Krakow, 161X 2023 r.

Recenzja pracy doktorskiej mgr Anny Pachuty
,Biosensor z ukladem mikrofluidycznym - badanie immobilizacji bialek do podlozy

polimerowych za pomocg metody spektroskopii impedancyjnej”

Praca doktorska Pani mgr Anny Pachuty pt: ,,Biosensor z ukladem mikrofluidycznym -
badanie immobilizacji biatek do podlozy polimerowych za pomoca metody spektroskopii
impedancyjnej” ma charakter interdyscyplinarny. Jej wykonanie wymagato biegtosci w konstrukeji
uktadéw elektronicznych, a takze w zakresie metodyki badawcze) uzywanej w badaniach wlasnosci
fizykochemicznych oraz znajomosci fizyki materii miekkiej i materialéw biologicznych.
Zdecydowanie uwazam, ze jest to praca na stopienn doktora fizyki. Zadaniem Pani mgr Anny
Pachuty podczas pracy doktorskiej byto stworzenie urzadzenia do wykrywania obecnosci biatek w
probee oraz do rejestracji reakcji pomiedzy nimi. Biatka, ktore sg sktadnikami migsni, skory, koscei,
wlosdw, paznokei, etc, to ztozone polimery organiczne bardzo wazne ze wzgledu na wielorakie
procesy, jakie zachodzg w komorkach organizmow zywych. Biora udzial w transmisji sygnatow,
pelnia role katalizatorow, zapewniaja odpowiedZ immunologiczna i mobilno$¢, kontrolujg wzrost, a
takze transport i m.agazynowanim np tlenu. Wazne, Zze podstawowe ich skladniki - aminokwasy,
majg budowe chiralng, a ich stan jonizacji zalezy od pH rozpuszczalnika. Poprzez tworzenie
zlozonych ukladow, aktywne chemicznie biatka odpowiadaja za budowanie tkanki Igcznej.
replikacje DNA i skomplikowane reakcje biochemiczne. Za dziataniami tych makroczasteczek stoi
ich ogromna réznorodnosé, wynikajaca z licznych grup funkcyjnych, takich jak alkoholowe,
tiolowe, karboksyamidowe, tioestrowe oraz kwasowe i1 zasadowe. Tematyka pracy doktorskiej mgr
Anny Pachuty jest aktualna i wymagala do$¢ wszechstronnego przygotowania doktorantki.
Przedlozona do recenzji praca doktorska jest ciekawa. Powstata w Instytucie Fizyki Uniwersytetu
Jagielonskiego w Zakladzie Inzynierii Nowych Materiatéw, ktéry dysponuje odpowiednimi
narzedziami badawczymi. Promotorem pracy jest pan profesor Jakub Rysz, znany specjalista w
dziedzinie wytwarzania i badania cienkich warstw organicznych stosowanych w elektronice.

Praca doktorska mgr Anny Pachuty sklada si¢ z osmiu rozdzialdéw poprzedzonych
Wstepem. Zwraca uwage bardzo bogata ,,Bibliografia”, ktora zawiera 156 pozycji publikacyjnych
i ksiazkowych jakie pojawily sie w literaturze tematu od lat pigecdziesiatych ubieglego stulecia.
Prace doktorska zamyka "Spis rysunkow" obejmujacy 78 szczegotowych podpiséw pod rysunkami,
ktore stanowia istotny element narracji w przedstawianiu przebiegu pracy i uzyskanych wynikdow.
Dolaczone jest rowniez Streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim. Udany jest podzial pracy
na rozdzialy i pomysl, aby poszczegolne rozdzialy rozpoczynaly sie krdtkim wprowadzeniem.
Wstep pokazuje, ze celem pracy jest przygotowanie prototypu biosensora, ktory wykorzystujac
techniki pomiaru zmian impedacyjnych, bytby odpowiedni do szybkich badan nad adsorpcja biatek
i reakcjami pomiedzy nimi. Obszerny, bardzo cickawy Rozdzial pierwszy rozprawy doktorskiej jest
poswigcony zagadnieniom dotyczacym budowy bialek oraz struktury aminokwasow i ich wigzan.
Przedstawiono szczegdtowo wiasnosci podstawowego wiazania peptydowego. Zwrocono uwage na
fakt, ze schemat budowy biatek jest w organizmie zakodowany. Omoéwiona zostala rola jaka w
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procesach zachodzacych w komérkach organizmu pehnig bialka proste i ztozone, w ktorych sktad
wchodza substancje niebiatkowe. W ciekawy sposéb zestawione zostaly funkcje roznych rodzajow
bialek, ktére dzialajg jako enzymy, hormony, immunoglobuliny oraz bialka transportujace,
receptorowe, motoryczne i budulcowe. Zwraca uwage dobra znajomos¢ chemii organicznej autorki.

Krotki Rozdzial drugi przedstawia poglagdowo opis i schemat rysunkowy tworzenia
rownomiernej nanometrycznej warstwy polimerowej metodg "spin coating" podczas obracanie
zastosowanego podtoza z predkoscig 10 obrotéw na sekunde, co jest pierwszym etapem tworzenia
uktadu badawczego.

Obszerny, 16-to stronicowy Rozdzial 3 wart jest szerszego omowienia. Przedstawia on
zagadnienia dotyczace zlozonego zjawiska adsorpcji bialek do podioza, a takze ich wigzania z
innymi makromolekutami. Pokazano graficznie mechanizmy wigzania bialka do podtoza poprzez:
adsorpcje fizyczng (o réznej aktywnosci wzgledem podloza w zaleznosci od orientacji biatka),
wigzania kowalencyjne oraz wiazania specyficzne typu van der Waalsa, wodorowe i jonowe
pomigdzy biatkami oraz miedzy biatkiem i ligandami. Kazdemu typowi mechanizmu po$wiecone
jest szezegdtowe wyjasnienie. Podrozdzial o adsorpcji fizycznej biatek pokazuje dobrze jak bardzo
zlozony to proces, jak mozna modyfikowaé powierzchnie i ich hydrofobowos$¢ oraz hydrofilnosé,
aby zwiekszy¢ stabilnos¢ procesu adsorpcji oraz wydajno$¢ immobilizacji bialek. Omawia tez
szczegOtowo czynniki wplywajace na adsorpcje bialek, a takze fizyczne podstawy jakie rzadza tym
procesem oraz techniki wykorzystywane do charakterystyki powierzchni. Autorka rozwaza wplyw
na proces adsorpcji takich czynnikéw jak warto$¢ pH, sita jonowa, temperatura oraz rodzaj i
stezenie uzytego roztworu, a takze wielko$¢ oraz budowa biatek i ich stabilno$é oraz
hydrofobowosé¢/hydrofilnosé i polarnosé. Zwraca uwage na zmiany w procesie adsorpcji wywolane
uptywem czasu 1 konieczno$¢ uwzgledniania takich procesow jak dyfuzja czy oddziatlywania
elektrostatyczne. Opisuje, tez znaczenie dobrego wyboru wilasnosci powierzchni podioza (np.
chropowatych, po pasywowaniu czy silinizacji), aby podczas adsorpcji bialka nie dochodzilo do
negatywnych procesow, ktore wykluczaja materiat ze wzgledéw np. medycznych. Autorka ma
swiadomos$¢ jak wiele czynnikéw nalezy uwzglednié, aby zapewnié przedsiewzieciu sukces. W
podrozdziale o wigzaniu kowalencyjnym pokazano grupy funkcyjne biatka, ktére wiazac sie z
grupami funkcyjnymi podtoza tworzg dobrze pokryta powierzchnie, zapewniaja uporzadkowane
unieruchomienie bialek i to, ze mozna oczekiwaé ich trwatej konformacji. W Tabeli 3 zestawiono
przyktady par grup funkcyjnych biatka (aminowej, tiolowej, karboksylowej) oraz najczesciej
stosowanych grup funkcyjnych podioza, ktorych laczenie prowadzi do powstania trwatych
komplekséw (za praca z Biomacromolecules z roku 2007). Z kolei Rysunek 10 pokazuje przyktad
schematu reakcji laczenia reagentu maleimidowego z podioza z grupg tiolowsa biatka.
Przedstawiono tez korzyécei jakie ptynag dla procesu immobilizacji ze stosowania na poditozu
nosnikow epoksydowych, a takze z ich dodatkowej modyfikacji grupami, ktére promujg wiagzanie
fizyczne. Szczegdlnie zlozone sa omawiane szczegdtowo polaczenia ligandéw i biatek miedzy
soba. Autorka ma dobra $wiadomos¢ tego jakie sg zalety oraz wady i ograniczenia poszczegélnych
mechanizméw immobilizacji. Do zalet zalicza trwalo$é unieruchomienia bialek oraz mozliwosé
kontrolowania orientacji i gestodci wiazan na powierzchni. Trzeba doceni¢ studia literaturowe jakie
dla zgromadzenia wiedzy przeprowadzita. Koricowy podrozdziat dotyczy wykorzystania informacii
o wigzaniach biatek do podtoza dla skonstruowania bioczujnika, kiérego schemat jest pokazany na
Rysunku 17. Rozdziat trzeci bardzo dobrze przygotowuje czytelnika do gtéwnego zadania pracy.

Kolejny Rozdzial 4 zawiera opis trzech metod badawczych, ktérych uzyto do analizy
odpowiedzi tworzonych ukladéw na zachodzace reakcje wiazania biatka z podlozem. 2



W Rozdziale 5-tym przedstawiono informacje o pigciu biatkach wykorzystywanych do
‘badaf. Ze wzgledu na istotne funkcje w organizmie wybrano albuming wolowa (BSA),
immunoglobuling G (IgG), streptawidyne, biotyne (czyli witaming H nazywang tez B7) oraz bialtko
C-kreatywne (CRP). Dla opracowania wydajnych i precyzyjnych biosensorow konieczna jest
znajomosé whasnosci fizykochemicznych tych materiatow. Podane zostaly podstawowe parametry
fizyczne takie jak masa czgsteczkowa (dla S-ciu wybranych biatek to od 0.244 kDa do 156 kDa),
wymiary makroczasteczki, a takze informacje o jej budowie i ksztalcie oraz nazwa firmy
produkujacej biomaterial. Wymieniono podstawowe wlasnosci i zastosowania poszezegolnych
biatek. Wspomniano tez, ze np. biotynylacja (w pracy uzywano okreslenia bBSA) nie wplywa na
konformacje i wlasnosci biatka. Jest to krotki, tresciwy i wazny rozdziat pracy.

Rozdzial 6-nosi tytul "Wstep do bioczujnikéw". Sa to proste urzadzenia elektryczne,
mechaniczne czy optyczne wykorzystywane w réznych dziedzinach nauki oraz w przemysle, i
medycynie do wykrywania reakcji chemicznych oraz do identyfikacji np bakterii, a takze jako
markery zaburzen zdrowotnych. Nowoczesne bioczujniki charakteryzujg si¢ szybkoscia, wazna jest
ich miniaturyzacja, wysoka czuto$é i selektywnosé w analizie odpowiedzi ukladu. We wstepie do
rozdziatu pokazano typowe elementy, z ktorych zbudowany jest bioczujnik - warstwa biomolekut
wykrywajaca czasteczki badanej substancji oraz przetwornik, dajgcy mierzalny sygnal wyjsciowy
do podlaczonej aparatury. Wieloczesciowy podrozdzial przedstawia rézne rodzaje bioczujnikow.
Zwrécono uwage na korzyécei ptynace z uzywania bioczujnikéw ze znacznikami fluorescencyjnymi
w postaci kropek kwantowych czy mikroczasteczek organicznych. Opisano, w oparciu o dane
literaturowe, rozne techniki rejestracji zjawiska fluorescencji. Szczegdlowo przedstawiono
mozliwosci innego znakowania np. izotopowego czy nanoczasteczkami, a takze uzywania
bioczujnikéw nieznakowanych, np. optycznych. Sg to informacje bardzo potrzebne do dalszych
etapow pracy doktorskiej, ktore $wiadeza o doglgbnym zaznajomieniu si¢ z tematem - tych
zagadnien dotycza }eferencje od [106] do [129]. Rozdziat 6 zakonczony jest krétkim omowieniem
parametréw technicznych bioczujnikow opracowanych, aby m.in. umozliwié porownywania
wydajnosci roznych rodzajow takich urzadzen.

"Czesé eksperymentalna" stanowi blisko potowg rozprawy doktorskiej. Rozpoczyna sig od
przedstawienia celu pracy oraz nakreslenia przebiegu siedmiu etapéw badan zmierzaj acych do jego
realizacji. Jest to udane wprowadzenie do przedstawienia wynikow przeprowadzonych badan -
chyba niepotrzebnie jest zatytutowane "Cel pracy”" i opatrzone numerem 7, ktory powinien
dotyczy¢ calej czeéci eksperymentalnej. Juz dalej nastepuja logicznie podrozdzialy od 7.1 do 7.4,
ktére dotycza odpowiednio badafh wstepnych, wynikéw pomiaréw w uktadzie mikrofluidycznym
typu II, badan adsorpcji biatek metoda TOF-SIMS oraz wynikéw uzyskanych dla prototypu
biosensora. Jest to bardzo warto$ciowa cze$é pracy doktorskiej. Rozdziat 8 przedstawia krotkie
podsumowanie wynikow pracy i koficowe wnioski.

Z obowiazku recenzenta podziele sie kilkoma uwagami oraz watpliwosciami jakie sig

pojawity podczas lektury pracy doktorskiej:

1/ Bez wyjasnienia podano przykltad wiazania biatko-biatko "np. CRP-aCRP" (str. 19) oraz slowo "analit" i "bufor" (str.
21), brak w tekscie gwiazdki, dla ktérej jest objasnienie (str. 27). Nie wyjasniono co oznacza Fab, Fc na Rys. 8 ani
ksztalt Y na Rys. 9 - powinno byé podane, ze informacje wyjasniajace sa na str. 45, a szczegdlowy schemat struktury na
Rys. 25, Nie wyjasniony jest skrét EIS na stronie 38.

2/ Pewne napisy na rysunkach sa zbyt mate do swobodnego ogladu. Czeéé skrétow na rysunkach nie jest objasniona
(np. CDR, S8, N na Rys. .25). 3
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3/ Zamiast sfowa "system" powinno by¢ uklad np. biotyny i streptawidyny (str. 47). Skrot na okreslenie punktu
izoelektrycznego nie zostat ustalony; raz to pl innym razem Pl. Rozmiary makroczasteczek podawane sa zarowno w A
jak i w nanometrach.

4/ Niestety sg w pracy zdania ogolnikowe, mato zrozumiale jak np. "... .waznym jest aby dobor podloza i samych biatek
byl kompatybilny" (str. 8). Niejasne jest zdanie nad rysunkiem 21. Zdanie (na str. 50) "Wykorzystanie reaktywnych
znacznikow fluorescencyjnych zapewnia zdolnos¢ wykrywania biatek, ktére samoistnie jej nie posiadaja (np
przeciwciala)." jest trudne w zrozumieniu podobnie jak fraza "Rysunek 34 obrazuje ...czujnik: sygnat wyjsciowy (S),
ktéry jest generowany przy danych wejéciu lub wielkosei mierzone." (str. 59). Sa tez niezreczne sformufowania jak np.
"Granica wykrywalnogci jest najmniejszym stezeniem wielkosei badanej molekuty, ktora mozna wykry¢." ( str. 59).

5/ Sg tez niepotrzebne powtdrzenia (np. o sposobach immobilizacji biatek). Na stronie 28 pojawila sie omytkowa
numeracja podrozdzialow. Skrotami myslowymi sa frazy takie jak np. "ilo§¢ pradu" (str. 55). Zamiast stowa rezystor
lepiej uzywac opornik. Na stronie 65 podano omytkowo, ze '
stronie 85 (zdanie nad Rys.56) omytkowo podano amplitude pola mierzacego jako 10 mV zamiast 100 mV. W podpisie
rysunkow 62 i 63 brak informacji o biatkach, ktore pokrywaja elektrode 11, a na rysunku 64 sa powtdrzenia (brak
informacji o elektrodzie 11). Przetwornik oznaczony jest raz jako DAC a innym razem jako ADC (str. 97 i 98). W

' powierzchnia elektrod wynosita zaledwie 2-3 m*." Na

pomiarach z uzyciem biosensora, elektroda z probka badana jest oznaczona numerem II a w testach wczesnigjszych
numerem .

Jednak chce podkreslié, ze praca napisana jest jasno i starannie, poprawnym jezykiem potocznie
naukowym.

Praca doktorska mgr Anny Pachuty spelnia postawiony cel zbudowania prototypu
biosensora dla wykrywania reakcji bialko-biatko w oparciu o detekcje odpowiedzi impedancyjne;j,
poprzez pomiary najpierw w warunkach suchych a potem dla dwoch uktadéw mikrofluidycznych.
Istotne jest bardzo przejrzyste wyszczegolnienie poszczegdlnych krokow przebiegu badan z
podaniem wartosci istotnych parametrow pomiarowych, a takze wiasciwy wybor odpowiedniego
podloza (szklane z elektrodami ITO firmy Ossila S161) oraz polistyrenu jako polimeru, co
zapewnialo dobra adsorpcje biatka, a przede wszystkim stabilng 1 powtarzalng odpowiedZ
impedancyjna. Rejestracja ewolucji zmian maksimum tangensa kata przesuniecia fazowego
umozliwiala przede wszystkim stwierdzenie czy =zachodzi adsorpcja biatka i reakcja
immunologiczna. Pozwalala takze na podjgcie decyzji o eliminacji innych polimeréw czy ustalenie
jaka amplituda pola mierzacego jest odpowiednia dla prowadzonych badan. Po zdobyciu tej wiedzy,
dalszym krokiem w kierunku zbudowania prototypu biosensora byla konstrukcja ukladu
mikrofluidycznego Il z dwoma elektrodami podtaczanymi do dwoch spektrometrow, gdzie réznica
wynikow dla elektrody testujacej i referencyjnej stanowita ewidencje reakcji specyficznej biatko-
biatko. Potwierdzenie immunoreakcji uzyskiwano dzieki zastosowaniu spektroskopii
fluorescencyjne] ze znacznikiem typu TRICT, za$ reakcji biatko-biatko metodg TOF-SIMS.
Istotnym walorem pracy doktorskiej Pani mgr Anny Pachuty jest doprowadzenie badan do
konstrukcji uzytecznego biosensora do analizy proceséw adsorpcji biatka w oparciu o detekcje
roznicy sygnatow od elektrody badanej i referencyjnej, bazujacego na uktadzie scalonym AD8302
oraz ukladzie mikroprocesorowym STM32F2, z uzyciem programu komputerowego. Zbudowane
urzadzenie, ktorego zdjecie znajduje sie na stronie 98 jest latwe w uzyciu, a zastosowane podtoza
nadaja sie¢ do ponownego wykorzystania. Wazne, ze autorka ma $wiadomos$¢ tego jakie zjawiska
moga utrudniad det}ekch procesow biatko-biatko. Na docenienie zastugujg szeroko zakrojone studia
literaturowe (referencje do blisko 160 pozycji literaturowych), obszerna jasno napisana praca
doktorska (126-cio stronicowa) oraz wysoki poziom warsztatu badawczego. Pomiary prowadzone
byly w oparciu o przejrzysty protokét badawczy, z dobrze wybranymi parametrami dotyczacymi
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stezenia uzywanych roztworéw, amplitudy pola mierzgqcego i czgstotliwosci sygnatu prébkujacego
od 1 kHz do 50 kHz. Uzyskane wyniki byly weryfikowane dwoma dodatkowymi metodami, a
kazdy etap badar podsumowywany wnioskami.

Cheiatam doda¢, ze Pani mgr Anna Pachuta jest wspolautorka czterech publikacji, ktore
powstaly w latach 2017-2020 i zostaty zamieszczone w Phase Transitions, Liquid Crystals, Applied
Materials Today oraz Analytical and Bioanalytical Chemistry. Problematyki bliskiej tematowi
doktoratu dotyczg dwie z tych prac zatytulowane "Extraordinary conduction increase in model
conjugated/insulating polymer system induced by surface located electric dipoles" oraz "Using a
lactadherin-immobilized silicon surface for capturing and monitoring plasma microvesicles as a
foundation for diagnostic device development". Autorka miata udane prezentacje na konferencji
Krysztaly molekularne i na Seminarium Krakowsko-Katowickim. Publikacja, ktéra stanowi
podsumowanie doktoratu jest w koficowej fazie przygotowan.

Zgodnie z powyzszym, wyrazam bardzo pozytywna opini¢ o poziomie naukowym mgr
Anny Pachuty 1 jej pracy doktorskiej ,Biosensor z ukladem mikrofluidycznym - badanie
immobilizacji biatek do podtozy polimerowych za pomoca metody spektroskopii impedancyjnej”,
przestanej mi do recenzji przez Rade Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w
lipcu 2023 r. Spetnione sa kryteria stawiane kandydatom na stopienn doktora nauk fizycznych w
odnosnej Ustawie (Dz. U. z 2016 r. poz 882). Wnosze o dopuszczenie mgr Anny Pachuty do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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