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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Kamili Doroty Maleckie]

" Opracowanie i charakterystyka elektrochemicznych genoczujnikow
przeznaczonych do wykrywania wirusa ptasiej grypy typu HSN1"

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska "Opracowanie i charakterystyka elektrochemicznych
genoczujnikéw przeznaczonych do wykrywania wirusa ptasiej grypy typu HSN1” autorstwa mgr Kamili
Doroty Maleckiej wykonana zostala pod kierunkiem prof. dr hab. Jerzego Radeckiego w Zakladzie
Biosensoréw Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badaf Zywnosci PAN. Czynnosci przewodu doktorskiego
p. Kamili Maleckiej odbywaja si¢ przed Rada Wydzialu Biologiczno-Chemicznego Uniwersytetu w
Biatymstoku.

Autorka moze poszczyci¢ si¢ znacznym dorobkiem publikacyjnym w postaci 7 artykuléw z Listy
Filadelfijskiej, z ktorych 5 stanowi materiat przedstawiony w rozprawie, oraz 1 zgloszenia patentowego.
W dorobku Kandydatki znalezé mozna artykul w czolowym czasopiSmie analitycznym — Analytical
Chemistry, wydawanym przez American Chemical Society, ale réwniez artykuty w innych bardzo wysoko
cenionych czasopismach, jak Biosensors and Bioelectronics, Electroanalysis czy Sensors and Actuators B.
Nalezy tu réwniez podkresli¢ zaangazowanie Autorki w inne prace naukowe prowadzone w zespofach
Prof. H. Radeckiej i Prof. J. Radeckiego, np. dotyczace testow do wykrywania wirusa szarki, groznej
choroby sliw.

Recenzowana praca napisana zostala w jezyku polskim i sktada si¢ ze streszczenia, wykazu symboli
i skrotow, 11 rozdzialdw zawierajagcych cze$¢ literaturowa i eksperymentalng oraz podsumowania
i wnioskow. Calo$¢ zamykaja spisy ilustracji, tabel, publikacji Autorki oraz bibliografia. Praca liczy 170
stron, z czego 48 przypada na czgs$c¢ literaturowa, a 56 — na czg$¢ eksperymentalna. Rozprawa jest bogato
ilustrowana 58 rysunkami i 10 tabelami, co znacznie ulatwia jej odbior. Od strony edycyjnej praca
przygotowana jest starannie, pod wzgledem jezykowym réwniez nalezy ja oceni¢ do$¢ wysoko, chociaz
Autorka nie ustrzegla si¢ bledéw, o czym w dalszej czgsci recenzji. W pracy znalez¢ mozna niestety rowniez
przyktady nieprawidtowej interpunkc;ji.

Na wstegpie nalezy jednak mocno podkresli¢ bardzo duze znaczenie badan prowadzonych przez
mgr Kamilg Malecka, szczegdlnie w dobie intensywnych migracji ludnoéci, ktére sprzyjaja szybkiemu
i niekontrolowanemu rozprzestrzenianiu si¢ chordb takich jak ptasia grypa. Wedtug niektérych badaczy,

ryzyko zmutowania si¢ wirusa do formy grozacej pandemia jest duze, o czym wspomina réwniez sama
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Autorka we wstepie do rozprawy. Opracowywanie nowych metod analitycznych pozwalajacych
na oznaczanie takich analitéw, jak bakterie czy wirusy jest zadaniem réwnie trudnym, co interesujacym.
Dlatego Autorce naleza si¢ wyrazy uznania za podjecie tematyki opracowania testow do wykrywania
wilasnie wirusa ptasiej grypy.

Do najwazniejszych moim zdaniem osiagnieé rozprawy zaliczy¢ nalezy opracowanie metody modyfikacji
powierzchni elektrod ztotych z wykorzystaniem reakgji typu ,.click” — nukleofilowego otwarcia pierscienia
epoksydowego. Rozwigzanie to wydaje si¢ by¢ na tyle uniwersalne, ze powinno pozwoli¢ na dofaczanie
réwniez innych sond ssDNA i nalezy mie¢ nadziejg, ze tematyka ta bedzie z powodzeniem dalej rozwijana
w zespole prof. Radeckiego.

Z dwéch mozliwych drég podejscia do realizacji wybranego tematu rozprawy (tzn. od strony praktycznej
lub od strony mechanistycznej), Kandydatka wybrata podejscie praktyczne i skupila si¢ przede wszystkim
na konstrukcji i testowaniu czujnikéw. W tym kontekscie wysoko nalezy oceni¢ osiagnigte przez nig
rezultaty, w szczegdlnosci wykazanie, ze nawet dlugie fragmenty DNA i RNA moga generowal sygnat
analityczny przy uzyciu zaproponowanych przez nig rozwigzan. Jak mozna wnioskowaé z Tabel 8-10,
niewiele opisanych dotychczas rozwigzan zostato z sukcesem przetestowanych z wykorzystaniem tak duzych
czgsteczek analitow jak opisane w niniejszej pracy. Rowniez pod wzgledem granicy wykrywalnosci
przedstawione urzadzenia okazaty si¢ lepsze od wielu opisanych dotychczas w literaturze.

Jednakze na obecnym etapie zaawansowania prac, ze wzgledu na nieodwracalno$¢ dziatania opisywanych
w pracy urzadzen analitycznych, wydaje mi si¢, ze bardziej odpowiednie byloby w tym przypadku
okreslanie ich mianem ,,testow”. Ponadto, zaréwno tytul, jak i niektére sformutowania (np. w streszczeniu)
nieco ,,na wyrost” sugeruja, ze kazdy z opisanych czujnikéw ,,z powodzeniem nadaje si¢ do wykrywania
materialu genetycznego wirusa ptasiej grypy typu HSNI1” (str. 5). Z cala pewnosciag wyniki badan
mgr Kamili Maleckiej s bardzo obiecujgce i zapewne przyczynia si¢ do konstrukeji takich czujnikéw.
Jednak na obecnym etapie nie pokazano jeszcze ich uzytecznosci do wykrywania rzeczywistego wirusa,
a jedynie ,,specyficznych sekwencji DNA i RNA wirusa ptasiej grypy typu H5N1”, jak zreszta pisze sama
Autorka w podsumowaniu na stronie 126.

Cze$¢ literaturowa pracy rozpoczyna si¢ od przedstawienia informacji na temat aktualnego stanu wiedzy
o metodach wykrywania wiruséw ptasiej grypy (AIV). Przeglad ten jest bardzo ciekawy i wazny, ale moim
zdaniem nieco zbyt zwigzly. Na 9 stronach udato si¢ zawrze¢ prawie wylacznie informacje na temat zalet
i wad stosowanych dotychczas metod wykrywania AIV. W rozprawie doktorskiej, ktérej celem jest
poszerzanie wiedzy na temat genoczujnikéw, spodziewalbym si¢ bardziej poglebionej analizy literatury.
Szczegdlnie dotyczy to zagadnien zwiazanych z podstawami teoretycznymi poszczegdlnych metod.
W efekcie, po przeczytaniu rozdzialu 2 czutem lekki niedosyt wiedzy rozbudzony opisami wielu
nowatorskich koncepcji, ktoérych szczegétow mogltem sie jedynie domys$la¢ na podstawie rozwinigé ich
akroniméw. Nieco wigcej informacji o charakterze mechanistycznym przedstawiono w rozdziale 3,
poswigconym opisowi czujnikéw dziatajacych wg mechanizmu kanatu jonowego oraz zawierajacych
warstwy redoks-aktywne. Przy okazji opisu mechanizmu dzialania czujnikéw typu kanatu jonowego
w rozdziale 3, Autorka podata definicje obszaru migdzyfazowego elektroda-analit oraz podwojnej warstwy

elektrycznej. Moim zdaniem jednak, jak na prace z obszaru woltamperometrii, opis ten jest zbyt uproszczony
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i nie do kofica poprawny. Po pierwsze, na stronie 54 Autorka pisze, ze ,,0bszar miedzyfazowy moze
rozciagaé si¢ do miejsca, gdzie oddziatywania elektrostatyczne miedzy tadunkami maleja liniowo
ze wzrostem odleglosci”. Trudno zgodzi¢ sie z takim stwierdzeniem, poniewaz oddziatywania
elektrostatyczne migdzy fadunkami maleja zawsze w funkcji kwadratu odlegtosci (wynika to z réwnania
Coulomba). Mozna domniemywag, ze byé moze Autorka miata na mysli miejsce gdzie potencjat elektryczny
jest liniowg funkcja odlegtosci, ale i to stwierdzenie nie byloby prawda, poniewaz taka liniowa zaleznos¢ jest
w przyblizeniu spetniona jedynie w warstwie Sterna. Druga watpliwos¢ dotyczy niepoprawnego thumaczenia
terminu ,.diffuse double layer” jako ,dyfuzyjna warstwa podwdjna”. Cecha wyrdzniajaca tej warstwy jest
_rozmycie”, a nie ,,dyfuzja”, stad poprawne thumaczenie brzmi ,,rozmyta warstwa podwojna”. Niestety wielu
autoréw podrecznikéw powiela ten blad, stad pomyitk¢ Autorki nalezy przynajmniej czgSciowo
usprawiedliwic.

W ostatniej czesci przegladu literaturowego w wyczerpujacy sposéb opisano techniki pomiarowe
stosowane w rozprawie. Rozdzial ten stanowi plynne przejscie od czgsci literaturowej do czesci
eksperymentalnej, ktora Autorka rozpoczyna od podania spisu odczynnikéw chemicznych, materiatu
biologicznego oraz aparatury wykorzystywanej w pracy. Warunki prowadzenia eksperymentéw zostaty
przejrzyscie opisane i uzasadnione. Jedyne moje pytanie do tej czgsci pracy dotyczy powodu stosowania
azydku sodu tylko w przypadku elektrod sitodrukowanych. Organizacja rozdziatéw czgsci eksperymentalnej
wskazuje na zdolno$¢ Autorki do systematycznego opisu wlasnych badan w sposob uporzadkowany. Jedyne
drobne niedociagniecie w liscie stosowanych odczynnikéw to brak informacji o czystosci 1 stgzeniu
stosowanych odczynnikéw (kwas siarkowy, woda amoniakalna). Drobna niespdjnos¢ wkradta si¢ rowniez
prawdopodobnie do opisu przygotowania roztworéw: na stronie 75 mowa jest o uzyciu wody ,,Milli-Q”,
podczas gdy w rozdziale 4 (strona 70) Autorka wspomina o oczyszczaniu wody za pomocg systeméw HLP
smart 1000 i Simplicity 185, ktore wg mojej wiedzy nie doczyszczaja wody az do czystosci ,Milli-Q”.

Wyniki przedstawione w rozdziatach 9-11 sg uporzadkowane i opisane w sposob bardzo przejrzysty,
wedlug logicznego klucza. W zrozumieniu dos¢ skomplikowanych dla nie-biochemika zagadnien
komplementarnosci migdzy sondg a analitem bardzo pomaga utrzymanie jednolitego kodowania kolorow
linii na wykresach i na schemacie z rysunku 34. Ta dbalo$¢ Autorki o szczegbly prezentacji wynikow
utatwia $ledzenie dyskusji. Podkresli¢ réwniez nalezy analityczne podejscie do prowadzonych badan —
wyniki prezentowane s3 z uwzglednieniem precyzji pomiaréw. Duza zaleta pracy jest rowniez
wykorzystanie komplementarnej wzgledem woltamperometrii techniki, spektroskopii impedancyjnej.
Koncowe rozdzialy pracy poswiecone sa poréwnaniu parametréw czujnikow opisanych w pracy
z dostepnymi danymi literaturowymi. Jest to istotna, cho¢ w wielu rozprawach pomijana czgs¢ pracy, ktéra
pozwala skonfrontowaé wyniki kilkuletniej pracy z osiagnigciami innych badaczy. W przypadku osiagnie¢
Kandydatki, konfrontacja ta wypadta bardzo korzystnie.

Mimo wysokiej ogélnej oceny pracy, nie ze wszystkimi zawartymi w niej stwierdzeniami mogg
sie zgodzié. Najwazniejsze zastrzezenia zamieszczam w postaci listy ponizej:

e Zamieszczenie na poczatku pracy listy symboli i skrotow bylo dobrym pomystem i bardzo utatwia
czytanie pracy. Byloby to jednak jeszcze latwiejsze, gdyby Autorka definiowala wprowadzane skroty

rowniez w tekscie, a wielkosci fizyczne podawane byly z jednostkami (podobna uwaga dotyczy zreszta
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réwniez legend pod réwnaniami). Pomogloby to wyjasni¢ niektére niejasnosci, np. dlaczego stopniowi
pokrycia elektrody nadano symbol I” zamiast zwyczajowego 0 i czy w zwigzku z tym Autorka na pewno
miata na mysli stopien pokrycia, a nie nadmiar powierzchniowy (oznaczany zwykle wiasnie symbolem
. Na podstawie legendy rownania (3) ze strony 58 mozna wnioskowaé, ze jednak chodzi o nadmiar
powierzchniowy, w pracy mylnie nazwany ,,stopniem pokrycia”.

e Jednym z powazniejszych, moim zdaniem, bledéw znalezionych w pracy jest mylne uzycie terminu
,czuto$e”, ktéry Autorka stosuje w odniesieniu do granicy wykrywalnosci lub dolnej granicy
oznaczalnosci. Wedlug definicji czutoscig w dowolnej metodzie analitycznej okresla si¢ nachylenie
krzywej kalibracji.

e W dyskusji wynikéw zamieszczonych w rozdziale 9 pojawia si¢ sugestia, ze przedluzanie procesu
hybrydyzacji ,,moze prowadzi¢ do powstawania oddziatywan niespecyficznych pomigdzy sonda
a analitem”. Niescisto$é tego sformutowania polega na tym, ze oddziatywania nie powstaja w wyniku
przedhuzajacego si¢ procesu hybrydyzacji (istnieja albo nie). W tym kontekscie nalezatoby raczej
méwié o powstawaniu wigzan lub po prostu o oddziatywaniu.

e O ile normalizacja wielkosci pradu piku ((I,-Io)/lo) ma pewne uzasadnienie w postaci eliminowania
réznic pomiedzy poszczegdlnymi egzemplarzami elektrod, to nie widze istotnych korzysci
z przedstawiania zmian potencjalu piku w postaci znormalizowanej. Poniewaz w mianowniku
wyrazenia na AE [%] znajduje si¢ wielkos¢ wzgledna, to poréwnywanie warto$ci AE pomigdzy
pomiarami, w ktérych potencjat piku bez dodatku analitu byt rézny, jest niemozliwe. Czemu wiec shuzy
taka normalizacja ?

e Nie udato mi sie znalezé w pracy wyjasnienia dlaczego niektére zaleznosci réznicy potencjatéw oraz
pradu wykazuja zalezno$é liniowa od logarytmu stezenia (np. rys. 27), a inne, w wezszym zakresie
stezen - sg liniowe wzgledem stezenia (np. rys. 30). Powstaje zatem pytanie, jakie zalezno$ci przewiduje
mechanizm odpowiedzi czujnikéw typu kanatu jonowego — liniowe wzgledem stezenia analitu, czy
wzgledem jego logarytmu ?

e Wyniki zaprezentowane w rozdziatach 9-11 sa ogélnie spojne, jedyne watpliwosci budzi poréwnanie
rysunkéw SSA i 56. Na podstawie wykresu zamieszczonego na rysunku S5S5A, wzgledny
(znormalizowany) spadek wartosci pradu, wedtug moich szacunkéw (korzystajac z réwnania
zamieszczonego na stronie 78) wynosi okoto 30%, podczas gdy z rysunku 56 oraz z tekstu
zamieszczonego na stronie 121 wynika, ze spadek ten wynosi 72.2+4.3 %.

e Na stronie 30 Autorka piszac o konieczno$ci utrzymywania dodatniego potencjatu (+0.2 lub +0.5 V),
nie podata wzgledem jakiej elektrody odniesienia mierzona byta réznica potencjalow.

e Do drobnych bledéw merytorycznych zaliczy¢ nalezy réwniez stwierdzenie ze strony 39, sugerujace ze

,.znaczny sygnat tla powoduje obnizenie granicy wykrywalnosci” — w rzeczywistosci jest odwrotnie.

Inne przyktady niefortunnych zwrotéw to m.in.:
e ,Sonda SH-ssDNA byta bezposrednio przymocowana do powierzchni elektrody ztotej (...)” (strona 4)
o Przyjemno$¢ czytania pracy zmniejszaja sformulowania zargonowe i skroty myslowe, typu : ,,Potencjat

ten zwicksza stabilno$¢ sond, oddziatujacych elektrostatycznie pomiedzy dodatnio natadowang
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powierzchnia wegla a ujemnie natadowanym hydrofilowym szkieletem cukrowo-fosforanowym”
(strona 30). Na stronie 79 Autorka pisze z kolei, Ze ,,woltamperometria (...) byla wykonywana
w zakresie potencjatow (...)”. Podobny skrét myslowy pojawia si¢ w odniesieniu do techniki EIS
na stronie 80, a na stronie 82 i 83 przeczytaé mozemy wrecz, ze ,,CV” lub »SWV” _byta wykonywana
w zakresie potencjatéw (...).” Inny przykfad skrétu myslowego znalezé mozna na stronie 39, gdzie
Autorka pisze: ,(...) nie tylko w oparciu o bezposrednia elektrochemi¢ KN”. Z kolei na stronie 61,

czytamy ,W rezultacie na krzywej woltamperometrycznej odwracalnego procesu dyfuzyjnego

pojawiaja si¢ dwa piki (...)”. Prawdopodobnie Autorka piszac o ,,odwracalnym procesie dyfuzyjnym”
miata na mysli proces kontrolowany dyfuzja, a wigc odwracalny z punktu widzenia procesow
elektrodowych ?

e Prawdopodobnie z powodu zbyt szybkiej korekty pozostawiono w pracy trudne do zrozumienia zdania
typu ,,Informacja chemiczna, o ktérych mowa powyzej, moze pochodzi¢ z reakcji chemicznej element
rozpoznajacy — analit lub wiasciwosci fizycznych badanego uktadu” (strona 20), czy ,,Obecnie
w literaturze sposoby osadzania sond ssDNA na elektrodach s3 niezwykle zréznicowane (...)” (strona
28). Podobnie na stronie 32 czytamy: ,Drugi sposob opiera si¢ na osadzeniu chemicznie
zmodyfikowanej sondy DNA (gtéwnie kofica 5°) tacznikiem z grupa —SH.” Podobne zastrzezenia budzi
styl zdania ze strony 42: ,,Bazuje on na mechanizmie podobnym do modelu ,klucza i zamka™ obecnego
w wigzaniach pomiedzy ligandem a makroczasteczka”. Podczas korekty ostatniego zdania ze strony 50
prawdopodobnie Autorka zapomniala usuna¢ zwrot ,kilkunastu tysiecy” lub ,,10%4”, poniewaz
w obecnej formie zdanie to brzmi ,(...) moga one osiaga¢ czulo$¢ wahajaca si¢ w granicach
od 0,43 pg/ml do kilkunastu tysigcy 10”4 pg/ml.”

e Drobne bledy jezykowe to m.in. niekompletne przettumaczenie nazwy , Mikrobipotentiostat” (strona
74), czy skroty myslowe typu ,,Podsumowanie genoczujnikéw typu (...)”.

e Niepoprawne jest tez stosowanie terminu ,,nanoczasteczki”, zamiast ,,nanoczgstki”. Podobnie zamiast
0 ,, ujemnej polarnosci” (strona 44) powinno si¢ méwi¢ o ujemnym tadunku, zas zamiast ,,srebrowa
elektroda odniesienia” prawdopodobnie powinno by¢ ,,chlorosrebrowa elektroda odniesienia”.

e Na licie skrétéw kationowi Co(Phen)s®" przypisano nazwe soli nadchloranowej, zamiast kationu
(strona 11).

e Drobny biagd wkradt si¢ rowniez do tekstu przed réwnaniem (5) na stronie 62, poniewaz warto$¢
temperatury T,, powinna by¢ podana w Kelvinach. Po wstawieniu wartosci T,=25 °C, réwnanie
nie bedzie spelnione. Podobnie, by¢ moze przez prosty btad literowy na stronie 109 blednie podano
warto$¢ 80 pM zamiast 80 fM.

e Autorka do$¢ czgsto uzywa konstrukeji typu ,,czujnik oparty o (...)”, co nie jest bledem, ale jako kalka

jezykowa powinna by¢ w miar¢ mozliwosci unikana.

Waga wyzej opisanych drobnych (a w niektorych przypadkach dyskusyjnych) niedociagnig¢
nie umniejsza jednak mojej ogoélnej wysokiej oceny przedstawionej mi do recenzji rozprawy. Opiniowana
praca doktorska przedstawia duza warto$¢ pod wzgledem poznawczym i praktycznym, tym samym wnosi

elementy nowosci w dziedzinie nauki chemiczne dyscyplinie chemia. Cala praca jest napisana w sposob
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przystepny, zamieszczono w niej liczne tabele i zestawienia graficzne, porzadkujace przedstawione
informacje i znacznie ulatwiajace jej czytanie. W zwiazku z tym stwierdzam, ze rozprawa doktorska
mgr Kamili Doroty Maleckiej zatytufowana "Opracowanie i charakterystyka elektrochemicznych
genoczujnikéw przeznaczonych do wykrywania wirusa ptasiej grypy typu HSNI” spetia wszystkie
wymagania stawiane pracom doktorskim okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65/2003 poz. 595).
Wobec powyzszego wnioskuje do Rady Wydziatu Biologiczno-Chemicznego Uniwersytetu w Bialymstoku
0 przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Kamili Doroty Maleckiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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