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Ocena pracy doktorskiej mgr inz. Anny Pniakowskiej p.t. ,,Metallic nanoclusters as
fluorescent probes for multiphoton microscopy”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Anny Pniakowskiej, pt. ,Metallic
nanoclusters as fluorescent probes for multiphoton microscopy” zostalta wykonana
w Katedrze Nanofotoniki Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej pod opieka
dr hab. Joanny Olesiak-Banskiej, prof. uczelni.

Nanoklastry (ang. nanoclusters, NCs) metali szlachetnych, w szczegdlnosci ztota czy srebra,
stanowig wyjatkowg klase nanomateriatow, w ktérych wiasciwosci optyczne determinowane
sg przez efekty kwantowe. Charakteryzujg sie wysokg wydajnoscig dwufotonowej absorpcji
oraz generowana drugiej / trzeciej harmonicznej. Sg to réwniez ciekawe obiekty badan
z perspektywy chemicznej, na przyktad pod katem precyzyjnej kontroli ich sktadu czy chemii
powierzchni. Ma to bezposrednie przetozenie na witasciwosci tych nanomateriatow.
Na przyktad, wprowadzenie chiralnych ligandéow pozwala na znaczne wzmochienie
wspotczynnikdw dwu- i trojfotonowej dichroizmu kotowego, a takze generowanie kotowo
spolaryzowanego Swiatta. Te unikatowe wiasciwosci otwierajg droge do wydajnego
obrazowania tkanek, szyfrowania optycznego czy budowy enancjoselektywnych sensorow.
Warto podkresli¢, ze tematyka syntezy i badan NCs jest intensywnie rozwijana przez wiele
grup naukowych. W tym zespét promotora pracy, prof. Joanne Olesiak-Banskg, wieloletniego
partnera naukowego Zespotu, prof. Thomas Birgi z Uniwersytet Genewskiego, czyli jednego
Z najbardziej rozpoznawalnych naukowcéw tej dziedziny czy zespét profesora Rongchao Jin
z Carnegie Mellon University.

Rozprawa mgr inz. Anny Pniakowskiej wpisuje sie w powyzszy nurt badan nad
Nanoklastrami, skupiajgc sie na komplementarnych strategiach kontrolowania ich
wiasciwosci optycznych. W dtuzszej perspektywie czasowej celem jest uzyskanie
optymalnych materiatbw do chiroptycznego znakowania czy wykrywania materiatow
biologicznych. Stgd zainteresowanie Doktorantki materiatami o wysokiej stabilnosci
i dwufotonowg (chiralng) odpowiedzig optyczna.

Autorka Dysertacje rozpoczeta obszernym wstepem literaturowym. Uwazam, ze jest to
wzorcowe wprowadzenie do tematyki pracy. Doktorantka omawia w nim podstawy chemii
nanoklastrow dotyczace syntezy i klasycznych (jednofotonowych) wiasnosci optycznych.
Porusza takze tematy $cisle zwigzane z pracqg eksperymentalng, jak chemiczne podejscie do
wzmocnienia fluorescenciji, uzyskiwanie chiralnych nanoklastréw, czy zagadnienie kwantowej
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wydajnosci. Nastepnie ptynnie przechodzi do zjawisk nieliniowych: dwufotonowej absorpciji
i emisji. Doktorantka omawia takze uktady pomiarowe stosowane w badaniach nad
nanoklastrami. Taki uktad wstepu logicznie wprowadza czytelnika w problematyke rozprawy,
szczegolnie w kontekscie kilkukrotnych odwotan do przedstawionej w kolejnych rozdziatach
pracy eksperymentalnej. Warto takze podkresli¢, ze juz ta czes¢ dysertacji odzwierciedla
interdyscyplinarny zakres wiedzy Doktorantki. Swobodnie porusza sie Ona zaréwno
w tematyce struktur organicznych ligandéw, zaawansowanych fizykochemicznych metod
pomiarowych, jak i zastosowan NC w medycynie. Mozna tez odnalez¢ fragmenty Swiadczgce
o doswiadczeniu Autorki w dyskusjach naukowych, np. kiedy omawiajgc technike dichroizmu
kotowego wykrywanego metodg fluorescencji wspomina ze ,FDCD is often incorrectly
mistaken with CPL”.

Warto w tym miejscu odniesé¢ sie do bibliografii, gdyz wiekszos¢ cytowan w dystertacji
podanych jest we wstepie literaturowym. Bibliografia liczy 151 pozyciji. Lista cytowanych prac
obejmuje pozycje z wieku XX-go, przetomowe prace z pierwszej dekady XXI w., a takze
najnowsze doniesienia z lat 2021-2024. Daje to peiny przeglad rozwoju wiedzy o NC,
zaréwno w kontekscie syntezy jak chiralnosci czy nieliniowej optyki.

W dalszej czesci Autorka przechodzi do przedstawienia prac eksperymentalnych, zebranych
w trzech artykutach naukowych. Warto podkresli¢, ze z dotgczonych oswiadczen wynika, iz
rola mgr inz. Anny Pniakowskiej obejmowata opracowanie metodologii, (czesciowo) synteze
nanoklastrow, budowe ukfadu do pomiaréw nieliniowych, przeprowadzenie petnej
charakterystyki uzyskiwanych materiatow, analize danych, przygotowywanie rysunkéw oraz
pisanie pierwszych wersji manuskryptow. Wktad mgr inz. Anny Pniakowskiej mozna uznac¢
za bardzo wysoki, wykraczajgcy daleko poza standardowe oczekiwania. Nie mam wobec
tego watpliwosci, ze Doktorantka byta gtbwnym wykonawcg wszystkich trzech
uwzglednionych prac naukowych.

Praca Doktorantki miata na celu weryfikacje trzech hipotez. Po pierwsze, ze luminescencje
nanoklastréw mozna znaczgco wzmocni¢ za pomocg metod chemicznych i fizycznych.
Po drugie, ze pomiar dwufotonowego dichroizmu kotowego (2PCD) przy uzyciu sygnatu
fluorescencyjnego jest bardziej czuty od klasycznego CD. Po trzecie, ze pojedynczy atom
ztota moze silnie zmodyfikowac jedno- i dwufotonowe wtasciwosci optyczne nanoklastrow
srebra. Wyprzedzajgc ponizszy opis moge stwierdzi¢, ze postawione hipotezy zostaty
(pozytywnie) zweryfikowane w ramach trzech przedstawionych artykutéw.

Pierwsza publikacja dotyczy NC ziota, Au,5(SG).4. Konkretnie Doktorantka postawita sobie
za cel zweryfikowanie, czy lokalne wzmocnienie pola elektromagnetycznego nanopretéw Au
pozwoli uzyska¢ wzmocnienie dwufotonowo wzbudzonej emisji tychze nanoklastréw (ang.
two-photon excited luminescence, TPEL). Wczes$niej tego typu wzmocnienie byto badane dla
NC blisko powierzchni srebra czy w uktadach typu antena-w-pudle. Jednak przedstawiona
praca byta pierwszg w ktorej tego typu wzmocnienia dowiedziono dla uktadu zawierajgcego
nanoprety ztota i nanoklastry. Biorgc pod uwage fakt, iz sg to klasyczne materiaty dla
nanotechnologii, czyli podstawowy typ anizotropowych nanoczastek i atomowo-precyzyjnych
nanoklastréw, brak tego typu badan byt zaskakujgcy i dobrze uzasadnia podjecie tematyki.
Warto podkresli¢, ze Autorka dowiodta duzej sprawno$ci eksperymentalnej oraz umiejetnosci
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planowania eksperymentéw. Miedzy innymi: (i) wykonata synteze nanoklastrow zitota, (ii)
szczegotowo przemyslata wptyw otoczki organicznej nanopretow na obserwowane zjawisko,
a takze, wykorzystujac zaawansowany uktad pomiarowy, (iii)) uzyskata mapy wzmocnienia
emisji w poblizu pojedynczych nanopretow. Doktorantka wykazata sie takze pomystowoscia,
zmieniajgc rozpuszczalniki tak, aby spowolni¢ dyfuzje NC. Ostatecznie, wykazata Srednio 25-
krotne wzmocnienie procesu TPEL, a krotkotrwate wzmocnienia pozwolity na przypisanie
tych obserwacji do pojedynczych czgstek NC.

Pytania / komentarze:

1. W pracy stosowano nanoprety ziota stabilizowane surfaktantem, ktory wielokrotnie
odmywano, uzyskujgc nanoprety ,pozbawione” otoczki organicznej. Czy w tym
kontekscie Doktorantka mogtaby szczegodtowiej omowi¢ zagadnienie stabilnosci
koloidalnej nanoczgstek w krytycznym stezeniu micelizacji w przygotowaniu i stabilnosci
prébki (ang. critical micelle concentration, CMC). Czy alternatywnie surfaktant mozna by
odmywac etanolem juz po osadzeniu nanoczgstek na powierzchni?

2. Jak na wzmocnienie mogtoby wptyng¢ wykorzystanie uktadéw plazmonowych o innej
geometrii niz nanoprety? Czy Doktorantka rozwazata eksperymenty kontrolne
Z nanopretami o innym potozeniu wzdtuznego pasma rezonansowego, czyli takimi
o innym stosunku dtugosci do szerokosci. Jak takie zmiany mogtyby wptyng¢ na
obserwowane efekty?

3. Z mojego doswiadczenia wynika, ze nanoczgstki anizotrpowe o wysoce zakrzywionych
elementach morfologii (np. nanotréjkaty) wykazujg niskg stabilnos¢ strukturalng po
usunieciu surfaktanta. Czy kontrolowano stabilnos¢ strukturalng lub monitorowano
wiasciwosci plazmonowe nanopretow w dtuzszym okresie czasu niz trzy minuty? Czy
stosowanie Srodowiska o parametrach charakterystycznych dla ptynéw ustrojowych
mogtoby wptyngé¢ na stabilno$¢ nanopretéw ,pozbawionych” otoczki organicznej?

4. Jaka jest statystyczna istotnosc réznicy dla wynikow eksperymentow bez i w obecnosci
nanoklastow, zaprezentowanych na obrazku nr 4?

Druga publikacja, ktéra zostata doceniona przez recenzentow i edytoréw prestizowego
czasopisma Angewandte Chemie, opisuje badania prowadzone nad nieliniowymi
witasciwosciami optycznymi nanoklastrow srebra, Ag.s(DMBT).g, ktére byly dopowane
atomami ztota. Juz wczesniej wykazano, ze wbudowanie heteroatoméw moze modulowaé
wiasciwosci optyczne tego typu NCs, np. powodowa¢ wzmocnienie kwantowej wydajnosci
emisji, czy zwigkszone przekroje dwufotonowej absorpcji. Jednak w literaturze brakowato
systematycznych badah w tym zakresie. W ramach tej pracy Autorka wykazata sie bardzo
duzg sprawnoscig eksperymentalng zwigzang z przeprowadzeniem szczegétowych badan
optycznych dla serii nanoklastréw — natywnych, z wymienionym jednym atomem, oraz
z wymienionymi kilkoma atomami (5-10 atoméw). Za kluczowe uznaje wskazanie, ze wbrew
intuicji, czy wskazaniom z badan innych typow NCs, systematyczne zmiany w sktadzie
badanego materiatu nie przektadajg sie na liniowy charakter zmian wtasciwosci optycznych.
Udato sie tego Doktorantce bezsprzecznie dowies¢ dziegki starannie zaplanowanym
badaniom optycznym. W sposéb nie tylko jakosciowy, ale rowniez ilosciowy okreslita wpltyw
dopowania na przekrdj dwufotonowej absorpcji, kwantowg wydajnos¢ emisji wzbudzanej
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dwufotonowo, czy dwufotonowg jasnosé¢ emisji. Podsumowujgc, zaprezentowane wyniki
obrazujg wage systematycznych badan nad NCs i istote atomowo precyzyjnej nanochemii.

Pytania / komentarze:

1. Czy mozliwe jest uzyskanie petnej serii dopowania Ag.sxAux gdzie x bedzie
systematycznie zmieniane w zakresie 2-5, lub ewentualnie wprowadzanie innych metali
jako heteroatomoéw?

2. Badania byty prowadzone w rozpuszczalnikach organicznych, jednak docelowo tego typu
materialy majg by¢ stosowane w uktadach biologicznych. Zaktadam, ze wymagatoby to
wymiany ligandéw. Czy zmiana srodowiska i ligandéw moze wptywac na uzyskane wyniki
i jakich zmian Doktorantka by sie spodziewata? Czy fotostabilnos¢ tych nanoklastrow jest
wystarczajgca dla badah w uktadach biologicznych?

Trzecia publikacja jest, moim zdaniem, zwienczeniem rozwoju Doktorantki w kontekscie
nieliniowych wiasciwosci NCs. W tej pracy wktad mgr inz. Anny Pniakowskiej obejmowat
synteze nanomateriatéw, zbudowanie zestawu do pomiaru dwufotonowego dichroizmu
kotowego (2PCD), jak i przeprowadzenie zaawansowanych pomiarow optycznych, co jest
zréznicowanym i ponadstandardowym wkiadem w prace naukowg. Praca rozpoczeta sie od
syntezy NCs. Doktorantka dowiodta, ze wprowadzenie podwojnej otoczki organicznej,
sktadajgcej sie z chiralnego i achiralnego ligandu, pozwolito na usztywnienie struktury
nanoklastréw, a przez to wzmocnienie emisji. Wykazata takze, ze uzyskane NC wykazywaty
wiasciwosci chiroptyczne (dichroizm kotowy) w zakresie spektralnym charakterystycznym dla
NC. Po uzyskaniu materiatu o pozgdanych wiasciwosciach, kluczowym elementem pracy
bytlo wykorzystanie samodzielnie zbudowanego zestawu pomiarowego do zmierzenia
dwufotonowej odpowiedzi chiroptycznej (w konwencji dichroizmu kotowego monitorowanego
za pomocg fluorescencji). Warto podkresli¢, ze byly to pierwsze tego typu badania
przeprowadzone dla NC, i jeden z niewielu przyktadow tego typu pomiaréw w literaturze.
Doktorantka z sukcesem dowiodta, ze z jednej strony dwufotonowy dichroizm kotowy
badanych NC, jest znaczgco wzmocniony wzgledem pomiaréw jednofotonowych, a z drugiej,
ze zbudowana aparatura jest niezwykle cennym narzedziem badawczym.
Jestem pod olbrzymim wrazeniem tej pracy, szczegoélnie w kontekscie wktadu Doktorantki.

Pytania / komentarze:

1. Czy optymalizowano skfad otoczki organicznej pod katem wzmocnienia fluorescencji
i czy optymalizacja ta uwzgledniata balans z (by¢é moze) obnizanymi wiasciwosciami
dichroizmu kotowego? Jaki jest stosunek molowy ligandéw achiralnych do chiralnych?

2. Jaka jest zmiennos¢ wynikow dwufotonowego dichroizmu kotowego dla prébek
przechowywanych w czasie czy uzyskiwanych w niezaleznych syntezach? Czy moga
one ttumaczy¢ rézne wyniki dwufotonowej jasnosci emisji prébek o przeciwnych
skretnosciach chiralnego ligandu?

Drobne komentarze redakcyjne, ktore podaje z obowigzku recenzenckiego:
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Nie zrozumiatem zdania: ,Among them single-crystal diffraction is undoubtedly
underestimated technique in terms of determination of chirality, since unlike other techniques
it can characterize optical activity of racemic mixtures”. Prosze o rozwinigcie tej mysli.
W pracy pojawiajg sie niezgrabne sformutowania, np.: ,Doping of nanoclusters have already
gained the interest to fulfil strong needs of highly emissive materials”, we wzorze nr 1
formalnie wydaje sie, ze ostatni znak réwnosci powinien zosta¢ zamieniony na znak
przyblizenia.

Powyzej zawarte komentarze i pytania majg by¢ jedynie przyczynkiem do dyskusji i nie
wptywajg na mojg wysokg ocene zaprezentowanej pracy.

Podsumowujgc, uwazam, ze wyniki uzyskane przez mgr inz. Anne Pniakowska sg bardzo
wartosciowe i otwierajg wazng Sciezke do projektowania znacznikow emisyjnych o duzym
potencjale naukowym i wdrozeniowym. Stanowig spdjny, oryginalny i niezwykle cenny wkiad
do nauki o materiatach, fotoniki czy nanotechnologii. Moim zdaniem Doktorantka wykazata
sie pomystowoscig i skrupulatnoscia w pomiarach optycznych, dowiodla umiejetnosci
syntetycznych, biegtej analizy danych, a takze wysokiego poziomu prezentacji wynikow
w formie artykutbw naukowych. Tak dobrze dopracowany i wielowymiarowy sposob
prowadzenia badan jest wyjatkowy jak na ten etap kariery naukowej i potwierdza wyjagtkowg
samodzielnos$¢ Doktorantki, dobrze rokujgc na dalsze etapy rozwoju nhaukowego.

Majac na uwadze najwyzszg merytoryczng jakos¢ przedstawionych badan oraz wkfad
Doktorantki w zaprezentowane doniesienia naukowe, oraz fakt, iz recenzowana rozprawa
doktorska spetnia warunki stawiane pracom doktorskim, zaroéwno zwyczajowe, jak
i ustawowe, wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki
Wroctawskiej o dopuszczenie mgr inz. Anny Pniakowskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Ze wzgledu na unikatowg wiedze na temat dwufotonowych wtasciwosci optycznych
nanoklastrow metali przedstawiong w dysertacji, a konkretnie (i) systematycznych zmian
w zaleznosci od dopowania heteroatomami, oraz (ii) dwufotonowej odpowiedzi chiroptyczne;j
w konwencji dichroizmu kotowego monitorowanego za pomocg fluorescencji, wnioskuje
0 wyrdznienie rozprawy.

Z powazaniem
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