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Istnieje przekonanie, ze techniki spektroskopowe moga by¢ alternatywa dla obecnie
stosowanych metod diagnostycznych, co znajduje odzwierciedlenie w szeroko
zakrojonych badaniach w tym zakresie, obiecujacych wynikach, licznych publikacjach
1 patentach, oraz powstajacych firmach komercjalizujacych te osiagnigcia.
Recenzowana praca poswigcona jest opracowaniu nowych metod analizy technikq
SERS prébek pobranych od pacjentéw zainfekowanych wybranymi bakteriami,
grzybami lub wirusami. Technika SERS charakteryzuje si¢ zwigkszona czuloscia w
stosunku do normalnej spektroskopii rozpraszania ramanowskiego i od wielu lat
cieszy si¢ zainteresowaniem jako metoda analityczna. Nie oznacza to bynajmniej, ze
wykorzystywana jest rutynowo, bo cho¢ oferuje wysoka czutos§é (nawet do poziomu
pojedynczych czasteczek) to ma tez swoje wady, m.in. problemy z powtarzalnoscia
pomiarow 1 dokladnoscia oznaczen. Z tego powodu oraz w celu poprawienia
czulo$ci weiaz poszukiwane sa nowe strategie pomiarowe SERS oraz nowe metody

analizy danych.

Recenzowana praca wpisuje si¢ w nurt badan analitycznych technika SERS do
zastosowan diagnostycznych. Zostal zrealizowana w ramach Miedzynarodowej
Szkoly Doktorskiej pod kierunkiem Pani Profesor Agnieszki Kaminskiej, eksperta w
zakresie techniki SERS, opracowujacego nowe podloza i protokoly pomiarowe do

czulej 1 specyficznej detekeiji, 1 analiz biomedycznych.
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OGOLNA OCENA ROZPRAWY

Praca liczy 161 stron, napisana jest w jezyku angielskim. Uklad jest klasyczny, z
podzialem na 7 rozdziatow: 1/ Witep, 2/ Cel, 3/ Materiaty i Metody, 4/ Wyniki i Dyskusja,
5/ Podsumowanie i Perspektywy, 6/ Suplement oraz 7/ Osiqgniecia Nankowe. Cato$é otwiera
abstrakt w jezyku angielskim i polskim.

Witgp (strony 17-53) to wprowadzenie do spektroskopii ramanowskiej, od podstaw
czyli odkrycia efektu ramanowskiego do opisu techniki SERS. Podano przyklady
zastosowan SERS, uwzgledniajac analize biomedyczna. Omoéwiono metody
chemometryczne do klasyfikacji oraz predykcji. Rozdzial konczy wprowadzenie do
trzech jednostek chorobowych, ktére byly przedmiotem badan niniejszej pracy tj.
zakazen wenerycznych bakteria z rodzaju Nezsseria spp, zakazen grzybem z rodzaju
Candida spp. oraz infekcji koronawirusem COVID-19. Wybrane jednostki
chorobowe wystepuja na duzg skalg, a ich rozpoznanie za pomoca zalecanych metod
nie zawsze przynosi oczekiwane rezultaty. Dokladna diagnoza jest kluczowa dla
wdrozenia odpowiedniego leczenia i zatrzymania postgpu choroby, powiklan i

skutkéw ubocznych.

Cele pracy zostaly bardzo szczegélowo opisane w postaci 8 punktow, i generalnie
obejmuja opracowanie protokotu pomiarowego probek klinicznych trzech jednostek
chorobowych tj. rzezaczki, infekeji pochwy 1 COVID-19 oraz metod analizy technikg
SERS, uwzgledniajac rézne czynniki biologiczne, ktére moga wplywaé na wyniki.

W rozdziale trzecim (56-65) omoéwiono procedure poboru probek dla 3 typow
badanych choréb i standardowe metody diagnostyczne. Opisano preparatyke probek
do pomiaréw SERS oraz wykorzystywany sprze¢t pomiarowy.

Wyniki i Dyskusja (strony 0606-121) zostaly podzielone na trzy podrozdzialy

poswigcone poszczegdlnym jednostkom chorobowym.

Pierwszy podrozdzial to opis analizy wydzieliny z cewki moczowej mezczyzn.
Wykazano, ze infekcja rzezaczka czyli widma Gon(+) charakteryzuja si¢ wyzsza
intensywnoscia i s3 bogatsze w sygnaly pochodzace z komoérek bakteryjnych, ktére
namnazaja si¢ z powodu trwajacej infekcji. Analizy przeprowadzono metodami PCA
oraz nadzorowanymi PLS-DA i SIMCA, opracowano nowe podejscie SERS-PCA,
ktére umozliwia skuteczng identyfikacje szczepow bakterii wyhodowanych z
wydzieliny z cewki moczowej. Na podstawie unikalnej odpowiedzi widmowej szczep
zostal zidentyfikowany jako IN. gonorrhoeae, co pokazuje skuteczno$¢ nowego
podejscia analitycznego.
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Drugi podrozdzial to opis analizy mikroorganizmoéw typu Candida spp. 1 wydzielin

pochwy.
Analizowane wydzieliny pochwowe zostaly skategoryzowane zgodnie z faza

pochwowych w kontekscie skutecznego rozpoznawania infekcji
ptodna/nieptodna, zaburzeniami mikroflory i stosowaniem antykoncepcii
dopochwowej lub praktyka irygacji. Badania przeprowadzono na serii probek
pobranych od kobiet w trakcie infekcji (bakteryjne zapalenie pochwy BV, drozdzyca
sromu 1 pochwy VVC, rzezaczka, koinfekcja BV 1 VVC) 1 wykazaly, ze diagnoze
mozna postawi¢ niezaleznie od dnia cyklu menstruacyjnego. Przeprowadzono

charakterystyke widmowg infekcji pochwy VVC spowodowanej nadmiernym
wzrostem Candida spp. Analiza oparta na algorytmie PLSR pozwolila dokona¢

odpowiedniej klasyfikacji probek.

Podrozdzial trzeci to analiza dwoch rodzajow probek (Sliny i wymazow z
nosogardla) w kontekscie zakazenia SARS-CoV-2. W przypadku §liny wykazano
znaczacy wplyw metioniny, kwaséw nukleinowych, bialek 1 swoistych
immunoglobulin. W przypadku wymazéw z nosogardla wazny byl udzial
neopteryny. Przeprowadzono walidacj¢ zewnetrzng (20 prébek Sliny, 16 wymazow z
nosogardla) wczesniej zoptymalizowanymi modelami kalibracji. Wysoka czulos¢
analiz SERS zostala uzyskana metodami chemometrycznymi PLS-DA 1 PCA-LDA,
ale najlepsza uzyskano dla SVMC (do 100% czutosci).

Doktoranta nie koniczy na opisie uzyskanych wynikéw, ale tez dyskutuje potrzebe
bardziej rozleglych analiz na wigksza skale, obejmujacej setki lub tysigce pacjentow.
Proponuje przeprowadzenie badan na prébkach zebranych z niezaleznych placowek
opieki zdrowotnej, aby zagwarantowa¢ najwyzszy poziom zaufania do wynikow i
zbada¢ potencjalne zrédla zmiennosci widmowej. Aby je minimalizowaé, proponuje
analizy porownawcze migdzy laboratoryjne. W tym aspekcie z pewnoscig kluczowe
byloby ustandaryzowanie caltej procedury pomiarowej, warunkow pomiaru, sprz¢tu
1 platform SERS w celu wyeliminowania czynnikéw, ktore nie powinny mie¢ wplywu

w kontekscie diagnostycznym.

Prac¢ zamyka krétkie podsumowanie (strony 122-124). Suplement (strony 125-129)
zawiera tabele z opisem analizowanych plynéw pochwowych oraz zestawianie
srednich widm ramanowskich pobranych w pierwszym 1 drugim cyklu
menstruacyjnym. W moim odczuciu ten material mogt by¢ wlaczony do glownego
tekstu, bo ani gléwny tekst nie jest zbytnio rozbudowany ani ten suplement zbyt

obszerny.

Strona | 3



Prezentacja wynikow jest przejrzysta, towarzysza jej liczne, starannie wykonane

rysunki i tabele.

Osiqgniecia Nankowe Doktorantki sq imponujace. To 9 publikaciji, gdzie Pani Berus jest
plerwszym autorem w 7-miu z nich, w kolejnym jest drugim autorem. W trzech
publikacjach jest réwniez autorem korespondencyjnym. Prace zostaly opublikowane
w prestizowych czasopismach, m.in. w Sensing and Biosensing Research, Sensors and
Actuators B, Biosensors and Bioelectronics, Spectrochimica Acta A. Ponadto, Doktorantka w
dorobku ma zgloszenie patentowe (tu rowniez jest pierwszym autorem) oraz 13

ustnych wystapien konferencyjnych.
UWAGI SZEGOLOWE

Ponizej kilka drobnych uwag/komentatrzy, ktére nasungly mi si¢ podczas lektury
pracy:

1/ Spis tresci nie obejmuje podrozdzialéw, ktore sa w pracy. Np. Analiza
chemometryezna to 1 punkt w spisie, podczas gdy w tekscie jest podzielony na 10
podrozdzialéw z rézna konwencjq ich numerowania. Nie jestem zwolenniczka
nadmiernego rozbudowywania spisu tresci, ale tu wydaje mi si¢, ze Doktorantka

potraktowal go nader oszczednie.

2/ Prosz¢ o komentarz/oceng na temat powtarzalnosci wynikow. Doktorantka
podaje wartosci Sredniego bledu kwadratowego kalibracji (RMSEC) i walidacji
krzyzowej (RMSECV), i nie sq one duze, natomiast zmienno$¢ spektralna pomiedzy
pacjentami w obrebie danej grupy wydaje si¢ dos¢ duza. Widac to na rys 20 dla widm
Gon (+) 1 Gon (-)(tu zmiennos¢ dla grupy kontrolnej jest wigksza niz dla
zainfekowanej). Nie znalazlam takiego zestawienia dla widm SERS plynow
pochwowych od zainfekowanych pacjentek (jest zestawienie dla grupy kontrolnej,

rys. 34). Pokazana jest zmienno$¢ dla grupy CoV(- ) i CoV(+) (rys. 38).

3/ Pomiaty prowadzono na przeno$nym spektrometrze rymanowskim, ktéry ma
pewne ograniczenia w stosunku do wyspecjalizowanego laboratoryjnego
spektrometru ramanowskiego. Czy byly tez prowadzone pomiary referencyjne

pomiedzy taki sprz¢tami?

4/ Czy Kklasyfikacja prébek zainfekowanych moze by¢ oparta na wybranych pasmach

czy konieczna jest rejestracja catego profilu spektralnego?

5/ Prosz¢ o komentarz, na ile stosowane podloza SERS z depozytami srebra sa

optymalne pod katem wzmocnienia sygnatu 1 powtarzalnodci wynikow?
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6/ Jak Doktorantka ocenia uzyteczno$¢ metody SERS do analizy ilosciowej? Czy
mozna ja prowadzi¢ na danym podlozu/koloidzie w dowolnym zakresie stezen

analitu? Ktére podtoza/koloidy nadaja si¢ do tego celu lepiej?

Powyzsze komentarze czy drobne uwagi oczywiscie nie zmniejszaja mojej bardzo

wysokiej oceny pracy.
PODSUMOWANIE

Rozprawa Pani Sylwii Berus w pelni spelnia wymagania stawiane pracom
doktorskim. Opisano w niej szczegdlowo pobdr probek klinicznych do badan, ich
przygotowanie, pomiar oraz analiz¢ technikq SERS. Dla trzech jednostek
chorobowych pokazano profil spektralny, pasma markerowe 1 metody klasyfikacji
probek zainfekowanych wzgledem grupy kontrolnej. Opracowane protokoly
jednoznacznie pokazuja, ze technika SERS mozna wiarygodnie rozpoznawac
infekcje bakteria Neisseria spp., grzybem Candidia spp oraz koronawirusem typu
COVID-19. Nalezy tez dodad, ze wszystkie badania przeprowadzono zgodnie ze
strategia bezznacznikows, ktéra minimalizuje naklady finansowe, czas 1 wysilek
personelu. Ponadto, wykorzystano przenosny spektrometr ramanowski, ktéry mozna
latwo transportowac ze wzgledu na jego rozmiar i wage. To rozwiazanie jest wygodne
1 doskonale spelnia wymagania diagnostyki przylézkowej, a takze pomiaréw

wykonywanych w terenie lub w specjalnie wyznaczonych punktach.

Doktorantka prezentuje wysoki poziom naukowy, zdobyla niezbedne doswiadczenie
1 moze podja¢ samodzielnie dalsze badania. Jest wspélautorem 9 publikaciji 1 1
zgloszenia patentowego. Kierowatla grantem Preludium, a weczesniej byta wykonawca
grantu Team-Tech. Za swoje osiagniecia naukowe uzyskala nagrody instytutowe, a
na konferencjach 3-krotnie nagrody za najlepsze prezentacje. Nie mam watpliwosci,
ze aktywnos$¢ naukowa 1 jakos§¢ publikacji jest bardzo wysoka, a Doktorantka jest

wiodacym autorem tych doniesien.

Podsumowujac stwierdzam, ze zlozona rozprawa spelnia wymagania stawiane
pracom doktorskim okreslone w Ustawie o stopniach nankowych i tytule nankowym oraz o
stopniach i tytule nankowym w akresie sztuki 3 dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o sgkolnictwie
wygsgym i nauce (aktualne odniesienie do aktu prawnego - tekst jednolity: DU 3 2022 r. pog.
574 z pozn. zm.) 1 wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Fizycznej PAN o
dopuszczenie Pani Sylwii Magdaleny Berus do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie wnosze o wyrdznienie rozprawy doktorskiej ze wzgledu

na wysoka warto$¢ naukowa przeprowadzonych badan opublikowanych w swietnych
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czasopismach o wysokim wspdlczynniku oddzialyvwania, ponad przecietny dorobek

naukowy Doktorantki, jej aktywno§¢ w pozyskaniu §rodkéw na badania oraz

upowszechnianiu nikdw. Nie mam watpliwosci, ze Doktorantka ma wiodac

udzial w_prowadzonych pracach i jest gotowa podja¢ samodzielnie dzialalno$é

naukowas.
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