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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Pawla Falkowskiego pt.
»Badania wptywu architektury i budowy chipa na wybrane parametry
analityczne metod wykorzystujqcych biosensory SPRI”

Recenzowana praca doktorska zostata wykonana w Pracowni Bioanalizy Katedry Chemii
Fizycznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu w Bialymstoku, pod kierunkiem dr hab. Ewy
Gorodkiewicz, prof. UwB jako promotora. Zespdt, w ktdrym Doktorant realizowat badania naukowe
i przygotowat dysertacje to dobrze rozpoznawalna i ceniona w $wiecie grupa badawcza zajmujaca
sie m.in. projektowaniem i wytwarzaniem innowacyjnych bioczujnikéw przeznaczonych do analizy
biomarkeré6w metoda Powierzchniowego Rezonansu Plazmonéw Imaging (SPRI). Praca mgr Pawta
Falkowskiego obejmuje dwa fundamentalne zadania badawcze, tj. zaprojektowanie i wykonanie
bioczujnika o jak najbardziej korzystnej strukturze typu sandwich i architekturze pol aktywnych
jego podloza, zwyczajowo nazywanego ,chipem”, oraz jego charakterystyke analityczna
przeprowadzong na podstawie iloSciowych oznaczen enzymdéw zaliczanych do proteaz
lizosomalnych, w materiatach biologicznych, pobranych za zgoda Komisji Bioetycznej, od dawcéw
z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Biatlymstoku oraz pacjentéw chorych
na endometrioze (katepsyna B), glejaka (katepsyna D) i raka jajnika (katepsyna S) z Biatostockiego
Centrum Onkologii i Biobanku Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku. Szczegélnie istotne
znaczenie dla podjetego kierunku badan odegraty wielowarstwowe struktury typu: szkto-chrom-
srebro-ztoto, na ktére nanoszono nastepnie maski polimerowe (blokujaca i rozdzielajacg) lub
polipropylenowa folie rozdzielajacg. Na podstawie dostepnych zZrédet literaturowych Doktorant
dokonat takze wyboru linkera i liganda (receptora), ktére w zoptymalizowanych przez siebie
warunkach nanosit na przygotowane wczes$niej podtoza (chipy) bioczujnikéw. Odpowiednio niskie
progi detekcji, bardzo wysoka czuto$é, selektywno$é¢, korzystny stosunek sygnatu do szumu (S/N)
i niski wplyw zloZonej matrycy na rejestrowany sygnat Doktorant osiggnat optymalizujac wszystkie
etapy procesu, poczawszy od modelowania, metoda réznic skonczonych (FDTD) i wytworzenia
podtoza (chipa), naniesienia linkera i liganda, technike i parametry rejestracji sygnatow,
przygotowania probek, interpretacje danych po walidacje opracowanej metody. W mojej opinii,
praca ma duzy potencjat aplikacyjny dlatego doceniam fakt, Ze wszystkie proponowane procedury
zostaly rzetelnie udokumentowane i skomentowane. Uwazam, Ze podjeta tematyka badawcza
doskonale nawigzuje do aktualnych i przysztosciowych kierunkéw rozwoju wspétczesnej analizy
instrumentalnej, chemii klinicznej i medycyny laboratoryjne;j.
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Dysertacja mgr Pawta Falkowskiego zostata przedstawiona w formie klasycznej monografii na
154 stronach, przy czym cze$¢ literaturowa obejmuje 79 stron, a cze$¢ eksperymentalna 71 stron,
wraz z cytowanym piSmiennictwem, streszczeniem pracy w jezyku polskim i angielskim oraz
zalagczonym wykazem dorobku naukowego. Cze$¢ literaturowa poprzedza spis stosowanych
skrotowcow. Materiat przedstawiony w rozdziale, pod nie do konnca moim zdaniem trafnym tytutem,
Przeglgd literaturowy, jest $cisSle zwigzany z tematyka prowadzonych badan i stanowi swoiste
kompendium wiedzy dla czytelnika, co dowodzi zar6wno spetnienia wymagan Ustawy w zakresie
rozeznania literatury jak i opanowania odpowiedniego zakresu wiedzy w reprezentowanej
dyscyplinie nauki. Pragne doceni¢ zwiezte i rzeczowe sformutowanie celu, zakresu i celowos¢
podjetych badan. Uzyskane rezultaty Doktorant opisal w 3 rozdziatach, zatytutowanych: Badania
wtasne, Dyskusja wynikéw i Wnioski. W pracy odnajduje 59 rysunkéw i 26 tabel, ktore uznaje za
kluczowe dla uzasadnienia formutowanych hipotez, wygtaszanych opinii, a takze wycigganych
wniosk6w. Co godne uwagi, na ich podstawie Doktorant roztoczyt interesujace perspektywy
dalszych badan. Bogata bibliografia obejmuje 133 prace, w tym nieliczne artykuly o znaczeniu
historycznym i w przewazajacej liczbie publikacje z ostatnich dwoéch dekad. Korzystanie
z bibliografii utatwia pelny opis poszczegoélnych pozycji z podaniem tytutu artykutu. Z satysfakcja
stwierdzam, ze Doktorant dokonat trafnego wyboru, a dyskusja podjeta w czesci literaturowej
dysertacji potwierdza wysokie umiejetnosci krytycznej analizy ogélnie dostepnej wiedzy. Dysertacje
zwiencza lista 5 artykutow, ktorych Doktorant jest wspétautorem, opublikowanych w renomowanych
specjalistycznych czasopismach, jak Central European Journal of Chemistry (2003), Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis (IF=3.935), Sensors (IF=3.576), Biosensors (IF=5.519, 2 prace),
cytowanych 17-krotnie (wg bazy Scopus, 21.05.2022) oraz 1 zgtoszonego wniosku o udzielenie patentu
krajowego (P438.864). Nieco skromniej wypada popularyzacja wynikow badan wilasnych o czym
$wiadczy udziat tylko w dwoch konferencjach. Mimo wszystko, uwazam, ze jest to bardzo dobry dorobek
jak na mtodego Doktoranta.

Rozprawe doktorska mgr Pawta Falkowskiego oceniam bardzo wysoko, bowiem $wiadczy ona
o wnikliwo$ci badawczej Doktoranta oraz nabytej przez niego umiejetnosci samodzielnego
rozwigzywania probleméw metodologicznych i doswiadczalnych. Z sukcesem zrealizowat trudny
i ambitny projekt badawczy, i co wiecej, ze wzgledu na jego wysokie walory poznawcze i aplikacyjne
uwazam, ze praca doktorska jest wyjatkowo wartosciowa.

Znaczenie podjetej tematyki

Wspotczesne techniki powierzchniowego rezonansu plazmonéw (SPR) to doskonate narzedzia
diagnostyczne stosowane z powodzeniem do identyfikacji i analizy iloSciowej na poziomie nano-,
piko- a nawet femtomolowym biomarkeréw wielu choréb cywilizacyjnych, jak np. choroby uktadu
krazenia, choroby nowotworowe, choroby neurodegeneracyjne czy choroby zakazne, wywotane np.
koronawirusem SARS-CoV-2. Czuto$¢ i niski poziom detekcji SPR umozliwiajg wczesng diagnostyke
wspomnianych choréb, skuteczng kontrole tempa ich progresji i $ledzenie postepéw podjetej
farmakoterapii. Techniki SPR wymagajg jednak uzycia specyficznych biosensoréw. Stad
przewazajaca liczba aktualnych doniesien literaturowych dotyczy ich konstrukcji, parametryzacji i
kosztochtonnosci produkcji. W tym kontekscie badania Pana mgr Pawta Falkowskiego nalezy uzna¢
za oryginalne, inspirujace i dobrze wpisane w aktualne kierunki rozwoju bioanalityki medyczne;j.
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Osiggniecia pracy

Oceniajac osiagniecia naukowe mgr Pawta Falkowskiego uznaje, iz przedtozona monografia
oraz dotaczone do niej artykuty naukowe i zgtoszony patent sg rezultatem konsekwentnej realizacji
dobrze zaplanowanego i bardzo waznego z punktu widzenia wspétczesnej diagnostyki medycznej
zadania badawczego. Jako osiggniecia o charakterze nowatorskim i majace istotne znaczenie dla
rozwoju podjetej tematyki badawczej nalezy uznac:

1) Zaprojektowanie i wykonanie oryginalnego podtoza (chipa) o wyjatkowo korzystnej strukturze
warstwowej typu sandwich: szkto-chrom-srebro-zitoto, na ktére osadzano trwale linker i ligand
(receptor) otrzymujgc bioczujniki o znacznie lepszych parametrach niz bioczujniki wytwarzane na
komercyjnych podtozach typu szkto-tytan-ztoto.

2) Przedlozenie koncepcji i wykonanie podiozy bioczujnikéw o architekturze opartej na
jednowarstwowej masce polimeru i masce z samoprzylepnej folii polipropylenowej.

3) Dokonanie optymalizacji warunkéw naktadania filméw o okreslonej nanometrycznej grubosci
z chromu, srebra i ztota na ptytki szklane (BK7) technikg prézniowego osadzania z fazy gazowej
(PVD), wraz z charakterystyka wytworzonych warstw metoda mikroskopii SEM i AFM.

4) Przeprowadzenie optymalizacji procesu naktadania warstw linkera i liganda (receptora)
specyficznie oddzialujacego z analitem.

5) Wyznaczenie podstawowych parametréw analitycznych dla opracowanych bioczujnikéw na
przyktadzie wysokoczutego oznaczania takich biomarkeréw, jak katepsyny B, D i S technika
powierzchniowego rezonansu plazmonéw w wersji imaging (SPRi).

6) Dowiedzenie, istotnosci wpltywu typu i metody naktadania maski na funkcjonalnos$¢ i parametry
bioczujnikow.

7) Zastosowanie opracowanych bioczujnikéw do oznaczania katepsyny B, D i S w prébkach moczu
i ptynu otrzewnowego pobranych od zdrowych i chorych pacjentéw.

8) Konsekwentne przestrzeganie zasad zielonej chemii i zielonej chemii analitycznej (GAC).

Ocena koncowa

Praca doktorska Pana mgr Pawta Falkowskiego wnosi znaczny wktad do takich dziedzin nauki,
jak chemia, biochemia, medycyna, diagnostyka laboratoryjna, a nawet farmakologia czy inzynieria
materiatowa z racji podejmowanych z sukcesem préb funkcjonalizacji materiatéw podtoza (chipa).
Posiada takze wiele waloréw poznawczych, zwigzanych z propozycja zastosowania innowacyjnych
bioczujnikéw w tak wyrafinowanej technice analizy jak SPRI. Jej aspekt praktyczny to opracowane
i zwalidowane nowe procedury oznaczania proteaz lizosomalnych, tj. katepsyny B, D i S w prébkach
materiatéw pobranych od pacjentéw chorych na endometrioze, glejaka i raka jajnika. Wysoko
oceniam przygotowanie Doktoranta do prowadzenia zaawansowanych badan, ich rezultaty
Swiadcza o Jego pracowitoséci, determinacji i umiejetnosci realizacji wiasnych zainteresowan, co nie
zaskakuje, bioragc pod uwage $wiatowa pozycje Promotora w tematyce bioczujnikéw i markeréw
nowotworowych, i zapewne udzielone mu silne wsparcie merytoryczne.
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Uwagi i komentarze do pracy

Dysertacja doktorska zostata napisana w jezyku polskim. Solidnym wsparciem dla czytelnika
do zrozumienia tresci pracy sa zamieszczone w niej liczne kolorowe ilustracje z legenda i podpisami
wyczerpujaco objasniajacymi ich zawarto$¢, i co wazne poprawnie cytowane w tekscie. Nalezy
zauwazy¢, ze Doktorant wykonat rysunki i tabele z duza starannoscig i dbato$cia o wszystkie
szczegbly graficzne. Natomiast w kilku przypadkach mozna byto uzy¢ réznych koloréow dla
zestawianych krzywych pomiarowych i wykreséw kalibracji, co zdecydowanie utatwitoby ich
rozroznianie i interpretacje (Rys. 49-54). W kazdej pracy moga sie zdarzy¢ drobne btedy,
niejasno$ci czy niedociagniecia, dlatego z recenzenckiego obowigzku wymieniam: ,ztgczami sieci
krystalicznej” (str. 13); ,dtugosé¢ zaniku pola” (str. 16); ,gdy swiatto monochromatyczne jest
oSwietlane pod statym kqtem” (str. 19); ,wzgledem osi kqta padania” (str. 21); ,przekracza rzqd kilku
kDa” (str. 34); ,wspdtczynnik zatamania analitu” (str. 43); ,cienkiej warstwy SPR” (str. 48);
spopularng konstrukcjq czujnikéw jest chip” (str. 49); ,metaliczhqg plytke szklanqg” (str. 96);
s0znaczenie ilosci biomarkeréw” (str. 97); ,chip zawierajqcy roztwér aktywowanego liganda” (str.
98); .tworzy sie plateau Langmuira” (str. 110); ,posiadaty pewng powtarzalnos¢” (str. 131). Ponadto,
nazwy Podrozdziatow 3.1.4.2. i 3.1.4.3. zostaly pomylone; w komentarzu do Tabeli 23 nalezy poprawic¢
katepsyna B na S; wzor (str. 125) (ACkam(a-8)) Wymaga korekty, poprawny zapis to (ACkat(a-g))-

Z racji natozonego na mnie obowigzku recenzenta, zgtaszam tez kilka uwag do przemyslenia,
proszac jednoczesnie Doktoranta aby w spos6b merytoryczny ustosunkowat sie do nich w trakcie
publicznej obrony swojej dysertacji doktorskiej:

1) Uwazam, ze objasnienia symboli, w przypadku cytowanych réwnan, musza uwzglednia¢ takze
stosowng jednostke, zgodna z uktadem jednostek miar SI.

2) Zgodnie z rownaniem (12), w wyrazeniu (14) czuto$¢ powinna by¢ zdefiniowana jako S[RIU/°].

3) Stwierdzenie ,analit zawierajqcy bioczgsteczke” (str. 29) nie jest w zgodne z ogdlnie przyjeta
nomenklaturg w chemii analitycznej, gdyz w tym przypadku analitem jest bioczasteczka.

4) Na stronie 35 Doktorant stwierdza ,Wraz z postepem technologii mozliwa bytaby produkcja
urzqdzenn mikroprzeptywowych, czyli urzqdzen typu lab-on-a-chip ..”. Gtowny problem na jaki
napotykaja konstruktorzy tego typu mikrourzadzen to bardzo silne oddzialywania pomiedzy
czasteczkami badanego medium i $ciankami urzadzenia, w efekcie uogélnianie proceséw
zachodzacych w $wiecie makro i przenoszenie ich do $wiata mikro jest powaznym wyzwaniem.

Bardzo prosze Doktoranta aby wyrazit swoj poglad w tej sprawie.

5) W Podrozdziale 3.1.7. (str. 36) podano informacje: ,ObniZenie kosztéw moze zostac osiggniete
poprzez zastosowanie tariszych surowcow takich jak miedz i srebro ...” i dalej ,90% grubosci warstwy
metalicznej stanowi srebro, ktdre jest metalem tariszym od ztota. ... dlatego tez zaproponowano
dodatkowo cienkg warstwe ztota ...” (str. 89). Koncepcja uzycia tafiszych materialéw intryguje mnie
jako inzyniera-technologa. Czy aby proces PVD naktadania nanometrycznej grubo$ci warstw nie jest
z punktu widzenia zapotrzebowania na energie i czas procesu bardziej kosztochtonny niz zuzywane
ztoto? Bardzo prosze Doktoranta o komentarz.
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6) W Podrozdziale 3.2.1. (str. 37) podano informacje: ,Kazdy sensor z punktu widzenia analizy musi
by¢ specyficzny i wysoce selektywny dla oznaczanego analituy, ...” Specyficzna odpowiedz czujnika to
zarazem ,idealna” selektywno$¢, stad btad takiego sformutowania.

7) W Podrozdziale 3.2.2. (str. 37) podano informacje: ,ligand (zwany réwniez w terminologii
chemicznej receptorem” ...” Trudno sie zgodzi¢ z tak jednoznacznym stwierdzeniem.

8) Na Rys. 16 (str. 39) pominieto warstwy linkera i liganda (receptora). Czy aby stusznie?

9) W Podrozdziale 3.2.2.2. (str. 38) podano informacje ,Sterylnos¢ materiatu bazowego ...” Czy
szklane podtoze musi by¢ sterylne czy tylko odpowiednio czyste?

10) W Podrozdziale 3.2.2.3. (str. 38) podano informacje ,,... dobor materiatow przy konstruowaniu
sensorow ... mogq by¢ zastosowane w urzqdzeniach przenosnych, gdzie ich wielkos¢ i ciezar odgrywajq
istotng role.” Wydaje sie, ze to nie bioczujnik, a ztozony system SPRI ogranicza mozliwosci produkc;ji
analizatoréw przenosnych.

11) Legenda na Rys. 20, z opisu w teksScie i analizy krzywych wynika, ze grubo$¢ warstwy ITO
narasta w odwrotnym kierunku.

12) Na rysunku 24b, btednie opisano 0§ Y.

13) W Podrozdziale 3.2.2.5. (str. 60) podano informacjg ,,... 0suszenie w strumieniu ultra czystego gazu
obojetnego (...). Tak przygotowane poditoze moze by¢ przechowywane ... nawet do 3 miesigcy. [49]” Czy
rzeczywiscie do osuszania podtoza niezbedny jest gaz ultra czysty?

14) Podrozdziat 4.7.1. (str. 104) ,,Katepsyna S 0,01 — 3,50 ng'mL™*” Czym kierowano sig¢ ustalajagc badany
zakres st¢zenia katepsyny S, skoro jej sygnat analityczny nie r6zni si¢ od sygnatéw katepsyny B i D?
15) Podrozdziat 4.7.3. (str. 114) bez uzasadnienia, pod rownaniem podano i opisano parametr ,,n”.

16) Podrozdziat 4.7.4. (str. 119) w Tabeli 22 podano zakres odpowiedzi liniowej bioczujnika odstepujac
od uwzglednienia LOQ.

17) Podrozdziat 4.7.5. (str. 121) przytoczono informacje ,,... osocze pobrane od 0s6b zdrowych (grupa
kontrolna palaczy).” Jakie znaczenie w tym przypadku miata informacja o palaczach?

18) Rozdziat 6. (str. 136-137) podano informacje: ,,opracowano 9 nowych wersji biosensoréow” w pracy
odnajduje tylko 3 nowe wersje, tj. o podtozu Ag/Au z jedno- i dwuwarstwowg maskg polimerowg oraz
maska foliowa; ,pelnej walidacji techniki oznaczania katepsyn B. D i S” niestety nie jest to petna
walidacja; w punkcie 7 podano btedne zakresy liniowosci oznaczania katepsyn (patrz Tabele 21-23).

Reasumujac, w odniesieniu do meritum pracy trudno sformutowac jakiekolwiek zastrzezenia
merytoryczne. Wszystkie sygnalizowane przeze mnie drobne btedy i uwagi nalezy uzna¢ za jedynie
niewielkie uchybienia, ktére w zaden sposoéb nie rzutuja na moja bardzo wysoka ocene. Uwazam, ze
praca wnosi szereg nowych istotnych informacji do dziedziny zglebianej wiedzy. Nalezy podkreslic,
iz podjeta tematyka dotyczy bardzo trudnych i ztozonych proceséw bio- i fizykochemicznych,
ktérych interpretacja wymaga zaréwno bogatego zaplecza badawczego jak i dobrze ugruntowanej
wiedzy, doswiadczenia oraz niewatpliwie pokory ze strony eksperymentatora. Przeprowadzone
badania, podjeta dyskusja wynikéw, oraz logicznie sformutowane wnioski koficowe jednoznacznie
dowodza, ze Doktorant zrealizowat zamierzony cel i wiekszo$¢ zadan szczeg6étowych.
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Whniosek koncowy

W mojej ocenie przedtozona rozprawa doktorska zawiera znaczjce elementy nowosci
naukowej, potwierdza takze szeroka interdyscyplinarng wiedze Doktoranta w reprezentowanej
dyscyplinie, a stawiane wnioski konicowe jednoznacznie dowodza, ze zakladane cele zostaty
zrealizowane. Dlatego z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa mgr Pawta Falkowskiego
pt. ,Badania wptywu architektury i budowy chipa na wybrane parametry analityczne metod
wykorzystujgcych biosensory SPRI” spelnia wszystkie wymagania odpowiednich przepiséw
prawnych i zwyczajowych stawianych pracom doktorskim i wnioskuje do Rady Dyscypliny
Nauk Chemicznych Uniwersytetu w Bialymstoku o dopuszczenie mgr Pawla Falkowskiego do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Whniosek o wyréznienie pracy doktorskiej

Whioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Uniwersytetu w Biatymstoku o wyréznienie
pracy doktorskiej mgr Pawla Falkowskiego. Wniosek o wyré6znienie uzasadniam wysokim
poziomem prezentowanych w rozprawie badan naukowych, ich interdyscyplinarnym charakterem
obejmujacym zagadnienia chemii analitycznej, inzynierii materialowej, biochemii, diagnostyki
medycznej i analizy sygnaléw, bardzo bogatym, wnikliwie zinterpretowanym materialem
dos$wiadczalnym, a takze znaczacym dorobkiem -publikacyjnym i wdrozeniowym. Nowatorski
charakter tych badan, istotnie poszerzajacy stan wiedzy oraz spos6b rozwigzania przedstawionych
probleméw badawczych $wiadczy jednoznacznie o bardzo wysokim poziomie naukowym
reprezentowanym przez mgr inz. Pawta Falkowskiego. Pragne takze zwr6ci¢ uwage na wysoki
potencjat aplikacyjny prezentowanych w rozprawie badan i rozwigzan konstrukcyjny dotyczacych
innowacyjnych bioczujnikéw.
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