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Recenzja Rozprawy Doktorskiej magister inzynier Klaudii Gtowacz
pt: , Fluorescencja multispektralna i metody chemometryczne

w zastosowaniach (bio)analitycznych”

Rozprawa doktorska magister inzynier Klaudii Gtowacz zatytutowana ,Fluorescencja
multispektralna i metody chemometryczne w zastosowaniach (bio)analitycznych” wykonana
zostata w Katedrze Biotechnologii Medycznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej
pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Patrycji Ciosek-Skibifskiej. Podjeta w rozprawie tematyka
wpisuje sie w aktualny nurty badawczy poszukiwania nowych rozwigzan pozwalajacych na analize
probek wielosktadnikowych w matrycach ztozonych bez koniecznosci izolacji poszczegdlnych
sktadnikdw. W takim podejsciu wykorzystuje sie jednoczesne, na ogoét nieselektywne
rozpoznawanie wielu skfadnikow prébki, co prowadzi do uzyskanie unikalnych zestawoéw
sygnatéw analitycznych badanych préobek o skomplikowanym sktadzie. Analiza numeryczna i
statystyczna tych wielowymiarowych danych zestawdw pomiarowych pozwala na otrzymanie
niezbednych informacji do jakosciowej, a czasem takze ilosciowej analizy sktadu badanej prébki
wielosktadnikowej. Trudnos$¢ tego podejscia stanowi czasochtonna i wieloetapowa analiza
chemometryczna polegajgca na wstepnym przygotowaniu danych poprzez ich porzadkowanie,
eliminowanie artefaktéw i dobranie odpowiedniej metody modelowania danych oraz uczenia
maszynowego. Stanowi to alternatywe dla klasycznych technik instrumentalnych przeznaczonych
zazwyczaj do selektywnego oznaczania wybranych analitdbw po &éwczesnym, czesto
wieloetapowym, procesie przygotowania badanej prébki.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska to seria sze$ciu powigzanych tematycznie
publikacji, w ktérych mgr inz. Klaudia Gtowacz jest pierwszym autorem, ponad to w dwdch jest
rowniez autorem korespondencyjnym. Wskazuje to na jej znaczacy wktad w prowadzonych
badaniach, co rdwniez wynika z zatgczonych oswiadczen. Zgodnie z art. 187 ustep 3 Ustawy z dnia

20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce(Dz. U. 2023 poz. 742 z pdzn. Zm.) rozprawe
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doktorskg moze stanowic zbidr opublikowanych artykutéw naukowych, dlatego zamieszczony
manuskrypt P6, bedacy w trakcie recenzji nie zostat uwzgledniony w niniejszej recenzji. Pozostate
pie¢ publikacji ukazato sie w uznanych czasopismach z zakresu badan multidyscyplinarnych, tj.
RSC Advances i ACS Omega oraz chemii analitycznej, tj. Microchimica Acta i Sensors and Actuators
B. O randze prowadzonych badan sSwiadczg cytowania tych prac przez niezalezne zespoty
badawcze. Seria prac poprzedzona jest krétkim, ale wyczerpujacym przeglagdem literaturowym
(Rozdziat 1), ktory wprowadza czytelnika w zagadnienia stanowigce podstawe prowadzonych w
ramach rozprawy badan naukowych oraz aktualny stan wiedzy w tym zakresie. Z lektury tej
dowiadujemy sie o metodach (bio)analitycznych opartych o spektroskopowe i elektrochemiczne
zestawy sygnatéw analitycznych badanych prébek do oznaczania analitébw w prébkach
wielosktadnikowych. Szczegdlng uwage Doktorantka poswiecita spektroskopii fluorescencyjnej
macierzy wzbudzenia-emisji i jej zastosowaniu w (bio)analizie, w tym do monitorowania
procesow biotechnologicznych, rozrdzniania bakterii, czy do diagnostyki medycznej. Nastepie
metodologicznie opisata proces postepowania z zestawem danych sygnatéw analitycznych
badanych préobek wielosktadnikowych, w tym zaawansowanych narzedzi numerycznych do
modelowania danych bez i z nadzorem oraz oceny jakosci modeli predykcyjnych. Nalezy
podkresli¢, ze wstep jest bardzo czytelnie napisany. Za bardzo wartosciowe uwazam
umieszczenie w nim tabel, ktére utatwiajg $ledzenie dotychczasowych osiggnie¢ naukowcéw w
zakresie wykorzystania analiz zestawdw sygnatow analitycznych do wykrywania i oznaczania
wybranych analitow oraz graficznego przedstawienia metod numerycznych stosowanych przez
Doktorantke do analizy wynikdw wtasnych.

W Rozdziale 2 Doktorantka w jasny i klarowny sposdb sformutowata cel badan, ktéry
polegat na opracowaniu metod analitycznych wykorzystujgcych spektroskopie fluorescencyjng
macierzy wzbudzenia-emisji wraz z wybranymi metodami numerycznymi do analizy zestawéw
sygnatéw analitycznych badanych préobek wielosktadnikowych. W ramach prowadzonych prac
podjeta sie badan nad: (i) monitorowaniem zmian zywotnosci komérek w hodowli in vivo
poddanych wybranym czynnikom stresogennym; (ii) rozréznianiem i wykrywaniem analitéw o
duzym podobienstwie strukturalnym badanych czasteczek; (iii) wyboru metody
chemometrycznej i optymalizacji numerycznego przetwarzania zestawdw sygnatéw

analitycznych.
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Rozdziat 3 to komentarz do serii artykutdw, zas Rozdziat 4 zawiera zwiezte podsumowanie
prowadzonych przez Doktorantke badan wraz z wypunktowanymi o$mioma osiggnieciami.

Wchodzace w sktad rozprawy publikacje zostaty juz poddane ewaluacji i ocenie zaréwno
recenzentéw, jak i edytoréw podczas procesu publikacyjnego, dlatego pozwole sobie je tylko
krétko przedstawic¢ i skomentowad.

W publikacji P1 zatytutowanej , Excitation-emission matrix fluorescence spectroscopy for
cell viability testing in UV-treated cell culture” (K Gtowacz, S. Skorupska, I. Grabowska-Jadach, P.
Ciosek-Skibiriska, RSC Advances 2022, 12, 7652) Doktorantka zaproponowata wykorzystanie
endogennej fluorescenc;ji sktadnikdw komérek do okreslenia ich zywotnosci w hodowli in vivo po
poddaniu ich dziataniu czynnika stresogennego, jakim w tym przypadku byt wptyw
promieniowania z zakresu UV. W tym celu opracowata metode pomiarowg z wykorzystaniem 96-
dotkowej ptytki pomiarowej i akwizycjg fluorescencji macierzy wzbudzenia-emisji. Wyniki
zweryfikowata wzgledem standardowej metody —testu MTT umozliwiajgcego pomiar aktywnosci
enzymow mitochondrialnych w komérce. Analiza ztozonych widm fluorescencji macierzy
wzbudzenia-emisji pozwolita na okreslenie zywotnosci komodrek, a zgodnos¢ z testem MTT
pozwala mieé¢ nadzieje, ze moze to by¢ alternatywa, nieinwazyjna metoda pomiarowa do
pomiaréw w czasie rzeczywistym. Doktorantka jest Swiadoma, ze zastosowany przez nig model
analizy numerycznej moze by¢ ograniczony tylko do badanego uktadu. Wykazata tez, jak istotna
jest kontrola préby referencyjnej w matrycach ztozonych, ze wzgledu na zmiany samego tta.
Krytyczne podejscie do wynikdw wtasnych swiadczy o dojrzatosci naukowej na tym etapie kariery.

W kolejnym kroku w pracy P2 zatytutowanej ,Excitation-Emission Matrix Fluorescence
Spectroscopy Coupled with PARAFAC Modeling for Viability Prediction of Cells” (K. Gtowacz, S.
Skorupska, |. Grabowska-Jadach, R. Bro, P. Ciosek-Skibinska, ACS Omega 2023, 8, 15968)
poszerzyta swoje badania poswiecone zywotnosci komoérek poddajac je dziataniu chemicznego
czynnika stresogennego, w tym przypadku oksaliplatyny — leku o dziataniu
przeciwnowotworowemu. Takze i w tym badanym ukfadzie wykazano, ze mozna wykorzystaé
natywng fluorescencje komdrek do badan ich zywotnosci poprzez dobranie odpowiedniego
modelu matematycznego z dogtebng analizg statystyczng. Wartoscig dodang wynikajaca z tych
badan byto uzyskanie lepszej czutosci proponowanej metody w poréwnaniu do informacji

uzyskiwanych dla standardowego testu MTT. Dobranie odpowiedniego modelu analizy danych
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pozwolito réwniez na S$ledzenie zmian stezenia fluoroforéw w pozywce, ktére wptywajg
bezposrednio na zmiany zywotnosci komorek.

Do badania analitdw o zblizonym podobienstwie strukturalnym Doktorantka
zaproponowata uzycie nanokrysztatow pétprzewodnikowych. W pracy P3 zatytutowanej
,Excitation-emission fluorescence matrix acquired from glutathione capped CdSeS/ZnS quantum
dots in combination with chemometric tools for pattern-based sensing of neurotransmitters” (K.
Gtowacz, M. Drozd, P. Ciosek-Skibinska, Microchimica Acta 2021, 188: 343) do rozrdzniania
neuroprzekaznikdw wybrano otoczkowane kropki kwantowe, ktére nastepnie zmodyfikowano
glutationem. W odréznieniu do opublikowanych dotgd prac do rozpoznawania analitéow
wykorzystano tylko jeden rodzaj modyfikowanych kropek kwantowych i chemometryczng analize
zestawu fluorescencyjnych widm wzbudzenia-emisji. To nowatorskie rozwigzanie pozwolito
Doktorantce na rozréznianie wybranej grupy neuroprzekaznikdw oraz na iloSciowe oznaczenie
katecholaminowych neuroprzekaznikdw na poziomie mikromolarnym.

W kolejnych badaniach opisanych w pracy P4 zatytutowanej ,, Quantum dots-based
“chemical tongue” for the discrimination of short-length AP peptides” (K. Gtowacz, M. Drozd, W.
Tokarska, N.E. Wezynfeld, P. Ciosek-Skibiriska, Microchimica Acta 2024, 191:95) Doktoratka
wykorzystata strategie z pracy P3 i przy uzyciu jednego typu kropek kwantowych
modyfikowanych kwasem tiojabtkowym podjeta prébe rozpoznania i rozréznienia krotkich
peptyéw z rodziny AP powszechnie uwazanych za powodowanie choroby neurodegeneracyjnej
do jakiej zaliczany jest Alzheimer. Analiza zestawu fluorescencyjnych widm wzbudzenia-emisji
kropek kwantowych oddziatujacych z krétkimi peptydami AP z wykorzystaniem odpowiednich
narzedzi numerycznych udowodnita, ze jest mozliwos¢ rozrdzniania bardzo podobnych
strukturalnie do siebie analitéw w prébkach wielosktadnikowych. Dodatkowo, istnieje mozliwos¢
ilosciowego oznaczenia krétkich peptydéw AP na poziomie 10° M. Pozwala to mie¢ nadzieje, ze
metoda ma potencjat by¢ wykorzystana do wykrywania biomarkeréw chordb
neurodegeneracyjnych.

Praca P5 zatytutowana ,,Comparison of various data analysis techniques applied for the
classification of oligopeptides and amino acids by voltametric electronic tongue” (K. Gtowacz,
U.E. Wawrzyniak, P. Ciosek-Skibinska Sensors and Actuators B 2021, 331, 129354 ) poswiecona

jest dogtebnej analizie zastosowanych metod numerycznych do przetwarzania ztozonych danych
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pomiarowych, w tym przypadku zestawdéw krzywych woltamperometrycznych uzytych do
wykrywania aminokwaséw i oligopeptyddw, do jakosciowego i ilosciowego oznaczania analitéw

w prébkach ztozonych.

W trakcie lektury niniejszego doktoratu znalaztam kilka kwestii do dyskusji:
Czy kropki kwantowe modyfikowane glutationem lub kwasem tiojabtkowym powinny by¢
nazywane (nano)receptorem czy raczej elementem rozpoznajacym?
W pracy P3 i P4 Doktorantka stwierdza, ze obserwuje wzmocnienie fluorescencji w przypadku
odziatywania kropek kwantowych z neuroprzekaznikami GABA i acetylocholiny (praca P3 rysunek
2 fig)ipeptydem APBso (praca P4 rysunek 1 b i e) na podstawie zarejestrowanych natezen
fluorescencji. Prosze o komentarz i uzasadnienie dlaczego tak mate rdznice w natezeniu
fluorescencji w pracy P4 zostaty zinterpretowane jako wzmocnienie sygnatu. Czy ta réznica w
natezeniu jest statystycznie istotna? Ponadto w obu pracach nie znalaztam informacji o badaniu
stabilnosci w czasie zmodyfikowanych kropek kwantowych. Czy ulegajg one fotodegradacji
podczas serii pomiaréw? Czy wzrost natezenia fluorescencji mégt byé¢ zwigzany jedynie ze
stezeniem kropek kwantowych?
Zastosowanie tylko jednego rodzaju zmodyfikowanych kropek kwantowych do ilosciowego
oznaczania neuroprzekaznikéw pozwolito na wykrycie na poziomie 10°® M. Czy to odpowiedni
poziom, aby mysle¢ o zastosowaniu tego typu analiz w diagnostyce medycznej? Czy jest
mozliwos¢ obnizenia limitu detekcji oznaczed przy wykorzystaniu analizy zestawu
fluorescencyjnych widm wzbudzenia-emisji zaawansowanymi metodami chemometrycznymi?
W pracy P4 zamieszczony jest rysunek 3, ktéry przedstawia zmiane promienia
hydrodynamicznego i potencjatu { kropek kwantowych po zmieszaniu ich z jednym z AB. W
materiatach uzupetniajacych do artykutu wskazano, ze srednica komercyjnie dostepnych kropek
kwantowych wynosi 1,5 nm. Z rys. 3 wynika, ze zakres $rednic kropek kwantowych przed ich
agregacja powodowang przez oddziatywanie z A} miesci sie w zakresie 10-100 nm. Prosze o

komentarz.

Instytut Chemii Fizycznej ul. Kasprzaka 44/52 www.ichf.edu.pl
Polskiej Akademii Nauk 01-224 Warszawa, Polska


http://www.ichf.edu.pl/

Prof. dr hab. inz. Joanna Niedziétka-Jénsson

I c h F Zespét 4

o ) Nanoinzynieria powierzchni do chemo- i bioczujnikéw
Instytut Chemii Fizycznej PAN

I’

Podsumowanie

Po lekturze przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej moge jednoznacznie
stwierdzi¢, ze Doktorantka wykazata, ze posiada merytoryczne przygotowanie do prowadzonych
przez siebie badan co uwidocznione zostatlo w bardzo dobrze zredagowanym wstepie
poprzedzajgcym serie artykutéw. Wszystkie eksperymenty zaplanowane zostaty metodologicznie
i przeprowadzone zgodnie z wymogami chemii analitycznej. Wszystkie analizy wykonano za
pomocg odpowiednich technik w odniesieniu do préb referencyjnych. W trakcie badan
Doktorantka opracowata nowatorskg metode wykorzystania jednego rodzaju kropek
kwantowych do rozrézniania jakosciowego i iloSciowego zwigzkéw o bardzo podobnej strukturze
chemicznej. Pozwala to na szybkie i nieinwazyjne badanie prébek wielosktadnikowych bez
koniecznosci wczesniejszego rozdzielania zwigzkow dzieki analizie zestawéw fluorescencyjnych
widm wzbudzenia-emisji kropek kwantowych z analitem. Zawarte w tej recenzji krytyczne uwagi
nie wptywajg na bardzo pozytywng ocene niniejszej pracy. W zwigzku z powyzszym, uwazam, ze
rozprawa doktorska magister inzynier Klaudii Gtowacz pt. ,Fluorescencja multispektralna i
metody chemometryczne w zastosowaniach (bio)analitycznych” spetnia warunki okreslone w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz.
742 z pdiniejszymi zmianami). Na tej podstawie wnioskuje o dopuszczenie mgr inz. Klaudie
Gtowacz do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
Majgc na uwadze opisane w niniejszej pracy badania naukowe, ktére doprowadzity do
opracowania procedur jednoczesnego oznaczania i rozrdzniania wielu neuroprzekaznikéw i
krétkich peptyddw B-amyloidowych w prébkach wielosktadnikowych przy uzyciu oryginalnego
podejscia z zastosowaniem jednego typu kropek kwantowych wnosze o wyrdznienie tej

rozprawy.
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