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Wybor tematyki badaweze

Przedmiotem niniejszej recenzji jest praca doktorska Pana mgr. Pawla
Falkowskiego pt. Badania wplywu architektury i budowy chipa na wybrane parametry analityczne
metod wykorgystujacych biosensory SPRiZ, w ktorej przedstawione zostaly wyniki badan
zwigzanych z opracowaniem nowej konstrukcji biosensora w metodach oznaczania
markeréow choréb nowotworowych, takich jak: rak jajnika i glejak, czy choroby jaka jest
endometrioza. Tematyka tych badan jest $ciSle powigzana z obszarem zainteresowan
naukowych realizowanych w grupie badawczej Pani dr hab. Ewy Gorodkiewicz, prof.
UwB w zakresie badan nad nowymi bioczujnikami do oznaczania wybranych zwiazkow
o znaczeniu diagnostycznym z wykorzystaniem techniki powierzchniowego rezonansu
plazmonowego w wersji zzaging (SPRi). Nie ma watpliwosci, ze tematyka podjeta przez
Doktoranta jest aktualna o czym $§wiadcza liczne publikacje dotyczace praktycznego
zastosowania SPR jako czulej metody identyfikacji szerokiej gamy zwiazkéw, zas technika
SPRi poszerza mozliwosci zastosowania do badan oddzialywan w réznych ukladach
biologicznych zawierajacych biatka, oligonukleotydy, oligosacharydy, lipidy czy komorki
wiruséw. To takze, wspaniala alternatywna w odniesieniu do metod fluorescencyjnych,
w ktorych dodatkowo wykorzystuje si¢ znaczniki, co znaczaco wplywa na koszt
jednostkowego pomiaru. Biosensory z detekcja SPRi, jakimi zainteresowal si¢ Doktorant,
maja  réwniez  mozliwo$¢  analizy  probek  wieloskladnikowych — zawierajacych
wielkoczasteczkowe zwiazki chemiczne, co otwiera nowe perspektywy w  szybkie;
diagnostyce medycznej a w konsekwencji podejmowaniu decyzji o dalszym postgpowaniu
w leczeniu pacjenta. Biorac pod uwage powyzsze nalezy uznaé, ze wybrana przez Pana
mgr. Pawla Falkowskiego tematyka badan naukowych, ktéra stala si¢ podstawa jego

rozprawy doktorskiej, jest aktualna o istotnym znaczeniu.
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Ocena formalna i merytoryezna rogprawy

Recenzowana rozprawa posiada klasyczny uktad czyli posiada wyodre¢bniang czesé
teoretyczng (Przeglad literatury) 1 eksperymentalng okreslong przez Doktoranta jako Badania
wlasne, Dyskusje wynikow i Wrnioski. Yacznie praca liczy 154 strony. Cze$¢ literaturowa
zostala podzielona na cztery podrozdzialy obejmujace 72 strony, a wyniki czesci
doswiadczalnej to trzy kolejne rozdzialy umieszczone na 54 stronach. Ponadto, Pan
mgr Pawel Falkowski zamie$cil na poczatku Spis tresci 1 Wykaz skritow wykorzystanych
w rozprawie, za§ w czesci konicowej znalez¢ mozna streszczenie w jezyku polskim
1 angielskim, spis literatury oraz dorobek naukowy. Rozprawa doktorska zostala
opatrzona 59 rysunkami, 26 tabelami oraz 133 odno$nikami literaturowymi. Nalezy
zaznaczy¢, ze material zawarty w dysertacji zostal czg¢sciowo opublikowany w trzech
publikacjach eksperymentalnych (cytowane jako 84, 128, 129) oraz przegladowej (w Journal
of Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications) w czasopismach o zasiggu
migdzynarodowym.

Rozprawe doktorska rozpoczyna Wizgp, ktory jest bardzo wazny z punktu widzenia
osadzenia pomystu badawczego w wybranej dyscyplinie i sformulowanie problemu
badawczego zwlaszcza, ze z tytulu rozprawy trudno jest okredli¢ o jakich badaniach
architektury chipa bedzie mowa. Bardzo ogdlnie omoéwiono tu zagadnienia zwigzane
z SPR uzasadniajac uniwersalno$¢, a zarazem selektywnos$¢ i czulos¢ tej techniki,
chociazby w przypadku choréb nowotworowych, autoimmunologicznych, ukladu

krazenia, itp.

Nie do konica moge zgodzi¢ si¢ z Doktorantem, ze kolejny rozdzial trzeci Preglad
literatury zostal zatytulowany poprawnie, gdyz w pierwszym z podrozdzialéw 3.1 opisano
podstawy teoretyczne techniki powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR), ktére
w zdecydowanej mierze sg czysto wiedza podstawowq - ksiazkowa. Niemniej jednak jest
to dobrze opracowane wprowadzenie do zlozonosci problemu badawczego. Kolejne trzy
podrozdzialy nawiazujq tematyka do pierwszej czesci, dotyczg charakterystyki sensoréw
stosowanych w pomiarach technika SPR, przeglad obecnie stosowanych urzadzen
i przyklady zastosowan techniki SPR w diagnostyce oznaczen substancji biologicznie
czynnych. Przedstawione w sposéb logiczny, kompletny i przejrzysty tresci, wzbogacone
licznymi rysunkami i schematami, stanowia intersujacq lekture w oparciu o aktualny stan
wiedzy. Dobrze opracowywany material oparty zostal na obszernym przegladzie
oryginalnych prac badawczych i1 przegladowych, ktére ukazaly sie w czasopismach
naukowych. Zamieszczone w tych podrozdzialach tresci dowodza wiedzy Doktoranta
oraz umiejetnosci studiowania i analizowania probleméw badawczych na podstawie
odpowiednio dobranego pismiennictwa. Niewatpliwe, ta cz¢$¢ rozprawy stanowi wlasciwe
wprowadzenie do realizacji zaplanowanego celu badan 1 interpretacji otrzymanych

wynikow.
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Wprowadzeniem do czesdci eksperymentalnej jest cel badan, ktéry Pan mgr Pawet
Falkowski sformutowal jasno i precyzyjnie, a dotyczyl zbadania potencjalnych mozliwosci
wprowadzenia do techniki SPRi nowych rozwiazan materialowych (chip Ag-Au jako
podstawa do biosensora). W tej czesci oprocz omdwienia celu gtdwnego pracy, ktoéry
SciSle zwiazany jest z jej tytulem, Doktorant podal cele szczegdlowe stanowigce swoisty
plan badawczy. Przeglad literatury oraz podsumowanie wynikéw badan uzyskanych przez

innych badaczy jednoznacznie wskazuja na celowosé podjetej tematyki badawczej.

Kolejne podrozdzialy rozprawy doktorskiej zawieraja szczegdlowy opis
wykorzystanych odczynnikéw 1 materialéw (rozdz. 4.2), charakterystyke zastosowanego
uktadu badawczego (rozdz. 4.3), opis chipéw wykorzystywanych do pomiaru (rozdz. 4.4)
oraz procedur¢ wykonania chipa (rozdz. 4.5). W tym wlasnie miejscu Doktorant opisal
szczegolowo otrzymywanie nowego chipa srebro-zloto, ktéry w dalszych badaniach
wykorzystany zostal jako podstawa do biosensora. Pan mgr Pawel Falkowski
zaproponowal réwniez nowe rozwigzania wplywajace na architekture chipa wytwarzajac
réozne rozklady warstw na powierzchni biosensora poprzez wykonanie dwuwarstwowej
maski polimerowej obejmujaca maske blokujaca 1 rozdzielajaca, jednowarstwowej maski
polimerowej zawierajacej hydrofobowa maske rozdzielajaca oraz maski foliowe;
rozdzielajacej. W kolejnym rozdziale Doktorant podjal si¢ okreslenia przydatnosci
skonstruowanych biosensoréw do oznaczania wybranych katepsyn (B, D, S), ktére naleza
do grupy proteaz endolizosomalnych. W tym celu wyznaczyl krzywe kalibracyjne
1 pozostale parametry walidacyjne takie jak: precyzja, dokladnos¢, zakres liniowosci,
granic¢ wykrywalnosci i oznaczalno$ci. Dokonujac poréwnania otrzymanych wynikow
z walidacji opracowanej techniki z wykorzystaniem poszczegdlnych chipéow, Pan mgr
Pawel Falkowski potwierdzil, Zze najlepsze parametry analityczne uzyskal dla metody
opartej na chipie Ag/Au z nadrukowana jedna warstwa maski polimerowej. Dalsze
badania wykazaly, Ze ten wlasnie biosensor zostal wykorzystany do oznaczania
wybranych enzyméw (katepsyn B, D, S) w probkach biologicznych (osocze, plyn
otrzewnowy) pacjentow z endometrioza, glejakiem i rakiem jajnika. Uzyskane wyniki
potwierdzily zalozenia Doktoranta, ze chip Ag/Au jest alternatywnym materialem do
obecnie stosowanego, komercyjnego chipu Au i moze by¢ zastosowany do oznaczania

potencjalnych markeréw choréb nowotworowych.

Rozdzial piaty zatytulowany Dyskusja wynikdw powinien by¢ polaczony
z poprzedzajacymi podrozdzialami, gdzie zostaly umieszczone wyniki badad. Nie tylko
zmusza to czytajacego do siegania wstecz, ale zawiera bardzo ogélnikowe sformulowania
(strona od 131-133; np. szereg parametrow, fagodnym plateau, pewna powtarzalnosc,
uzyteczne zakresy liniowe, pewna systematyczno$¢, itp.), co znaczaco utrudnia

zrozumienie.
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Do najwazniejszych osiggnie¢ Doktoranta uzyskanych w trakcie realizacji
zarysowanych powyzej zadan badawczych skladajacych si¢ na recenzowana dysertacje

nalezy zaliczy¢:

e otrzymanie nowego rodzaju podstawy biosensora z jednowarstwowa maska
polimerows zastosowanego w technice SPRi, ktéry z powodzeniem moze by¢

zastosowany do probek biologicznych,

e aplikacyjnos¢ skonstruowanego ukladu do oznaczania wybranych enzyméw

w probkach biologicznych z wysoka precyzja, selektywnoscia 1 czuloscia.

Czeé¢ z wynikéw umieszczonych w pracy, jak juz wspominano powyzej, zostala
juz opublikowana, a wi¢gc poddana wnikliwej ocenie przez specjalistow. Z obowiazkow
jednak recenzenta wymieni¢ kilka punktéw, ktoére postuza do dyskusji podczas obrony

pracy doktorskiej.
e Na str. 42, rysunek 18 (Przeglad literaturowy) 1 str. 91 rysunek 39 (Badania wlasne) — to

te same zdjecia ze skaningowego mikroskopu elektronowego? Jezeli sa to wyniki
badan Doktoranta, to dlaczego podana jest literatura [62] (Lee i in., Anal. Chem.,
2006). Natomiast mozna je rowniez znalez¢ na rysunku 3 1 4 w artykule Sensors

(21, 2021, 4348), gdzie Doktorant jest wspotautorem.

o W rozdziale Wyniki badaii zabraklo mi pelnej charakterystyki wszystkich
otrzymanych materialéw. Stad tez moje pytanie czy mikroskopi¢ sil atomowych
1 skaningowej mikroskopii elektronowej wykorzystano tylko do chipéw srebro-

zloto? Co w przypadku pozostalych materialéw jakie otrzymano w wyniku realizacji
badan?

e Str. 110, rysunek 54 — Z czego wynika zmniejszenie ilosci punktéw do czterech dla
krzywych wzorcowych dla katepsyny S na chipie Ag/Au? Jakie sa kryteria walidacji

procedury analitycznej?

e (Czy Doktorant moéglby przedstawi¢ kierunki dalszych badan, ktére moglyby

stanowi¢ kontynuacje zadan badawczych ujetych w rozprawie doktorskiej?

Calos¢ rozprawy napisania jest ogélnie ujmujac poprawnie. Co prawda, Doktorant
nie ustrzegl si¢ drobnych bledéw edytorskich, co jest rzecza naturalng w tak obszernej
wypowiedzi. Nalezy podkreslic, Ze rozprawa doktorska opatrzona jest licznymi,
perfekcyjne zaprojektowanymi pod wzgledem technicznym rysunkami i schematami,
ktére znaczaco podnosza walory pracy i przyczyniajg si¢ do przejrzystego wyjasnienia

czasami trudnych zagadnien.

Podsumowujac projekt rozprawy zostal przemyslany, a jasno okreslone cele
badawcze doprowadzily do osiagnigcia sukcesu przy duzym nakladzie pracy. Wnioski

sa poparte danymi eksperymentalnymi i odniesieniami do aktualnego stanu wiedzy
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prezentowanej przez inne osrodki naukowe w literaturze. Mozna wigc stwierdzié,
ze uzyskane 1 opisane przez Doktoranta wyniki badan w ramach niniejszej rozprawy
poszerzaja wiedz¢ na temat nowych biosensorow i ich aplikacyjno$é ukierunkowang na

diagnostyke medyczna.

Wniosek koricowy

Po analizie przedlozonej rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze wnosi ona cenny
wkiad w poszerzenie wiedzy w zakresie zaproponowania nowych materialéw
stosowanych w technice powierzchniowego rezonansu plazmonowego 1 ich potencjalnego
wykorzystania w diagnostyce choréb nowotworowych. Nalezy podkreslié, ze opiniowana
rozprawa doktorska zasluguje na wuznanie, bowiem $wiadczy o bardzo dobrym
przygotowaniu merytorycznym, jak i bieglosci warsztatowej Doktoranta. Tym samym
uwazam, ze rozprawa doktorska spelnia ustawowe wymagania stawiane kandydatom
do stopnia doktora, okre§lone ustawa o stopniach i tytutach naukowych — uwzglednione
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 w zwiazku z art. 179 Ustawy z dnia
3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce
(Dz. U. z 2018 r., poz. 1669). Na tej podstawie wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauk
Chemicznych Uniwersytetu w Bialymstoku o nadanie Panu magistrowi Pawlowi
Falkowskiemu stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych 1 przyrodniczych w dyscyplinie

nauki chemiczne.

Stwierdzam, ze przestawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, potwierdzajac wiedz¢ oraz umiejetno$é samodzielnego
prowadzenia badan naukowych przez Doktoranta. Podj¢ta tematyka jest aktualna 1 ma
potencjal aplikacyjny. Ponadto, wysoki poziom merytoryczny i potencjal praktyczny
zaprojektowanego rozwigzania oraz opublikowanie wynikéw badan w czasopismach
z listy Journal Citation Reports, pozwalaja na wnioskowanie do Rady Dyscypliny Nauk
Chemicznych Uniwersytetu w Bialymstoku o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pana

mgr. Pawla Falkowskiego.
Quucle C&a&uﬁn ‘N‘ogdu&:

Torust, dnia 19 maja 2022 r.
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