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Recenzja rozprawy doktorskiej

Magister Kamili Doroty Maleckiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Kamili Doroty Maleckiej p.t.
»Opracowanie i charakterystyka elektrochemicznych genoczujnikdw przeznaczonych
do wykrywania wirusa ptasiej grypy typu H5N1” zostata wykonana pod kierunkiem
prof. dr hab. Jerzego Radeckiego w Zakfadzie Biosensoréw Instytutu Rozrodu Zwierzat i
Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie i przedstawiona Radzie Wydziatu
Biologiczno-Chemicznego Uniwersytetu w Biatymstoku.

Czujniki chemiczne odgrywajg coraz wiekszg role w analizie medycznej oraz
ochronie srodowiska, zastepujac bardziej skomplikowane metody takie jak PCR czy
ELISA, szczegdlnie wtedy, gdy mozna tg metodg unikng¢ wstepnego czasochtonnego
przygotowania prébek, lub gdy analizy trzeba wykonywaé poza laboratorium. Celem
pracy doktorskiej mgr Kamili Doroty Maleckiej byto opracowanie genoczujnika
elektrochemicznego do wykrywania sekwencji DNA i RNA specyficznych dla wirusa
ptasiej grypy typu H5N1. Czujniki dziatajgce na zasadzie kanatu jonowego lub warstwy
elektroaktywnej sg od wielu lat przedmiotem zainteresowania w zespole prof.
Radeckiego, jednakze wykrywanie tymi metodami materiatu genetycznego wirusa jest
nowoscig w literaturze poswieconej identyfikacji wirusa i jest tym bardziej godne
uwagi, ze nie wymaga ztozonych modyfikacji czy znakowania sond DNA.

Praca sktada sie ze streszczenia, wykazu symboli, wstepu, po ktérym sformutowano cel
pracy. W czesci literaturowej (65 stron) , Autorka omowita bioczujniki oparte o kwasy
nukleinowe i metody osadzania tych kwaséw na podfozach elektrodowych. Nastepnie
podata typowe metody oznaczania wiruséw ptasiej grypy. W rozdziale 3 przedstawita

dwa typy bioczujnikdéw elektrochemicznych dziatajgce na zasadzie kanatu jonowego lub



w oparciu o warstwy elektrochemicznie aktywne. W rozdziale 4 Autorka omoéwita
swoj uktad pomiarowy i metody elektrochemiczne stosowane w pracy. Na 17 stronach
podata odczynniki, aparature i opisata sposoby przygotowania genoczujnikéw, a
nastepnie na 39 stronach Autorka przedstawita wyniki swoich badan. Podsumowanie i
whnioski koriczg prace, po czym podano spisy rysunkéw, tabel, wykaz publikacji i
wystgpien konferencyjnych oraz bibliografie zawierajacg 320 odnosnikow.

W czesci literaturowej, zwraca uwage starannie przeprowadzona klasyfikacja
bioczujnikdow ze wzgledu na sposdb detekcji i czynnik rozpoznajacy oraz na zasade
dziatania przetwornika. Szczegblng uwage stusznie Autorka poswieca metodom
osadzania kwaséw nukleinowych na podtozach, gdyz wybér metody ma kluczowe
znacznie dla czutosci i selektywnosci genoczujnika. Opisowi sposobdw osadzania
towarzyszg przejrzyste i staranne schematy, a przeglad literatury jest wyczerpujacy,
siega poczatkow tej dziedziny i konczy sie na najnowszych pracach. Moze tylko brakuje
opartych na troche innej zasadzie metod opisanych w pracach Kevina Plaxco i
nowszych Eleny Ferapontove;j.

Pomocna w analizie réznych sposobdw unieruchamiania kwaséw nukleinowych jest
tabela 1 oraz tabela 2, w ktérej zebrano metody detekcji w bioczujnikach
elektrochemicznych. Interesujgco, przynajmniej dla mnie, osoby dalekiej od badan
wiruséw, opisata Doktorantka cechy wiruséw ptasiej grypy i metody ich wykrywania — z
podziatem na etiologiczne, serologiczne i molekularne. Mnogos$¢ skrotow troche
utrudnia odbidr tej czesci — szczescie, ze jest tablica z wiekszoscig skrétéw na poczatku
pracy.

W rozdziale 3 Doktorantka skupita sie na czujnikach elektrochemicznych stosowanych
w pracy doktorskiej. Nalezg do nich, wprowadzone przez Umezawe, czujniki typu
kanatu jonowego gdzie detekcja oparta jest o konkurencje pomiedzy analitem i
elektroaktywnym znacznikiem o dostep do elektrody przez kanat. Autorka dzieli je na
wewnatrz- i miedzyczgsteczkowe — pewnie nie zawsze daje sie to rozréoini¢. W
przypadku genoczujnika bedzie to zwykle odpychajgce oddziatywanie elektrostatyczne
silniejsze w przypadku, gdy nastgpita hybrydyzacja i zwiekszyt sie tadunek ujemny na
elektrodzie.

W rozdziale na temat czujnikéw opartych o warstwy redoks — aktywne nie ma nic o
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samo [' to nie jest stopied pokrycia elektrody tylko stezenie powierzchniowe lub
nadmiar powierzchniowy. Stopien pokrycia to stosunek I'/T’'o gdzie I'o to maksymalne
stezenie powierzchniowe i czesto stosunek ten wyraza sie w %.

W czesci poswieconej opisowi stosowanych metod elektrochemicznych warto
byto omoéwic nie tylko prosty proces dyfuzyjny, ale przede wszystkim proces i réwnania
dla proceséw z roztworu ale przebiegajgcych na czesciowo i catkowicie zablokowanych
elektrodach, bo tego dotyczy praca. W przypadku czujnikdw opartych o warstwy
elektro-aktywne wielkos¢ sygnatu redukcji lub utleniania zwigzku unieruchomionego
na elektrodzie jest sygnatem analitycznym. W réwnaniu 2 nie wyjasniono czym sie
rézni | od lp, co oznacza e do potegi I, a I jest stezeniem powierzchniowym lub
nadmiarem powierzchniowym, ale nie stopniem pokrycia, jak napisata Doktorantka.
Stopien pokrycia to stosunek I'/T’'max gdzie I'max to maksymalne stezenie substancji
elektroaktywnej na powierzchni elektrody. Czesto podaje sie ten stosunek w %.
Szkoda, ze Autorka nie podata w tym miejscu, jak rozumie w tym przypadku pojecie
genoczujnika opartego o warstwy elektroaktywne- tzn. na jakiej zasadzie wykrywana
moze by¢ hybrydyzacja. Réwnanie 3 jest btedne ( albo n’F? albo nF, ale nie ma miedzy
nimi rownosci)

Opis w nastepnym rozdziale dotyczy technik pomiarowych stosownych w pracy:
woltamperometrii cyklicznej z opisem procesu odwracalnego kontrolowanego dyfuzjg
oraz woltamperometrii fali prostokatnej. Pojecie pradu dodatniego i ujemnego na
rysunku 21 nie jest zbyt udane — ale rzeczywiscie trudno przettumaczy¢ stowa forward,
backward i net current jak nazwali to Osteryoungowie. Trzecia metoda
elektrochemiczng stosowang w pracy jest spektroskopia impedancyjna, ktdra postuzyta
potem Autorce do $ledzenia zmian pojemnosciowych ukfadu i oporu przeniesienia
tadunku.

Cze$¢ eksperymentalna zaczyna sie opisem odczynnikdéw, materiatu biologicznego i
stosowanej aparatury. Nie wyjasniono dlaczego procedury elektrod ztotych obu typéw
roznig sie o etap przemiatania potencjatu w 0.5M roztworze KOH. Procedury
modyfikacji i pomiarowe opisano bardzo szczegétowo i gdyby nie bardzo duza liczba
skrotow (czasem zupetnie niepotrzebnych, ale wyjasnionych w tabeli skrotéow) opis
przygotowania elektrod uznaé nalezy za klarowny. W takim przypadku odpowiednie

schematy sg znacznie bardziej przydatne, niz szczegétowe opisy. Na stronie 78 Autorka
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podaje, ze odpowiedzi pradowe czujnika wyrazone s3g jako (l,-lo)/l, gdzie I, jest
wartoscig w obecnosci analitu. Jezeli I, oznacza prad piku Zzelazocyjankéw to I,
powinno by¢ mniejsze niz |,, jezeli w ogdle mozna spodziewac sie rdznicy przy dosc¢
gesto rozmieszczonych kanatach. Przy tej okazji wart zaznaczy¢, ze nie omoéwiono
teorii AST w czesci poswieconej metodzie chronowoltamperometrii, a dyfuzja do
czesciowo pokrytej elektrody jest podstawg wyciggania wnioskdbw w pomiarach
pradowych. Ograniczono sie tylko do woltamperometrii w przypadku odwracalnego
procesu i liniowej dyfuzji do duzej niepokrytej elektrody i to nie jest wystarczajgce
majgc na uwadze tre$¢ czesci z opisem badan. Moze to nie teoria transportu przez
kanaty, a teoria blokowania i wzrostu oporu przeniesienia elektronu bytaby tu bardziej
przydatna. Zgodnie z oczekiwaniem (prace Rubinsteina) zmiany odwracalno$ci mozna
byto zauwazy¢ z rozsuniecia pikédw woltametrycznych (ale nie wiem dlaczego ta
zaleznos¢ od logarytmu ze stezenia analitu miataby by¢ liniowa — Rys. 27 (jak wyglada
rownanie, na podstawie ktérego mozna sie tego spodziewac?). Prady piku zmienia¢ sie
powinny niewiele zgodnie z przewidywaniem ze pola dyfuzyjne od proceséw na
sgsiednich kanatach nakfadajg sie, a transport zelazocyjankéw nadal nastepuje na
drodze dyfuzji liniowej. Warto to przedyskutowa¢ na obronie w Swietle prac
Rubinsteina i Savéanta (AST). Jezeli mechanizm jest zgodny z teorig kanatéw w
warstwie (lub defektéw) to liniowych zmian pradu od stezenia mozemy sie spodziewac
tylko bo osiggnieciu warunkow sferycznej dyfuzji — czyli wtedy gdy krzywa
woltamperometryczna ma ksztatt fali i odlegtosci kanatéw od siebie sg kilkaset razy
wieksze od rozmiaru kanatu. Zmiana pragdu wynika wiec z innego powodu: ze wzrostu
opornosci warstwy i to potwierdzajg wyniki uzyskane metoda EIS. Ciekawe bytoby
poréwnanie wynikéw z uzyskanymi dla dodatnio natadowanego prébnika: Ru(NH3)s>"
Wspomina sie ten jon w pracy w Tabeli 4 ale wynikow z jego uzyciem nie znalazlam. Te
same uwagi dotyczg blokowania analitem w przypadku zastosowania metody OSWV.
Autorka powinna byfa doktadnie opisa¢ w czesci literaturowej na podstawie jakiej
pracy teoretycznej spodziewa sie liniowej zmiany net current (prgdu wypadkowego) od
log ze stezenia. Moim zdaniem spadek wynika tylko z odchylenia od procesu
odwracalnego a wiec trudno sie spodziewad liniowej zmiany od stezenia analitu (rys.
33). Jezeli Autorka podkresla taka liniowos¢ to nalezy podeprze¢ sie odpowiednimi

rownaniami. W szczegdlnosci dziwi¢ moze liniowos¢ przesuniecia E,-Eo/E, 0d Canaiitu-



Na osi y pokazano, ze procentowe wartosci sg ujemne? En jest przeciez dodatnie, a Eo
mniej dodatnie to En-Eo jest dodatnie i podzielone przez Eo jest nadal dodatnie to
skad wartos$¢ ujemna i w dodatku ujemny procent. (rysunek 35) Chyba, ze czegos tu nie
zrozumiatam. Blokowanie elektrody analitem powinno zwieksza¢ opdr przeniesienia
elektronu pomiedzy prébnikiem a elektrodg i zmiany opornosci powinny by¢ lepszym
miernikiem stezenia analitu. W konsekwencji, korzystne bedzie zastosowanie metody
impedancyjnej do wykrywania specyficznych sekwencji DNA wirusa ptasiej grypy, niz
interpretacja zmian pradu czy potencjatu piku woltamperometrycznego. | rzeczywiscie,
taki genoczujnik opisano w rozdziale 10.3 - R zmienia sie liniowo ze stezeniem analitu
w badanym zakresie stezel a granice wykrywalnosci sg imponujace.

W rozdziale 11 opisano inne podejscie — przez znakowanie warstwy kompleksem
fenantrolinowym zelaza (lll). Schemat na rysunku 50 klarownie pokazuje sposob
konstruowania warstwy elektroaktywnej na elektrodzie. Dos¢ duzy kompleks wybrany
jako marker warstwy powoduje, ze sygnaty odpowiadajgce redukcji /utleniania
kompleksu sg mate i stabo wyksztatcone na tle duzego pradu pojemnosciowego
elektrody. Dtuzszy ,rozcienczalnik” centréw elektroaktywnych mogtby lepiegj
wyblokowaé nielektroaktywng czes¢ elektrody i obnizajac prady pojemnosciowe lepiej
pokazaé, matg w koncu, populacje grup elektroaktywnych. Takie podejscie stosowat
np. Rubinstein w stynnej pracy z utlenianiem kwasu askorbinowego. Autorce udato sie
jednak uchwyci¢ liniowo$¢ zaleznosci pradu piku od szybkosci zmiany potencjatu,
potwierdzajgcg unieruchomienie czgsteczek kompleksu na elektrodzie. Oczywiscie po
przytgczeniu do warstwy sondy piki redoks kompleksu sg jeszcze stabiej widoczne.
Wprowadzenie kompleksu fenantrolinowego zelaza w tym ukfadzie nie dato wiec,
dobrego bezposredniego sygnatu analitycznego, chociaz takie préby w przypadku
btekitu metylenowego i innych grup elektroaktywnych byty udane i sg stosowane przez
inne zespoty np. Ferapontowe;j.

Obecnos¢ sondy prowadzi jednak do wzrostu oporu przeniesienia tadunku przez
warstwe, co pokazujg odchylenia od odwracalnosci procesow elektrodowych uktadu
[Fe(CN)e]*/ [Fe(CN)5]4'. Dziwi tylko znowu, Ze wzrost nieodwracalnosci procesu
prowadzi do liniowej zaleznosci spadku pradu piku od wzrastajgcego stezenia analitu.
Rozumiem, ze zakotwiczony kompleks fenantrolinowy zelaza nie odgrywa tu zadnej

roli, a jest tylko tgcznikiem do wigzania sondy.
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Doktorantka skonstruowata kilka genoczujnikdw rdéznigcych sie  podtozem
elektrodowym, budowg warstwy sensorowej i sposobem wykrywania sekwencji DNA i
RNA wirusa ptasiej grypy. HSN1. Zauwazyta, ze odpowiedzi czujnikéw byty selektywne
— niekomplementarne sekwencje dawaty duzo stabsze odpowiedzi. Z wnikliwych
badarn Autorki wynika, ze najbardziej obiecujgce sg jednak czujniki dziatajagce na
zasadzie pomiaru oporu przeniesienia elektronu metodg spektroskopii impedancyjnej z
wykorzystaniem uktadu [Fe(CN)g]*/ [Fe(CN)e]* jako prébnika opornosci warstwy.

Dwie drobne uwagi:
1. Nie podoba mi sie sformutowanie: rozstaw pikéw (str. 119)
2. Cyklowoltamogramy — lepiej moze pozostac przy woltamperogramach cyklicznych.

Podsumowujgc prace doktorskg pani mgr Kamili Doroty Maleckiej uwazam, ze jest to
wartosciowy wktad w dziedzinie konstrukcji nowych typéw genoczujnikdw. Autorka
jest teraz wytrawnym syntetykiem i konstruktorem uktadéw supramolekularnych na
elektrodach. Praca doktorska jest porzadnie przygotowana, bteddw edytorskich jest
bardzo mato i czyta sie jg z zainteresowaniem. Pani mgr Kamila Dorota Malecka jest
wspoétautorkg 7 publikacji w bardzo dobrych czasopismach naukowych, w tym 5
dotyczy tematyki doktoratu. Jest tez wspdétautorka zgtoszenia patentowego na temat

sposobu wytwarzania warstwy elektroaktywnej na powierzchni elektrody ztote;j.

W oparciu o przeprowadzong analize rozprawy stwierdzam, ze praca mgr Kamili
Doroty Maleckiej spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim przez Ustawe o
stopniach naukowych i tytule naukowym i wnioskuje o dopuszczenie Doktorantki do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Renata Bilewicz



