Dr hab. inz. Ewa Miller F.6dz, 28.05.2018r
Instytut Podstaw Chemii Zywnosci

Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci

Politechnika f.6dzka

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Lucji Rodzik-Czatki pt.:

Nanostrukturalne fluorescencyjne materialy hybrydowe do konstrukeji
biosensorow
1. Dobér tematu i zakres pracy

Rozwijajace si¢ w dynamicznym tempie nowoczesne technologie, jak rowniez
wspotczesna diagnostyka medyczna zwiazana z monitoringiem proceséw biochemicznych, w
tym rozpoznaniem choréb na zréznicowanym etapie, wprowadzeniem odpowiedniej terapii,
koniecznoé¢ prowadzenia analizy in vivo i in situ, wymagajg doskonalenia metod
analitycznych. Niezbedne stalo si¢ uruchomienie systeméw pomiarowych, pozwalajacych
oznaczaé jeden lub wigcej parametréw fizykochemicznych selektywnie, szybko i z duza
doktadnoscia. Wydaje sig, iz ze wzgledu na unikatowe wlasciwodci $wiatta to wiasnie sensory
optyczne moga spetniaé wymienione wysokie wymagania stawianym przez wspoiczesng
biotechnologi¢ i biomedycyne.

Zardéwno zatem w przedstawionej mi pracy doktorskiej poszukiwanie nowych
optycznych uktadéw sensorowych, jak rowniez zastosowanie kropek kwantowych jako
fluoroforéw wpisuje sie doskonale w najnowsze nurty badawcze. Bowiem kropki kwantowe
bedace alternatywa dla fluoroforéw organicznych stosowanych w biosensorach i sensorach
optycznych wykazuja interesujgce wiasciwoéci optyczne na skutek efektu uwigzienia
kwantowego. Jako fluorofory posiadaja szereg zalet: charakteryzujg si¢ szerokim pasmem
wzbudzenia, waskim pasmem emisji z duzym przesunigciem stokesowskim, duza
wydajnoscia kwantowa emisji, mozliwoscia modyfikacji istotnej swojej powierzchni,
stosunkowo diugim czasem zycia fluorescencji oraz odpornoscia na fotowybielanie.

Zaproponowane w pracy: synteza kropek kwantowych, ich modyfikacja z uzyciem
zasad azotowych: tyminy oraz guaniny, caly wachlarz badani podstawowych przeprowadzony
w celu okre$lenia whasciwosci fizykochemicznych powstatych konjugatow, zawierajg w sobie
réwniez aspekt aplikacyjny. Mozliwos¢ selektywnego oznaczania przy pomocy takiego
uktadu komplementarnej zasady azotowej i nukleozydu, ktérych podwyzszone stgzenie moze
stanowi¢ o toczacym sie w organizmie ludzkim procesie chorobowym.

Przedmiotem prowadzonych badan byla synteza i charakterystyka wlasciwosci
konjugatéw: CdTe-tymina, CdTe-guanina, AuNPs-cytozyna (nanoczastki zlota z cytozyng)
oraz uktadu konjugat CdTe-guanina ze zmodyfikowanymi nanoczasteczkami zlota pod katem
zastosowania ich jako fluorescencyjnych sensoréw do selektywnego oznaczania zasad
azotowych i nukleozydow.

Zakres pracy obejmowat:

- synteze kropek kwantowych CdTe oraz ich stabilizacj¢ przy pomocy kwasu tioglikolowego,

- synteze konjugatow: CdTe-tymina, CdTe-guanina,

- modyfikacj¢ nanoczasteczek ztota AuNPs przy pomocy cytozyny,

- badania dotyczace scharakteryzowania otrzymanych uktadow, tj. ustalono skiad i budowe w
wyniku przeprowadzone]j analizy elementarnej oraz spektroskopii FTIR, skiad chemiczny
powierzchni technika spektroskopii fotoelektronéw (XPS), strukture krystaliczng przy
pomocy dyfraktometrii rentgenowskie] (XRD), dla CdTe-tymina wyznaczono warto$ci
érednic hydrodynamicznych (D) i wspdtezynniki dyspersji (DI), obrazowanie oraz



morfologie otrzymanych materialéw przy pomocy transmisyjnej mikroskopii elektronowej
(TEM) i technikq mikroskopii sil atomowych (AFM),

- badania fluorescencyjne dotyczace dziatania biosensoréw bazujacych na kropkach
kwantowych i zasadzie azotowej tyminie lub guaninie,

- badania ukladu sensorowego: konjugat CdTe-guanina i nanoczasteczki ztota AuNPs-
cytozyna wykorzystujace zjawisko rezonansowego przeniesienia energii wzbudzenia (FRET),
ze szezegOlnym uwzglednieniem selektywnodci ich dziatania podczas oznaczania wybranych
zasad azotowych, réwniez w warunkach symulowanego sztucznego moczu.

Zakres pracy nalezy uznaé za niezwykle szeroki. Doktorantka postawita sobie ambitne
cele naukowe, majac $wiadomos¢, iz kropki kwantowe naleza do ,kapry$nych fluroforow”
biorac pod uwage ich wlasciwosei w zaleznosei od warunkéw syntezy, sposobu modyfikacji,
itd. W tym kontekdcie proponowany zakres badan stawial przed Doktorantka prawdziwe
wyzwanie i wysokie wymagania, ktorym w mojej opinii Pani Lucja sprostala.

2. Przeglad literatury

W czesci teoretycznej Autorka przedstawita w sposob przejrzysty a jednoczesnie bardzo
syntetyczny, co traktuje tu jako zaletg, wszystkie poruszane w swojej pracy zagadnienia.

Klasycznie zostala opracowana cze$¢ dotyczaca zjawiska fluorescencji. Oddzielny
rozdzial Doktorantka poswiecila informacjom na temat syntezy, budowy oraz wihasciwosci
fluoroforéw nowej generacji — kropek kwantowych. Dokonata przegladu istniejacego stanu
wiedzy pod katem interesujacych Ja zagadnien oraz dokonala odpowiednich wyboréw, co
bioragc pod uwage olbrzymia ilo§¢ doniesien na temat wiasnie kropek kwantowych, jest
zadaniem nielatwym.

Zaréwno sposéb prezentacji, jak réwniez dobor literatury Zrédlowej dowodza bardzo
dobrego merytorycznego przygotowania Doktorantki do podjgcia prac nad rozwigzaniem
problemow stawianych w rozprawie.

3. Dobo6r materialow i metod badawezych

Zaréwno materialy, jak i stosowane metody badawcze zostaty dobrane bardzo starannie
w zaleznoéci od etapu przeprowadzonych prac. Otrzymane przez Autork¢ pracy wszystkie
zwiazki 1 konjugaty zostaly szczegdélowo scharakteryzowane przy uzyciu wymienionych
wezesniej technik analitycznych. Wazne, iz Doktorantka w sposob wyczerpujacy komentuje
wyniki tych analiz.

Badania spektrofotometryczne i spektrofluorymetryczne zastosowano w istotnej czesci
pracy, dotyczacej oceny efektywnodci dziatania powstalych ukladéw sensorowych, czyli
skutecznoéci oddzialywania konjugatéow z zasadami azotowymi komplementarnymi i
niekomplementarnymi oraz nukleozydami. Znajomos$¢ technik fluorescencyjnych pozwolita
Doktorantce zaprojektowaé i otrzymaé uktad sensorowy wykorzystujacy zjawisko FRET.

4. Ocena merytoryczna rozprawy

Doktorantka na poczatku pracy postawita gldwna teze: ,,Mozliwym jest zaprojektowanie
i otrzymanie nowego biosensora opartego na odpowiednio sfunkcjonalizowanych kropkach
kwantowych pozwalajacego na czulg i selektywna detekcje zasad azotowych/nukleozydow”.
W zwiazku z tym sformutowala gléwny cel badawcezy do osiagnigcia, dotyczacy otrzymania i
scharakteryzowania konjugatéw opartych na kropkach kwantowych tellurku kadmu i
zasadach purynowych/pirymidynowych potencjalnie przydatnych jako nowe biosensory do
selektywnej detekeji zasad azotowych i nukleozydow. Cel ten zostat sformutowany w sposob
jasny i konkretny.



Jednoczeénie $wiadezy on o bardzo dobrym rozeznaniu literaturowym Doktorantki,
dotyczacym projektowania i otrzymywania biosensoréw. Bowiem wiasnie liczne doniesienia
literaturowe zwigzane z selektywna detekcjg zwigzkéw biologicznie waznych, np. glukozy,
mocznika, czy nukleozydéw sa odpowiedzia na rosngce zapotrzebowanie biomedycyny na
szybka i selektywna analize plynow fizjologicznych w organizmie ludzkim, pod katem
obecnosci zwiazkow toksycznych, czy markeréw groznych chorob.

Stwierdzono, iz pojawienie si¢ w moczu nadmiernego st¢zenia zasad azotowych lub ich
pochodnych moze stanowi¢ istotny marker w diagnostyce wielu chordb. Stad tez probe
opracowania selektywnego oznaczania tego typu zwigzkéw uwazam za bardzo zasadng.

Zaproponowane W pracy rozwiazanie zostato starannie przemyslane i oparte na znanym
powszechnie, istniejacym oddzialtywaniu komplementarnych zasad azotowych: tymina—
adenina oraz guanina—cytozyna, lub odpowiednich nukleozydéw, zgodnie z modelem
Watsona-Cricka. Stad, jezeli powierzchnie fluoroforu — kropki kwantowej zmodyfikowano
przy pomocy tyminy to selektywno$¢ oznaczenia przy pomocy takiego uktadu wynikata z
jego wylacznego oddzialywania w roztworze z zasada komplementarng adening. I podobnie,
konjugat kropka kwantowa-guanina selektywnie oddziatywat jedynie tylko z cytozyna lub jej
pochodnymi. W obydwu przypadkach element detekcyjny sensora stanowila kropka
kwantowa, ktérej intensywno$¢é emisji fluorescencji ulegala zmianie w wyniku tego
oddziatywania.

Kolejne etapy przeprowadzonych badan logicznie wynikaty z sekwencji postawionych
celéw bardziej szczegélowych i byly konsekwentnie realizowane. Chcg w tym miejscu
podkresli¢, iz pomyst otrzymania nowych biosensoréw moégt by¢ zrealizowany jedynie przy
zatozeniu, iz Doktorantka potrafita polaczy¢ i wykorzystaé swoja wiedzg¢ z réznych dziedzin:
biologii, chemii, fotochemii czy biomedycyny. Swoboda i spéjnoé¢ w realizacji tego
interdyscyplinarnego tematu najlepiej $wiadcza o dojrzalosci naukowej Doktorantki i jego
realizacje wysoko oceniam.

Na uwage zastuguje rowniez bardzo zréznicowany charakter wykonywanych przez
Doktorantke kolejnych etapéw badan: od syntezy kropek kwantowych i chemicznej
modyfikacji ich powierzchni, przez obszerna analizg¢ budowy i wiasciwosci otrzymanych
materialéw przy pomocy wymienionych juz wczesniej technik analitycznych, umiejgtnosé
zinterpretowania otrzymanych wynikow, az po cykl badan fluorescencyjnych majacych na
celu sprawdzenie powstalych ukladéw sensorowych, réwniez w warunkach modelowej
cieczy fizjologicznej, symulowanego sztucznego moczu. Natomiast kazdy z tych etapow
Autorka wykonuje z ta sama dokladnoscia i skrupulatnoscia a nastgpnie opisuje
najistotniejsze rezultaty w charakterystyczny dla siebie syntetyczny sposéb.

Do interesujacych i waznych rezultatdw rozprawy nalezy zaliczy¢ obszar badan
poswiecony uktadowi sensorowemu FRET do oznaczeii wolnej guaniny w roztworze, w tym
w symulowanym sztucznym moczu, na bazie kropek kwantowych z przylaczona gualing oraz
nanoczastek ztota (AuNPs) z przylaczona cytozyna. Nanoczastki ztota sa stosowane jako
akceptor energii ze wzgledu na wysoki wspétezynnik ekstynkcji oraz szeroki zakres absorpcji
w zakresie widzialnym. Z kropkami kwantowymi stanowig parg donor-akceptor, ktéra
uzywana jest jako nanosensor w analizach biochemicznych. Obecno$¢ w roztworze
wymienionych konjugatow: kropek i nanoczastek zlota byla rejestrowana w postaci
wygaszenia emisji fluorescencji kropek kwantowych z guanina,. Przeinkubowanie konjugatu
akceptora energii z wolng guaning w roztworze ograniczalo jego oddziatywanie z konjugatem
donora energii. W efekcie eliminowany byt proces przeniesienia energii, co skutkowato
wzrostem fluorescencii kropki kwantowej, bedacym jednoczesnie miarg stgzenia guaniny w
roztworze.



W celu sprawdzenia selektywnosci uktadu podobne eksperymenty przeprowadzano w
obecnosei niekomplementarnych zasad azotowych, ktérych to obecnoéé nie miata wplywu na
intensywno$¢ rejestrowanej fluorescencii.

Streszezenie tej czgdcei pracy w kilku zdaniach w rzeczywistosci wymagato od Doktorantki
przeprowadzenia wielu istotnych szczegélowych badan, chociazby dotyczacych wyznaczenia
Srednicy konjugatéw kropki kwantowej i nanoczastek zlota a nastepnie sprawdzenia
odleglosci ich wzajemnego oddzialywania, zgodnie z odleglo$cia Forstera dla istnienia FRET.
Wyznaczone tego typu parametry stanowia wazny element poznawczy, istotny dla konstrukcji
sensorOw w oparciu o techniki fluorescencyjne, w tym z udzialem FRET.

Reasumujac uwazam, iz wszystkie postawione cele badawcze zostaly przez Doktorantke
osiagnigte. Jednoczesnie wyniki przeprowadzonych badan wnoszg wklad natury poznawczej
do poszukiwa nowych ukladéw sensorowych do oznaczania zasad azotowych, ich
nukleozydéw oraz modyfikowanych nukleozydow.

5. Pytania do Doktorantki

Wiyniki przeprowadzonych badan sg bardzo obiecujace. Wazne i interesujace jest, majac
na uwadze szczegolnie aspekt aplikacyjny:
1. Jaka byla powtarzalnos¢ wynikéw dotyczacych wielkosci i whasciwosdci otrzymywanych
kropek kwantowych, takze konjugatow?
2. Czy sprawdzano stabilnos$¢ oraz fotostabilno$é syntetyzowanych kropek kwantowych?
3. Czy podjgto préby wyznaczenia czaséw zycia badanych konjugatow, ktéry to parametr w
sposob istotny charakteryzuje kazdy fluorofor i jego warto$é zmienia si¢ podczas
oddziatywan fluoroforu z mikrootoczeniem?

6. Ocena strony redakcyjnej pracy

Uklad pracy jest przejrzysty. W dobrych proporcjach pozostaja do siebie kolejne
rozdzialy rozprawy, tj. czes$é literaturowa, stosowane techniki badawcze oraz dyskusja
wynikéw. Praca jest napisana poprawnie stylistycznie. Posiada bardzo fadng szate graficzng.
Na szczeg6lng uwage zashuguja zamieszczone w pracy bardzo starannie zaprezentowane
schematy, ilustrujace zaréwno gléwne etapy prowadzonych badan, jak roéwniez
zaproponowane przez Doktorantk¢ mechanizmy detekcji komplementarnych zasad przy
uzyciu konjugatéw. Sprawiaja one, ze mimo ztozonoéci wielu etapoéw pracy dobrze si¢ ja
czyta. '

Doktorantka nie ustrzegla si¢ w tekécie od tzw. |, literéwek”, ktére celowo nie
wymieniam, gdyz pozostajg one bez znaczenia dla merytorycznej wartosci pracy.

7. Wniosek koncowy

Na podstawie argumentéw przedstawionych w poprzednich rozdziatach recenzji

uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa jest oryginalna. W pracy tej Autorka
dowiodla, ze potrafi prowadzi¢ badania naukowe i posiada znaczny zaséb erudycji niezbednej
wspotczesnemu badaczowi. Doktorantka rozprawy mimo zlozonodci i réznorodnodci badai
osiagneta zamierzone cele. Opracowanie wynikoéw w formie rozprawy wskazuje na dojrzatosé
badawcza autorki oraz umiejgtno$é analizy ich wynikéw, wyciagania wnioskéw.
Stwierdzam, ze recenzowana praca nie tylko spetnia wszelkie wymogi rozprawy doktorskiej
stawiane przez ustawg o tytulach i stopniach naukowych, ale jest praca wyrdzniajaca.
Stawiam wigc wniosek do Wysokiej Rady o dopuszczenie Pani mgr Lucji Rodzik-Czatki do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz proponuje wyr6znienie pracy.




