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Recenzja pracy doktorskiej pana mgr. Radoslawa Szlazaka

Pan mgr Radostaw Szlazak wykonat pracg doktorska zatytutowang ,, Spektroskopowe badania
oddzialywania nanostruktur metalicznych z czgsteczkami o znaczeniu biologicznym” W
Zaktadzie Biofizyki Instytutu Fizyki Uniwersytetu Marii Curie Sktodowskiej pod kierunkiem
prof. dr. hab. Wiestawa 1. Gruszeckiego. Promotorem pomocniczym byt dr hab. Rafat
Luchowski. Praca byla prowadzona w ramach projektu ,Molecular Spectroscopy for
BioMedical Studies” realizowanego w ramach programu TEAM, finansowanego przez
Fundacj¢ na rzecz Nauki Polskiej przy wsparciu Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego ze srodkéw Unii Europejskie;j.

Doktorant zajmowal si¢ wytwarzaniem nanoczastek metalicznych, ktére wykazywaty
efekty plazmonowe w réznych $rodowiskach i konfiguracjach. Za zadanie postawil sobie
dopracowanie prostych procedur uzyskiwania dobrze sprecyzowanych, co do wielkosci i
ksztattu, nanoczastek plazmonicznych. Do badania ich struktury i organizacji oraz zdolnosci
do stymulowania synergii absorpcji badz fluorescencji w zakresie diugosci fal
elektromagnetycznych od ultrafioletu do podczerwieni wykorzystywat odpowiednio
mikroskopie elektronowa (TME) i mikroskop sit atomowych (AFM) oraz spektroskopie:
absorpcyjng UV-VIS i IR, fluorescencyjna i ramanowska. Sposréd pierwiastkow metalicznych
wybrat miedz, pallad, srebro i zloto. Wytworzone nanoczastki zlota i srebra byly testowane
jako platformy plazmoniczne. W szczegoélnosci hetero-ukfady zawierajgce srebro byly
sprawdzane jako potencjalne podklady do wzmacniania sygnatéw absorpcji w podczerwieni
(metoda SEIRA — Surface Enhanced Infrared Absorption) oraz sygnatow ramanowskich
(metoda SERS — Surface Enhanced Raman Spectroscopy). Powierzchnie szklane z wyspami
srebrnymi (SIF — Silver Island Film) oraz spieki tlenku tytanu i nanoczastek srebra albo zlota,
jako podktady wzmacniajace fluorescencje (SEF — Surface Enhanced Fluorescence) zostaly
przetestowane dla izolowanych ze szpinaku komplekséw antenowych LHCII. W ukfadach
koloidalnych nanoczastki ztota lub srebra byly otaczane lipidami w celu wytwarzania matryc
dla biologicznie czynnych czastek. Badane byly ich wiasnosci absorpcyjne w zaleznosci od
dtugoéci lipidu. Skracanie czaséw zycia fluorescencji bylo sprawdzane dla koloidow
nanoczastek srebra pokrytych izolowanymi kompleksami antenowymi LHCII, a takze dla
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znakowanego fluorescencyjnie fosfolipidu DPPE - NBD naktadanego wraz z hydrofobowymi
nanoczastkami srebra Ag-DT (funkcjonalizowanych dodekanetiolem) na powierzchni¢ szkta
metodg Langmiur’a — Blodgett’a oraz dla optycznie czynnego zwigzku organicznego,
ertytrazyny B (ErB) pokrywajacej suche platformy utworzone z wysp nanoczastek srebra.
Doktorant  przedstawit réwniez  spos6b  przygotowania  powierzchni  szklanych
funkcjonalizowanych APTES-em (3-aminopropylo-trietoksysilanem) oraz widma absorpcyjne i
wyglad powierzchni po natozeniu na nie nanoczastek zlota (Au-cytrynian) lub srebra (Ag-
seeds). Oryginalna metoda redukcji srebra w procedurze wytwarzania nanoczastek przy uzyciu
amfoterycyny B jako reduktora, opracowana w ramach niniejszej pracy, pozwolita na
uzyskanie rdzenia srebra pokrytego antybiotykiem. Nanoczastki te byty sprawdzane pod katem
wiasnosci antygrzybicznych dla trzech réznych szczepow.

Praca liczy 114 stron. Zostala podzielona na dziesi¢¢ rozdziatéw. Pierwszy rozdziat jest
~Wstepem”  ostatni spisem literatury. Calos¢ poprzedza spis publikacji, w ktorych
wspbtautorem jest p. Radostaw Szlazak (6 pozycji), streszczenie w jezyku polskim i angielskim
oraz spis wigkszosci skrétéw i symboli uzytych w doktoracie. ,Bibliografia” zawiera 97
pozycji literaturowych, wéréd ktorych znajduja si¢ publikacje zar6wno z ostatnich lat, jak i
pierwsze doniesienia dotyczace prekursorskich badan zwigzanych z tematyka poruszang przez
Doktoranta. Rozprawa zawiera lacznie 38 rysunkow, przedstawiajacych schematy, zdjgcia i
wykresy oraz 9 tabeli. We ,,Wstepie” zostaly przedstawione najwazniejsze przestanki podjgtej
przez Doktoranta tematyki badafh zwigzanych zaréwno z rozwojem wiedzy na temat
oddziatywah nanoczgstek metalicznych z promieniowaniem elektromagnetycznym, a
konkretnie efektem plazmonowym, jego podstawami fizycznymi, potencjalnymi
zastosowaniami we wszystkich dziedzinach nowych nanotechnologii oraz rozwojem technik
spektroskopowych. W rozdziale drugim przedstawiona zostata teoria opisujaca rozchodzenie
sie fal elektromagnetycznych w prézni i oddziatywania ich z osrodkami metalicznymi i na ich
granicy oraz jak zaleza te oddzialywania od rozmiaru tych osrodkow. Trzeci rozdzial jest
poswigcony zjawisku plazmonowemu z przedstawieniem warunku rezonansu dla plazmonow
objetosciowych, powierzchniowych i tzw. zlokalizowanych powierzchniowo, gdy rozmiary
oérodka, w ktérym wzbudzane sa oscylacje tadunkéw, sa mniejsze od dhugosci fali
elektromagnetycznej je wzbudzajacej. Poza tym, w rozdziale tym przedstawiony jest opis
teoretyczny wyznaczania momentu dipolowego wytworzonego w nanoczgsteczce metalicznej
oraz zastosowania wzbudzen plazmonowych w procesach absorpcyjnych, fluorescencyjnych i
rozproszeniowych w uktadach ztozonych z potaczenia ich z r6znymi molekutami, w tym
aktywnymi optycznie (np. fluoroforami). Kolejny rozdziat zawiera ogolne informacje na temat
technik wytwarzania nanoczastek, po$wigcajac wigcej miejsca idei chemicznej redukcji soli
metali w roztworach wodnych. Cel pracy przedstawiony jest w rozdziale pigtym, a mianowicie,
wytworzenie réznych podkiadéow plazmonowych w mozliwie prosty sposdb, zbadanie ich
oddziatywan z wybranymi molekutami. Najwazniejszym zalozeniem bylo wykorzystanie
amfoterycyny B (antybiotyku) w procesie redukcji przy produkcji nanoczastek srebra w celu
uzyskania preparatu 0 wzmocnionym dziataniu antygrzybicznych. W ,,Materiatach i metodach
badawczych”, w rozdziale szostym zostat wymieniony sprzgt laboratoryjny, odczynniki
chemiczne oraz metody pomiarowe wykorzystane w badaniach, a takze oprogramowanie uzyte
do opracowywania uzyskanych danych eksperymentalnych. Ostatnie dwa podrozdziaty
zawieraja opis procedury izolacji komplekséw antenowych ze szpinaku oraz oczyszczania
kupnej amfoterycyny B. Rozdziat siédmy skiada si¢ z pigciu podrozdziatow, z ktorych cztery
pierwsze poswiecone sg kolejno: (i) syntezie nanoczastek srebra, ztota przy stosowaniu réznych
reduktoréw, nanoczastek miedzi i palladu oraz ich charakterystyce (pomiarowi ich widm
absorpcyjnych, oszacowaniu ich $rednicy metoda rozpraszania przy zatozeniu ich sferycznego
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ksztaltu oraz sredniej liczby atoméw w okreslonej nanoczastce przy zalozeniu, Ze tworzace je
atomy tworzg struktury powierzchniowo centrowane; (ii) wptywowi lipidéw nasyconych o
réznych dhugosciach na spektralne wiasnosci nanoczastek AgCyt i AuCyt; (iii) modyfikacji
fluorescencji: izolowanych komplekséw antenowych LHCIHI w wyniku oddziatywania z
nanoczastkami AgCyt; erytrozyny B zdeponowanej na suchej powierzchni szklanej pokrytej
nanoczastkami srebra (AgCyt); fluoroforu DPPE-NBD naniesionego na powierzchni¢ szkia
wraz z nanoczastkami srebra AgDT metodg Langmuir’a-Blodgett’a; komoleskéw LHCII
zaadsorbowanych na porowatym spieku TiO, i nanoczasteck AgCyt, a takze ocenie
jednorodno$ci powierzchni szklanych, funkcjonalizowanych ATPES-em i pokrytych
nanoczastkami Au badz Ag oraz ich wiasnosciom absorpcyjnym i wreszcie efektom
wzmocnienia fluorescencji pochodzacej od LHCII polozonego na platformy plazmonowe
pokryte agregatami nanoczastek srebra; (iv) zademonstrowaniu przydatnosci nanoczastek
AuCTAB do uzyskania efektu SEIRA na przykladzie widm absorpcyjnych w podczerwieni
LHCII i izolowanego chlorofilu b. Pigty podrozdzial rozdziatu siddmego poswigcony jest
procedurze wytwarzania nanoczastek srebra pokrytych amfoterycyng B, charakterystyce ich
wiasnosci absorpcyjnych, rozmiarowi w zaleznosci od stgzenia antybiotyku oraz sprawdzeniu
zachowania struktury AmB w tych warunkach przy uzyciu spektroskopii FTIR i ramanowskiej,
a przy okazji obserwacji efektow odpowiednio SEIRA i SERS. Ostatnia czgs¢ tego
podrozdzialu zawiera wyniki eksperymentéw, w ktorych byly testowane antygrzybiczne
wilasnosci nanoczastek srebra (NPs) pokrytych amfoterycyng B w poréwnaniu z powszechnie
stosowanym preparatem Fungizonem dla trzech wybranych szczepéw grzybow (Aspegillus
niger, Fusarium culmorum i Candida albicans) i dwoch réznych proporcji AmB : NPs (1: 50 i
1:11). Badania byly przeprowadzone dla dwoch réznych wyjsciowych gestosci zarodkow ( ok.
10° i 10° komérek/ml). Rozdziat 6smy jest zwigztym podsumowaniem uzyskanych wynikéw, a
dziewiaty przedstawia dalsze perspektywy rozwojowe rozpoczgtych badan.

Bez watpienia Doktorant osiagnat postawione cele. Korzystajac ze znanych juz technik,
stworzyl proste uktady hybrydowe, z ktorych jedne wykazywaty efekty wzmocnienia
fluorescencji, a inne jej gaszenia. Pokazat, ze potrafi wytworzy¢ uktady wykazujace wiasnosci
plazmonowe zaréwno w postaci nanoczastek w $rodowisku ciektym, jak i naniesionych
réznymi technikami na powierzchniach szklanych suchych platform zawierajgcych nanoczastki
metaliczne. Synergetyzm tak przygotowanych substratéw w  postaci koloidéw badz
nanopowierzchni zlota lub srebra testowat z wybranymi czastkami biologicznie czynnymi,
gitéwnie fluoroforami (m.in. izolowanymi kompleksami antenowymi LHCII, oczyszczonym
chlorofilem b, czy erytrozyng B). Metody stosowane do produkcji uktadow nano-metalicznych
sprawdzit réwniez dla nanoczastek palladu i miedzi. Dla nanoczastek zlota opisat takze sposob
uzyskania podtuznych struktur przy zastosowaniu bromku heksadecyotrimetyloamoniowego,
wykazujacych przesuniecie widma absorpcyjnego w kierunku dhuzszych fal prawie o 300 nm w
poréwnaniu ze sferycznymi. Zademonstrowat uproszczone metody szacowania liczby atomow
w powstalych nanoukfadach, ich gestosci, rozmiaru czastek, dlugosci komorki elementarnej
oraz promienia kowalencyjnego. Pokazat, ze im dtuzszy lipid otacza nanoczgstk¢ Ag lub Au,
tym ich maksimum absorpcji bardziej przesunigte jest w kierunku dtuzszych fal i linia
absorpcyjna poszerza si¢. Wytworzyt platform¢ z wysepkami nanoczastek srebra pokrytymi
erytrazyng B (ErB). W tym ukfadzie zaobserwowat znaczace skrocenie czasOw zycia
fluorescencji ErB, co moze mie¢ potencjalne zastosowanie w wyznaczaniu funkcji odpowiedzi
instrumentalnej (IRF — Instrument Response) wysokiej wydajnosci fotodetektoréw czutych na
dtugosé padajacej fali. Jednakze najwigkszym osiggnigciem Doktoranta byto zaproponowanie
nowej metody syntezy nanoczastek srebra otoczonych amfoterycyng B, dla ktérych
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b)

c)

d)

zaobserwowal zaréwno efekt wzmocnienia sygnalu w podczerwieni (SEIRA), jak i
ramanowskiego (SERS). Co wigcej, te uklady hybrydowe wykazywaly wiasnosci
przeciwgrzybiczne zblizone do tych, ktére posiada obecnie dostgpny komercyjnie lek
Fungizon. O wartosci uzyskanych wynikow moga swiadczy¢ publikacje, powstate w oparciu o
rezultaty otrzymane w ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej. Z cata pewnoscia badania
zaprezentowane w pracy doktorskiej pana mgr. Radostawa Szlgzaka wpisuja si¢ w jeden z
najwazniejszych nurtéw rozwoju nowych kierunkéw bionanotechnologicznych, co
potwierdzajg zawarte w niej wyniki.

Praca napisana jest starannie i przejrzyscie, Czg¢$¢ teoretyczna ma takze walory
dydaktyczne. Jednakze Doktorant nie ustrzegl si¢ przed drobnymi blgdami jezykowymi. Z
innych bledéow chciatam tylko wspomnie¢, ze na stronie 80, uzyte w doswiadczeniu
nanoczastki srebra byly syntezowane wedtug procedury opisanej w rozdziale 7.1.1, a nie 4.1.1.,
a na rys. 7.4.1., w legendzie do gornego wykresu oznaczenie AUCTAB-10ul-LHCII -10ul
powinno by¢ linig niebieska i na str. 83 w linijce 9 od géry powinno by¢ ,, .. ré6wnie dobrym
zanikiem co ...”, w przeciwnym razie zdanie jest niezrozumiale. Sa to drobne uwagi, o ktérych
musiatam wspomnie¢ z racji obowiazku recenzenta.

Poniewaz praca dotyczy bardzo interesujacego zjawiska plazmonowego, ktore w
zaleznosci od ukladéow moze dawaé rozne efekty, chcialabym, aby Doktorant uzupeknit
niektore stwierdzenia lub obserwacje dodatkowymi komentarzami na ponizszej przedstawione
zagadnienia:

Na str.45 pracy pojawia si¢ w punkcie drugim stwierdzenie, iz wraz ze skréceniem czasu zycia
stanu wzbudzonego zwigksza si¢ wydajnos¢ kwantowa i wigze si¢ to ze zwigkszong
stabilnoscia czastki, co obserwuje sig, gdy fluorofort znajduje si¢ w $cisle okreslonej odlegtosci
od nanoczgstki, a mianowicie 20-100 nm.

Natomiast w trzecim punkcie jest napisane, ze dodatkowy bezpromienisty przekaz energii
wzbudzonej molekuty do nanoczastki metalicznej powoduje gaszenie fluorescencji. Poniewaz
dodatkowy bezpromienisty przekaz energii powoduje dalsze skrocenie czasu zycia
fluorescencji, to w mys$l punktu drugiego powinnisSmy zaobserwowal jeszcze wigksze
wzmocnienie fluorescencji. Zawarte w tych punktach stwierdzenia s3 prawdziwe, ale punkt
trzeci wymaga uzupehnienia komentarzem, doprecyzowania.

Na rys. 7.5.2 przedstawiajacym rozkiad wielkosci nanoczgstek srebra otoczonych amfoterycyna
B mozna zaobserwowaé, Zze zwigkszenie stezenia AmB powoduje zmiang rozktadu dyspersji
wielkosci nanoczastek, sa one bardziej jednorodne. Z obrazka uzyskanego z mikroskopu
elektronowego dla uktadu zawierajacego ok. 5 razy mniej AmB wyraznie mozna
wywnioskowa¢, ze dyspersja wielkosci ziaren jest znaczaca, co wida¢ tez na zamieszczonym
obok histogramie. Wobec tego przedstawiona w pracy analiza tych danych przy uzyciu
funkcji Gaussa nie jest poprawna, poniewaz funkcja gaussowska nie jest w tym przypadku
odpowiednig funkcjag. W oparciu o jaka funkcje¢ nalezatoby przeprowadzié analiz¢ w tym
przypadku?

W przypadku efektu SERS obserwowanego dla AmBAgNPs widoczny jest zanik niektorych
linii ramanowskich widocznych dla czystej AmB (rys. 7.5.1.1, np. dla liczby falowej ok. 900 i
1450 cm™). Z jakimi efektami moze si¢ to wigzac?

Co bylo przestanka do wybrania konkretnych szczepéw grzybow w przeprowadzonych
badaniach?

W oparciu o przedstawione na rys. 7.5.2.1 i 7.5.2.2 wyniki eksperymentu trudno jest zobaczy¢
zmiany, badz brak zmian wptywu poszczegdlnych zwigzkéw uzytych w badaniach na procent
redukcji mikroorganizméw opisywany w tab. 7.5.2.2 i 7.5.2.3. Prositabym o ich omdwienie.



f)

g

Jakie mogg by¢é przyczyny braku korelacji S$rednicy strefy zahamowania wzrostu
przedstawionych dla poszczegolnych uktadow doswiadczalnych z danymi zahamowania
wzrostu mikroorganizmow zamieszczonych w tab. 7.5.2.217.5.2.37

Chcialabym zapytaé czy byly rowniez przeprowadzone podobne testy procentu redukcji
wybranych szczepow grzybow pod wptywem samych nanoczastek srebra (AgCyt, AgDT czy
tez AgSeeds), poniewaz obserwowana inhibicja wzrostu Fusarium culmorumi (F37) i Candida
albicans dla Fungizonu w obecnosci AgCyt, w poréwnaniu z samym Fungizonem, moze
sugerowaé przede wszystkim toksyczne dzialanie nanoczastek srebra na te mikroorganizmy.
Réwniez nanoczgstki AmBAgNPs o mniejszym powierzchniowym stezeniu AmB (1 : 50)
wykazujg wigkszg skutecznos¢ zahamowania wzrostu Fusarium culmorumi i Aspergillus Niger
w préwnaniu z nanoczgstkami AmBAgNPs, w ktorych jest wigksze stgzenie AmB (1 : 11).
Jakie czynniki moga mie¢ na to wptyw?

Pracg pana mgr. Radostawa Szlgzaka uwazam za interesujaca i dostarczajacg wielu
ciekawych inspiracji. Cho¢ uklady hybrydowe, np. z kompleksem LHCII i nanoczgstkami
zlota czy srebra nie s3 czym$ nowym, to jednak zestawienie ich wiasnosci dla réznych
platform plazmonowych jest bardzo cickawe. Na szczegdlng uwagg, jak juz wczesniej
wspominatam, zastuguje pomyst stosowania materiatu biologicznie czynnego do redukcji
metali przy syntezie nanoczastek, co zademonstrowat Doktorant na przykiadzie amfoterycyny
B. Z cala pewnoscig tego typu uklady, a w szczegolnosci AmBAgNPs, moga znalezic
zastosowanie w farmakologii i medycynie. Ten wklad badan Doktoranta zastuguje moim
zdaniem na wyrdznienie.

Praca spelnia wszystkie kryteria rozprawy doktorskiej i dlatego wnioskuj¢ niniejszym o
dopuszczenie pana mgr. Radostawa Szlgzaka do dalszych etapéw obrony rozprawy doktorskie;j.

Prof. dr hab. Kvétoslava B




