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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Krzysztofa Nicinskiego
pt. "Plasmonic nanostructures for bacteria and cancer cells analysis by Surface Enhanced
Raman Spectroscopy”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Michoty-Kaminskiej, prof. Instytutu

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska mgra Krzysztofa Nicinskiego pt. "Plasmonic
nanostructures for bacteria and cancer cells analysis by Surface Enhanced Raman Spectroscopy"
zostata wykonana w zespole Nanostruktur plazmonicznych do analiz biospektroskopowych Instytutu
Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie kierowanym przez dr hab. Agnieszke Michote-
Kaminska, prof. instytutu.

Rozprawa doskonale wpisuje sie w tematyke prac badawczych realizowanych w Zespole, ktdra
dotyczy m.in. identyfikacji grzybow chorobotwdrczych, detekcji bakterii chorobotwdérezych z plyndw
fizjologicznych i zywnosci, bezposredniej detekcji i analizy ilosciowej immunomarkeréw w plynach
ustrojowych oraz detekcji krazacych w krwi komdrek nowotworowych z wigczeniem analiz probek
klinicznych z zastosowaniem techniki Wzmocnionej Powierzchniowo Spektroskopii Ramana (SERS).

Badania prowadzone w grupie dr hab. A. Michoty-Kaminskiej, prof. instytutu charakteryzuje
najwyzszy poziom merytoryczny i innowacyjnos¢ potwierdzone licznymi pracami naukowymi
w czasopismach miedzynarodowych o najwyzszym wspdtczynniku oddziatywania (IF), a takze
patentami.

Nadrzednym celem badan podjetych w ramach rozprawy doktorskiej byto zaprojektowanie,
scharakteryzowanie oraz przetestowanie podtozy do pomiardw technika SERS umozliwiajacych
bezznacznikowg analize spektroskopowa wybranych typéw bakterii oraz komérek nowotworowych.

Cele szczeg6towe obejmowaty opracowanie protokotow pomiarowych zawierajacych informacje
o0 optymalnych parametrach technicznych dla pomiaréw bakterii i komdrek nowotworowych, w tym
probek z hodowli komdrkowych, prébek srodowiskowych oraz prébek klinicznych, przetestowanie
uktadu mikroprzeptywowego w analizach plynéw ustrojowych, przypisanie pasm obserwowanych
w widmach SERS do poszczegdlnych typdw drgan czasteczek, analize PCA otrzymanych wynikéow
spektroskopowych, opracowanie optymalnych protokotéw przygotowania prébek i ich nanoszenia
na opracowane podtoza SERS.

Przedstawiona rozprawa doktorska ma posta¢ opracowania w jezyku angielskim sktadajacego sie
z 16 podrozdziatow. Czes¢ Literaturowa obejmuje 5 podrozdziatéw i poprzedzona jest Abstraktem.

W rozdziale 6. Doktorant opisat cele podjetych badan. Rozdziat 7. jest pierwszym w czesci
eksperymentalnej, jest on réwniez najobszerniejszg czescig rozprawy prezentujgca wyniki badan
przeprowadzonych przez Doktoranta. Rozdziat 8. stanowi dyskusje i podsumowanie wykonanych
badan. Rozdzialy 9-14 przedstawiajg zestawienia publikacji Doktoranta, patentéw i zgtoszer
patentowych, tabel, rysunkéw, réwnan i skrétow stosowanych w dysertacji. Rozdziat 15. stanowig
zafgczniki, a 16. poswigcony jest zestawieniu odnosnikow literaturowych (264 pozycje).

W rozdziale nr 1 Doktorant wprowadzit czytelnika w zagadnienia dotyczace zjawiska rozpraszania
Swiatta, historie odkrycia zjawiska SERS, zalety spektroskopii Ramana, w tym techniki SERS w analizie

probek nieorganicznych i organicznych ze szczegdlnym naciskiem na prébki
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biologiczne, dokonat rowniez poréwnania zalet, ale i ograniczen techniki SERS w odniesieniu do
tradycyjnych metod biologii molekularnej. Rozdziat 2 zostat poswigcony szerszemu opisowi podstaw
teoretycznych rozpraszania éwiatta, w tym opisowi matematycznemu tego zjawiska. Doktorant skupit
sie réwniez na opisie elementéw aparatury stosowanej zwyczajowo w pomiarach ramanowskich.
Oddzielne podrozdziaty zostaty poswiecone zastosowaniom spektroskopii Ramana wigczajac nawet
te, dotyczace misji kosmicznych. Rozdziat 3 zostat w catosci poswiecony zagadnieniom dotyczgcym
SERS od podstaw teoretycznych przez opis komercyjnie dostepnych podiozy SERS do zastosowan
praktycznych tej techniki ze szczegdlnym naciskiem na analizy prébek biologicznych.
Jeden z podrozdziatow (3.4) Doktorant dedykowat opisowi zastosowania SERS
w identyfikacji mikroorganizméw i detekcji komdrek nowotworowych, czyli uktadow jakie sam badat
eksperymentalnie. Tabela 1 na str. 28. podsumowuje przypisanie poszczegodlnych czestosci
obserwowanych w widmach SERS mikroorganizméw, a Tabela 2 komorek nowotworowych do
okreslonych grup funkcyjnych czasteczek organicznych.

Rozdzialy 4 i 5 stanowig obszerny opis technik mikroskopowych oraz analizy PCA stosowanych
przez Doktoranta w charakterystyce probek oraz analizie danych eksperymentalnych.

Rozdziat 6 precyzuje cele pracy. Rozdziat 7 zawiera zas opisy aparatury stosowanej w badaniach
eksperymentalnych, jak i opisy poszczegdlnych zadan badawczych. Kazdy z podrozdziatdw tej sekcji
opisuje sposob wytwarzania podiozy SERS, ich charakterystyke mikroskopowg oraz pomiary
ramanowskie uzyskane z ich zastosowaniem; aspekty techniczne zawierajg odpowiednie zatgczniki
(rozdziat 15). Rozdziat 8 poSwiecony jest podsumowaniu i dyskusji otrzymanych wynikow
eksperymentalnych.

Bardzo cennym w ocenie caloksztattu przeprowadzonych badan jest analiza powtarzalnosci
wynikéw oraz trwatoéci podtozy SERS towarzyszaca charakterystyce ich wiasciwosci w badaniach
spektroskopowych. Doktorant przeanalizowat rowniez zaleznosci jakosci widm Ramana w funkcji
uzytej mocy lasera, czasu akwizycji danych oraz dtugosci linii wzbudzenia. Doktorant wiele czasu
poswiecit takze na optymalizacje warunkdw hodowli mikroorganizméw i przeanalizowat wptyw
réznych podiozy SERS na rejestrowane widma dla mikroorganizméw hodowanych na rdznych
pozywkach.

Uktad formalny pracy nie budzi zastrzezen, rozprawa zawiera wszystkie elementy niezbedne
do zapoznania sie, tak recenzenta jaki i innych 0séb zainteresowanych podjeta tematyka, ze
spektroskopowa charakterystyka bakterii i komérek nowotworowych badanych technikag SERS.

Tematyka rozprawy doktorskiej nalezy do najbardziej aktualnych podejmowanych obecnie
w kontekécie mozliwoéci stosowania technik spektroskopowych w diagnostyce zmian chorobowych
oraz detekcji bakterii. Waznoé¢ podjetej tematyki uzasadnia takze analiza przeprowadzona przez
samego Doktoranta dotyczaca mozliwosci praktycznych zastosowan SERS.

Przed przystapieniem do szczegdtowej analizy tresci rozprawy na uznanie zastuguje rowniez fakt,
iz w trakcie badan eksperymentalnych Doktorant wykazat sie nie tylko znajomoscig technik
spektroskopowych, ale analiza zostata uzupetniona o pomiary mikroskopowe, w tym AFM | analize
chemometryczng, tak niezbedng w ocenie efektywnosci opracowanych protokotéw pomiarowych,
o szczegdlnym znaczeniu w badaniach probek biologicznych.

Do najwazniejszych osiagnie¢ Doktoranta nalezy zaliczyc:

e Opracowanie efektywnych, szybkich i nisko kosztowych protokotow pomiarowych dla
oznaczania bakterii i komérek nowotworowych w sposéb powtarzalny i jednoznaczny
z zastosowaniem techniki SERS,

o Wytworzenie podtozy mozliwych do wykorzystania w pomiarach SERS,

e Opracowanie podtozy SERS mozliwych do wykorzystania w diugim czasie, nawet rzedu
miesiecy, o duzej odpornosci chemicznej i mechanicznej, o minimalnym wkiadzie
wiasnym w rejestrowane widma (wykorzystanym do kalibracji pomiarow),

o Opracowanie nanoczastek Fe:Os@Ag charakteryzujacych sig dodatkowym efektem
wzmocnienia sygnatu,

« Opracowanie protokotéw hodowli i przeprowadzania pomiaréw SERS, przeanalizowano
takie czynniki jak: czas hodowli, rodzaju medium, wybor  linii I
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wzbudzenia, moc wigzki lasera, czas akwizycji, co ma kluczowe znaczenie
w praktycznych zastosowaniach SERS,

» Wykonanie pomiaréw SERS z wykorzystaniem 2 typdw spektrometréw, w tym
zminiaturyzowanego,

e Wykonanie pomiaréw dla prébek w postaci hodowli, probek s$rodowiskowych jak
i klinicznych,

e Potaczenie analizy spektroskopowej i chemometrycznej SERS-PCA pozwalajacej na
jednoznaczna identyfikacje badanych probek.

Przedstawione w rozprawie wyniki badan nalezy uzna¢ za imponujace, tak pod wzgledem ich
roznorodnosci, jakosci badan eksperymentalnych, jak i ich opracowania.

Przedstawiona analiza sktania jednak do zadania kilku pytan oraz sformutowania kilku sugestii:

1. W ramach czesci literaturowej na str. 9 Doktorant przedstawia schemat ilustrujgcy
zjawisko rozpraszania. Czy jest to schemat zaczerpniety bezposrednio z odnoénika [3]
czy tez stanowit on jedynie inspiracje dla Autora? Niefortunnym jest umieszczenie
napisow pod rysunkiem tak, ze jest on czeSciowo zastoniety tekstem. W opisie zjawiska
rozpraszania Ramana brak doprecyzowania dotyczacego poziomdw oscylacyjnych.

2. W ramach podrozdziatu 2.2. Doktorant opisuje elementy skladowe spektrometru
Ramana. Dogodnym dla czytelnika bytoby, zdaniem recenzenta, umieszczenie schematu
pogladowego (tym bardziej, ze Doktorant uczynit to w ramach podrozdziatu 7.1.
str. 51).

3. Na stronie 20. akapit 1. zakonczony jest zdaniem opisujgcym technike top-down,
niestety brak odnosnikow.

4. Dla czytelnikdw mniej zaznajomionych z budowg bakterii cennym bytoby rozwiniecie
pojecia ,envelope” (str. 27., podrozdziat 3.4).

5. Na stronie 27. dane dotyczace pozycji literaturowych sg przytoczone w formie
odmiennej niz w wiekszosci pracy doktorskiej (gtdwny autor, rok publikacji, tytut
publikacji).

6. Podrozdziat 7.1 powinien zosta¢ poszerzony o opis sondy stosowanej w spektrometrze
przeno$nym.

7. Na str. 63. opis stowny danych dotyczacych RSD mogtby by¢ zastapiony bardziej
tradycyjng forma prezentowania danych o SD.

8. Prosze o informacje o metodzie normalizacji stosowanej w analizie widm SERS.

9. Prosze o informacje dotyczacg wstepnego opracowania danych analizowanych
nastepnie metodg PCA.

10.Czy wykonano analizg chemometryczng danych spektroskopowych z zastosowaniem np.
metody PLSDA by oszacowac czuto$¢ i swoistos¢ wybranej metody pomiarowe;j?

Wymienione powyzej uwagi i sugestie w zaden sposob nie umniejszajg bardzo wysokiej ocenie
merytorycznej, tak pracy doswiadczalnej wykonanej przez Doktoranta, jak i przedstawionego
w postaci rozprawy jej opracowania.

Doktorant wykonat bardzo obszerng prace eksperymentalng, a rozprawa napisana jest w sposob
potwierdzajacy jej dojrzata koncepcje.

Dorobek Doktoranta obejmuje tgcznie 13 publikacji. W 7 publikacjach bezposrednio zwigzanych
z tematem rozprawy Pan mgr Krzysztof Nicinski jest pierwszym autorem w 2. Wszystkie publikacje
ukazaty sie w migdzynarodowych czasopismach o wysokim IF. Doktorant jest takze wspotautorem 4
patentow/zgtoszen patentowych.

Ze wzgledu na bardzo wysoki poziom merytoryczny przedstawionej rozprawy, opracowanie
ambitnego zadania badawczego oraz istotny, mym zdaniem wkfad rozprawy w rozwdj dyscypliny
wnosze o jej wyrdznienie.
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Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa mgra Krzysztofa Nicinskiego spetnia warunki okreslone
w art. 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz.1789) oraz art. 179 ustawy z dnia
3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” i wWnosze
o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

@wbx - Lw\“fu,;\/b\

dr hab. inz. Beata Brozek-Pluska, prof. uczelni
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