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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Artura Kofodzieja
pt.,,Synteza i badania nanostruktur wspomagajgcych laserowq spektrometrie mas'"

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. inZ. Tomasza Rumana

Metoda laserowej desorpcji/ jonizacji wspomaganej matryca (MALDI) jest jedna z
najczysciej stosowanych technik tagodnej jonizacji stosowanych we wspotczesnej
spektrometrii mas (MS) uzywang do analizy zwiazkéw biologicznie czynnych, w tym
peptydow, biatek, lipidow, polimerow, oligonukleotydow i innych produktow naturalnych.
Pomimo tak duzego zastosowania technika MALDI-MS wykazuje jednak pewne ograniczenia.
Jednym z nich jest niska czutos¢ analizy matoczasteczkowych analitow wynikajaca z obecnosci
licznych sygnatow 0 wysokiej intensywnosci pochodzacych od matrycy, trudnosci z doborem
matrycy niewspotkrystalizujacej z analitem czy tez ryzyko niskiej wydajnosci jonizacji
obojetnych analitow. Rozwoj techniki MALDI-MS w celu zastosowania jej do kompleksowej
analizy bardzo ztozonych probek biologicznych (typu tkanki, ptyn ustrojowy) wymusza
poszukiwanie nowych matryc lub ich catkowitego zastapienia np. nanostrukturami. Biorac pod
uwage powyzsze, badania prowadzone przez mgr inz. Artura Kotodzieja w ramach jego
rozprawy doktorskiej sa wazne i kluczowe w rozwoju technik laserowej desorpcji /jonizacji
sprzgzonej ze spektrometrig mas (LOI-MS).

Na rozprawe doktorskg Pana A. Kotodzieja sktada sie cykl dziewieciu prac
opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych opublikowanych w latach 2020-
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2023. Osiem z nich zostato opublikowanych w czasopismach o wysokim impact factor w
zakresie 2,394-14,026 (punktacja ministerialna: 70-140); sumaryczny impact factor cyklu
publikacji: 36,744 (sumaryczna punktacja ministerialna: 760 pkt). To znakomity dorobek
naukowy. W pierwsze i drugiej publikacji wykorzystano nanoczgstki ztota i monoizotopowego
srebra-109 do modyfikacji ptytek stosowanych do analizy kwasow karboksylowych oraz
mykotoksyn (réwniez izolowanych z materiatéw budowlanych) metoda spektrometrii masowej
(MS) typu LDI-ToF-MS. Najnizsze limity detekcji oraz najwyzszg intensywno$¢ sygnatow
uzyskano w przypadku zastosowania ptytek wzbogaconych nanoczasteczkami Ag-109.
Whnioskowano, ze proponowana metoda moze by¢ alternatywg do MALDI-MS i chromatografii
cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas LC-MS/MS. Wktad Pana mgr inz. A. Kotodzieja w
pierwsza publikacje byt na poziomie 33% i polegal na przeprowadzeniu analizy kwaséw za
pomoca spektrometru masowego oraz analizie i graficznym opracowaniu wynikow badan. W
drugiej zgodnie z kolejnoscig publikacji Pan A. Kotodziej przeprowadzit analizy badanych
zwiazkow i analizy wynikow (strona 39 rozprawy doktorskiej) i zadeklarowat 10-procentowy
udzial w publikacji. Prosze sprecyzowac jakiego typu analizy wykonat Doktorant. Czy
Doktorant uczestniczyt w przygotowaniu ptytek modyfikowanych nanoczasteczkami? Jakie
metody zostaty uzyte do oceny rozmiaru i ksztattu nanoczastek? W Kkolejnych pigciu
publikacjach oznaczonych numerami 3-7 udziat Doktoranta okreslony zostal na poziomie 25%,
a dzigki doktadnemu opisowi zakresu prowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze Doktorant
zaangazowany byt na wszystkich etapach eksperymentu (od syntezy nanoczastek i ich badania
fizykochemiczne, po analizg¢ za pomoca spektrometru masowego z laserows
desorpcja/jonizacja). W publikacjach o numerach 3 i 4 zostaly przedstawione etapy pracy
doktorskiej, w ramach ktorych Doktorant opracowat nowe techniki syntezy nanoczastek
monoizotopowego srebra Ag-109 za pomoca laserowej ablacji w rozpuszczalniku (1°AgLGN))|
I wykonat obrazowanie otrzymanych nanoczastek za pomoca skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM). Wielkos¢ otrzymanych nanoczastek byta w zakresie 20-40 nm. W
publikacji opisano dodatkowo wyniki analiz UV/Vis oraz DLS (dynamiczne rozpraszanie
$wiatla), za pomoca ktorych okreslono rozmiar i dyspersj¢ nanoczastek. Wytworzone
nanoczastki nanoszono na ptytke ze stali nierdzewnej. Tak przygotowane ptytki zastosowano
do analizy wzorcowych zwigzkow oraz do obrazowania odcisku palca. Wyniki badan wskazuja,
ze zastosowanie ®AgLGN pozwala na zwigkszenie intensywnos$ci sygnatow, zmniejszenie
btedu oznaczenia w poréwnaniu do klasycznej metody MALDI oraz pozwala na identyfikacje
réznych grup zwigzkéw, w tym nieorganicznych i organicznych w badanym odcisku palca.

Nowa metoda syntezy nanoczastek o zastosowaniu w LDI-MS zastuguje na duze uznanie.
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Pozwala na skrocenie czasu syntezy, zmniejszenie kosztow i poprawy czystosci otrzymanych
nanoczastek. Publikacje o nr 5-7 dotyczg okreslenia granic wykrywalnosci i oznaczalnos$ci
(LOD, LOA) biologicznie waznych zwigzkow, w tym kwasow karboksylowych, kwasow 3-
hydroksykarboksylowych i aminokwaséw oznaczonych metoda laserowej desorpcji/jonizacji
sprzgzonej ze spektrometria mas z wykorzystaniem ptytek (targetoéw) z naniesionymi
nanoczasteczkami srebra-109 otrzymanych za pomoca laserowej ablacji w rozpuszczalniku.
Dodatkowo przeprowadzono badania, w ktorych okreslono wplyw matrycy probki (probka
surowicy krwi). Uzyskano nizsze zakresy 0 nizszej LOD i LOQ w porownaniu do techniki
stosowanej w oznaczaniu tych samych zwigzkéw co w publikacji nr 1. W publikacja wykazano
réwniez mozliwos$¢ 0znaczenia zwigzkoéw w surowicy krwi metoda obrazowania przy pomocy
spektrometrii mas (MSI). Na uwage zastuguje fakt, ze w publikacjach nr 5i 6 Pan A. Kotodziej
jest autorem korespondencyjnym. Publikacje o nr 8-10 przedstawiaja wyniki badan
metabolomicznych probek nowotworu pecherza moczowego z zastosowaniem nowo
wytworzonych targetow pokrytych nanoczgsteczkami. Udzial procentowy mgr inz. A.
Kotodzieja w tych pracach jest na poziomie 9 i 14%. Zastosowanie LDI-MS pozwolito na
identyfikacj¢ zwigzkow 0 najwyzszej rdznicy intensywnosci pomiedzy obszarami zdrowymi i
chorymi. Wykorzystanie MSI pozwala na okreSlenie potozenia potencjalnych biomarkeréw
nowotworowych na powierzchni badanej tkanki. Wyniki publikacji sa niezwykle wazne z
punktu widzenia aplikacji metody zaprezentowanej w pracy do szybkiej diagnostyki
nowotworéw. Moje pytanie dotyczy stopnia zaangazowania Doktoranta w badania
prezentowane w tych trzech ostatnich publikacjach. Biorac pod uwage jego dos¢ niski udziat
procentowy oraz dos¢ lakoniczny opis udzialu merytorycznego, prosze 0 szczegdtowe
wyjasnienie zakresu badan jakie prowadzit Doktorant w publikacjach o nr 8-10. Dodatkowo w
pracy doktorskiej istniejg nies$cistosci dotyczace zakresu badan Pana A. Kotodzieja.
Mianowicie, w zakresie pracy (str. 15) Doktorant opisuje, ze okreslit limity wykrywalnosci
zwigzkow biologicznych z zastosowaniem ukladow °®AgNPET, AUNPET i AgLGN oraz
wykorzystal te uktady do obrazowania spektrometria mas. Na str. 25 napisane jest, ze
nanoczasteczkami ztota zajmowata si¢ w swojej pracy doktorskiej Pani mgr inz. Aneta Ptaza-
Altamer, w tabelach przedstawiajacy procentowy udziat Doktoranta w zakresie badan
wymienione Sa nanoczastki Ag. Proszg 0 S$ciste okreslenie zakresu badan Doktoranta.
Rozumiem, ze badania wykonywane byty w ramach projektow, w zespole wieloosobowym,
stad $cisty podziat obowigzkow i zakresu badan jest czysto bardzo trudny. Niemniej w pracy

doktorskiej ten zakres badan powinien by¢ bardzo szczegétowo podany, np. w tabeli



okreslajacej udzial merytoryczny Doktoranta w przygotowaniu publikacji. Prosze o
doprecyzowanie tej kwestii.

Jednoczesnie pragne podkreslic, ze wspotautorstwo Pana A. Kotodzieja w 10
publikacjach, oraz w dwoch kolejnych przygotowanych do druku, jest bardzo cenne i wtasciwe
w kontekscie rozwoju kariery naukowej. Swiadczy to 0 duzym, w skali $wiatowej, znaczeniu
badan nad nowymi sposobami przygotowania targetow do analiz z wykorzystaniem
spektrometrii mas z laserowg desorpcji/jonizacjg oraz ich istotnym znaczeniu w rozwoju
nowych metod analitycznych. Dodatkowo Pan A. Kotodziej prezentowat wyniki swoich badan
na krajowych i zagranicznych konferencjach naukowych. Prowadzenie badan przez mtodych
naukowcow w zespole, ktore preznie pozyskuje srodki na badania ze zrédet zewnetrznych oraz
efektywnie i regularnie publikuje wyniki swoich badan, jest znakomitym doswiadczeniem dla
miodego naukowca. Jestem przekonana, ze Pan A. Kotodziej, ktory juz posiada $wietny
dorobek naukowy, bedzie wkrotce zdolny do samodzielnego pozyskiwania funduszy na
prowadzenie badan oraz prowadzenia ich w zespole wspotpracownikow.

Wracajac do merytorycznych kwestii dotyczacych doktoratu Pana mgr inz. A.
Kotodzieja stwierdzam, ze rozprawa doktorska jest spojnym zbiorem 10 publikacji naukowych.
Oceniana rozprawa doktorska, ktora jest przewodnikiem po publikacjach zawiera 55 strony,
sktada si¢ z: wykazu publikacji wchodzacych w sktad cyklu, streszczenia, abstraktu w jezyku
angielskim, wykazu stosowanych skrotow, celu i zakresu pracy, wstepu, omowienia publikacji
wchodzacych w sktad pracy doktorskiej, podsumowania i wnioskow, spisu literatury,
przedstawienia dorobku naukowego Doktoranta, deklaracji wspotautorow i oswiadczen 0
procentowym udziale w publikacjach oraz kopii 10 publikacji stanowiacych rozprawy
doktorska Doktorant wyraznie nakreslit cel badan, tj.: (2) opracowanie nowej metody syntezy
nanoczastek do laserowej spektrometrii mas i badanie mozliwosci ich zastosowania do
modyfikacji ptytek ze stali nierdzewnej (targetow), oraz (b) okreslenie mozliwosci
zastosowania wytworzonych targetow do analizy zwigzkéw biologicznie czynnych z
wykorzystaniem spektrometru masowego z laserowa desorpcja/ jonizacja We wstepie
Doktorant odniost si¢ do najnowszych doniesien w zakresie tematu badan oraz umotywowat
potrzebe podjecia tematyki badan. W dalszej czesci doktoratu zaprezentowany jest syntetyczny
opis wynikéw badan i ich dyskusja oraz wnioski koncowe. Badania naukowe Doktorant
rozpoczat 0od syntezy nanoczastek, ktore scharakteryzowane powszechnie uznawanymi do tego
celu metodami, czyli metoda spektroskopii absorpcyjnej w zakresie UV/Vis, DLS (metoda
dynamicznego rozpraszania $wiatta) oraz SEM (skaningowg mikroskopia elektronows). Moje

pytanie: jakie ograniczenia moga mie¢ matryce z nanoczasteczkami? Czy i w jak duzym stopniu
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zjawiska wynikajace z niejednorodnosci zsyntezowanych nanoczastek (rozmiar, ksztatt)
wplyng na powtarzalnos¢ wynikow? Czy wyklucza to zastosowanie takich nanomatryc do
analiz mikrobiologicznych? Materiat badawczy zostat wlasciwie dobrany, a byly nim
wzorcowe zwiazki z grupy kwasow  karboksylowych, hydroksykarboksylowych,
aminokwasow, mykotoksyn, kwasow ttuszczowych oraz ztozone matryce (odcisk palca, osocze
krwi, tkanki nowotworowe i zdrowe). Tak szeroki doboér materiatu do badan pozwolit na
prowadzenie badan pozwalajacych na okreslenie limitow wykrywalnos$ci I oznaczalnosci oraz
poréwnanie uzyskanych wynikéw z obecnie stosowanymi metodami w analizie tych zwigzkow
np. LC-MS. Nastypnie przejscie do probek ztozonych pozwolito na potwierdzenie uzytecznos$ci
opracowanych targetow pokrytych nanoczasteczkami do analizy probek rzeczywistych, a tym
samym podkresli¢ aspekt aplikacyjny uzyskanych wynikow badan. W publikacjach bgdacych
podstawa doktoratu zastosowano szereg wiasciwych metodologicznie metod badawczych, tj.
wspomaganag matryca laserowa desorpcje/ jonizacje sprzgzong ze spektrometrig mas (MALDI-
MS), analizator czasu przelotu (MALDI-ToF), obrazowanie spektrometrig mas (MSI),
spektrometri¢ atomowa emisyjna z indukcyjnie sprz¢zong plazmag (ICP-OES), spektrometr
masowy z jonizacja w elektrospraju wyposazony w kwadrupol i analizator czasu przelotu (ESI-
QTOF MS), magnetyczny rezonans jadrowy (NNR) i inne. Biorac pod uwagg przedstawiony
merytoryczny udziat w publikacjach (str. 39-42) Doktorant samodzielnie stosowal metody
MALDI-MS, SEM oraz metody syntezy nanoczastek wykorzystujac laserows ablacj¢? Prosze
0 sprecyzowanie tej kwestii. Podsumowanie i wnioski zawarte na str. 31 i w publikacjach sa
kompletne, wlasciwe i wynikaja bezposrednio z prowadzonych badan. Literatura cytowana w
pracy doktorskiej jest aktualna, dobrana prawidlowo, zréznicowana i bogata. Doktorant
wykazal si¢ bardzo dobrg wiedza w zakresie realizowanej problematyki. Ponadto
przedstawione w publikacjach rysunki i wykresy sa czytelne i na wysokim poziomie. Analiza
statystyczna wynikow wtasciwa. Mimo to Doktorant nie unikngt kilku drobnych bledow w
czesci opisowej doktoratu, np.:

- str. 15, 4 linia od dotu, jest: ,,analizy ptynow biologicznych z wykorzystanie.."”,
powinno by¢: ,,analizy ptynéw biologicznych z wykorzystaniem..",

- str. 20, 10 linia od dotu: podawane sa wyniki badan Tanaki i zesp., ale brak odnos$nika
literaturowego,

- str. 37, linia 8 od gory: brak podanego czasopisma; linia 4 od dotu: brak podanego
zrodha finansowania projektu.
Jednak te drobne biedy, ktore nie sg bledami merytorycznymi, w zadnym stopniu nie
umniejszaja wysokiej jakosci rozprawy doktorskiej.
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Podsumowujac stwierdzam, ze praca doktorska mgr inz. Artura Kotodzieja jest na
bardzo wysokim poziomie merytorycznym i stanowi doskonaty wstep do dalszych badan nad
rozwojem technik pomiarowych z wykorzystaniem spektrometrii masowej z laserowg
desorpcja/jonizacja w obrazowaniu materiatow biologicznych. Pragne podkresli¢, ze jestem
pod ogromnym wrazeniem zakresu badan, uzytej specjalistycznej aparatury, wspotpracy z
osrodkami naukowymi w Kraju i za granicg, udziatu w projektach naukowych oraz dorobku
naukowego jaki Doktorant zgromadzit podczas 4 lat. Te do§wiadczenia prognozuja znakomity
dalszy rozwoj naukowy Doktoranta i samodzielne prowadzenie przez niego prac naukowych w
przysziosci.

Biorac pod uwage powyzsze moja recenzja doktoratu mgr inz. Artura Kolodzieja
jest zdecydowanie pozytywna. Praca spelnia warunki stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w Ustawie - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z 20 lipca 2018 r. art. 187
(Dz.U. 2018 r. poz. 1668 ze zmianami). Dlatego wnioskuje¢ do Rady Dyscypliny Wydzialu
Chemicznego Politechniki Rzeszowskiej o dopuszczenie mgr inz. Artura Kolodzieja do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednocze$nie, biorgc pod uwage bardzo wysoki
poziom merytoryczny rozprawy, szeroki zakres wykonanych badan oraz ich znaczenie
podstawowe i aplikacyjne, a takze dorobek publikacyjny Doktoranta wnioskuje do Wysokiej

Rady o jej wyrdznienie.
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