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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani Mgr Inz. Kamili Spychalskiej zatytulowanej

Konstruowanie uktadéw biosensorowych modyfikowanych strukturami pélprzewodnikowymi

Praca doktorska mgr inz. Kamili Spychalskiej zostata wykonana pod kierunkiem pani
profesor Joanny Cabaj na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej, ktorej osiggniecia w
badaniach materialow pétprzewodnikowych i ich zastosowan do konstrukeji sensoréw sg znane w
srodowisku naukowym.

Tematyka publikacji, ktérych wspotautorka jest pani mgr inz. Spychalska obejmuje nowe
metody analityczne stuzace do oznaczania substancji biologicznych. W rozprawie przedstawionej
do recenzji autorka opisuje szczegotowo biosensory elektrochemiczne do oznaczania estrogendw ,
w szezegllnosei 17-B-estradiolu (E2), chociaz jej dorobek publikacyjny jest szerszy i obejmuje
migdzy innymi sensory optyczne do oznaczania E2 i sensory elektrochemiczne do oznaczania
innych zwigzkow biologicznych. Rozprawa koncentruje si¢ na sensorach elektrochemicznych
sktadajacych si¢ z warstwy potprzewodzacej na elektrodzie platynowej oraz unieruchomionych na
tego rodzaju warstwie elementéw receptorowych. Do opisanych warstw potprzewodzacych naleza
pochodne ditienosilolu z podstawnikami tiofenowymi lub etylenodioksytiofenowymi, pochodna
benzotiadiazolu z podstawnikami tiofeno-etylenodioksytiofenowymi oraz pochodna pirydyny z
dwoma podstawnikami bitiofenowymi i podstawnikiem alkilotiofenowym. Jako elementy
receptorowe zostaly zastosowane przeciwciata Anty-E2-Ab lub enzymy: peroksydaza chrzanowa
(HRP), tyrozynaza (TYR) lub lakaza (LAC). Dzigki takiemu wyborowi uktadéw rozprawa stanowi
spojng catosc pod wzgledem merytorycznym. Celem gtéwnym pracy doktorskiej byto poréwnanie
mozliwosci zastosowania wymienionych zwigzkoéw do oznaczania E2.

Rozprawa zostata podzielona na czesci zawierajace kolejno: wprowadzenie i cele badawcze
pracy, czgs¢ teoretyczng, czgs¢ badawceza, wyniki i dyskusje, wnioski oraz podsumowanie. Podziat
pracy jest to typowy dla opracowan naukowych w naukach eksperymentalnych. Praca zawiera

wykaz skrotow, schematow i tabel, co bardzo utatwia czytanie. Pod wzgledem formalnym praca
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jresfrbrez' zarzutu. Jestnaplsanabardzo starannie. Bl@dy 'é'djszfskie sg nieliczne. Praca jest bardzo
dobrze przygotowana takze pod wzgledem graficznym. Zawiera wyrazne, dobrze przemyslane
schematy utatwiajgce zrozumienie tekstu. Jezyk pracy jest poprawny. Bardzo dobrze oceniam
stosowanie przez autorke polskich odpowiednikéw wyrazen angielskich, jesli jest to mozliwe. Na
przykiad stosuje wyrazenie ,,polimery sprzezone”, a nie ,,conjugated polymers”. Nieco gorzej
oceniam stosowanie zabiegdw stylistycznych w tedcie, ktore mogg budzi¢ watpliwosci u
czytelnika. Przyktadowo na stronie 96 autorka pisze o ,,strumieniu elektronéw” zamiast o wartosci
pradu. Na stronie 114 autorka stosuje wyrazenie ,biatko”, zeby unikngé powtdrzenia stowa
»enzym”. W tym wypadku nalezatoby jednak zrezygnowac z elegancji na rzecz Scistego wyrazania
sig, gdyz czyteinik mogtby ,,biatko” zrozumie¢, jako apoenzym. Chee podkresli¢, ze wymienione
drobne niescistoéci nie wpltywaja na odbior catosci tekstu. Autorka dotozyla staran, zeby tekst byl
scisty, a jednoczesnie zrozumialy dla szerokiego grona czytelnikow.

Wstep teoretyczny autorka rozpoczyna od definicji biosensoréw oraz opisu parametrow
analitycznych opisujacych ich dziatanie, nast¢pnie wprowadza czytelnika do zastosowan
biosensorow w medycynie, przemys$le spozywezym, ochronie srodowiska i rolnictwie. Nastepnie
opisuje szczegOlowe elementy skiadowe biosensordw, takie jak receptory w tym przeciwciata,
mikroorganizmy, komorki i tkanki, kwasy nukleinowe i aptamery wraz z metodami ich
unieruchamiania oraz polimery przewodzace, ktore stanowig matryce do unieruchamiania
elementéw receptorowych. Kilka stron posdwigca takze zwigzkom endokrynnie czynnym, do
ktorych nalezg analizowane przez nig estrogeny. W czesdci teoretycznej autorka cytuje okolo 180
prac, co swiadezy o szerokiej znajomosci literatury. Siega zaré6wno po prace oryginalne, jak
przegladowe. Podaje przyktady biosensorow elektrochemicznych zaczerpnigte z najnowszej
literatury. Wybdr prac cytowanych jest odpowiedni, chociaz do opisu oksydoreduktaz mozna byto
siegna¢ po prace grupy Lo Gortona, Daniela Leech’a i niektorych polskich autoréw np. Jerzego
Rogalskiego. Czes¢ teoretyczna bardzo dobrze wprowadza czytelnika w tematyke biosensorow i
przedstawia wiedzg niezbedna do dyskusji wynikow wiasnych. Jedynie w niektérych fragmentach
czescl teoretycznej pojawiaja si¢ niejasnosci. Przyktadowo watpliwoscei budzi stwierdzenie, ze
bioczujniki pierwszej generacji wymagaja wysokiego potencjatu wskaznika redoks (strona 17), co
jest niezrozumiale, gdyz w biosensorach pierwszej generacji nie ma wskaznika redoks. Mozliwe,
ze chodzito o elektroaktywny produkt reakcji enzymatycznej — jak H;O, w czujnikach
zawierajgcych oksydaze glukozows. Rzeczywiscie tego rodzaju czujniki moga by¢ podatne na

interferencje, jak autorka pisze wezesniej w rozdziale 2.1.1.
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~ Z kolei opisujac mechanizm katalityczny lakazy autorka pisze: .Mechanizm katahtyczny
lakazy rozpoczyna si¢ od oddania elektronu przez atom miedzi T1, po ktérym nastepuje
wewnetrzny transfer elektronow ze zredukowanego T1 do miedzi T1 i T3.” Zdanie to zawiera
sprzecznos¢, bo skoro centrum T1 oddaje elektron, to znaczy, ze jest utlenione, a nie zredukowane.
Mam nadzieje, ze autorka oméwi ten fragment tekstu w czasie obrony pracy.

Wymienione niejasnosci sa nieliczne biorge pod uwagg objetos¢ czesci teoretycznej, ktora
Jak wspomniano wyzej jest bardzo dobrym wprowadzeniem do opisu badan wiasnych autorki.

Czgs¢ badawcza rozpoczyna krotkie przypomnienie celu rozprawy, ktory autorka dzieli na
zadania badawcze:

- projekt, synteza oraz charakterystyka nowych polimeréw — pochodnych benzotiadiazolu,
pirydyny i ditienosilolu;

- dobor zwiazkow do modyfikacji elektrod;

- modyfikacja elektrod — opracowanie warunkow otrzymywania warstw polimerowych;

- unieruchamianie receptorow — przeciwcial i enzymow na warstwach polimerowych;

- zaprojektowanie nowych sensoro6w na E2 z wykorzystaniem wnioskéw z poprzednich
zadan badawczych.

Uzasadniajac wybor zwigzkéw do modyfikacji elektrod autorka pisze o zdolnosci
czasteczek amfifilowych do samoorganizacji na powierzchni elektrod, ktéra byla potwierdzona
metodami elektrochemicznymi'. Zastanawia mnie, czy autorka prowadzila lub zamierzata
prowadzi¢ badania samoorganizacjii i uporzgdkowania badanych warstw metodami
spektroskopowymi, takimi jak PM-IRRAS. Wsréd opisanych eksperymentéw na szczegélng
uwage zastugujg dokladne badania wiasciwosci elementow skladajgcych sie na proponowane
przez nig sensory. Doktorantka badata aktywnosci stosowanych przez nig enzyméw w funkeji
temperatury oraz pH roztworu. Tego rodzaju badania nie zawsze sa zamieszczane w pracach
elektrochemicznych, dlatego inicjatywa autorki jest cenna. Badala takze wlasciwosci
elektrochemiczne zaréwno E2 jak warstw polimerowych, stosujac woltamperometri¢ cykliczng i
woltamperometri¢ _pulsowo — r6znicowg. Wyniki pozwolily na optymalny wybdr metody
elektrochemicznej zastosowanej w projektowaniu sensora. Wybrane monomery polimeryzowane
przez autorke pracy nie sg standardowymi zwigzkami stosowanymi do otrzymywania warstw
przewodzgcych,  dlatego  wyniki stanowia wazng nowo$¢ naukowa. Odpowiedzi
woltamperometryczne w czasie osadzania polimeréw oraz dalsze badania elektrochemiczne

potwierdzaja otrzymanie stabilnych warstw. Ciekawa cechg woltamperograméw monomerow
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ditienosilolowych jest wystgpowanic kilku par redoks, co widaé na schematach 28 i 29. Nasuwa
si¢ pytanie, jakim procesom odpowiadajg te pary redoks zdaniem autorki? Czy mozliwe jest, ze
niektore z tych par odpowiadajg oligomerom? Jesli tak, to czy tworza si¢ one spontanicznic w
roztworze, czy sa raczej produktami ubocznymi reakcji elektrodowej. Mam nadzieje, ze w czasie
obrony bedzie mozliwa dyskusja na ten temat.

Kontynuujagc watek nietypowych woltamperograméw, cheiatam zwrocié uwage na
schemat 32, ktéry poréwnuje odpowiedzi woltamperometryczne elektrody platynowej bez zadnych
warstw oraz elekirody platynowej pokrytej warstwg jednego z badanych polimeréw.
Woltamperogram wyraznie pokazuje wigksze wartodci pradu w przypadku warstwy polimerowej,
co jest pozytywnym wynikiem. Jednak ksztalt woltamperogramu dla czystej elektrody platynowej
Jest nietypowy. Pik redukcji ma wyraznie dwie skladowe. Czy w przypadku zmniejszenia zakresu
potencjatu, na przyktad konczgc cyklowanie przy +0.9V zamiast +1.1V, nie zaobserwowaliby$my
woltamperogramu przypominajgcego ten ze Schematu 10, czyli z pojedynczym pikiem redukc;ji?

Wsrod oryginalnych pomystéw przedstawionych w rozprawie szczegdlnie interesujgee jest
zastosowanie roztworu cysteiny do modyfikacji filmu polimerowego w celu wprowadzenia
wolnych grup aminowych (strony 82-83). W literaturze cysteina jest zwykle wykorzystywana do
modyfikacji powierzchni zlota. Eksperyment opisany w rozprawie jest bardzo ciekawym
pomystem. Stanowi kolejng wazng nowos¢ naukowa.

Bardzo ciekawy efekt ilustruje Schemat 39. Schemat ten poréwnuje woltamperogramy
polimeru — pochodnej benzotiadiazolu bez i z unieruchomiong peroksydaza chrzanowa. Wzrost
wartosci pradu po unieruchomieniu enzymu autorka zinterpretowala, jako poprawe przeptywu
elektronéw pomigdzy polimerem, a powierzchnig elektrody, co jest stuszne moim zdaniem. Mozna
rozwing¢ tg interpretacje majgc na uwadze, Zze zakres potencjalow, gdzie obserwowana jest para
redoks odpowiada utlenieniu natywnej formy peroksydazy chrzanowej do tak zwanego zwigzku 11
1 reakcji odwrotnej (E. Ferapontova, Electroanalysis, 2004, 16, 1101-1109). Wzrost pradu mozna
zinterpretowaé, jako efekt bezpoéredniego przeniesienia elektronu pomiedzy enzymem i
polimerem, czyli DET, ktory zdaniem samej autorki jest bardzo pozadany w sensorach
enzymatycznych. Podobne zjawisko zaobserwowano miedzy innymi dla ukladu nanorurek
polianilinowych i peroksydazy chrzanowej (A. Jablonska et al., J. Phys. Chem. C, 2015, 119,
12514-12522).

Na podstawie lektury czesci badawczej rozprawy mozna stwierdzi¢, ze podstawowy cel

badan, ktérym bylo otrzymanie elektrochemicznego czujnika na estradiol (E2) lub estratriol (E3)
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zostal osiagniety. Autorka porownum '\iféirsti?\fﬁ?"pochodnych ditienosilolu, benzotiadiazolu i
pirydyny z unieruchomionymi przeciwcialami Anty-E2-Ab, peroksydaza chrzanowa, tyrozynaza
lub lakazg. Dodatkowo badala sensor ztozony z grafenowych kropek kwantowych i tyrozynazy
oraz. warstwy polianiliny z odciskiem molekularnym (MIP). Jak pokazuje Tabela 6 wszystkie z
badanych ukladéw sg czule na estrogeny. Wsrod przedstawionych sensoréw grafenowe kropki
kwantowe z tyrozynaza przedstawiajg si¢ najstabiej. Pozostate uktady majg obiecujgce parametry
analityczne. Sensory te lgcza niskie limity detekcji rzedu 10°-10° M z wzglednie szerokimi
zakresami liniowej odpowiedzi (Tabele 14 i 15). Autorka pokazala, ze badane uktady
charakteryzuja si¢ bardzo dobra selektywnos$cia w obecnosci zwigzkéw o podobnej strukturze lub
podobnych wiasciwosciach redoks (Schematy 49, 54, 59 1 64).

W podsumowaniu chciatam zwréci¢ uwagg na najwazniejsze elementy nowosci naukowej
przedstawione w rozprawie: '

- synteza nowych polimeréw potprzewodzacych we wspélpracy z dr inz. Agnieszka Swist i
dr inz. Dorotg Zajac z Katedry Inzynierii i Modelowania Materialow Zaawansowanych Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroctawskie;j,

- opis wlasciwosci fizykochemicznych nowych polimerow;

- modyfikacja warstwy polimerowej za pomocg cysteiny w celu umozliwienia
kowalencyjnego unieruchamiania enzyméw lub przeciwcial,

- optymalizacja warunkéw  unieruchamiania enzymow przez dobor odpowiedniej
temperatury oraz pH,

- opracowanie kilku sensorow elektrochemicznych na estradiol o bardzo dobrych
parametrach analitycznych (patenty i publikacje).

Sensory zaprezentowane w pracy moga znalez¢ w wielu dziedzinach, miedzy innymi w
badaniach Srodowiskowych lub diagnostyce medycznej. Material badawczy przedstawiony w
rozprawie zostal w znacznej czgsci opublikowany w czasopismach z listy filadelfijskiej. Pani mgr
inz. Kamila Spychalska jest wspétautorka 9 artykutéw naukowych w tym dwoch przegladowych, 3
przyznanych patentdw oraz 4 zgloszen patentowych. Brata udzial w licznych konferencjach
krajowych i migdzynarodowych. Zostala nagrodzona za najlepsze wystgpienie ustne oraz za
najlepszy poster na dwoch konferencjach migdzynarodowych. Otrzymata szereg wyréznien, w tym
nagrode dziekana i wyréznienie rektora Politechniki Wroctawskiej. Jej artykuly naukowe sg

zauwazane w Srodowisku, o czym $wiadczy znaczgca liczba cytowan — powyzej 100 z
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Qéﬁéiﬁzynnikiem Hirscha réwnﬁﬁ 4, co jési bardzo dobrymwymklem na tyrnetaplekarlery
naukowe;j,

Bioragc pod uwage bardzo dobry poziom naukowy pracy, wazne elementy nowosci
naukowej oraz dorobek publikacyjny i patentowy doktorantki stwierdzam, ze recenzowana
rozprawa spelnia z nawigzka wymagania odnosnie prac doktorskich, ktore sg okreslone w art. 13
ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 22016 r. poz. 8821 1311) oraz art. 179 ustawy z dnia 3
lipca 2018 r. przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
30 sierpnia 2018 r. poz. 1669), dlatego wnosze o dopuszczenie magister inzynier Kamili
Spychalskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Zwracam si¢ rowniez z prosba do Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne w Politechnice Wroctawskiej o rozwazanie wyréznienia

rozprawy pani mgr inz. Kamili Spychalskiej.
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