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RECENZJA
rozprawy w przewodzie doktorskim mgr inz. Poliny Ivanowej
w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych
w dyscyplinie nauki chemiczne
pt.. ., Studies on the catalytic activity of monometallic and multimetallic
nanozymes and their use in the construction of biotests”

Rozprawa doktorska mgr inz. Poliny Ivanowej zostata wykonana
w Katedrze Biotechnologii Medycznej Wydziatu Chemicznego Politechniki
Warszawskiej oraz Zaktadzie Chemii Nieorganicznej i Analitycznej na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem dr hab.
Mariusza Pietrzaka, prof. PW oraz prof. dr hab. Stawomira Seka
z Uniwersytetu Warszawskiego.

Tematem rozprawy doktorskiej mgr inz. Poliny Ivanowej byta synteza
oraz  zbadanie aktywnosci katalitycznej nanoczastek ~ mono-
1 multimetalicznych pod katem ich przydatnosci jako sond analitycznych do
wykrywania modelowych biomarkeréw. Postawiona hipoteza badawcza
dotyczyta wykorzystania otrzymanych nanoczastek jako tak zwanych
nanozymow o scisle okreslonej aktywnosci katalitycznej typu peroksydazy.

Ocena strony formalnej i jezykowej pracy

Przedstawiona praca doktorska zostala napisana w klasycznym stylu
1 zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wprowadzenie, przeglad
literaturowy, opis czesci eksperymentalnej, cze$¢ poswiecona wynikom i ich
dyskusji, a nastgpnie podsumowanie i wnioski. Dysertacja stanowi 157 stron
maszynopisu w formacie B5. Bibliografia liczy okoto 290 pozyciji, jest to
liczba oszacowana przeze mnie, poniewaz nie ma numeracji. Jest to gléwnie
najnowsza anglojezyczna literatura naukowa, prawidlowo cytowana. Cze$é
literaturowa poswiecona jest opisowi syntez nanoczastek metalicznych, ich
morfologii, stabilizacji koloidéw, mozliwych aplikacji zestawionych
w obszernej tabeli. Zgodnie z gléwnym tematem pracy gtéwny nacisk
potozono na wiasciwosci katalityczne nanomaterialéw, w tym te nasladujace
dziatanie naturalnych enzymoéw (nanozymy). Na uwage zastuguje bardzo
szczegolowo omoéwiona cze$¢ przedstawiajagca metody badania aktywnosci
katalitycznej:  spektrofotometryczne (absorpcyjne i  emisyjne) oraz
chemiluminescencyjne. Kazda opisana metoda zostala zilustrowana
odpowiednim schematem pokazujacych istotne reakcje chemiczne zachodzace
podczas oznaczenia. Swiadczy to o doglebnym zrozumieniu prowadzonych
przez doktorantk¢ doswiadczen. Osobny rozdziat zostal poswigcony
oznaczeniom  aktywnosci  katalitycznej  nanoczgstek  metalicznych
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nasladujacych peroksydaze chrzanowa. Co istotne, oznaczenia tego typu jak
podaje doktorantka opisywane w literaturze sg dopiero od 2007 roku (Nature
Nanotechnology, 2007, 2, 9, 577-583, Gao et al., Intrinsic peroxydase-like
activity of ferromagnetic nanoparticles). Zatem podjeta tematyka badawcza
jest bardzo aktualna i nie do konca poznana, co jest warte podkreslenia. Moja
uwage zwrocil takze bardzo dobrze napisany rozdzial poswigcony strategiom
koniugacji przeciwcial do powierzchni nanoczastek, opisujacy zaréwno
fizyczne jak i chemiczne podejscie do tego typu funkcjonalizacji nanoczastek.
Czeé¢ eksperymentalna zostala opisana bardzo szczegotowo, w sposdb
umozliwiajacy odtworzenie przeprowadzonych eksperymentow w sposob
wiarygodny przez innych badaczy.

Dopatrzytam si¢ niewielu niescistosci i niedociagnie¢ jak np. na stronie
37 w podpisie pod rysunkiem brakuje odnos$nika literaturowego, drobny biad
jezykowy wkradt si¢ na stronie 129 (was powinno by¢ were). Brak
wyjasnienia uzywanego czesto w pracy skrétu CRP w liscie stosowanych
skrotéw. Jednak te btedy absolutnie nie wplywaja na mdj bardzo pozytywny
odbiér calej pracy. Recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Poliny
Ivanowej pod wzgledem edycyjnym zostala przygotowana w sposob
niezwykle doktadny i staranny, z wyjatkowa dbatoscia o detale. Kolorystyka
wszystkich grafik i figur przedstawiajacych wyniki jest jednolita i stonowana.
Praca jest wyjatkowo przejrzysta, co w znaczacy sposob utatwia jej odbior.
Zawiera liczne schematy 1 tabele, a uwzglednienie najistotniejszych
schematow reakcji chemicznych zachodzacych podczas wykonywanych
oznaczen analitycznych bardzo utatwia zrozumienie pracy i analiz¢ wynikow
bez koniecznosci siggania do oryginalnych publikacji. Na uwage zastuguja
liczne tabele pordwnujace otrzymane wyniki z dostgpnymi danymi
literaturowymi, prezentowane na wszystkich kolejnych etapach realizacji
pracy oraz Tabela 1l w rozdziale poswigconym wnioskom koncowym
podsumowujagca zaréwno oszacowane granice wykrywalnosci jak i czas
potrzebny do wykonania oznaczenia. Zestawienia te stanowia niezwykle
cenng naukowg warto$¢ poznawcza i pokazuja jak wazne sa dokonania
doktorantki.

Ocena merytoryczna rozprawy

Doktorantka, jako gtowny cel badawczy swojej pracy doktorskiej
zaplanowata zaprojektowanie, otrzymanie 1 scharakteryzowanie mono-
i multimetalicznych nanoczastek o aktywnosci Kkatalitycznej typu
peroksydazy. Doktorantka dokonala modyfikacji nanoczastek wybranymi
przeciwcialami w celu wykonania oznaczenia wobec modelowego antygenu
tj. biatka C-reaktywnego (CRP). Nastepnie dokonata optymalizacji warunkow
oznaczenia biatka CRP (w szerokim zakresie stezen 0,02 — 500 ng/ml) testem
nonozyme-linked immonosorbent assay (NLISA) wykorzystujac otrzymane
i scharakteryzowane nanoczgstki Pt i Ru. Ponadto zaprojektowata, wykonala
i przetestowata mikroprzeplywowy uklad detekcyjny (chip kasetowy)
z zastosowaniem nanoczgstek funcjonalizowanych przeciwcialami do
selektywnej analizy badanego antygenu. Sfinalizowanie pracy doktorskie;
skonstruowaniem i przetestowaniem tego typu urzadzenia jest bardzo duzym
osiggnieciem i zastuguje na szczegdlng pochwate.

Opis wynikow uzyskanych w trakcie realizacji pracy doktorskiej
rozpoczeto od zaprezentowania wplywu czynnika redukujacego o roznym
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stezeniu (tj. chlorowodorku hydroksylaminy, hydrazyny, borowodorku sodu)
na wlasciwosci fizykochemiczne otrzymywanych nanoczastek
bimetalicznych. Charakterystyki fizykochemicznej doktorantka dokonata
oceniajagc  wzgledng stabilno$¢ koloidéw oraz wyznaczajgc Srednice
hydrodynamiczng technikg dynamicznego rozpraszania swiatta. Do dalszych
badan nad aktywnoscig katalityczng zostaly wytypowane stabilne nanoczastki
o rozmiarze hydrodynamicznym <100 nm. Jako najaktywniejsze katalitycznie
doktorantka wskazata nanoczastki Ru o najmniejszym rozmiarze i wyjasnita to
znang zaleznos$cig nanometrycznego rozmiaru i reaktywnosci chemiczne;j.
Niemniej jednak dalej doktorantka zauwaza, ze ,,Such phenomenon can be
explained by the fact that catalytic activity of NPs not only related to size, but
also other parameters that influence the catalytic activity of NPs™ (str. 77).
Chcialabym zapyta¢, co miala na mysli doktorantka mowigc o tych innych
parametrach, podala je i krétko przedyskutowala, uwzgledniajgc badane przez
siebie nanomaterialy i ich aktywnos¢? Ponadto, dalej badajagc wptyw pH na
aktywnos$¢ katalityczna typu peroksydazy (oznaczenie PhOH/4AAP) nie do
konca jest dla mnie zrozumiata interpretacja Tabeli 4 (str. 80). Uwage
zwracajg najwieksze zmiany absorbancji w czasie wraz ze wzrostem pH dla
serii eksperymentalnej Rui oraz Ruii. Zostaly one jednak jedynie
skomentowane w nastepujacy sposob ,,Within the pH range between 6.5-10.5,
monometallic Ru i and Ru ii NPs synthesized with 30 and 40 mM solution of
sodium borohydride, respectively, demonstrated increased catalytic activity in
comparison to other types of NPs.”Bardzo prosze o wyjasnienie dlaczego jako
najaktywniejsze zostaly wskazane nanoczgstki o znacznie mniejszym
przyroscie absorbancji w czasie, niestety w pracy nie znajduje si¢ Zadne
wyjasnienie tej decyzji? A co istotne, na podstawie tych wtasnie wnioskow
postawiono hipoteze, ze aktywnos¢ katalityczna dla nanoczastek Ru jest
wynikiem  wspolistnienia dwoch mechanizméw  homogenicznego 1
heterogenicznego. Na jakiej podstawie zostala postawiona ta hipoteza, i ktore
wykonane doswiadczenia i wykorzystane metody badawcze to jednoznacznie
potwierdzajq? Czy oznaczenie aktywnoSci katalitycznej testem PhOH/4AAP,
z  wykorzystaniem ukladu dializujgcego, jest w literaturze naukowej
powszechnie opisywane do potwierdzenia mechanizmu homogenicznego?
Jakie jeszcze inne dodatkowe eksperymenty mechanistyczne mozna byltoby
wykona¢, aby mechanizmy aktywnosci katalitycznej potwierdzaé lub
wykluczyé? Dodam, ze w dalszej czesci pracy hipoteza ta jest traktowana jako
wniosek, co wigcej we wnioskach koncowych pojawilo sie nastepujace
stwierdzenie: ,,It was confirmed that Ru-containing NPs can release ions and
display heterogenic and homogenic mechanisms of catalytic activity. The
combination of these two mechanisms may result in increased catalytic
activity, which is important for the catalysts used in the assays”. Uwazam, ze
aby wysung¢ tak wazny wniosek koncowy doktorantka powinna miec
niepodwazalne argumenty naukowe. Czy zatem wniosek dotyczgcy
mechanizmu obserwowanej aktywnosci katalitycznej nie zostal wyciggniety
zbyt pochopnie na podstawie testow analitycznych (OPD- i PhOH/4AAP),
ktore wydaje mi sie, ze nie sq przeznaczone do badan nad mechanizmami
reakcji, a jedynie oceny wydajnosci reakcji? Ponadto, mozna zauwazy¢, ze
wniosek koncowy jest sprzeczny z tym co doktorantka twierdzita wczesniej
mowige jedynie o mechanizmie homogenicznym i skupiajac si¢ na jego
potwierdzeniu.
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Jesli  chodzi o charakterystyke fizykochemiczng otrzymanych
wielofunkcyjnych metalicznych nanoczastek widma UV-vis kolejnych etapow
funkcjonalizacji budzg moje watpliwosci. Czy doktorantka na ich podstawie
moze jednoznacznie twierdzi¢ o powodzeniu funkcjonalizacji? Bardzo wysokie
podniesie widma w calym zakresie spektralnych moze $wiadczyé o utracie
stabilnosci badanych koloidéw i efekcie rozpraszania promieniowania, co
obserwowane jest jako podniesienie tta. Moja uwaga krytyczna dotyczy braku
skali na zdjeciach prawdopodobnie z elektronowego mikroskopu
skaningowego (nie jest to opisane w legendzie) w przypadku analizy EDX.
Patrzac na zdjecia nie wiemy jakich rozmiarow jest badany obiekt i czy nie
jest to na przyktad agregat. Ponadto, w charakterystyce fizykochemicznej
zabraklo wykorzystania rentgenowskiej spektrometrii fotoelektronow, ktora
jednoznacznie potwierdzilaby sktad atomowy oraz stany walencyjne metali
znajdujacych si¢ na powierzchni otrzymanych nanoczastek.

Na szczegoOlng pochwate zastuguje zaprojektowanie
mikroprzeplywowego chipu do oznaczania wybranego antygenu, ktéry moze
znalez¢ zastosowanie testach immunosorpeyjnych wykorzystujacych uklady
mikroprzeplywowe. Jest to bezsprzecznie najwieksze osiagniecie doktorantki,
ktére zostato dokonane dzigki jej cigzkiej pracy na wezesniejszych etapach
realizacji swojej pracy doktorskiej. Chcialabym dowiedzieé sie od doktorantki
Jjaki dokladnie byl jej osobisty udzial w projekcie i wykonaniu tego systemu
mikroprzeplywowego oraz czy sq dalsze plany dotyczqce komercjalizacji tego
urzqdzenia i na jakim znajdujq si¢ one etapie?

Doktorantka wykorzystata w pracy liczne techniki badawcze takie jak:
spektroskopia ~ UV-vis,  mikroskopia elektronowa (SEM, TEM),
fluorescencyjna spektroskopia rentgenowska z dyspersja energii (EDXRF),
dynamiczne rozpraszanie $wiatla (DLS), techniki separacji magnetycznej.
Dobér technik badawczych jest odpowiedni do realizowanej tematyki
badawczej. Zardéwno opanowanie powyzszych technik, jak i opracowanie oraz
interpretacja otrzymanych wynikoéw pozwala przypuszczaé, ze doktorantka
potrafi dokona¢ samodzielnej charakterystyki fizykochemicznej otrzymanych
materialow oraz dobra¢ odpowiednie metody do oceny ich aktywnosci
katalitycznej. Znajomo$¢ wielu réznych metod do badania aktywnosci
katalitycznej typu peroksydazy, szczegblowo opisana we wstepie
teoretycznym, pokazuje, ze doktorantka jest zapoznana z dostepnymi
metodami  badania tego typu aktywnosci Kkatalitycznej, glownie
wykorzystujagcymi  metody  spektrofotometryczne  (absorpcyjne i
fluorescencyjne) oraz chemiluminescencyjne. Moja uwaga krytyczna dotyczy
podziatu metod spektrofotometrycznych opisywanych we wstepie. W mojej
opinii metody oparte na pomiarach fluorescencji powinny by¢ ujete jako
podrozdziat metod spektrofotometrycznych, a nie stanowi¢ osobny rozdzial.
W pracy zabrakto takze analizy statystycznej, ktora w przypadku pomiaréw
analitycznych jest cenna i potwierdza wiarygodno$é otrzymanych wynikow
dla prowadzonych oznaczen analitycznych. Ponadto, na wszystkich wykresach
pokazujgcych rézne zaleznosci absorbancji brakuje jednostki (arbitrary unit,
[a.u.].)

Podsumowujac, na podstawie przedstawionej mi do recenzji pracy
moge jednoznacznie stwierdzi¢, ze pomimo moich nielicznych drobnych uwag
krytycznych, wyniki ujete w ramach niniejszej rozprawy bezsprzecznie
stanowig ~ wartoSciowy wkiad do dziedziny naukowej zwigzanej
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z poszukiwaniami nowych, selektywnych i przede wszystkim wydajnych
uktadow do  oznaczania  antygendw  metodg  immunosorpcyjng
z wykorzystaniem funkcjonalizowanych nanoczastek metali, w tym
w uktadach mikroprzeptywowych. Osiggnigcia doktorantki w istotny sposob
przyczyniajg sie do glebszego zrozumienia fizykochemicznych mechanizmow
oddziatywan nanoczgstek metali i bialek oraz metod oznaczania antygendw
w uktadach przeptywowych wykorzystujacych nanomateriaty metaliczne. Na
uwage zastuguje fakt, Zze obrana przez doktorantke tematyka badawcza
dotyczaca nowej grupy nanomateriatéw, jaka stanowig badane nanozymy, jest
nowa i aktualnie intensywnie badana na $wiecie. W koncu pragne dodac, ze
jestem pod ogromnym wrazeniem ogromu pracy (trudnej analitycznej pracy
laboratoryjnej), jaki wykonata doktorantka w tak krétkim czasie realizacji
pracy doktorskie;.

Ocena dorobku naukowego doktorantki

Dorobek naukowy doktorantki jest dos¢ pokazny i stanowi szes¢ prac
opublikowanych, a nastgpne dwie prace znajduja si¢ w recenzji.
Opublikowane prace ukazaly si¢ w bardzo dobrych czasopismach takich jak
Advances in Colloid and Interface Science (imp. fact. 15.19), Nanotechnology
(imp. fact. 3.95). Doktorantka prezentowata swoje wyniki wielokrotnie na
miedzynarodowych konferencjach, z czego az trzy prezentacje ustne byly na
zaproszenie, co rzadko ma miejsce na tak wczesnym etapie rozwoju
naukowego. Wyniki pracy eksperymentalnej doktorantki stanowig podstawe
dwoch zgloszen patentowych (P441974, P444127), a kolejny patent jest
w przygotowaniu. Wszystkie te osiggniecia $wiadcza to dojrzalosci naukowej
doktorantki i jej predyspozycjach do kontynuowania rozwoju naukowego jako
samodzielnego naukowca.

Whiosek koricowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Poliny Ivanowej
spetnia wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim zgodnie
z ustawg z dnia 2 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, w
szczegOlnosei artykuly i przepisy o stopniach naukowych i tytule naukowym,
wraz z uzupetnieniami. W zwigzku z tym wnosze o dopuszczenie mgr inz.
Poliny Ivanovej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i do publiczne]
dyskusji nad rozprawg. Jednoczes$nie biorgc pod uwage poziom naukowy
i jako$¢ przedstawionej rozprawy wnioskuje o wyrdznienie pracy.
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