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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Pachuty
pt. ,Biosensor z ukladem mikrofluidycznym - badanie immobilizacji biatek do podtozy

polimerowych za pomocg metody spektroskopii impedancyjnej”

Przedtozona Radzie Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
przez mgr Anne Pachute rozprawa doktorska pt. ,Biosensor z uktadem mikrofluidycznym -
badanie immobilizacji bialek do podilozy polimerowych za pomocg metody spektroskopii
impedancyjnej” zostata przygotowana pod opiekg naukows promotora prof. dr. hab. Jakuba
Rysza. Mgr Anna Pachuta zlozyta o$wiadczenie, Ze rozprawa doktorska zostata opracowana
zgodnie z Ustawg o prawie autorskim i prawach pokrewnych z dnia 4 lutego 1994 r. (Dz.U. 1994,
nr 24, poz. 83 z pozn. zm.). Zgodnie z umowa na wykonanie recenzji recenzent powinien
przedstawic szczegblowo uzasadniong ocene kandydatki oraz jednoznaczne stwierdzenie, czy
spetnia ona kryteria stawiane kandydatom w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 poz. 882). Zgodnie z art. 13 tej ustawy
Jrozprawa doktorska powinna stanowi¢ oryginalne rozwigzanie problemu naukowego lub
oryginalne rozwigzanie problemu w oparciu o opracowanie projektowe, konstrukcyjne,
technologiczne oraz wykazywaé ogdlnag wiedze teoretyczna kandydata w danej dyscyplinie
naukowej...” ,..lub artystycznej oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j”.
»Rozprawa doktorska moze mie¢ forme maszynopisu ksigzki, ksigzki wydanej lub spdjnego
tematycznie zbioru rozdziatéw w ksigzkach wydanych, spéjnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych lub przyjetych do druku w czasopismach naukowych, okreslonych przez
ministra wtasciwego do spraw nauki na podstawie przepiséw dotyczacych finansowania nauki”,
jezeli odpowiada wymienionym warunkom.

Rozprawa doktorska mgr Anny Pachuty ma forme maszynopisu ksigzki liczacej tgcznie
126 stron tekstu. W rozprawie zamieszczono o$wiadczenie o oryginalnosci pracy i samodzielnym
jej zredagowaniu przez mgr Pachute zgodnie z wymieniong ustawg o prawie autorskim. Ponadto
rozprawa zawiera streszczenie w jezyku polskim wraz z thumaczeniem na jezyk angielski, a takze
obszerng bibliografie stanowigcg wykaz 156 pozycji literatury naukowej zwigzanej z tematyka
rozprawy. Dodatkowo na ostatnich czterech stronach pracy zamieszczono spis rysunkow, ktory,
w subiektywnym odczuciu recenzenta, nie wnosi do niej dodatkowej wartosci. W streszczeniu
znajduje sie wazne stwierdzenie dotyczace celu pracy doktorskiej, ktérym byto ,stworzenie
taniego i prostego nieoznakowanego biosensora, ktéry bedzie dzialat w czasie rzeczywistym i
bedzie wykorzystywat pomiary impedancji do badania procesu adsorpcji biatek i reakeji wigzania
specyficznego miedzy nimi”. Autorka rozprawy podkreslita, ze podczas pracy nad projektem
biosensora opracowana zostata metoda wykrywania i identyfikacji réznych biatek na podstawie
ich whasciwosci impedancyjnych. Z recenzenckiego obowigzku musze w tym miejscu zwrdci¢
uwage, ze w streszczeniu, jak réwniez w zasadniczej czeSci rozprawy, nie zamieszczono
informacji, w jakiej jednostce badawcze]j zostaly zrealizowane prace zwigzane z projektem i
wykonaniem biosensoréw, w tym ich czesci elektronicznej, a takze eksperymenty z warstwami
biatkowymi, ktore miaty na celu praktyczng weryfikacje mozliwosci detekcyjnych opracowanych



urzadzen. Informacja o nazwie jednostki badawczej, w ktorej zostata zrealizowana praca
doktorska powinna znaleZ¢ si¢ w rozprawie. Druga kwestia, z ktorg wigze sie poczucie pewnego
niedosytu informacyjnego, jest brak jednoznacznego stwierdzenia w rozprawie, czy wyniki
naukowe w niej przedstawione zostaly opublikowane w czasopismach naukowych lub czy
stanowig podstawe zgtoszonych albo zarejestrowanych rozwigzaii patentowych. W zwigzku z tym
nalezy przyja¢, ze wyniki badan zostaly opublikowane wytacznie w rozprawie doktorskiej. W
przeciwnym przypadku w pracy koniecznie powinno znalezé sie odpowiednie wyjaénienie z
ewentualnym wskazaniem wykorzystania wynikéw uzyskanych przez doktorantke w innych
publikacjach.

Rozprawa doktorska zostata podzielona dwie zasadnicze czeéci: czesé wstepng, w ktorej
omoéwiono podstawowe zagadnienia zwigzane z tematem pracy oraz cze$¢ eksperymentalng
zawierajacq wyniki przeprowadzonych eksperymentéw wraz z ich podsumowaniem i wnioskami.
Czg$¢ wstepna liczy 54 strony, natomiast czeéé eksperymentalna - 50 stron. Motywacjg do
realizacji pracy doktorskiej byt rozwoj technologii mikroczipéw cieczowych wykorzystujacych
materiaty polimerowe, umozliwiajgcych rejestracje zespolonej impedancji roztworéw w
szerokim zakresie czestotliwo$ci. Inspirujgce znaczenie miaty dla autorki rozprawy prace
Kechadiego i wspotpracownikéw zrealizowane w potowie pierwszego dziesigciolecia aktualnego
stulecia, w ktorych zostala przedstawiona metoda badania impedancji roztwordw,
wykorzystujaca te technologie. W tym miejscu pozwole sobie na uwage dotyczacg Rysunku 1
zamieszczonego we wstepie. Rysunek ten zostat skopiowany bez zmian z cytowanego w
rozprawie artykutu Kechadiego w Electrochemica Acta z 2013 roku (pozycja [1]), jednak w
podpisie pod rysunkiem brakuje informacji, czy autorka uzyskata zgode wiasciciela praw
autorskich tej publikacji (Elsevier) na umieszczenie tego rysunku w swojej rozprawie doktorskiej.
Brak takiej zgody moze stanowi¢ naruszenie praw autorskich.

Czg$¢ wstepna stanowi w odczuciu recenzenta warto$ciowy element rozprawy, poniewaz
zawiera zasadniczo kompletne omoéwienie podstawowych zagadnied z réznych dyscyplin
naukowych, ktére wigzg sie bezposrednio z tematem pracy doktorskiej. Wystarczajgco obszernie
przedstawiono tu zagadnienia dotyczace biochemii biatek, w szczegélnosci strukture biatek i
wiasciwosci aminokwaséw stanowigcych ich podstawowy budulec, a takze podzial bialek ze
wzgledu na ich ztozono$¢ i funkcje pelnione w organizmach zywych. Nastepnie oméwiono
powszechnie stosowana do wytwarzania cienkich warstw polimerowych na powierzchniach
statych metode nawirowywania. Tak wytworzone warstwy polimerowe stanowig podloza w
procesie adsorpcji biatek. Nastepnie, konsekwentnie, oméwiono rézne sposoby immobilizacji
bialek na tych podtozach, w szczegélnosci fizyczng adsorpcjg, immobilizacje przez wiazania
kowalencyjne tworzone przez grupy aminowa, tiolowsa, karboksylows, epoksydows, a takze
wigzania specyficzne: biatko-biotyna (witamina H), biatko-ligand, biatko-biatko. W dalszej czesci
szczegOtowo oméwiono rézne czynniki majace wplyw na adsorpcje biatek, takie jak $srodowisko
zewnetrzne, wiasciwosci samych biatek, wia$ciwosci powierzchni, na ktérych osadzane sq biatka.
Poruszono réwniez termodynamiczne i elektrostatyczne aspekty zwigzane z adsorpcjg. W tym
miejscu nalezy zwr6ci¢ uwage na niepoprawna interpretacje symbolu ,Aws” W legendzie do wzoru
(1) na str. 27 (symbol ten ma sens jedynie w pofgczeniu z okreslonym parametrem
termodynamicznym i nie moze by¢ traktowany osobno). Dalej wspomniano réwniez o procesie
desorpcji biatek, ktory czesto wystepuje w trakcie osadzania kolejnych warstw biatkowych na
podiozach, a takze przedstawiono og6lny schemat elektryczny bioczujnika wykorzystujacego
podtoza szklane z elektrodami ITO (Ossila) z naniesiong warstwg polimerowa i zaadsorbowanymi
na niej biatkami (przeciwciatami) i biatkami w roztworze (antygenami). Biorgc pod uwage, ze
napigcie zasilania jest napieciem zmiennym, w schemacie (Rys. 17) wystepuje niekonsekwencja
polegajgca na oznaczeniu elektrod symbolami ,,+" i ,-".



W nastepnym rozdziale cze$ci wstepnej omdéwiono wykorzystywane w pracy metody
badawcze, a w szczegdlnosci metode spektroskopii impedancyjnej, na ktérej opiera sie dziatanie
bioczujnika. Metoda ta zostala zasadniczo przedstawiona w sposdéb zrozumiaty dla szerokiego
grona odbiorcéw (nie tylko fizykow), jednak sam opis wymaga kilku sprostowan. Na stronie 35
autorka rozprawy napisata, ze metoda spektroskopii impedancyjnej ,polega na zmierzeniu
impedancji elektrody w obecnosci badanego biatka na jej powierzchni”. Nalezy zauwazy¢, ze
termin ,elektroda” w ogdlnym rozumieniu moze by¢ w tym przypadku stosowany do kazdego z
osobna uktadu $ciezek ITO na podtozu, przytagczonych do osobnych biegunéow Zrdodia napiecia. Z
tego powodu nalezatoby precyzyjniej stwierdzi¢, Ze pomiar impedancji dotyczy catego uktadu, w
sktad ktérego wchodzi podtoze z elektrodami ITO oraz warstwa polimerowa z zaadsorbowanym
na jej powierzchni biatkiem i ewentualnie dodatkowa warstwa biatka w roztworze. W takim
uktadzie impedancja elektrod ITO ma drugorzedne znaczenie. W tym Kontekscie korekty wymaga
zdanie ,W odpowiedzi na ten sygnat elektrody generowane sg prady, ktére prowadzg do zmiany
napiecia na elektrodzie.” (Czy w ukladzie mierzone sg zmiany napiecia, czy zmiany pradu?).
Ponadto, we wzorze (2) (str. 36) amplitude sygnatu napieciowego oznaczono jako Eo, podczas gdy
w legendzie do wzoru wystepuje Uy, a wzor (4) jest bledny. Z kolei w pierwszym akapicie na str.
37 napisano ,Jesli zastosujemy zmiennopradowy sygnat...” (w rzeczywistosci do prébki jest
przyktadany sygnat zmiennonapieciowy). W tym akapicie napisano réwniez o poréwnywaniu ze
sobg wejsciowego sygnatu napieciowego i wyjsciowego sygnatu pradowego. Takie bezposrednie
poréwnywanie ze sobg dwoch réznych parametréw elektrycznych nie ma sensu. Ponadto na
wykresie poglgdowym (Rys. 18) 0$ rzednych opisana jest btednie jako o$ napiecia, podczas gdy w
podpisie pod rysunkiem wyraznie napisano, Ze jest to wykres prad/napiecie. W dalszej czesci
opisu metody impedancyjnej przedstawiono jej wersje opierajaca sie na przedstawieniu
parametrow elektrycznych w postaci zespolonej. Takie podejscie zastosowano w eksperymentach
do wyznaczania cze$ci rzeczywistej i zespolonej impedancji oraz przesuniecia fazowego migdzy
przytozonym napieciem a impedancjg dla wszystkich testowanych prébek. Tu nalezy zwrdcié
uwage na btad we wzorze (7) (nawias w niewlasciwym miejscu). W pracy korzystano réwniez z
metod spektrometrii mas jondéw wtérnych i mikroskopii polaryzacyjnej, ktore stanowily
uzupehnienie dla metody spektroskopii impedancyjne;j.

W kolejnym rozdziale czesci wstepnej scharakteryzowano, wykorzystane w pracy do
testowania bioczujnikéw biatka: albumine surowicy bydlecej (BSA), immunoglobuling G,
streptawidyne, biotynylowane BSA, biatko C-reaktywne (CRP). Istotny z punktu widzenia pracy
doktorskiej jest rozdzial, ktory dotyczy aktualnej wiedzy na temat bioczujnikéw. Typowy
bioczujnik (elektryczny, optyczny, mechaniczny) zawiera komponent biorozpoznawczy
sktadajacy sie np. z warstw bioczasteczek - enzyméw, przeciwcial lub DNA oraz przetwornik
(transduktor), ktérego parametry fizyczne, np. impedancja elektryczna, ulegajg zmianie w
kontakcie z biomolekutami. W rozprawie oméwiono kilka typéw bioczujnikdéw: bioczujnik oparty
na zasadzie dziatania tranzystora polowego, bioczujniki wykorzystujace powierzchniowy
rezonans plazmonowy i bioczujnik mechaniczny (beleczkowy). W tym miejscu nalezy zwrdcic
uwage na btad w schemacie potgczen elektrycznych bioczujnika bio-FET na Rysunku 31.
Bioczujniki moga by¢ wykorzystywane do detekgji nie tylko biomolekut w naturalnej postaci, ale
réwniez znakowanych fluorescencyjnie lub izotopowo. Mozna w nich takze wykorzystywac
nanoczgstki, np. nanoczgstki zlota, ktére pozwalaja wzmocni¢ sygnal rozpraszania
ramanowskiego. Istnieje rowniez mozliwo$¢ zastosowania bioczujnikéw w standardowym tescie
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Zakonczeniem cze¢$ci wstepnej jest rozdziat
dotyczgcy parametréw stuzgcych do charakteryzacji bioczujnikéw, takich jak warto$¢ sygnatu,
poziom szumoéw, stosunek sygnatu do szumu (SNR), zakres liniowej odpowiedzi czujnika, czas i
szybko$¢ odpowiedzi, selektywno$¢, granica wykrywalnosci (LOD). Szkoda, ze dla
skonstruowanych w ramach pracy doktorskiej bioczujnikéw te parametry nie byty wyznaczane.



W czedci eksperymentalnej rozprawy doktorskiej zostaty przedstawione kolejne etapy
badan, ktérych celem byto zaprojektowanie i wykonanie bioczujnika pozwalajacego na
wykrywanie i identyfikacje réznych bialek w czasie rzeczywistym. W ramach tych badan
zaplanowano sprawdzenie przydatnoéci réznych podiozy statych z elektrodami do budowy
bioczujnika, przeanalizowanie warstw z réznych polimerdw, izolujgcych elektrody od warstw
biatkowych, analize adsorpcji biatek na warstwie polimerowej pokrywajacej elektrody dla prébek
suchych. Zaplanowano takze skonstruowanie specjalnego uktadu mikrofluidycznego
umozliwiajacego badanie interakeji roztworu okreslonego biatka z powierzchnig polimerowg
oraz uktadu mikrofluidycznego umozliwiajacego réwnoczesng analize poréwnawczg dwdch
réznych roztworéw biatek lub roztworu i rozpuszczalnika. Zaplanowano réowniez zbudowanie
uktadu elektronicznego opartego na uktadzie AD8302 umozliwiajgcego wyznaczanie w czasie
rzeczywistym réznicy faz sygnatéw elektrycznych z dwéch réznych prébek.

Zbadano dwa typy komercyjnych podtozy statych (Ossila) pod katem ich przydatnoéci do
budowy bioczujnika: poditoze krzemowe Si/SiO; z elektrodami ztotymi i podloze szklane z
elektrodami ITO. Podtoza krzemowe pokrywano warstwga z polimetakrylanu metylu (PMMA) lub
poli(N-izopropyloakryloamidu) (PNIPAm). W celu polaczenia elektrod na podiozach ze
spektrometrem impedancyjnym (Agilent4294A) skonstruowano odpowiedni adapter (autorka
pracy nie wyjasnita, czy wykonata adapter samodzielnie). W przypadku PMMA widma
impedancyjne nie byly powtarzalne, natomiast dla warstw PNIPAm konieczne byto zastosowanie
procedury sieciowania, co wydluzato czas testu. Z tego powodu w dalszych badaniach
zrezygnowano z podtozy krzemowych ze zlotymi elektrodami. Przykladowe wyniki dla tego
przypadku przedstawiono na Rysunku 38. Z podpisu pod rysunkiem trudno si¢ zorientowac,
jakich prébek dotycza poszczegdlne wykresy. Ponadto opisy na osiach wykresow sa nieczytelne,
ana osiach rzednych nie okreslono jednostki fizycznej (Q?). Niestety, uwaga ta dotyczy wiekszo$ci
wykreséw zamieszczonych w rozprawie. Ze wzgledu na zadowalajgce wyniki dotyczace
powtarzalnosci w pomiarach impedancji z naniesionym biatkiem BSA, do dalszych testow
wytypowano podfoza szklane z elektrodami ITO pokryte warstwa polistyrenu (PS). W celu
zbadania adsorpcji biatka BSA z roztworu w PBS na domieszkowanych bromem warstwach PS i
poli(N-butylo-metakryloamidowej) (PnBMA)  wykonano prototyp przystawki (uktad
mikrofluidyczny typu I) umozliwiajgcej pomiar impedancji w trakcie osadzania biatka na podtozu
z wprowadzonego do przystawki buforu PBS, a nastepnie roztworu BSA w PBS. W rozprawie
przedstawiono jedynie zdjecie pogladowe przystawki (Rys. 41), a z podanych informacji nie
wynika, ze zostata ona wykonana przez autorke rozprawy. W przypadku czystego podloza PS
zaobserwowano wyrazny efekt zmiany charakterystyki czasowej przesunigcia fazowego sygnatu
po wymianie buforu na roztwdr, natomiast w przypadku podtozy PS domieszkowanych bromem
efekt ten byl niejednoznaczny. Z tego powodu w dalszych badaniach zrezygnowano z podtozy PS
domieszkowanych bromem. Podobnie, ze wzgledu na brak powtarzalnoéci wynikow dla prébek z
podtozami PnBMA, w dalszych testach nie stosowano tych podtozy.

Kolejny eksperyment dotyczyt immunoreakcji biatka algG (przeciwciata) rozpuszczonego
w PBS z biatkiem IgG (immunoglobuling) zaadsorbowana na podtozu PS. Otrzymane wyniki
zwigzane z immunoreakcja byty powtarzalne, a charakterystyka czasowa przesuniecia fazowego
mierzonego sygnatu elektrycznego wykazywala wyrazng zmiane po przejsciu od procesu
osadzania biatka IgG na podtozu PS do procesu wprowadzania do przystawki roztworu biatka
algG. Wystepowanie immunoreakeji zostalo dodatkowo potwierdzone metodg mikroskopii
fluorescencyjnej. W pracy zbadano réwniez wptyw amplitudy napiecia przyktadanego do elektrod
na widmo impedancyjne i przesuniecie fazowe dla ukladéw biotyna ze streptawidyna,
biotynylowane BSA (bBSA) ze streptawidyna oraz IgG z algG. Do elektrod przyktadano napiecia o
dwéch wybranych w oparciu o dane literaturowe amplitudach: 100 mV i 10 mV. Na podstawie
przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzono, ze dla wymienionych ukladéw efekt Zmiany
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charakterystyk czasowych przy przechodzeniu od procesu osadzania biatek na podiozu do
immunoreakcji jest obserwowalny niezaleznie od amplitudy przytozonego napiecia.

Drugg seri¢ badan przeprowadzono z wykKorzystaniem zmodyfikowanej przystawki
(uktad mikrofluidyczny typu 1), ktéry umozliwial pomiar impedancji przesuniecia fazowego
metodg poréwnawczg, jednocze$nie dla dwdch prébek. W tej serii pomiarowej zbadano
immunoreakcje dla dwéch par biatek: IgG z algG i CRP z aCRP . Odnoénikiem byto biatko blokujace
BSA. W eksperymencie wykorzystano biatko algG blokowane fluorescencyjnie (TRICT) w celu
weryfikacji badan impedancyjnych za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego. W obu
przypadkach stwierdzono wystepowanie immunoreakcji, jednak tylko w przypadku pary CRP z
aCRP reakcja ta zostata potwierdzona metodg impedancyjng. W tym miejscu nalezy zwrdcié
uwage na btedy w opisach obrazéw mikroskopowych na Rysunku 64.

W oparciu o wiedze uzyskang w trakcie badania impedancji prébek za pomocy
przystawek typu I i II zaprojektowano i zbudowano prototyp biosensora umozliwiajgcy analize
poréwnawcza zmiany fazy impedancji dla probki i odnosnika w trakcie procesu adsorpcji
biomolekut. Bioczujnik wykorzystuje uktad scalony AD8302 poréwnujacy sygnaty elektryczne z
probki i odnosnika oraz uklad mikroprocesorowy STM32F odpowiedzialny za generacje
wejsSciowego sygnatu napieciowego i rejestracje wyjSciowego sygnatu poréwnawczego. W
rozprawie przedstawiono jedynie zdjecie pogladowe i schemat blokowy tego prototypu, co moze
by¢ dyskusyjne, jesli projekt i wykonanie miatoby by¢ uznane jako cze$é pracy doktorskiej.
Podobnie jak w przypadku uktadéw typu I i I, brakuje tu szczegbétowego opisu wykonania
prototypu oraz, ewentualnie, szerszej informacji o udziale w budowie przystawki oséb trzecich.
Autorka wspomina jedynie, Ze program sterujgcy zostal stworzony w grupie (nie zostato
okredlone w jakiej). Nowa przystawke, podobnie jak uktad typu II, zastosowano do zbadania
immunoreakcji 1gG z algG CRP z aCRP, przy czym biatka antygenowe byly nieznakowane lub
znakowane fluorescencyjnie (FITC, TRICT, ALEXA FLUOR 488). Odnosnikiem byto biatko BSA.
Pomiar roznicy przesuniecia fazowego prébki i odnoénika wykonano dla czterech wybranych
czestotliwosci napiecia wejsciowego (1 kHz, 5 kHz, 10 kHz, 50 kHz). Potwierdzenie zachodzenia
immunoreakcji uzyskano metoda mikroskopii fluorescencyjnej. Metoda impedancyjna okazata sig
skuteczna w wykrywaniu immunoreakeji IgG z algG tylko w przypadku nieznakowanego
fluorescencyjnie algG i tylko dla czestotliwosci sygnatu napieciowego réwnej 1 kHz, co nie daje
powodu do optymizmu. Podobny wynik uzyskano dla CRP z aCRP, jednak tutaj efekt fazowy
wynikajgcy z immunoreakcji byt obserwowany takze dla aCRP znakowanego fluorescencyjne
zarowno w przypadku gdy warstwg adsorbowang do podtoza PS byto CRP, jak rowniez aCRP. Z
Rysunku 71 wynika, ze efekt fazowy jest wyrazny, jednak autorka nie wyjasnita, czy
prezentowana przyktadowa zaleznos$¢ réznicy fazy od czasu jest reprezentatywna dla serii
pomiaréw, czy jest to wynik, ktéry najlepiej spetnia oczekiwania. Ostatni omawiany w rozprawie
eksperyment zostal przeprowadzony z wykorzystaniem prototypowej przystawki. W tym
przypadku na podtozu PS pierwszej z probek zaadsorbowano bBSA a drugiej - BSA, a nastepnie
wprowadzano kolejno bufor PBS, roztwér BSA w PBS i roztwoér streptawidyny w PBS. Wyrazny
efekt zmiany réznicy fazowej zaobserwowano dla czestotliwosci réwnej 50 kHz. Zauwazono przy
tym, poréwnujac ze sobg widma impedancyjne obu probek przed wprowadzeniem streptawidyny
i po jej wprowadzeniu, ze oba te widma ulegajag wyraznej zmianie. Moze to wskazywac na
wystepowanie proceséw desorpcyjnych na powierzchni probki, co utrudnia interpretacje
wynikow.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska dotyczy, zgodnie z jej tytutem, badania
immobilizacji biatek do podtozy polimerowych za pomoca metody spektroskopii impedancyjnej.
Autorka przedstawila w niej wyniki testdw wielu uktadéw biatek typu antygen-przeciwciato
osadzonych na roéznych podiozach polimerowych, w tym przede wszystkim na podtozu



polistyrenowym. Dla niektérych z tych ukladéw metoda impedancyjna pozwala stwierdzi¢
wystgpowanie immunoreakcji. Jednak w wielu przypadkach przez pomiar impedancji prébek nie
mozna wykry¢ tego procesu, mimo iz inne metody potwierdzajg jego wystepowanie. Wyniki
eksperymentéw prezentujg duza warto$¢ w kontekécie prac nad skonstruowaniem w petni
funkcjonalnego bioczujnika wykorzystujacego efekt zmiany impedancji prébki w wyniku zaj$cia
immunoreakcji. Pewien niedosyt w kontekscie przedstawionego przez autorke celu pracy budzi
bardzo skromna informacja dotyczgca sposobu wykonania oraz szczegbtéw technicznych
przystawek typu I i Il oraz prototypowego biosensora. Pozytywnie nalezy oceni¢ cze$¢ wstepna
rozprawy, w ktérym trafnie przedstawiono wiele podstawowych zagadnien §ciéle zwigzanych z
bioczujnikami, a takze obszerng liste odnosnikéw literaturowych. Zauwazone w rozprawie btedy
1 niejasnosci zostaty wymienione w poprzednich akapitach recenzji i mam nadzieje, ze autorka
bedzie miata mozliwos¢ odnies¢ sie do nich w przysztosci.

W konkluzji stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Anny Pachuty stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego dotyczacego immobilizacji biatek na podtozach polimerowych
i jednoczesnie przedstawia oryginalne rozwigzanie problemu detekcji immunoreakcji w oparciu
0 opracowanie projektowe, a tym samym spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim w
Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. 2016 poz. 882) i wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne na Uniwersytecie Jagielloriskim w
Krakowie o jej dopuszczenie do publicznej obrony.



