m%'f“ % UNIWERSYTET
WYDZIAL CHEMII tODZKI

Uniwersytet Lodzki
Katedra Chemii Nieorganicznej i Analitycznej

Prof. ndzw. dr hab. Stawomira Skrzypek 1.6dz 04.11.2017
Katedra Chemii Nieorganicznej i Analitycznej

Wydziat Chemii UL

1.6dz, ul. Tamka 12

e-mail: skrzypek@uni.lodz.pl

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Anny Tokarzewicz pt. ,,Rozwéj metod oznaczania
wybranych proteaz oraz inhibitoréw proteaz z wykorzystaniem biosensoréw SPRI”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr Anny Tokarzewicz zostala wykonana na
Wydziale Biologiczno-Chemicznym pod kierunkiem Pani dr hab. Ewy Gorodkiewicz jako promotora.
Mianem nowotworéw ztosliwych okresla si¢ grupe okoto 100 schorzen, ktore zostaty skalsyfikowane w
Miedzynarodowej Statystycznej Klasyfikacji Chordb i Probleméw Zdrowotnych. Nowotwory sg druga
przyczyng zgonéw w Polsce. Liczba zachorowan na nowotwory zlosliwe w Polsce w ciggu ostatnich
trzech dekad wrosta ponad dwukrotnie, osiggajac w 2010 roku ponad 140,5 tys. zachorowan. Jak podajg
zrodta (www.onkologia.org.pl) zachorowalno$¢ na nowotwory ztosliwe w Polsce jest u obu plci nizsza
niz $rednia dla krajéw Unii Europejskiej, ale juz umieralno$é z powodu nowotworéw ztosliwych jest w
Polsce wyzsza niz $rednia dla tych krajow o okoto 20% u mezczyzn i okoto 10% u kobiet. Chociazby w
$wietle przytoczonych faktéw mozna stwierdzi¢, ze tematyka prac naukowych zwigzana z
wykrywaniem, diagnozowaniem czy leczeniem nowotworéw jest jedng z najbardziej aktualnych.
Przedstawiona mi do recenzji praca mgr Anny Tokarzewicz trafnie wpisuje si¢ w ten nurt jakze
potrzebnych badan.

Ogolnie wiadomo, ze rozwodj nowotworu jak i innych jednostek chorobowych jest zwigzany ze
zmiang ilodci i/ lub aktywnosci réznego rodzaju zwiazkow chemicznych w organizmie. Bardzo czgsto,
sa to zmiany zwiazane z ilo$cig/aktywnoscia enzymow - proteaz. Jak wynika z doniesien literaturowych,
wybrane enzymy maja znaczacy udzial w procesach zachodzacych w organizmie. Zmiany aktywnosci
réznego rodzaju proteaz, zaobserwowano w wielu stanach patologicznych, na przyktad: w procesach
zapalnych, chorobach degeneracyjnych oraz w nowotworach. Sa to zwigzki bardzo istotne z punktu
widzenia starzejacego sie spoleczenstwa, gdyz pozwalaja na kontrolg wielu choréb, umozliwiajg
wezesng interwencje i dostarczajg informacji o ich przebiegu badz reemisji. Dlatego, tak wazne jest,
poszukiwanie nowych metod oznaczen ilosciowych tych enzymow.

Metody obecnie funkcjonujgce, wykorzystywane do oznaczen ilo$ciowych proteaz w wigkszosci
oparte s3 na badaniach ekspresji oraz na wykorzystaniu testow immunoenzymatycznych - testow ELISA
(z ang. enzyme-linked immunosorbent assay) Znane sg tez metody, ktére poprzez wykorzystanie
znacznikéw, w réznym stopniu spetniajg kryteria czutosci i selektywnosci oznaczen. Nie mniej jednak,
zachodzi duza potrzeba opracowania nowych, selektywnych procedur analitycznych. Biosensory z
detekcja sygnatu technikg powierzchniowego rezonansu plazmondéw w wersji obrazowej (z ang. Surface
Plasmone Resonace Imaging - SPRI) wychodza naprzeciw tym oczekiwaniom. Umozliwiajg one
pomiary ilosciowe tych enzyméw znacznie szybciej, niz ma to miejsce technikami obecnie
wykorzystywanymi w laboratoriach diagnostycznych. Takie tez biosensory zostaly skonstruowane i
opisane w przedstawionej pracy doktorskiej. Cze$¢ opisanych przez Autorke badaf, stanowig rowniez
badania umozliwiajgce udoskonalanie juz istniejacych biosensoréw SPRI.

Praca doktorska ma uklad klasyczny i sklada si¢ z wstgpu, przegladu literatury, czesci
doswiadczalnej, dyskusji wynikow, wnioski oraz wykazu cytowanej literatury. Rozprawa obejmuje 124
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strony, posiada 71 rysunkéw, 13 tablic, a przeglad literatury jest oparty na 111 pozycjach
literaturowych.

Czes$¢ literaturowa stanowi interesujace studium biochemiczne. W czesci tej Autorka opisala proteazy
w oparciu o ich podziat, a wiec macierzowa metaloproteinaze-1, macierzowa metaloproteinaze-2,
katepsyne L, katepsyne B, katepsyne D, zwracajac uwage jak w/w zwigzki biologicznie czynne
wplywaja na przebudowe tkanek prawidlowych i rozw6j wielu rodzajéw choréb. Autorka zwraca tez
uwage na inhibitory proteaz, np. cystatyne C ktéra hamuje wigkszo$¢ proteaz cysteinowych u ludzi (w
tym katepsyn) i pelni przede wszystkim funkcje obronng przeciwko ,,dziatalnosci” tych enzymow. W
kolejnym rozdziale Doktorantka opisuje biosensory, w sposob klarowny przedstawia schemat ideowy
dzialania biosensoréw, przykladowe anality i receptory. Jednymi z przedstawicieli biosensorow
optycznych sg biosensory oparte na zjawisku fizycznym - powierzchniowym rezonansie plazmonow
(SPR). Autorka wyjasnia powierzchniowy rezonans plazmon6w jako bez znacznikowg technike, ktora
umozliwia obserwacje zmian wspélczynnika zatamania $wiatta w zaleznosci od masy zwigzanej na
powierzchni biosensora. Wykorzystuje sie tu plazmony powierzchniowe, ktore sa powierzchniowymi
falami elektromagnetycznymi generowanymi przez oscylacje wokol polozen réwnowagi - rezonans
wolnych elektrondw metalu. Dalej doktorantka wyjasnia warunki jakie sa niezbgdne aby zaszlo
opisywane wyzej zjawisko fizyczne zwiazane ze $wiatlem ptasko spolaryzowanym, jego energia,
absorpcja $wiatta przez plazmony poprzez dopasowanie wektora falowego swiatta padajacego (kx) oraz
wektora falowego plazmonéw (ksp). Zachodzace zjawisko SPR obserwowane jest jako pojawienie sig
wyraznego minimum (tzw. kat SPR) na krzywej reflektancji w zaleznosci od kata padania
promieniowania laserowego, co jest spowodowane absorpcja energii niezbednej do generowania
plazmonéw powierzchniowych. Tak jak weze$niej wspomniano, zwigzanie z powierzchnig biosensora
czasteczek biologicznych o okreSlonej masie, powoduje zmiany wspdlczynnika zalamania Swiatta
osrodka znajdujacego sie nad tym metalem (zmiany pola wygaszajacego), co powoduje przesunigcie
minimum (kata SPR) w kierunku wiekszych wartosci na krzywej reflektancji. Aby méc w dalszym
ciagu obserwowa¢ zjawisko SPR niezbedna jest wowczas zmiana kata padania $wiatta (tzw. skanowanie
kata). Dokonywanie pomiardw przy okreslonym kacie padania i zbierania $wiatla za pomocg kamery
ktéra odczytuje natezenie $wiatta w postaci obrazu to wiasnie technika powierzchniowego rezonansu
plazmonéw w wersji obrazowej SPRI. Poniewaz o skutecznosci dziatania biosensoréw decyduje
wytworzona powierzchnia, wazne jest przeprowadzenie badan zmian topografii powierzchni, grubosci
poszczegblnych warstw, wlasciwosci powierzchni, np. zwilzalno$ci, sktadu chemicznego. Dlatego w
dalszej czesci Autorka opisala wybrane metody kontroli powierzchni biosensoréw takie jak skaningowa
mikroskopia elektronowa, mikroskopia sil atomowych, spektroskopia w podczerwieni z transformacja
Furiera, pomiary kata zwilzania czy elipsometrie. Czes¢ z tych metod Autorka zastosowata w swoich
badaniach.

Podsumowujac cze$é literaturowg moge stwierdzi¢, ze zostala ona ciekawie przedstawiona i dobrze
wprowadza czytelnika w zagadnienia konstrukcji biosensorow SPRI. Na uwage zastuguje
przedstawienie informacji w postaci bardzo dobrze dobranych i czytelnych rysunkow. Utlatwia to
znacznie zrozumienie nietatwych badan biochemicznych.

Czesé eksperymentalna pracy zwigzana jest z opracowaniem trzech nowych biosensoréw z detekcja
metoda SPRI do oznaczen ilosciowych proteaz: MMP-1, MMP-2, katepsyny L. Opracowanie nowych
biosensoréw czulych na wymienione proteazy skladato si¢ z nastepujacych etapow: wybor
odpowiedniego tiolu, wybdr odpowiedniego receptora wiazacego badany enzym z probki oraz
wyznaczenie jego optymalnego stezenia na powierzchni biosensora, sporzadzenie krzywej kalibracyjnej

Katedra Chemii Nieorganicznej i Analitycznej
ul.Tamka 12, 91-403 £6dZ, tel. (+48) (42) 635-58-04, fax (+48) (42) 635-57-96
http://www.chemia.uni.lodz.pl, e-mail: chemogin@chemia.uni.lodz.pl
Kierownik Katedry: dr hab. Stawomira Skrzypek
tel. (+48) (42) 635-57-85, e-mail: skrzypek@uni.lodz.pl



| WYDZIAL
CHEMI
Uniwersytet Lodzki

ﬂ UNIWERSYTET
L o tODZK!

WYDZIAL CHEMII
Katedra Chemii Nieorganicznej i Analityczne]

na podstawie, ktérej wyznaczano stezenie tego enzymu w probkach, dla biosensora czulego na
katepsyne L wyznaczenie pH roztworu, w ktorym wykazuje ona optymalng aktywnos¢ w stosunku do
receptora- inhibitora i najefektywniej si¢ z nim wiaze, ponadto okreslenie selektywnosci, okreslenie
precyzji i dokladnosci metody, wyznaczenie limitu detekcji oraz oznaczalno$ci, pomiary stezenia
kazdego z enzymoéw W r106Znego rodzaju probkach naturalnych. Przy konstrukcji poszczegoélnych
biosensoréw monitorowano tworzenie si¢ kolejnych warstw zwigzkow na powierzchni poprzez badania
7z uzyciem mikroskopu sit atomowych- AFM (dla MMP-1 i MMP-2) lub skaningowego mikroskopu
elektronowego- SEM (dla katepsyny L).

Bardzo waznym elementem w procesie walidacji nowo opracowanych metod bylo poréwnanie stezen
kazdego z enzymow oznaczonych, w roznego rodzaju probkach naturalnych, za pomoca biosensorow
SPRI z wynikami otrzymanymi przy uzyciu testéw ELISA. Poréwnanie potwierdzito dobra korelacje
wynikéw z obu metod co stwarza mozliwo$é wykorzystania tych biosensorow w diagnostyce
laboratoryjnej jako metod¢ konkurencyjng w stosunku do testéw immunoenzymatycznych. W pracy
przedstawiono réwniez pomiary aktywnosci enzymatycznej katepsyny L, co potwierdzito tendencje¢
zmian ilo$ci tego enzymu w probkach naturalnych wyznaczong z uzyciem biosensora SPRI. W celu
potwierdzenia uzytecznosci diagnostycznej biosensoréw SPRI czutych na takie proteazy jak: katepsyny
B, D i oraz inhibitor katepsyny B - cystatyng C przeprowadzono szereg pomiar6w stezenia tych
enzyméw w réznych probkach naturalnych (osocze, surowica krwi, mocz). Otrzymane wyniki tych
badan potwierdzity mozliwos¢ zastosowania pomiaréw stgzenia tych enzymow w kontroli przebiegu
choroby oraz monitoringu chorego po przebytych procesach zapalnych, zabiegach, urazach.

Badania opisane w recenzowanej dysertacji stanowia znaczace osiagnigcie naukowe z punktu widzenia
chemii analitycznej. Skonstruowanie trzech nowych biosensoréw stanowi rozszerzenie listy enzymow
oznaczanych technika SPRI oraz alternatywe do metody ELISA, nicomal monopolizujacej dotychczas
oznaczanie ilosciowe enzyméw. Godna podkreslenia jest réznorodnoéé konstrukcji opracowanych
biosensoréw: dwa z nich sa oparte na immobilizacji inhibitoréw a jeden na zastosowaniu antyciata.
Polaczenie receptorow ze zota powierzchnia biosensora zostato dokonane za pomocs wiazania
peptydowego lub na zasadzie oddziatywan hydrofobowych. Rowniez roznorodne sg stosowane metody
obserwacji powierzchni tworzonego biosensora na roznych etapach tworzenia: w czescl eksperymentow
jest stosowana mikroskopia sit atomowych a w innej czgsci — skaningowa mikroskopia elektronowa. Ta
r6znorodnosé konstrukcji 1 narzedzi $wiadczy o osiggnieciu przez Doktorantke wysokich kompetencji w
zakresie badan opisanych w dysertacji, a takze potwierdza wysoki poziom merytoryczny Promotora
pracy. Doktorantka moze poszczycié si¢ siedmioma publikacjami i 6sma przyjeta do druku, trzema
zgloszeniami patentowymi, czteroma wygloszonymi komunikatami, prezentacja czterech posterow. Z
drugiej strony stosowane charakterystyki analityczne zostaty dokonane w sposéb typowy dla chemii
analitycznej: selektywnos¢- zakres liniowej odpowiedzi biosensora- odzysk- precyzja- granice
wykrywalnosci i oznaczalnosci. Jest to konieczne w celu poréwnania réznych tworzonych metod.
Nalezy zauwazyé takze, Ze oznaczanie analitow w probkach medycznych bylo oparte o réznorodny
bogaty zestaw probek. Na uwage zastuguje tu wspotpraca z klinikami Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku oraz z medycznymi jednostkami prywatnymi.

Recenzowana praca jest dobrze zredagowana i nie mam do niej zasadniczych uwag. Nie mnie]
jednak po przeczytaniu nasuwa si¢ kilka pytan i drobnych spostrzezen ktore z pewnos$cia mogg by¢
wyjasnione w trakcie publicznej obrony pracy.

1. Przygotowanie biosensora wymaga zastosowania do jego budowy materiatu biologicznego (w
tym przypadku np. inhibitory ARP 101 czy inhibitor katepsyny L jako warstwy receptorowe).

Jak trwale sg takie biosensory? Czy temperatura ma wplyw na ich dziatanie? Czy immobilizacja

oznaczanej proteazy zachodzi w tych samych warunkach w tym samym stopniu? Czy Autorka
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poréwnywala wyniki oznaczen danej proteazy uzyskane za pomocg tego samego rodzaju
biosensorow ale przygotowywanych w réznych dniach pracy eksperymentalnej?

2. Badajac zaleznosci wielkosci sygnatu SPRI od stezenia badanej proteazy w zoptymalizowanych
wczesniej warunkach daje si¢ wyznaczy¢ zalezno$¢ prostoliniowg opisang rownaniem liniowym.
Czym Autorka wyjasnitaby fakt, ze dla stezenia proteazy rownego zero rejestruje sie sygnal
SPRI (wykres 31, 32, 41, 51, 62)?

3. Niektore badane stezania katepsyny L w surowicy pacjentéw (Tablica 13) nie mieszcza si¢ w
zakresie liniowym wyznaczonej wczesniej zaleznosci sygnat S(SPRI) = f(¢)

4. W Tablicy 10 dotyczacej MMP-2 opis prawej kolumny sugeruje, ze chodzi o MMP-1

5. Badajac wplyw interferencji na rejestrowane sygnaly (np. tabela 5, 8, 11) Autorka podaje
warto$ci Odzysku bez uwzgledniania znaczacych miejsc po przecinku. Wydaje sie, ze tak jak dla
stezen Dodanego i Oznaczonego, konsekwentnie warto$¢ odzysku powinna by¢ réwniez podana
do drugiego miejsca po przecinku.

6. Opracowujgc statystycznie uzyskane wyniki badan i liczgc przedziat ufnosci Autorka nie podaje
wartosci prawdopodobienstwa dla jakich te obliczenia zostaly przeprowadzone.

Reasumujac, przedstawiona do oceny praca jest przyktadem zglebiania jakze waznej tematyki
badan nad nowotworami . Rezultaty i opisy przeprowadzonych eksperymentow dowodza, iz
Doktorantka bardzo dobrze opanowata ztozone instrumentarium trudnego warsztatu pomiarowego oraz
w pelni zrealizowala zatozone cele. Bardzo dobrze oceniam przygotowanie Doktorantki do
samodzielnych badan, co wyraza si¢ w umiejetnosci polgczenia pracy do§wiadczalnej i koncepceyjne;j.
Przedstawiong do recenzji prace cechuje wysoki poziom naukowy, praca wykazuje oryginalnosé
rozwigzan, posiada wyrazny element nowosci naukowej i spelnia wszelkie wymagania Ustawy o
Stopniach i Tytule Naukowym z dnia 17 marca 2003 r. (wraz z pdzniejszymi zmianami) stawiane
rozprawom doktorskim. Wnosze wniosek o jej przyjecie i dopuszczenie mgr Anny Tokarzewicz do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie bioragc pod uwage dorobek publikacyjny,
uzyskane rezultaty i skale trudnosci przeprowadzonych badan wnioskuje réwniez o wyrdznienie
recenzowanej pracy doktorskie;j.
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