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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Jankowskiej-Sliwifskiej
Electrochemical detection of psychoactive substances based on DNA intercalation
przedstawionej Radzie Naukowe;j
Instytutu Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej im. M. Natecza PAN w Warszawie.

Promotorem pracy o tytule jak wyzej jest prof. dr hab. inz. Dorota G. Pijanowska o uznanym dorobku i
pozycji naukowej w zakresie czujnikdw chemicznych zaréwno od strony samego mechanizmu generowania
sygnatu analitycznego jak i konstrukcji uktadéw elektronicznych. Ostatnio uprawiana tematyka promotora
lokuje sie coraz blizej analityki biochemicznej i biomedycznej. W pracy doktorskiej mgr inz. Joanny Jankowskiej-
Sliwinskiej wspomniane wyzej elementy czerpig z catoéciowego dorobku macierzystego Zespotu i przyczyniajg
sie do wzbogacenia warsztatu. Dotyczy to przede wszystkim wykorzystania projektowanych i tworzonych w IBIB
PAN narzedzi i technik, ktdre nie ograniczaja sie jedynie do analitycznych zastosowan.

Megr inz. J. Jankowska-Sliwiriska w rozprawie wzieta na warsztat istotny problem praktycznego oznaczania
poziomu psychotropdw stosowanych w przypadku chordb i powiktan psychicznych. Dla leczonych pacjentow
szpitali znaczenie majg nie tylko zaburzenia samoistne, ale tez wywotane przedawkowaniem lekdw. Oproécz
pacjentow problem jest tez wazny dla bezpieczenstwa ogdlnego, szczegdlnie znaczgcego w przypadku
zachowania kierowcéw, a ogdlnie operatoréw sprzetu mechanicznego. Autorka we wstepie przekonuje o
zaletach testow stuzgcych do szybkiego oznaczania/wykrywania substancji biologicznie aktywnych. Zaletg
testow jest nieskomplikowany sposéb i szybkosé wykonywania oznaczen wybranych analitéw oraz niska cena
czujnikdw, nawet jednorazowego uzytku. Dodatkowymi zaletami systemu testow jest stosowanie niewielkich
objetosci prébek i nikte zuzycie odczynnikdw, co przektada sie na troske o ochrone srodowiska. Wreszcie zaletg
takich testéw jest mozliwos$¢ dokonania analiz w miejscu pobierania probek i niekoniecznie w szpitalu. Moze to
miec¢ kluczowe znaczenie dla szybkosci diagnozowania.

Od siebie dodam, ze sposrdd ,testow” wspomaganych aparaturowo te elektrochemiczne sg najbardziej
dostepne, relatywnie tanie, tatwe w obstudze, moga stuzy¢ do oznaczania réznych analitéw, nawet przy bardzo
niskich stezeniach. Dlatego znakomicie nadajg sie do badan (przesiewowych) materiatu biologicznego. Takie
testy w odrdznieniu od powszechnych spektroskopowych mogg by¢ wykorzystane w barwnych roztworach. Z
kolei staboscig testéw jest waski zakres uzytecznych potencjatéw, co moze spowodowac naktadanie sie pikow
dla podobnych uktaddw redoksowych. Ale rozwigzywanie przeciwnosci tkwigcych w naturze analitéw w duzej
mierze zalezy juz od inwencji eksperymentatora. W obszar inwencji badawczej w znacznym stopniu wpisuje sie
recenzowana praca doktorska.

Powyisze refleksje narzucity cel pracy doktorskiej, ktérym byto opracowanie selektywnej metody
oznaczania/wykrywania kilku wybranych substancji, w tym psychoaktywnych. Ambitny cel pracy jest wynikiem
zapatu Doktorantki, wzgledami bezpieczenstwa i potrzebg dyskontowania dorobku Zespotu, w ktérym pracuje.

Po doktadnym przeanalizowaniu stanu wiedzy Autorka z petng Swiadomoscia wyzwan postanowita:

1) zastosowac jako narzedzie analityczne czujniki elektrochemiczne wykonane technika drukowania
bezposredniego do detekcji hybrydyzacji kwaséw dezoksyrybonukleinowych zakotwiczonych na powierzchni
elektrod i

2) wykorzystac selektywnos$¢ oddziatywania wybranych substancji psychoaktywnych, np. z grupy
fenotiazyn i/lub tréjcyklicznych antydepresantéw poprzez zjawiska interkalacji czagsteczek wymienionych
substancji z DNA.

Poczatkowy fragment rozprawy umieszczony na stronach I - XVI obejmuje w j. polskim CEL PRACY, TEZY
PRACY DOKTORSKIEJ — wskazujgce na wiarygodnos¢ zaproponowanego celu, STRESZCZENIE, a w j. angielskim
Contents, List of Abbreviations, List of Symbols i Summary. Nazwy czgstkowe z Contents nie zawsze sg
zachowane w rozprawie. W tej czesci Autorka okresla ramy tez pracy, przyjety obszar eksperymentdw, a przede
wszystkim metody badawcze z podaniem waznych charakterystyk wynikow pomiardw jak zakres wykrywalnosci
czy selektywnos¢ oznaczania analitu, sprawdzania poprawnosci metodyki i dziatania poszczegdlnych urzadzen
zastosowanych w analizie roztworéw wodnych i w serum. Wiele miejsca poswieca Autorka charakteryzowaniu
powierzchni czujnikdw, zjawiskom towarzyszgcym ich modyfikowaniu, zréznicowaniu metod
elektroanalitycznych stuzgcych poprawie selektywnosci procesdw analitycznych.



Gtéwng obserwacjg wynikajacga z testowania metodyki analitycznej jest stwierdzenie (str. XIlI), ze materiaty
z ktérych wykonane sg czujniki w znacznym stopniu wptywajg na parametry oznaczen. Taka obserwacja w
przypadku czujnikdw nie jest nagminnie dyskutowana.

Wstepna czes$¢ rozprawy zajmuje 16 stron, co tacznie z czedcig angielskojezyczng, streszczeniem, spisem
publikacji Autorki i addendami daje catkowita objetos¢ pracy réwng 192 strony. Scisle merytoryczna czeéé
napisana w j. angielskim jest podzielona na rozdziaty. Generalnie rozdziaty majg uktad typowy dla publikacji
(wstep, czesc teoretyczna, czes¢ doswiadczalna z listami odczynnikow, materiatow i aparatury, dyskusja
wynikéw, spis cytowanej literatury, wnioski). Chodzi tu gtéwnie o rozdziaty 3, 5 i 6, ktére sg tekstami prac
wystanych do druku, a obecnie juz opublikowanych. Uwagi z czeéci wstepnej o zakresleniu ram poszczegdlnych
wywodow odnoszg sie rowniez do pozostatych rozdziatéw; bede je pomijat w dalszych rozwazaniach. Kazdy
rozdziat ma integralny przeglad literatury, specyficzne eksperymenty i wnioski wynikajace z doswiadczen.
Wszystkie przeglady literaturowe sg drobiazgowe, licznie cytowane i tchng sSwiezoscig. W wielu miejscach
wazne informacje z literatury sg zebrane w postaci przejrzystych tabel. Tabelaryczne zestawienia dotyczg tez
wynikéw doswiadczen. Ta forma prezentowania bardzo utatwia $ledzenie toku rozwijania tematyki.
Odnosnikéw do literatury jest mrowie. W zasadzie publikacje, na ktére Autorka sie powotuje nie powtarzaja sie
od rozdziatu do rozdziatu.

CHAPTER 1; INTRODUCTION (str. 1-23, zawierajgcy 123 odnosniki do literatury) jest wstepem do
rozwazan prowadzonych w kolejnych rozdziatach. Obejmuje zasady dziatania i klasyfikacje biosensoréow, w
szczegoblnosci zastosowanie metod enzymatycznych i polegajgcych na oddziatywaniu analitéw z DNA. Tej
kluczowej sprawie Autorka poswieca wiele miejsca omawiajac budowe i znaczenie DNA (RNA), rodzaje kwaséw
dezoksyrybonukleinowych (ssDNA, dsDNA), sposoby wigzania ssDNA do powierzchni elektrod ztotych,
hybrydyzacje zakotwiczonych oligonukleotydéw i wreszcie rodzaje oddziatywar/interkalacja substratow z DNA.
Celne jest omdwienie budowy i dziatania biosensordw, ich podziat ze wzgledu na generowanie réznych
sygnatéw, a gtéwnie na elektrochemiczne z dalszym podziatem wedtug rodzaju przetwornika/transduktora.
Oddzielnie, zgodnie z tytutem pracy, i szerzej omoéwione sg biosensory wykorzystujgce DNA do
miedzyczasteczkowej akumulacji analitu. Autorka omawia mechanizmy akumulacji w odniesieniu do wielu
réznych substancji, np. antybiotykdéw antrachinonowych. Tu zwraca uwage na brak szerszych badan
oddziatywania DNA z typowymi lekami psychotropowymi i podkresla, ze poza przypadkami klinicznych
zaburzen po zastosowaniu antydepresantow swg szczegdlnie niebezpieczne, gdy dotykajg operatoréow sprzetu
mechanicznego.

Atrakcyjnos¢ tematu rozprawy podkresla analiza perspektyw rozwoju i majoryzacji rynku biosensoréw.
Dodatbym, ze liczba 0séb zazywajacych psychotropy tez ma tendencje wzrostowa.

Dojrzaty przeglad literatury wymienia az 123 publikacje, w wiekszosci bardzo aktualne i starannie
wytowione sposréd morza innych doniesien literaturowych. Cytowana literatura wyczerpuje opis tta i celow
pracy. Literatura oddzielnie zebrana po kazdym rozdziale niewatpliwie utatwita Autorce prace redakcyjne, a
czytelnikowi poruszanie sie po bogato przywotywanych odnosnikach.

CHAPTER 2, MATERIALS AND METHODS (str. 24-47; 9 przywotanych publikacji) jest niemal najwazniejszg
czescig rozprawy. Zawiera przede wszystkim doktadny opis ,drukowania” czujnikdw z uzyciem wtasnych
rozwigzan aparaturowych. Doktadnie omdéwione sg czujniki trojelektrodowe (kazda elektroda z innego
materiatu), sposoby badania jakosci warstw wytwarzanych metodg sitodruku i wykonanych przez robota.
Powtarzalno$¢ wtasciwosci w ostatnim przypadku jest najlepsza.

Kluczowa role w dalszych badaniach petnig czujniki ze ztotg elektrodg pracujaca, wtasciwie jedyng, na
ktérej mozna zakotwiczy¢ monomolekularne warstwy tioli, w tym , tiolowane” oligonukleotydy, a nastepnie
zablokowadé pozostate wolne miejsca matoczgsteczkowym tiolem. Powierzchnie ztotych elektrod przed
immobilizacjg tioli oczyszczano i polerowano (stabilizowano). Stosowano tez metode oczyszczania
elektrochemicznego. Jakos¢ powierzchni modyfikowanej elektrody ztotej zostata zbadana z zastosowaniem
pomiaru katow zwilzania, widm w podczerwieni z transformacjg Fourier’a i widm refleksyjnych UV-Vis, ktére
postuzyty takze do rozréznienia ssDNA i dsDNA zaréwno w roztworze jak i na powierzchni elektrody. W
pofaczeniu z badaniami woltametrycznymi metody te postuzyty Autorce do petnej kontroli proceséw
prowadzonych na czujniku.



Dla potwierdzenia poprawnosci pracy czujnikéw i wyskalowania metody pomiarowej Autorka
przeprowadza eksperymenty z udziatem roztwordw wzorcowych, z wyznaczaniem selektywnosci i granicy
wykrywalnosci.

Obok prac prowadzacych do uzyskania jakosciowo dobrych czujnikéw rozdziat zawiera krétkie i jasne
wytozenie konsekwencji rownania Nernsta (str. 38) dla réznych technik elektroanalitycznych (LSV-linear sweep
woltametry, DPV-differential pulse woltametry) i ich specyfike w zakresie analiz ilosciowych, selektywnosci
oznaczen, odwracalnosci procesow i zaleznosci od stezenia analitu. Te specyficzne cechy woltametrii zostaty
przez Doktorantke z dobrym skutkiem wykorzystane w kolejnych rozdziatach.

Poznane wiasciwosci czujnikdw wykorzystata Autorka do opracowania elektrochemicznego oznaczania
zasad nukleinowych, sposoboéw stwierdzania zjawiska interkalacji i oznaczania substancji psychoaktywnych. W
powyzszych procedurach wazng role odegraty badania selektywnosci, granicy oznaczalnosci i korelacja z
wynikami uzyskanymi metodami spektroskopowymi.

W tym miejscu pragne podkresli¢ bardzo staranny opis wszystkich czynnosci poprzedzajacych prace scisle
analityczne. Ta uwaga dotyczy wszystkich opiséw i wszystkich rozdziatéw, a sg one kwantyfikatorami jakosci
prowadzonych eksperymentdw.

CHAPTER 3. COMPARISON OF ELECTROCHEMICAL DETERMINATION OF PURINE AND PYRIMIDINE BASES
ON CARBON, GRAPHITE AND GOLD ELECTRODES (str. 48-78; 82 odnosniki do literatury). W rozdziale Autorka
wpierw dokonuje przegladu gtéwnie elektrochemicznych metod wykrywania i oznaczania puryn i pirymidyn, ale
z licznymi odniesieniami do innych technik, np. elektroforezy kapilarnej, spektrometrii mas, HPLC i HPLC/MS,
metod chromatograficznych, spektroskopii Ramana, IR z metodami refleksyjnymi, metod rentgenowskich,
chemiluminescencji, spektroskopii impedancyjnej, rezonansu Rayleigh’a. Omawiajgc metody elektrochemiczne
Autorka odnosi sie do materiatéw z ktorych wykonane sg elektrody, w tym elektrody modyfikowane, elektrody
o roznej wielkosci, modyfikowane weglikiem krzemu, modyfikatorami organicznymi, nanomateriatami,
materiatami kompozytowymi, przewodzgcymi polimerami, ich kombinacjami, np. z cyklodekstryng,
ftalocyjaninami, itd. Wymieniam umyslnie przywotywane techniki analityczne aby ukaza¢ jak drobiazgowo
Autorka przeanalizowata literature.

Powyzszy przeglad wpisuje sie w problem oznaczania zasad purynowych i pirymidynowych w
jednoniciowych i dwuniciowych DNA, ze wzgledu na zaktdcenia, spowodowane podobienstwem el-
chemicznych wtasciwosci do fragmentow uszkodzonego DNA. Autorka wspomina tez o elektrodzie rteciowej,
ktora jest Swietnym narzedziem, ale toksycznos¢ stanowi istotne ograniczenie jej stosowania.

Istotng czescig rozdziatu jest poréwnanie metod wykrywania/oznaczania zasad purynowych i
pirymidynowych. Po wprowadzeniu korekt linii podstawowej i z zastosowaniem réznych procedur
analitycznych Autorka przedstawia znakomite woltamogramy ukazujgce réznice w liczbie i wartosciach
potencjatow redoksowych, a nastepnie demonstruje wykrywanie i oznaczanie tych zasad w mieszaninach i na
elektrodach z réznych materiatéw. Granice wykrywalnosci adeniny, guaniny, cytozyny i tyminy mieszczg sie w
granicach od 7,4'10” do 1,3'10°° M, a czutoéci od 39,8 do 3.0 nA/uM). Rozdziat zaopatrzony jest takze w
tabelaryczne zestawienia zaréwno procedur jak i charakterystyki analiz, tacznie z uwzglednieniem btedu
pomiaréw. Rozdziat koriczy ukazanie przebiegu identyfikacji zasad nukleinowych w mieszaninie. Wykrywalnosci
zasad lezg w granicach stezen 10°-10" M przy dobrych nachyleniach charakterystyk. Dalsze woltamogramy
znajdujg sie w Apendyksie do tego rozdziatu umieszczone na koncu rozprawy.

CHAPTER 4. IMMOBILIZATION AND HYBRIDIZATION OF DNA (str. 79-107; 105 odnos$nikow do literatury)
napisany jest w formie publikacji. Zawiera typowe dla manuskryptu wprowadzenie, cze$¢ doswiadczalng z listg
materiatéw, przygotowaniem czujnikow i uzytg aparaturg. Czes¢ eksperymentalna opisuje immobilizacje
»tiolowanego” ssDNA, maskowanie wolnej powierzchni ztota matoczgsteczkowym tiolem, a potem
hybrydyzacje z komplementarnym ssDNA. Autorka sledzi powyzsze procesy stosujgc jako wskaznik uktad redoks
zelazo/zelazicyjanek potasu, poprzez reakcje selektywnego utleniania i metody z zastosowaniem
interkalujgcych barwnikéw, jako metod najbardziej dopasowanych do charakteru i dalszych rozdziatéw
rozprawy. Szczegdlnie wazne jest tu zastosowanie redoksowego btekitu metylenowego nalezgcego do grupy
fenotiazyny czy barwnika Hoechst 33258, co w kolejnych rozdziatach daje podstawe do stwierdzania interkalacji
lekow psychotropowych. Do $ledzenia immobilizacji, hybrydyzacji i interkalacji referencyjnie zastosowano FTIR
i refleksyjng spektroskopie UV-Vis. Zasadniczg wtasciwosciag modyfikowanej elektrody jest szybka akumulacja
redoksowego materiatu na monomolekularnej warstwie dsDNA. Zapewnia to zblizenie analitu do powierzchni



elektrody, co przektada sie na wzrost wielkosci sygnatu analitycznego. Warunki immobilizacji i hybrydyzacji
Autorka zoptymalizowata na grupie 30 czujnikéw.

Poréwnujac opracowang metode Autorka stusznie stwierdza, ze literaturowe metody wykrywania
hybrydyzacji DNA sg zdecydowanie wolniejsze (elektroforeza, techniki membranowe).

CHAPTER 5. DNA INTERACTION-BASED BIOSENSOR FOR IMIPRAMINE DETERMINATION (str. 108-138; 78
pozycji literaturowych). Rozdziat ma réwniez uktad typowy dla manuskryptu publikacji. Zaczyna sie od wstepu
teoretycznego o zastosowaniach imipraminy (Torfanilu) ze szczegéinym podkresleniem ubocznych efektéw
leczenia. Te efekty sg potegowane produktem biodegradacji imipraminy (desipraminy) i jednoczesnym
przyjmowaniem amfetaminy. Na owadach stwierdzono oddziatywanie tego specyfiku z dsDNA powodujaca
genotoksycznosé, a uboczne reakcje po zazyciu uniemozliwiajg kierowcom prowadzenie pojazdéw. Wnioskiem
jest koniecznos¢ analizowania zawartosci imipraminy albo w osoczu krwi, surowicy, moczu albo Slinie.

Autorka omawia znane metody instrumentalne oznaczania imipraminy: HPLC, HPLC/MS, GC, GC/MS,
spektrofotometria, elektroforeza kapilarna (CE) lub CE/MS z krétka ale rzeczowg dyskusjg tych metod. Jak
wida¢, aparatura stosowana w innych pracowniach jest droga, a czesto bardzo skomplikowana. Natomiast w
metodach elektrochemicznych stosowano GCE, elektrody weglowe, z pasty weglowej, réwniez
funkcjonalizowanej, elektrody z dotowanego borem diamentu, z kompozytéw nano-glinek, platynowe, ztote,
ITO i ITO dotowane nanoczgstkami i wreszcie polimerowe z wdrukowanymi wzorcami molekut.

Na GCE i elektrodach z pasty weglowej po pre-akumulacji analitu granica wykrywalnosci wynosi
1.5x10° M. Te granice mozna dalej obnizy¢ stosujgc modyfikowang paste elektrodowg. Metody dajg sie
udoskonali¢ poprzez zastosowanie DNA, cyklodekstryn i polimerdw tych makrocyklicznych zwigzkéw, co
utatwia pre-akumulacje na elektrodzie.

Jako catkowite novum do detekcji/oznaczania imipraminy Autorka zastosowata chemicznie zakotwiczong
na ztotej elektrodzie monomolekularng warstwe uneicosa-dsDNA. Warstwa sprzyja szybkiej pre-akumulacji /
interkalacji analitu (optymalnie 2 minuty) i zwieksza amperometryczny sygnat. Pomiaréw dokonywano metoda
LSV i DPV na ztotych elektrodach o czystej (bare) powierzchni i modyfikowanej DNA o mieszanej sekwencji
zasad. Pierwsza metoda jest nieselektywna; ta druga data znacznie lepsze i selektywne wyniki. Sg one
zestawione w tabelach na str. 124 i 126. Wyniki w tym rozdziale s3 ilustrowane wybranymi oznaczeniami z
podaniem statystycznego rozrzutu. Kwintesencjg rozdziatu jest charakterystyka selektywnosci oznaczen
réznych redoksowych analitdow metodg LSV i DPV. Réznicowa woltametria pulsowa okazata sie najlepsza, a jej
czuto$c jest rowna 3,44 pA/uM. Ten fragment pracy koriczy dyskusja wad i zalet opracowanej metody w
poréwnaniu z metodami opublikowanymi. Najnizsza granica wykrywalnosci imipraminy to 1,6 x 10” M. Dalsze
poréwnania znajdujg sie w Tabeli 5.2 na str. 126.

Rozdziat przynosi tez poréwnanie wtasciwosci sorpcyjnych (interkalacyjnych) elektrod ztotych
modyfikowanych DNA z mieszanymi zasadami i polinukleotydami o jednolitym sktadzie zasad. Poréwnanie
najlepiej jest widoczne na rys. 5.9. Ten wynik unaocznia i potwierdza interkalacje w rejonie okreslonych zasad
purynowych/pirymidynowych w DNA.

Czujniki z immobilizowanymi oligo-dsDNA zostaty scharakteryzowane metodami jak opisano to w
poprzednim rozdziale. Dla modyfikowanych czujnikdw interesujace jest przesuniecie potencjatéw utlenienia w
kierunku bardziej dodatnich.

W badaniach o wiekszej zdolnosci aplikacyjnej Autorka zastosowata matryce w postaci ptodowej surowicy
bydlecej sprawdzajgc stosowalno$¢ opracowanej metody do oznaczania imipraminy w biomateriale.

W konkluzji Autorka stwierdza, ze oznaczanie imipraminy jest mozliwe tylko na elektrodzie ztotej z
immobilizowanym DNA. Zakres odpowiedzi elektrody pokrywa sie z terapeutycznym zakresem stezen dawki
rownej 14.4x10° M dla objetosci krwi rownej 5 |. Dla pacjentéw hospitalizowanych dzienna dawka to 100 — 200
mg, czyli 7.2x10” - 14.4x10° M, a granica wykrywalnosci jest rzedu 6x10° M. Dla mono-GC sygnat jest 3,6 razy
mniejszy niz dla mieszanej-dsDNA, a dla mono-AT-DNA brak jest piku utlenienia. Metoda jest selektywna w
stosunku do najczestszych substancji interferujacych, to jest kwasu askorbinowego i acetaminofenu.

CHAPTER 6. DNA INTERACTION-BASED BIOSENSOR FOR CHLORPROMAZINE DETERMINATION (str. 139-
162; 55 pozycji literatury) poswiecony jest metodzie oznaczania chloropromazyny (Thorazine, Chlorazin,
Fenactil, Largactil), psychotropu z grupy fenotiazyn. Jest to najwazniejszy specyfik stosowany w leczeniu i w
opiece psychiatrycznej. Dla kierowcow jest niebezpieczny w dawce juz okoto 75 mg/dzief. Znane metody
oznaczania tego preparatu polegajg na wykorzystaniu chromatografii, elektroforezy, metod optycznych. W



literaturze jest tylko kilka wzmianek o czujnikach elektrochemicznych dla zwigzkéw z grupy fenotiazyny i ich
pochodnych. Jako materiat elektrod wykorzystuje sie wegiel, wegiel szklisty, wieloscienne nanorurki weglowe z
modyfikatorami albo z niespecyficznie zaadsorbowanym DNA i kombinacje pasty grafitowej z cieczg jonowg
jako pokrycia elektrod ztotych. Ponadto stosuje sie pomiar impedancji piezoelektrycznej na krysztale kwarcu z
DNA zaadsorbowanym na MWCNTSs na elektrodach ztotych.

Inspirowana poprzednimi wynikami Autorka w czesci eksperymentalnej wykorzystuje czujniki z elektroda
ztotg modyfikowang oligonukleotydami o mieszanych zasadach i z czystg ztotg powierzchnia. Ten pierwszy
czujnik ma wyzsze powinowactwo do chloropromazyny na skutek interkalacji, co zwieksza czutos$¢ i
selektywnos¢ metody oznaczania. Elementy analizy sg takie same jak w poprzednich rozdziatach. Tak jak
poprzednio Autorka wybrata dwuminutowy czas pre-akumulacji i pomierzyta zakres liniowy krzywej wzorcowej,
czuto$é, granice oznaczalnosci itd. dla chloropromazyny i perfenazyny (Trilafonu). Na str. 151 jest tabelaryczne
zestawienie metod i parametréow analitycznych dla szeregu metod oznaczania fenotiazyn i na réznych
elektrodach. Kolejne informacje o wptywie struktury DNA zwigzanego z elektrodg ztotg na krzywe kalibracyjne
przynosi rys. 6.6 na str. 152. Czuto$¢ sensora z mieszanym DNA wynosi 60 nA/uM, dla mono-GC-DNA wynosi 30
nA/uM, a dla mono-AT-DNA wynosi zaledwie 2 nA/uM. W odrdznieniu od analiz z poprzednich rozdziatéw jest
interesujace, ze lepsze wyniki oznaczen chloropromazyny uzyskuje sie metoda LSV niz DPV.

Oznaczenia chloropromazyny na czystej ztotej elektrodzie majg jeszcze inng wade, polegajaca na matej
selektywnosci w poréwnaniu z kilkoma substancjami interferujgcymi. Odréznienie chemicznie pokrewnych
materiatéw, to jest imipraminy i chloropromazyny jest mozliwe, gdyz w metodzie LSV pierwszy lek nie jest
widoczny. Zestawienie rezultatéw badan selektywnosci kwasu askorbinowego, imipraminy, chloropromazyny i
paracetamolu metodg LSV znajduje sie na str. 157, w Tabeli 6.3 i na rys. 6.10.

Pomiary przeprowadzone na serum bydlecym potwierdzity mozliwos¢ oznaczania chloropromazyny przy
stosowanych dziennych dawkach 75 mg na dobe na pacjenta.

CHAPTER 7. CONCLUSIONS (str. 163- 167; liczba cytowanych artykutow 8). To podsumowanie jest
niezalezne od czastkowych konkluzji zamieszczonych w koicowej czesci kazdego rozdziatu. Wylicza ono
najwazniejsze osiggniecia Autorki, o ktérych staratem sie nie zapomnie¢ w przedtozonej recenzji.

Rozprawa doktorska jest napisana w jezyku angielskim z polskim ttumaczeniem obejmujgcym CEL PRACY,
STRESZCZENIE i jeszcze kilka wybranych fragmentéw. Do nich nalezg informacje o finansowaniu pracy z
nastepujgcych zrodet:

Projekt kluczowy, wspétfinansowany przez UE z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego o nazwie:
MIKRO- I NANO-SYSTEMY W CHEMII | DIAGNOSTYCE BIOMEDYCZNEJ

Witasny projekt badawczy finansowany przez Narodowe Centrum Nauki, w ramach grantu PRELUDIUM

W trakcie opracowywania rozprawy Autorka uzyskata STYPENDIUM DLA DOKTORANTOW Biocentrum
Ochota, finansowanego ze srodkow Europejskiego Funduszu Spotecznego w PROGRAMIE KAPITAL LUDZKI.

Oceniajac catosc stwierdzam, ze Autorka opracowata skuteczniejsze od dotychczasowych metody
oznaczania wybranych substancji, w tym psychotropowych. Metody sg obiektywne, a ich walory zostaty
potwierdzone badaniami statystycznymi, poprzez wyznaczenie selektywnosci, granicy wykrywalnosci i czutosci.
Metody zostaty wsparte szeregiem nieelektrochemicznych metod badawczych. Zaproponowane materiaty
czujnikowe zostaty wybrane sposréd nowych konstrukcji opracowanych w zespole NB IBIB PAN. Pomyst
wykorzystania oligomeréw DNA jako interkalatoréw analitéw wpisuje sie doskonale w utrzymujace sie od
niejakiego czasu trendy polegajgce na zastosowaniu tego biomateriatu w wielu dziedzinach wiedzy, nie tylko w
analityce.

Chciatbym podkresli¢ bardzo dobre opracowanie literaturowe, znakomite rysunki i doskonaty warsztat
analityczny. Trzeba tez z naciskiem podkresli¢, ze opracowana metoda moze by¢ wzglednie tatwo
zaadoptowana do praktycznego stosowania, to jest do wykrywania psychotropow w ptynach ustrojowych.

Znaczna czes¢ pracy zostata przedstawiona na miedzynarodowych konferencjach i wydrukowana w
materiatach zjazdowych i w czasopismach o raczej nieznacznym obiegu. Do tej pory w sumie Autorka
opublikowata 12 prac, z ktérych 5 z lat 2010-2015 zamieszczonych w Przeglgdzie Elektrotechnicznym w ocenie
MNIiSW zastuguje na 79 punktéw. Szkoda, ze do tej pory nie zostaty opublikowane trzy najwazniejsze rozdziaty
pracy wystane do druku w czasopismach o wiekszej randze. Warto jeszcze powiedzieé, ze mgr inz. J. Jankowska-



Sliwiriska z okresu pracy w Instytucie Chemii Organicznej PAN opublikowata 6 prac z zakresu chemii organicznej
w czasopismach o bardzo wysokim IF.

Przy catej redakcyjnej starannosci praca nie jest pozbawiona nielicznych zresztg usterek

Wymienie tu tylko kilka, aby udowodnié, ze starannie wykonatem zlecenie Rady Naukowej IBIB PAN.

| tak na str. XIV podane ,fizjologiczne” stezenie chloropromazyny we krwi w granicach (7.2 + 14.4)0105 M lekko liczac
jest nierzeczywiste. Dotyczy to jednak tylko wersji polskojezycznej. Pomijam tu stawianie kropek w miejsce przecinkéw w
zapisie utamkow dziesietnych, co nie powinno mieé miejsca w tekscie polskim.

Str. 82: co to jest poly(dG) poly (dC) immobilizowane na GCE; skrét pochodzi z literatury?

Na rys.5.13a stezenia imipraminy podane sg w nanomolach, a pod rysunkiem stezenia sg 1000 razy wieksze.

Str. 127: zatozenie, ze skutkiem podobienstwa imipraminy i fenotiazyny ich ,,adsorpcja/interkalacja” zachodzi w takim
samym stopniu nie musi by¢ prawdziwe.

Str. 132. Opis oznaczania imipraminy w ptodowej surowicy bydlecej nie jest jasny. Zaczyna sie od nM, a pod rysunkiem
sg UM. Nachylenia sg normalne?

Rys. 5.13a, po rozcienczeniu nie wiadomo jakie jest stezenie (M). Sprawe wyjasniajg dopiero dwie linie tekstu na str.
133.

Str. 141, rys. 6.1: Schemat reakcji utleniania chloropromazyny. Tu tworzy sie sulfotlenek a nie sulfon.

Tu pytanie, czy powierzchnie ztota trzeba czysci¢/polerowac przed kazdym eksperymentem?

Dwukrotnie podany jest symbol Oxidation peak current ipg i iy

Angielski jest na ogdt poprawny: narracja prosta, ale miejscami nieco zawita, np. dét str. XIl. Osobiscie zwiekszytbym
liczbe przedimkow nieokreslonych. Zawsze uscislajg tekst.

Podsumowujac recenzj¢ stwierdzam, ze rozprawa z wyraznym nadmiarem spetnia wymagania
stawianym pracom doktorskim przez Rade Naukowa IBIB PAN oraz kryteria sformutowane w
Ustawie o tytule i stopniach naukowych z dnia 14 marca 2003 roku ze zmianami (Dz.U. z 2005 r., nr
164, poz. 13651 Dz.U. z 2011 r., nr 84, poz. 455). Wnoszg wigc do Rady Instytutu Biocybernetyki i
Inzynierii Biomedycznej PAN im. Prof. M. Natecza w Warszawie o dopuszczenie mgr inz. Joanny
Jankowskiej-Sliwinskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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