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Recenzja

Rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Arkusz
p.t. Opracowanie elektrochemicznego biosensora do wykrywania
wybranych cytokin na podlozu Ti/TiO,

Rozprawa doktorska mgr inz. Katarzyny Arkusz zawiera dwa opracowania: (1) tekst
gléwny Rozprawy o objetosci 192 stron, przekazany mi do oceny przez AGH oraz (2)
Dodatek o objetosci 18 stron, opracowany przez Doktorantke na moja prosbg. Celem
Dodatku bylo: (1) bardziej precyzyjne przedstawienie tezy pracy doktorskiej, ktora po
przeredagowaniu jednoznacznie okresla zakres przeprowadzonych badar i wage osiggnigtych
wynikéw; (2) uzupelnienie opiséw stosowanej metodyki badan; (3) dokladniejszg
interpretacje uzyskanych wynikéw oraz (4) wprowadzenie poprawek natury edytorskiej.
Ocena Rozprawy bedzie oparta na obu tekstach pracy doktorskiej facznie — tekstu giéwnego i
Dodatku, traktowanych jako catodé. Pragne w tym miejscu zaznaczy¢, ze takie rozwigzanie
jest mi znane i bylo juz przeze mnie stosowane.

Tekst glowny Rozprawy zawiera: (1) informacje edytorskie (18 str.), (2) wprowadzenie
po$wiecone oméwieniu zakresu prac i celowosci ich podjgcia (4 str.), (3) przeglad literatury
(4 rozdziaty, 60 str.) dotyczacy: biosensoréw; nanorunek z ditlenku tytanu, stanowigcych
podioze do unieruchamiania (immobilizacji) biologicznych receptoréw wybranych cytokin,
ktére wptywaja na patogeneze wielu chorob; metod unieruchamiania tych receptoréw i
charakterystyk tych cytokin, a takze wnioski z tego przegladu, cel badan i tezg pracy, (4)
czg$é do$wiadczalng, przedstawiajaca metodyke¢ wykonywania badan oraz badania
poszczegdlnych elementéw skladowych (warstw) biosensora immunologicznego, a takze
wnioski z przeprowadzonych badan (dwa obszerne rozdziaty, 101 str.) i wykaz literatury (238
pozycji).

W czesci przegladowej, w tym zawartej w Dodatku, omawiajgc prace poswigcone
bioczujnikom wskazano, ze istnieje duza réznorodnosé ich zasad dziatania oraz ze sg liczne
ich zastosowania, przy czym wiekszg uwage zwrocono na bioczujniki elektrochemiczne, a w
szczegblnosci woltamperometryczne i impedancyjne, ktérym jest po§wigcona Rozprawa. W
rozdziale dotyczacym nanorurek TiO, podano podstawowe informacje o metodach ich
wytwarzania, whasciwosciach i zastosowaniach. Przeglad réznych metod immobilizacji
receptoréw biologicznych zamieszczono w Rozdz. 3. W kolejnym rozdziale, po dokonaniu
przegladu cytokin, wytypowano trzy rodzaje cytokin, IL-6, IL-8 i TNFa jako czynnikow
(markeré6w) wskazujacych na wystgpowanie w organizmie wielu rodzajow nowotworéw. Po
dokonaniu przegladu literatury, Autorka przedstawila tezg Rozprawy.

W czesci do$wiadczalnej, w rozdziale 5 i w Dodatku, oméwiono program prac
zwiazanych z wykonaniem planowanych bioczujnikéw immunologicznych, obejmujacy: (1)
wykonanie podlozy bioczujnikéw w postaci matryc nanorurek z ditlenku tytanu o réznych
parametrach — na foliach z tytanu (TNT) — metoda anodowania, modyfikacj¢ tych podlozy
przez ich wyzarzanie, a takze ich charakteryzacje metod ami rent genowskimi —d yfrakeji
(XRD) i spektroskopii fotoelektronéw w zakresie promieniowania X (XPS), pomiar kata
zwilzania powierzchni podiozy TNT, a takze okreslenie whasciwosci metrologicznych tych
podlozy metodami elektrochemicznymi — impedancyjng i woltamperometrii cyklicznej (CV);



(2) immobilizacje na podiozach TNT przeciwcial wymienionych cytokin, bedacych
antygenami tych przeciwcial, oraz immobilizacj¢ na TNT tych antygendw, co jest etapem
koncowym  wykonania bioczujnikéw; (3) Dbadania wykonanych  bioczujnikow
immunologicznych metodg impedancyjng i woltamperometrii cyklicznej. W rozdziale tym
omowiono rowniez stosowana aparature technologiczng 1 pomiarowa.

Wiyniki prac eksperymentalnych wykonanych zgodnie z podanym wyzej programem
przedstawiono w obszernym rozdziale 6, zawierajacym 8 podrozdzialéw odpowiadajgcych
poszczegdlnym zadaniom tego programu, oraz w Dodatku.

Ocena Rozprawy bedzie przedstawiona w postaci odpowiedzi na zamieszczone nizej
pytania.

1. Jakie zagadnienie naukowe jest rozpatrywane w pracy i czy zostalo ono dostatecznie jasno
sformutowane przez Doktorantke?

Analizujgc  literature  poswiecong bioczujnikom  elektrochemicznym, glownie
amperometrycznym (woltamperometrycznym) i impedancyjnym, Doktorantka zwrécita
uwage, ze mimo licznych prac w tym zakresie (literatura jest bardzo obszerna), istniejg
obszary, gdzie mozna uzyska¢ oryginalne wyniki. Takimi obszarami sg: (1) wykorzystanie
matryc nanorurek z ditlenku tytanu (TiO;) jako podlozy do unieruchamiania réznych
bioreceptorow w boczujnikach i (2) wybér waznych z punktu widzenia diagnostyki
medycznej substancji biochemicznych — markeréw nowotworowych, ktére bgdzie mozna
oznacza¢ za pomocg takich bioczujnikéw. W bioczujnikach opisanych w pracy doktorskiej
Autorka wybrata 3 rodzaje markeréw z grupy cytokin: interleuking-6 (IL-6), interleuking-8
(IL-8) i czynnik martwicy nowotworéw (TNFa). Uzyskanie pozytywnej odpowiedzi na
mozliwo$é rozwigzania dwoch wyzej postawionych probleméw naukowych wymagato
rozwigzania nastepujacych zagadnien szczegétowych: (1) opracowania podiozy z nanorurek
TiO, (TNT) o wlasciwosciach zapewniajgcych unieruchamianie na nich bioreceptoréw, (2)
opracowania i optymalizacje metod immobilizacji przeciwcial wymienionych cytokin (antilL-
6, antilL-8, antiTNFa) na podlozach TNT, (3) opracowania i optymalizacji wykonania na
TNT struktur tréjwarstwowych, zawierajgcych warstwe przeciwcial wymienionych cytokin,
warstwe tych cytokin i warstwe tych przeciwcial znakowanych peroksydazg chrzanowa
(HRP), (4) opracowaniec impedancyjnego ukladu pomiarowego i wykonanie pomiardw
stezenia wymienionych cytokin metoda impedancyjng oraz (5) opracowanie
woltamperometrycznego ukiadu pomiarowego i wykonanie pomiaréw stezenia wymienionych
cytokin metodg wltamperometryczna. Zadanie podjete w ramach doktoratu nalezy uznaé za
nowoczesne i ambitne. Wymienione cele badawcze zostaly sformulowane jasno 1
kompetentnie w Rozprawie (tekst gléwny i Dodatek), a przyjeta metodyka badan byla
odpowiednia, aby pozytywnie rozwigza¢ wszystkie postawione wyzej problemy.

W tym miejscu pojawia sie potrzeba skomentowania sprawy tezy postawionej przez
Doktorantke. Poréwnujac sformutowanie pierwotne:

tlenki tytanu w formie nanotubularnej po modyfikacji termicznej zapewniajq efektywng i
szybkg metode elektrochemicznej detekcji markeréw nowotworowych bez koniecznosci
zabiegow funkcjonalizacyi

i sformulowanie zawarte w Dodatku

tlenki tytanu w formie nanotubularnej po modyfikacji termicznej zapewniajg efektywnq i
szybkg metode elektrochemicznej detekcji wybranych cytokin bez koniecznosci
Jfunkcjonalizacji obszaréw powierzchniowych tych tlenkow

nalezy stwierdzié, ze sformulowanie pierwsze jest zbyt ogdlne, gdyz w pracy rozwazano tylko
wybrane cytokiny, a nie wszystkie markery nowotworowe. Ponadto stwierdzenie ,bez
koniecznosci zabiegéw funkcjonalizacji” nie jest prawdziwe, gdyz procedura immobilizacji
przeciweial na podlozach w postaci warstwy nanorurek z tlenku tytanu jest zabiegiem



funkcjonalizacji. Dlatego nalezato uscisli¢ tezg, ze w procesie wykonania podtozy ich obszary
powierzchniowe nie muszg by¢ funkcjonalizowane, np. metodami elektrochemicznymi czy
plazmowymi w celu wprowadzenia do tlenku tytanu grup funkcyjnych.

2. Jaki charakter ma rozprawa (teoretyczny, doswiadczalny, konstrukcyjny)?

Jak wspomnialem poprzednio, Doktorantka podjela si¢ realizacji ambitnego
interdyscyplinarnego zadania o charakterze eksperymentalnym. Wykonanie pracy doktorskiej
wymagato znajomosci metod wiasciwych wielu dyscyplinom naukowym, gtownie inzynierii
materialowej, elektrochemii, biochemii czy inzynierii biomedycznej. Jest oczywiste, ze nie
wszystkie te umiejetnosci sa konieczne w réownym stopniu. Ze wzglgdu na niemozliwos¢
wykonania identyfikacji struktury krystalograficznej i chemicznej podtozy z nanorurek TiO,
we wlasnym zakresie (brak we wlasnej uczelni drogiej aparatury badawczej), prace te zostaly
zlecone do Laboratorium Rentgenowskich Badan Strukturalnych na Wydziale Inzynierii
Metali i Informatyki Przemyslowej AGH.

W celu optymalizacji podtozy do bioczujnikéw, Doktorantka, wykonala rézne warianty
struktur nanorurek TiO,, stosujac anodowanie elektrochemiczne folii tytanowych przy
roznych stezeniach glikolu etylowego, napigciach i czasach, a nastgpnie je wyzarzala.
Wykorzystywano przy tym empiryczny wzdr, opracowany w zespole z udzialem Doktorantki,
podajacy zalezno$é wymiaréw nanorurek od parametréw procesu anodowania. Struktury
optymalne postuzyly do wykonania, metodami chemicznymi, wymienionych wyzej
bioczujnikéw. Charakterystyki kalibracyjne opracowanych bioczujnikéw (zaleznosé sygnatu
wyjéciowego od stezenia oznaczanych cytokin) byly mierzone typowymi metodami
wlagciwymi dla elektrochemicznych metod impedancyjnych i woltamperometrycznych.
Analizujac tres¢ pracy doktorskiej (tekst gléwny i Dodatek), mogg stwierdzi¢, ze Doktorantka
dobrze opanowata wymagane techniki eksperymentalne i pomiarowe, konieczne do realizacji
celdw postawionych w doktoracie.
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3. Czy w rozprawie przeprowadzono w sposob wilasciwy analizg Zrédel, swiadczacy o
dostatecznej wiedzy autora? Czy wnioski z przegladu zrodel sformutowano w sposob
jasny i przekonujacy?

Istnieje obszerna literatura po$wigcona wszystkim wymienionym obszarom wiedzy,
koniecznym do realizacji celéw postawionych w doktoracie. Najszersze rozeznanie
literaturowe Doktorantka przeprowadzita w zakresie bioczujnikéw. Po dokonaniu przegladu
réznego rodzaju bioczujnikéw, wigkszg uwage Autorka zwrocila na immunologiczne
bioczujniki woltamperometryczne i impedancyjnych. Liczba cytowanych publikacji z tego
obszaru nie w peli wyczerpuje dostgpne zrodla. Z natury rzeczy Doktorantka musiata
pomingé znaczng liczbe publikacji, lecz rozkiadajgc troche inaczej akcenty, gtownie w
odniesieniu do ukladu tekstu w dokonanym przegladzie wymienionych bioczujnikéw, mozna
byloby szerzej przedstawi¢ stan wiedzy tym zakresie. Pewne uzupelnienie tego zagadnienia
jest zawarte w Dodatku. Mimo wymienionych uwag, stwierdzam, ze decyzja Doktorantki o
celowosei wykonania prac dot. bioczujnikow wymienionych wyzej cytokin, podjgta na
podstawie przeanalizowanej literatury byla shuszna, co potwierdzita przeprowadzona przez
Doktorantke bardziej szczegélowa, poparta cytowaniami analiza przedmiotu w odniesieniu do
oczekiwan lekarzy onkologéw, wiasciwosci wymienionych markeréw mnowotworéw i
istniejacych metod pomiaréw tych markerow.

Literaturowy przeglad stanu wiedzy poswigconej metodom wytwarzania matryc
nanorurek TiO, i badania ich wlasciwosei, mimo stosunkowo licznych cytowan, byl
oméwiony przez Doktorantke mniej szczegélowo niz sprawy bioczujnikéw. Moim zdaniem
bylo to wynikiem przyjecia przez Doktorantke jednej ze znanych z literatury metod
wykonywania nanorurek TiO, — anodowe utlenianie tytanu — oraz zlecenia zewnetrznemu
wykonawcy badan dot. wiasciwosei strukturalnych podiozy z nanorurkami TiO,. Moze
dlatego Doktorantka nie zauwazyla podanych nizej publikacji dotyczacych tej metody, m.in.



doboru okreslonych parametréw geometrycznych nanorurek TiO;, w tym opisu ilosciowego
tego procesu:
- L. Yin et al., Understanding the growth behavior of titania nanotubes, Electrochemistry
Communications, 13 (2011) 454-457.

- G. Butail et al., Kinetics of titania nanotube formation by anodization of titanium films,
Thin Solid Films 519 (2011) 1821-1824.

-H. Omidvar et al., Influence of anodization parameters on the morphology of TiO2
nanotube arrays, Superlattices and Microstructures 50 (2011) 26-39.

- Dongliang Yu et al., Morphological evolution of TiO2 nanotube arrays with lotus-root-
shaped nanostructure, Applied Surface Science 276 (2013) 711-716.

Opisujgc w sposéb skrotowy stan wiedzy dot. procedur wyzarzania nanorurek TiO,, w
celu poprawy ich parametréw, Doktorantka cytuje tyko 3 publikacje. Nie jest to duzo.

4. Czy Doktorantka rozwigzala postawione zagadnienia, czy uzyla wlasciwej do tego
metody i czy przyjete zalozenia sa uzasadnione? Na czym polega oryginalnos¢ rozprawy?

Powtérze jeszcze raz, ze Doktorantka podjela sig realizacji ambitnego, trudnego i
pracochlonnego zadania dotyczacego opracowania rodziny nowych elektrochemicznych
bioczujnikéw immunologicznych w dwoch wersjach: jako ukladéw impedancyjnych i
woltamperometrycznych, ktére majg by¢ przeznaczone do detekcji trzech rodzajéw markerow
choréb nowotworowych, jakimi sa cytokiny IL-6, IL-8 i TNFa,. Planujac realizacje tego
zadania przyjeta prawidlowa koncepcje zakladajaca wykonanie w pierwszej kolejnosci
podlozy tych bioczujnikéw jako nanorurek TiO,, poddanych w fazie koncowej wyzarzaniu,
ktére beda wykorzystane, w zasadzie, w jednakowej postaci we wszystkich wymienionych
bioczujnikach. Nastepnie zostala opracowana metoda unieruchamiania przeciwcial
wymienionych cytokin jako antygenéw. W ten sposéb zostala opracowana platforma
technologiczna stuzaca do wykonania wszystkich bioczujnikow (IL-6, IL-8 i TNFa) bedacych
przedmiotem Rozprawy doktorskiej. Pomiary charakterystyk opracowanych bioczujnikéw
Doktorantka wykonata w sposob prawidlowy.

Przechodzac do oceny oryginalnosci najwazniejszych wynikéw opisanych w tekscie
gléwnym Rozprawy i w Dodatku uwazam, ze najwazniejszymi oryginalnymi osiggnigciami
Doktorantki byto: (1) wybor markeréw choréb nowotworowych, ktére sg okreslane za
pomocg opracowanych bioczujnikéw oraz (2) opracowanie procesow zwigzanych z
wykonaniem wymienionej wyzej platformy, a takze modeli bioczujnikéw. Ze wzgledu na
liczne publikacje opisujace optymalizacje wykonania matryc nanorurek TiO, i brak
odniesienia wlasnych wynikéw do wynikoéw przedstawionych w tych publikacjach nie jest
jasny stopien oryginalno$ci wykonania matryc nanorurek TiO,. Chcg jednak zaznaczy¢, ze
byty to prace wymagajace wiele wysitku.

5. Czy Doktorantka wykazala umiejetno$¢ poprawnego i przekonujgcego przedstawiania
uzyskanych przez siebie wynikow (zwiezto$é, jasnosé, poprawnos¢ redakcyjna rozprawy)?

Mam pewne uwagi do kompozycji Rozprawy. Analiza gtéwnego (pierwotnego) tekstu
Rozprawy wskazuje, ze akcenty w czesci dot. przegladu stanu wiedzy w rozpatrywanym
zakresie nie zostaly zbyt dobrze roztozone. W bardzo wielu przypadkach sg tam
zamieszczone informacje latwo dostepne nawet publikacjach ksigzkowych wydanych w
Polsce. Sa w niej rowniez podane nieprecyzyjne definicje i klasyfikacje. Odnosi si¢ wrazenie,
ze ta cze$é jest napisana dla niespecjalistow. Znacznie lepsza strukture majg rozdziaty, w
ktorych opisano wyniki wiasnych prac. Rozpatrujac calosciowo tekst glowny Rozprawy i
Dodatek, pozytywnie odpowiadam na to pytanie.

6. Jakie sg stabe strony rozprawy?
Znaczna wickszo$¢ spraw wymagajacych wyjasnienia, uzupelnienia czy poprawienia
Doktorantka przedstawila w Dodatku. Uwagi szczegdlowe w odniesieniu do niektorych
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sformulowan stylistycznych i terminologicznych zaznaczylem w tekscie, ktory przekazuje
Doktorantce z nadzieja ich uwzglednienia w dalszych pracach redakcyjnych.

7. Whniosek koncowy

Ambitna i rozlegla praca wykonana przez Doktorantke oraz uzyskanie oryginalnych
wynikéw potwierdzajgcych tez¢ Rozprawy przedstawiona w Dodatku pozwalajg mi
stwierdzi¢, ze w $wietle ustawy o tytule i stopniach naukowych moze ona by¢ podstawa
uzyskania przez mgr inz. Katarzyne Arkusz stopnia doktora nauk technicznych w dyscyplinie
biocybernetyka i inZynieria biomedyczna. Stawiam wniosek o jej dopuszczenie do publicznej
obrony.

Biorge pod uwage oryginalno$¢ uzyskanych wynikéw proponuje wyréznienie Rozprawy,
mimo nieprzekazania mi regulaminu wyréznien prac doktorskich przyjgtego przez Radeg
Naukowa Wydziatu.

/W. Torbicz/
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