage bardzo wysoki poziom merytoryczny samej rozprawy doktorskiej oraz wybitny
dorobek naukowy Doktorantki WNoSZ¢ 0 WyrdZnienie recenzowanej pracy.
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