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Prof. dr hab. Wojciech M. Kwiatek Krakow, 28 lutego 2019 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej

pt. "Bionanokompleksy nanoczastek ztota z enzymami — zastosowanie w
biosensorach”
autorstwa Pani mgr Renaty Wojnarowskiej-Nowak

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska pt. ”"Bionanokompleksy
nanoczastek zlota z enzymami — zastosowanie w biosensorach” wykonana
zostala przez Panig mgr Renate Wojnarowska-Nowak w Instytucie Metalurgii
i Inzynierii Materialowej im. Aleksandra Krupkowskiego Polskiej Akademii
Nauk w Krakowie, pod kierunkiem prof. dr hab. Eugeniusza Szeregija.

Na przestrzeni ostatnich dwoch dekad nastgpit gwaltowny rozwoj
nanotechnologii a w tym zastosowania nanoczastek w wielu dziedzinach nauki.
Coraz czeéciej prowadzone sa prace z wykorzystaniem nanoczastek w szeroko
pojetej medycynie. Prowadzi si¢ prace nad zastosowaniem roznego typu
nanoczastek jako biosensoréw, markerow transportu lekéw czy czynnikow
wzmacniajacych réznego rodzaju terapie. Z uwagi na ich roznorodne
wlasciwosci do ich $ledzenia wykorzystuje si¢ zarO6wno promieniowanie
rentgenowskie jak i techniki spektroskopii oscylacyjnej czy pole magnetyczne.
Tak wiec, wykorzystanie nanoczastek i nowoczesnych technik analitycznych
nalezy do waznych obszaréw badaf fazy skondensowanej, biomaterialow a
nawet diagnostyki i terapii medycznej. Stad tez badania interdyscyplinarne
odgrywaja wazng role zarowno w zakresie badan podstawowych jak
i aplikacyjnych prowadzac do stalego rozwoju technologicznego, a stosowane
techniki spektroskopii oscylacyjnej pozwalaja na uzyskanie bogatej informacji o
wlasno$ciach materii i wystgpujacych oddzialywaniach.

Starajac sie sprostaé wyzwaniom zapotrzebowania na badania analityczne
z zakresu wykrywania niskich stezen molekut czy diagnostyki na wczesnym
etapie wystepowania zjawisk patologicznych wystgpujacych w organizmach
zywych, mgr Renata Wojnarowska-Nowak postanowifa opracowac technologi¢

ul. Radzikowskiego 152, 31-342 Krakéw centrala: +48 12 662 8000
www.ifj.edu.pl

Strona | 1



INSTYTUT FIZYKI JADROWE]
5 im. Henryka Niewodniczahskiego

POLSKIE] AKADEMII NAUK

wytwarzania bionanokompleksow nanoczastek zlota z enzymem oksydazy
cholesterolowej.  Znajac zjawiska zachodzace w wyniku oddziatywania
promieniowania elektromagnetycznego z metalami, doktorantka postanowita
wykorzystaé je w swoich badaniach dzigki wywotaniu efektu powierzchniowo
wzmocnionego rozproszenia ramanowskiego. Tak zwana technika SERS
charakteryzuje si¢ bardzo duza czuloscia pozwalajagca na badanie nawet
pojedynczych czasteczek. W zaproponowanych badaniach pani Wojnarowska-
Nowak wykorzystata tez spektroskopi¢ w podczerwienii, ktora jest technikg
komplementarng do rozproszenia Ramana.

Recenzowana rozprawa zostala opisana na 129 stronach maszynopisu,
posiada streszczenie, 6 rozdzialtow merytorycznych, wnioski koncowe, spis
rysunkow, spis tabel, bibliografi¢ zawierajaca 146 pozycji oraz wykaz dorobku
autorki. Tekst ilustrowany jest kolorowymi rysunkami, wykresami oraz
tabelami. Na poczatku rozprawy autorka zamiescita przydatny dla czytelnika
wykazu skrotow i nazw uzywanych w tekscie.

Niestety, rozprawa nie zawiera streszczenia w jezyku angielskim jak
zaleca zapis pkt. 6 w Art. 13 Ustawy z dn. 14.03.2013 r. (DU 2017 poz. 1789
tekst jednolity). W rozprawie nie okreslono réwniez tezy a ograniczono sig
jedynie do podania celow w opisie problemu badawczego. Mam jednak
nadzieje, ze podczas obrony doktorantka przedstawi tez¢ skoro ma jej
broni¢ oraz dolaczy abstrakt w jezyku angielskim.

Pierwszy rozdzial rozprawy — Wprowadzenie — zawiera podstawowe
informacje  dotyczace  powierzchniowo  wzmocnionego  rozpraszania
ramanowskiego (SERS) wprowadzajac czytelnika w tajniki podstaw fizycznych
stosowanej metody. W rozdziale tym autorka zaznajamia czytelnika z pojgciem
binanokmplekséw, wyjasniajac oddziatywanie nanoczastek z biologicznie
aktywnymi zwigzkami — enzymami — podajagc wiasciwosci kompleksow
nanoczastka — enzym oraz ich zastosowanie. Rozdzial konczy opis
bionanosensorow opartych na nanoczastkach. W opisie tym, autorka w bardzo
przejrzysty sposob uzasadnia wybor techniki badawczej. ‘

Drugi rozdziat — Problem badawczy — po$wiecony jest uzasadnieniu
wyboru badan jednego z waznych enzymow jakim jest oksydaza cholesterolowa
(ChOX).
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Trzeci rozdzial — Technologia wytwarzania bionanokompleksow i opis
metod ich charakterystyki — jest to najistotniejszy rozdzial w rozprawie.
Z rozdzialu tego czytelnik dowiaduje si¢ w jaki sposob dokonac syntezy
nanoczastek. Autorka opisuje tu dwie metody: pierwsza jest zmodyfikowana
metoda Turkevicha a druga to metoda wykorzystujaca borowodorek sodu
i bromek cetylotrimetyloaminnowy. Podany jest rowniez proces
biofunkcjonalizacji nanoczastek i immobilizacji oksydazy cholesterolowej na
powierzchni nanoczastek ztota. Do tego celu doktorantka wykorzystata trzy
linkery MHDA, MPA i CYS. Ten pierwszy skltada si¢ z diugiego fancucha
weglowego a te dwa ostatnie z bardzo krotkich fancuchéw weglowych. Oprocz
protokotéw otrzymania kompleksow, autorka dokonuje opisu metod
wykorzystanych do charakterystyki wytworzonych bionanokomoleksow.
Metodami tymi byty: mikroskopia sit atomowych, metody biochemiczne,
spektroskopia UV-VIS, spektroskopia w zakresie podczerwieni oraz
spektroskopia ramanowska.

Kolejne istotne rozdzialy rozprawy, stanowigce jej najwazniejszg czgsc,
a zarazem najobszerniejsze, to rozdzialy czwarty, pigty i szosty prezentujgce
wyniki i ich analize.

Rozdzial czwarty - Wiasciwosci strukturalne i biochemiczne
bionanokomplekséw AuNP-ChOX - prezentuje wyniki badan w zakresie
okre$lenia otrzymanych rozmiar6w nanoczastek, do czego wykorzystano
technike AFM oraz UV-VIS. W rozdziale tym zaprezentowano réwniez
symulacje bliskiego pola wokot nanoczgstek ztota. Symulacje zwizualizowano
na zataczonym rysunku, wyjasniajac przy tym mechanizm oddzialywania
i uzasadniajgc wybor lasera o odpowiedniej diugosci fali (633 nm) do
prowadzenia analiz.

Rozdziat piaty — Analiza widm FTIR bionanokomplesku — nalezy do
dwoch najistotniejszych rozdziatow rozprawy, albowiem zawiera wyniki analiz
przeprowadzonych na poszczegdlnych etapach procesu wytwarzania
kompleksow. Autorka zwraca uwage na odpowiednie przypisanie pasm, ich
przesuniecia i strukturg dla poszczeg6lnych probek (z linkerami MHDA, MPA
i CYS). Okresla potozenia pasm w widmach IR dla ChOX w roznych
srodowiskach: powietrzu, buforze i dla bionanokompleksu. Ponadto okre$lona
zostata rowniez struktura drugorzedowa oksydazy cholesterolowej na bazie
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rozktadu pasm amidowych. Dzigki analizie struktury drugorzedowej badanych
zwiazkow, doktorantka wyznaczyta sktad procentowy udziatow poszczegélnych
struktur (B-kartek, o-helis 1 innych).

Rozdzial szosty — Efekt SERS bionanokompleksow AuNP-ChOX -
dotyczy analiz wykonanych technika rozpraszania ramanowskiego.
Zastosowana technika pozwala na uzyskanic dodatkowych informacji
o badanych zwigzkach w stosunku do techniki FTIR. W rozdziale tym, Autorka
pokazata wykorzystanie laserow o r6znych dtugosciach fal, zaleznos¢
intensywnosci sygnatu ramanowskiego od rozmiarOw nanoczastek, oraz
wskazata na pasma, ktore moga stuzy¢ jako markery w analizach. Wykonanie
tych porownan pozwolito na wskazanie najoptymalniejszych warunkow
pomiarowych.

Pani mgr Renata Wojnarowska-Nowak opracowala metodologi¢ syntezy
bionanokompleksu nanoczastka — enzym oksydazy cholesterolowej oraz
przeprowadzita szereg pomiaréw, gitownie technikami spektroskopii
oscylacyjnej, wykazujac wplyw linkera na efektywno$¢ wigzania enzymu
ChOX i jego wiasciwosci katalityczne. Oprocz typowych wiazan wystgpujacych
dla bionanokompleksu udato si¢ autorce rozprawy wyznaczy¢ linie markerowe
SERS dla ChOX oraz cholesterolu, ktore pozwalaja na jednoczesng analizg
wystgpowania tych molekul. Wykonanie tak wielu réznorodnych analiz
pozwolito tez na wyznaczenie struktur drugorzgdowych oraz roznic w zakresie
tzw. ,finger print”.

Podczas lektury rozprawy nasunely mi si¢ pewne watpliwosci i uwagi,
ktore niewatpliwie beda wyjasnione podczas obrony. Naleza do nich:

1. Czy okreélenie ,przekrdj poprzeczny absorpcji” (str. 14) dotyczy

przekroju czynnego na absorpcjg? Jesli tak to czy mowa jest
o przekroju czynnym catkowitym czy rézniczkowym?

2. Watpliwoéé budzi rys. 1.5. gdzie pokazane sg Um O1aZ Vos:? Jaka jest

rdznica. Prosze tez o wyjasnienie dolnej czesci rysunku.

3. Co znaczy ,,negatywny wptyw na aktywno$¢ ChOX” — str.35

4. Proszg doprecyzowaé ,,skanowanie z predkoscia 0,5-01 Hz” — str. 39

5. Prosze poda¢ parametry wygladzania widm i wyjasni¢ procedurg
normalizacji — str. 44
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6. Prosze wyjasni¢ okreslenie ,,odpowiednio dobierano...” — str. 49
7. W tabeli 4.2 nie podano niepewnosci pomiarowych.

8. Na str. 54 podano stezenia nanoczastek przy uzyciu I metody ich
wytwarzania. Nie podano tych stezen w przypadku metody II.
Dlaczego wigc autorka podaje stgzenia dla I metody? Do czego
wykorzystana jest ta informacja?

9. Prosze wyjasni¢ procedurg Wwyznaczania rozmiarOw (Srednicy)
nanoczastek. — str. 55

10.Prosze wyjasni¢ lokalne maksimum na wykresie 4.7 dla 50 nm
rozmiaru nanoczastki.

11.Prosze wyjasni¢ w stosunku do czego intensywno$¢ pasma
przypisywanego do konformacji gauche jest wyzsza — str. 92

12.Auotrka dokonuje poréwnania widm SERS — rys. 6.8 w zaleznosci od
uzytego lasera. Poréwnanie jest dla pomiaréw wykonanych w réznych
warunkach — dlaczego?

13. We wnioskach koncowych doktorantka uzywa okreSlenia ,,Do
najwazniejszych, z naszego punktu widzenia, uzyskanych rezultatow
naleza....” Czy znaczy to, ze przedstawione wynik badan zostaly
osiagnigte przez kilku autorow? A jedli tak, to proszg poda¢ wktad
autorki w przeprowadzenie tych badan oraz ich interpretacjg.

Niestety, musze tez zwroci¢ rowniez uwage na liczne bledy edytorskie
mogace $wiadczy¢ o pospiechu przygotowania rozprawy, ktére jednak nie
umniejszajg warto$ci merytorycznej rozprawy. Z uwagi na ich mnogos¢ nie
beda tu wymienione, jednakze planujac publikacj¢ tej rozprawy nalezaloby je
usunaé. Natomiast zalecal bym wykonanie erraty i dotgczenie jej do rozprawy
znajdujgcej si¢ w zasobach bibliotecznych.

Mimo tych paru krytycznych uwag, nalezy podkreslic, ze rozprawg czyta
si¢ z przyjemnoécig albowiem autorka zadbata o logike i przejrzystos¢ tekstu.

Podsumowujac, stwierdzam, ze wyniki z przeprowadzonych badafi maja
istotny wptyw na rozwdj technik pozwalajagcych na syntezg nanoczgstek
wykorzystywanych dla badan biomedycznych. Do najwazniejszych rezultatow
rozprawy niewatpliwie nalezy opracowanie technologii wytwarzania
bionanokompleksu AuNP-ChOX oraz zbadanie jego wlasciwosci. Dlatego tez,
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biorac pod uwage ogrom pracy, jaki zostal wlozony przez Panig mgr Renatg
Wojnarowskg-Nowak w opracowanie tej rozprawy oraz przeprowadzenie
eksperymentow jak tez opracowanie otrzymanych wynikow pomiarowych wraz
z ich interpretacja, stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim okreslone w Ustawie
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz w Rozporzqdzeniu Ministra Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrzesnia 2011 r. w sprawie szczegotowego
trybu przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskim i habilitacyjnym
oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu profesora 1 wnioskuje¢ o dopuszczenie
Pani mgr Renaty Wojnarowskiej-Nowak do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
’ §
fof. dr hab. Wojciech M. Kwiatek
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