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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Paziewskiej-Nowak

pt: ,Label-free methods of lactoferrin determination using new selective DNA-based
bioreceptor”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki
Paziewskiej-Nowak pt. ,Label-free methods of lactoferrin determination using new
selective DNA-based bioreceptor’” wykonana zostata w Instytucie Biocybernetyki i
Inzynierii Biomedycznej im. Macieja Natecza Polskiej Akademii Nauk w Warszawie,
pod kierunkiem Pani prof. dr hab. inz. Doroty Pijanowskiej oraz @pieka promotora
pomocniczego, dr inz. Marcina Urbanowicza.

Obserwowany w ostatnich latach intensywny wzrost liczby publikacji dotyczgcych
sensoréw chemicznych jest z jednej strony odpowiedzig na zapotrzebowanie na
niewielkie urzadzenia analityczne, przeksztatcajgce informacje chemiczng na sygnat
analityczny. Z drugiej strony rozwéj sensoréw jest mozliwy dzieki dostepnosci
nowoczesnych materiatdbw i receptoréw, ktére zastosowane w umiejetny sposob
prowadzg do poprawy parametréow pracy konstruowanych urzadzen. Bardzo
efektywng metodg poprawy parametréw pracy sensoréw chemicznych, a w gtéwnej
mierze ich selektywnos$ci, jest zastosowanie w warstwie receptorowej sktadnikéw
pochodzenia biologicznego. Szczegodinie ciekawg grupg biosensordw sg sensory
DNA, stuzace najczesciej do okreslania sekwencji nukleotydowej badanej nici DNA,
co jest szczegdlnie istotne w diagnostyce choréb nowotworowych i genetycznych,
okreslaniu rodzaju patogenu wywotujgcego chorobe, a takze w $ledzeniu zywnos$ci
modyfikowanej genetycznie. Bardziej niekonwencjonalnym zastosowaniem
biosensoréw DNA jest oznaczanie innych analitéw, takich jak np. biatka. Przedtozona
mi do recenzji rozprawa doktorska dotyczy opracowania sensoréw zawierajacych w
warstwie receptorowej odpowiednio dobrane fragmenty DNA, przeznaczone do
oznaczania waznego klinicznie biatka — laktoferyny. Badania te znakomicie wpisuja sie
w aktualne trendy badawcze dotyczgce analityki klinicznej, a szczegdlnie sensoréw do
nieinwazyjnego wykrywania choréb.



W dalszej czesci recenzji przedstawie mojg opinie dotyczacg zaréwno strony
redakcyjnej, jak i wartoSci merytorycznej pracy doktorskiej mgr inz. Agnieszki
Paziewskiej-Nowak.

Ocena ukiadu, jezyka oraz opracowania redakcyjnego rozprawy

Praca doktorska ma uktad zblizony do klasycznego, rozpoczyna sie bowiem
streszczeniem w dwu jezykach, abstraktem graficznym (co jest raczej rzadkie w
pracach doktorskich), lista skrétéw i symboli oraz krétkimi rozdziatami zawierajgcymi
wstep, cel pracy i jej gtdwne tezy oraz zakres prowadzonych badan. Te trzy rozdziaty
bardzo dobrze wprowadzajg czytelnika w tematyke rozprawy. W dalszej kolejnosci
nastepuje wstep literaturowy, opisujacy budowe i role fizjologiczng laktoferyny oraz
sposoby jej oznaczania, a takze tematyke rozpoznania molekularnego w
biosensorach. Informacje zawarte w czesci literaturowej pracy w bardzo dobry sposéb
przedstawiajg tematyke pracy. Doktorantka przedstawita jedynie zagadnienia istotne
dla rozprawy, co pozwolito ograniczy¢ te czes¢ pracy do rozsadnych 35 stron.
Nastgpnie znajduje sie¢ cze$¢ eksperymentalna, podzielona na dwa rozdziaty,
dotyczace materiatéw i aparatury oraz metodologii badan. Rozdziat zatytutowany
,Methodology” jest dos¢ dtugi, zawiera bowiem, oprocz faktycznej metodologii
prowadzenia badan, liczne odniesienia do literatury, noszace cechy kontynuacji
wstepu literaturowego. Nie jest to chyba najlepszy ukiad, poniewaz czytelnik moze
mie¢ problem ze znalezieniem sposobu prowadzenia interesujgcego go w danej chwili
eksperymentu. By¢ moze korzystniejsze byloby umieszczenie catej dyskusii literatury
we wstepie literaturowym a metodyki pomiaréw bezposrednio przed wynikami, co
pozwolitoby na wyeliminowanie rozdziatu ,Methodology”. Niewatpliwie taki uktad bytby
bardziej intuicyjny dla czytelnika. Kolejne rozdziaty zawierajg wyniki poszczegélnych
projektéw badawczych, realizowanych przez Doktorantke. W oddzielnym rozdziale
umieszczono dyskusje wynikow, co jest moim zdaniem rozwigzaniem nienajlepszym,
ale w recenzowanej pracy sprawdza sie dobrze dzieki jej monotematycznosci. Prace
zamykajg: wnioski wraz z perspektywa dalszych badan, listy rysunkéw i tabel,
obszerny (zawierajgcy 261 pozycji) spis cytowanej literatury oraz wykaz dorobku
naukowego Doktorantki.

Praca napisana jest poprawnym jezykiem a ilo$¢ literéwek, skrotéw myslowych
oraz btedow jezykowych jest bardzo niewielka. Nalezy podkreslié, ze rozprawa zostata
przygotowana w jezyku angielskim. Chyba jedynym wiekszym btedem edytorskim,
ktory dostrzegtem, jest powtérzenie fragmentu tekstu na str. 114-115.

Ocena merytoryczna rozprawy

Badania opisane w recenzowanej rozprawie doktorskiej obejmujg cztery projekty.
Nalezy podkreslic, ze wszystkie one sg ze sobg $cisle powigzane, przez co tematyke
realizowanych prac nalezy uzna¢ za bardzo spojng. Wszystkie opisane prace
zmierzajg do opracowania sensora przeznaczonego do oznaczania laktoferyny,
mozliwego do zastosowania w analizie prébek klinicznych.

Pierwszy projekt opisany w recenzowanej pracy dotyczy wyboru sekwencji DNA
wykazujgcej podwyzszong selektywnos¢ oddziatywania z laktoferyng i charakteryzagii
tego oddziatywania. Gtéwng technikg badawczg stosowang w tej czesci pracy byty
pomiary powierzchniowego rezonansu plazmonowego. Szczegdtowo zbadano wplyw
warunkow pomiarowych na immobilizacie DNA oraz na oddziatywanie DNA-
laktoferyna. Analizowano zaréwno kinetyke, jak i termodynamike tworzenia sie
komplekséw DNA z badanym biatkiem na powierzchni przetwornika SPR. W koricowej
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fazie projektu zbadano selektywno$¢ wigzania roéznych biatek przez wybrang
sekwencje DNA, przy czym stosowane interferenty zostaty wybrane w sposéb
przemyslany. Na podstawie wynikéw pomiaréw SPR wzorcéw o réznych stezeniach
laktoferyny przygotowano krzywe kalibracji, wykazujac wyzszo$é sekwencji dsDNA o
dtugosci 72 bp nad sekwencjg o dtugosci 23 bp jako receptora. Nalezy stwierdzié, ze
w ramach pierwszego z opisanych projektéw zrealizowano bardzo szerokie badania,
ktorych wyniki pozwolity na wybér receptora w postaci sekwencji DNA o wysokiej
selektywnoéci wobec badanego analitu oraz na zoptymalizowanie sposobu
przygotowywania warstwy receptorowej docelowego sensora. Na uwage zastuguje
dogtebna analiza fizykochemiczna oddziatywania DNA z laktoferyna.

Wyniki powyzszych badan zostalty wykorzystane w kolejnym projekcie,
dotyczgcym opracowania elektrochemicznego sensora do oznaczania laktoferyny. W
poczatkowej fazie badari Doktorantka nadal wykorzystywata jednak technike SPR do
zoptymalizowania warstwy receptorowej z receptorem w postaci dsDNA. Dodatkowo
przeprowadzono badania FTIR oraz pomiary kata zwilzania. Po tej wstepnej czesci,
przystgpiono do pomiaréw elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej. Na
podstawie szczegGtowej analizy parametrow uzyskanych w  pomiarach
elektrochemicznych przygotowano krzywe kalibracji dla laktoferyny, przy czym
ponownie sensor zmodyfikowany sekwencjg DNA o ditugosci 72 bp dat lepsze
parametry analityczne w poréwnaniu do sekwencji o dtugosci 23 bp. Przeprowadzona
zostata rowniez ocena stabilnosci sensoréw podczas ich dtugoterminowego
przechowywania.

W kolejnym rozdziale opisane zostaty wyniki analiz laktoferyny w prébkach $liny
ludzkiej z wykorzystaniem opracowanych wczeséniej sensoréow elektrochemicznych.
Badaniami objeto prébki pobrane od trzech osob, w tym jednej chorej na chorobe
Lesniewskiego-Crohna, ktérej markerem jest podwyzszone stezenie laktoferyny w
slinie. Istotnie, probki te charakteryzujg sie znacznie wyzszym stezeniem laktoferyny
w poréwnaniu do prébek pobranych od oséb zdrowych. Jako techniki poréwnawcze
zastosowano sensor SPR oraz komercyjny zestaw ELISA, przy czym wyniki
otrzymane przy zastosowaniu wszystkich metod wykazywaty akceptowalng zbieznosé.
Co istotne, zakres prostoliniowy krzywej kalibracji opracowanego sensora
elektrochemicznego pokrywa sie ze stezeniami fizjologicznymi tego zwigzku w $linie
cztowieka, istnieje wigc mozliwos¢ zastosowania opracowanych urzadzen w analizie
klinicznej.

Ostatni projekt opisany w rozprawie doktorskiej jest nieco odmienny tematycznie,
dotyczy bowiem préb opracowania sensoréw do oznaczania laktoferyny opartych na
innych niz DNA receptorach. Badaniami objeto warstwy receptorowe wytworzone z
przeciwciat oraz polimeréw wdrukowywanych molekularnie. W przypadku sensoréw
wykorzystujacych przeciwciata osiagnieto pozytywne wyniki, udato sie nawet otrzyma¢é
krzywa kalibracji, cho¢ o do$¢ waskim zakresie odpowiedzi liniowej. Badania nad
sensorami z polimerami wdrukowywanymi molekularnie nie przyniosty pozytywnych
wynikow, nalezy uzna¢ je wiec za bardzo wstepne, co zresztg podkresla w rozprawie
Doktorantka.

Podsumowujgc, nalezy stwierdzié, ze recenzowana rozprawa doktorska ma
zarowno istotny aspekt poznawczy, jak i bardzo duzg warto$¢ praktyczng. Wskazano
nowy receptor selektywny wobec laktoferyny, scharakteryzowano szczegétowo
wzajemne oddziatywanie tych czasteczek, przeprowadzono réwniez badania nad
optymalizacjg sktadu warstw receptorowych DNA, ktére moga by¢ istotne dla innych
badaczy, opracowujgcych podobne sensory. Jesli chodzi o aspekt praktyczny, to
zoptymalizowany sensor elektrochemiczny moze by¢ w przyszio$ci zastosowany do
oznaczania laktoferyny w prébkach klinicznych, co moze utatwi¢é wykrywanie
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niektorych  choréb. Parametry analityczne sensoréw zostaty prawidiowo
scharakteryzowane, a ich prawidlowe dziatanie potwierdzono przez poréwnanie
wynikéw otrzymanych z ich wykorzystaniem z innymi technikami analitycznymi, przy
czym analizowano zaréwno probki sztuczne, jak i rzeczywiste.

Jako$¢ wykonanych przez mgr inz. Agnieszke Paziewska-Nowak badan oraz
sposob ich opisu oceniam bardzo wysoko. Jednakze, na recenzencie cigzy takze
obowigzek wytkniecia Autorce niedociggnieé pracy. Dlatego tez ponizej wymieniam
swoje uwagi do niniejszej rozprawy proszac, aby Doktorantka w czasie obrony
rozprawy ustosunkowata si¢ do nastepujacych kwestii:

e str. 34: "Aptamers (...) are designed and produced through a process called
SELEX...". Takie stwierdzenie moze wywotaé w czytelniku przeswiadczenie, ze
wytworzenie sekwencji aptamerowej wymaga za kazdym razem uzycia metody
SELEX. Jest to oczywiscie nieprawda, metoda ta stuzy jedynie do znalezienia
fragmentu kwasu nukleinowego selektywnego wobec danej substancji, a po
opublikowaniu jego sekwencji kazdy badacz moze zlecié synteze aptameru w
jednej z firm oferujgcych takie ustugi i wykorzystaé ja w swoich pracach. Nie jest
to ani szczegdinie kosztowne ani czasochtonne, co sugeruje fragment na stronie
41: ... SELEX protocol needs to be employed to synthesize aptamers, which still
results in a multistep process of aptamer fabrication”.

e str. 40: W opisie procesu SELEX pojawia sie informacja, ze celem molekularnym
aptameréw moze by¢ sekwencja komplementarna. Czy istotnie sg publikacje
pokazujace takie zastosowanie SELEXu? Wydaije sie, ze w celu wykrycia kwasu
nukleinowego o danej sekwencji wystarczy wiedza o komplementarnosci par
zasad azotowych.

e str. 411 w rozprawie doktorskiej warstwy receptorowe z polimeréw
wdrukowywanych molekularniemsamokreslane ‘jako ibiomimetyczne. Chciatbym
prosi¢ o uzasadnienie takiego stwierdzenia.

* str. 46: na rys. 11 do detekcji laktoferyny wyr6zniono metody: instrumentalne,
optyczne i elektrochemiczne. Zazwyczaj metody optyczne i elektrochemiczne sg
réwniez okreslane metodami instrumentalnymi, prositbym wiec o uzasadnienie
takiego podziatu. Zwracam uwage, ze wéréd metod »instrumentalnych”
wymienione sg techniki rozdzielania (z r6znymi formami detekcji), moze wiec taka
nazwa bytaby lepsza.

* str. 86. przy omawianiu stabilnosci DNA pada stwierdzanie, ze jest on odporny na
temperature ,up to 40”. Brak tu jednostki, domyslam sig, ze chodzi o stopnie
Celsjusza. DNA jest jednak stabilne i w wyzszych temperaturach, typowo
temperatura topnienia DNA jest w zakresie 70-90 °C. Prositbym Doktorantke, aby
wyjasnita co miata na mysli piszac o stabilnosci temperaturowej DNA.

e str. 92: okre$lenia: ,...reaserchers used...” oraz , Their goal was to...” przy opisie
wynikow wiasnych Doktorantki sg raczej nienaturalne, chciatbym sie wiec upewnig,
ze narys. 21 sg wyniki prac Doktorantki.

o str. 100: selektywno$¢ oddziatywania receptora DNA z laktoferyng jest
przedstawiona na rys. 24 oraz w Tabeli 10, jednakze wartoéci na rysunku i w tabeli
nie sg zgodne. Trudno jest ustalié, jakich pomiaréw dotyczy tabela, a jakich
rysunek, prositbym wiec o wyjasnienie rozbieznosci i szczegbtowe omowienie
procedury wyznaczania selektywnosci receptora technika SPR.



» str. 115: stabilno$¢ opracowanych sensoréw zostata tu okreslona jako ,good”,
podczas gdy w dyskusji wynikéw, na str. 131, jako ,relatively poor”. Ktére z tych
stwierdzen jest w ocenie Doktorantki bardziej prawdziwe?

e str. 115: W pracy brak jest doktadnej procedury pomiaréw prébek rzeczywistych
wykonywanych z wykorzystaniem sensoréw elektrochemicznych z warstwag
receptorowg DNA. W szczegélnosci interesuje mnie, czy potrzebna byla
regeneracja sensora po kazdym punkcie kalibracji oraz po pomiarze w prébce.
Czy cata kalibracja oraz pomiar dla prébki sliny byty wykonane na tym samym
egzemplarzu sensora? Te same pytania sg istotne dla wynikéw badan nad
stabilnoscig sensoréw, przedstawionych na rys. 32 na str. 114. Czy wyniki
obejmujg 3 sensory przechowywane przez 21 dni, czy tez wiecej sensoréw,
badanych po okreslonym czasie i usuwanych z puli po pomiarach?

e Str. 120: czemu nie podjeto préby oznaczenia laktroferyny w prébkach $liny z
wykorzystaniem immunosensoréw, ktérych krzywa kalibraciji jest przedstawiona
narys. 36 B?

Doktorantka jest wspotautorem 11 artykutéw, przy czym 8 z nich zostato
opublikowane w czasopismach posiadajacych Impact Factor, a sumaryczna warto$é
tego wskaznika dla wszystkich artykutéw wynosi 40,8. W dorobku mgr inz. Agnieszki
Paziewskiej-Nowak znajdujemy réwniez 12 prezentacji na konferencjach naukowych,
3 prezentacje na seminariach IBIB PAN oraz 3 prezentacje w ramach szkoly letniej
programu POWER OCh!DOK. Na uwage zastuguje takze staz naukowy odbyty przez
Doktorantke na Uniwersytecie Florenckim, dotyczacy badan z zastosowaniem SPR, a
wiec $ciSle zwigzany z tematykg doktoratu.

W rozprawie doktorskiej mgr inz. Agnieszka Paziewska-Nowak zawarta wyniki
opublikowane w jedynie dwu artykutach. W mojej opinii, decyzje tg nalezy ocenié
pozytywnie, poniewaz dzieki temu doktorat jest bardzo spéjny tematycznie. Podkreslié
nalezy wysokg range czasopism, w ktérych opublikowane zostaty te artykuty:
International Journal of Biological Macromolecules oraz Sensors and Actuators, B
Chemical.

Stwierdzam, Zze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki
Paziewskiej-Nowak spetnia wszystkie wymagania merytoryczne i formalne okreslone
w art. 187 Ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z dnia 20 lipca 2018 r. z
pbzniejszymi zmianami i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biocybernetyki i
Inzynierii Biomedycznej im. Macieja Natgcza PAN o dopuszczenie Pani mgr inz.
Agnieszki Paziewskiej-Nowak do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.

Z powazaniem,
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