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Poszukiwanie nowych narzedzi analitycznych i opracowywanie nowych metodyk
oznaczania wielu substancji chemicznych i biologicznych to wazne i trudne wyzwanie dla
chemikéw analitykow. Jednym z przykladow takiej potrzeby jest analiza substancji
biologicznych przydatnych diagnostycznie w analizie klinicznej. Dostepnosé wiarygodnych,
czutych i szybkich metodyk analitycznych ma na celu szybka diagnoze wielu chordb
cywilizacyjnych, np. choréb nowotworowych, ktorych problemem jak i innych, jest wezesna
diagnostyka 1 monitorowanie stanu zdrowia w procesie leczenia. Obecnie stosowane metody
oznaczania wigkszosci substancji biologicznych to czasochlonne i kosztowne badania
laboratoryjne. Obiecujace rozwiazania w tej dziedzinie dotycza zastosowanie bioczujnikow,
ktore pozwalaja wykrywac rozne substancje biologiczne, a tym samym pomaga¢ w diagnozie
roznych stanéw chorobowych zachodzacych w organizmie cztowieka. W wiekszosci sg to
czujniki enzymatyczne, chociaz w przypadku np. diagnostyki nowotworéw moga to byé
rowniez czujniki bakteryjne lub immunologiczne. Czujniki takie moga by¢ pomocne m.in. w
oznaczania mediatorow reakcji odpornosciowych, czyli biomarkerow, ktore sa przydatne w
monitorowaniu stanu zdrowia pacjentéw w celu wykrycia na przyklad wczesnych stadiow
nowotworow. Coraz czgstsze stosowanie bioczujnikow wynika z ich zalet w stosunku do
metod standardowych. Przede wszystkim tego typu badanie prowadzone jest w czasie

rzeczywistym, dlatego tatwo je dopasowa¢ do stanu pacjenta czy tez innej zaistnialej sytuacji.



Ponadto jest to metoda szybka, tansza, czgsto w pelni zautomatyzowana i pozwalajaca na

analize kilku substancji jednoczesnie.

Opracowanie nowych bioczujnikéw obejmuje zwykle kilka etapow i ma charakter
inter/multidyscyplinarny. Pierwszy zwiazany jest z chemiq ciala stalego, czyli
przygotowaniem podloza bioczujnika. Nastepnie Kkonieczne jest zaprojektowanie
odpowiedniej reakcji biochemicznej umozliwiajacej wykrywanie oznaczanej substancji.
Wazng czynnoscig jest dobranie odpowiedniej metody, ktora umozliwi detekcje sygnatu i
przetozenie jego wartosci na konkretne stezenia. W ostatnim etapie nalezy uwiarygodnié
opracowany czujnik i procedurg jego uzycia poprzez wyznaczenia uzytecznych parametrow
analitycznych. Jezeli wszystkie etapy przeprowadzi si¢ prawidiowo to otrzymany bioczujnik
bedzie charakteryzowal si¢ oczekiwang selektywnoscia oraz specyficznodcia, a tym samym

bedzie mogl by¢ zastosowany w diagnostyce wykrywania markeréw wielu choréb.

Praca doktorska mgr Anny Tokarzewskiej w pelni wpisuje sie w nowatorski nurt
badann dotyczacych opracowania nowych metod oznaczania okreslonej grupy waznych
substancji biologicznych, a mianowicie = wybranych proteaz i inhibitoréw proteaz z
wykorzystaniem bioczujnikéw z detekcja sygnatu technikg powierzchniowego rezonansu
plazmonéw w wersji obrazowej (SPRI). Realizacja tej pracy musiata obejmowaé wszystkie
wyzej wymienione etapy. Mozna wigc jednoznacznie stwierdzi¢, ze Doktorantka podjela sie

realizacji ambitnego zadania w ramach waznej i aktualnej tematyki, ponadto majacej

wyrazny aspekt uzytkowy.
Ocena redakcyjna rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa, wykonana pod opiekag naukowa dr hab. Ewy
Gorodkiewicz, obejmuje 128 stron maszynopisu i ma tradycyjny uktad dla tego typu prac. Rozprawa
obejmuje: wstep (2 strony), przeglad literaturowy bedacy w zasadzie czgscia teoretyczna (26 stron),
obszerny opis badan wlasnych (65 stron), obejmujacy opis sprzetu, odczynnikéw i materiatu
biologicznego oraz szczegblowy opis konstrukcji trzech biosensoréw wraz z ich okreslona
charakterystyka analityczna. Prace konczy dyskusja wynikéw (6,5 strony) i wnioski (1,5 strony) oraz
Jednostronicowe streszczenia pracy, zaréwno w jezyku polskim jak i angielskim i wykaz cytowanej
literatury (111 pozycji). Pochwali¢ nalezy Doktorantke za uzyteczny ze wzgledéw nomenklaturowych,
wykaz stosowanych w pracy skrétéw. Struktura pracy jest poprawna i typowa dla do$wiadczalnych
prac badawczych. Mozna mie¢ jedynie zastrzezenia, ze Autorka nie wyodrebnila , jak sie zwyczajowo

przyjeto, we wstepie lub przed czescia doswiadczalna, celu pracy. Wprawdzie cel podjetych badan



wynika z czeéci literaturowej, w ktérej Kandydatka ze znawstwem przedstawia fizjologiczne
znaczenie wybranych analitow, a tym samym oczywista staje sie potrzeba ich oznaczania ale wyraznie
wyartykutowany cel znajduje si¢ dopiero w streszczeniu pracy.

Tytut pracy jest w pelni zgodny z jej treécia, chociaz osobiscie uwazam, ze tytut
»Opracowanie metod oznaczania....” zamiast ,,Rozwdj metod oznaczania....” lepiej odzwierciedlatby
Jej tres¢ gdyz w obecnej formie jest on moim zdaniem zbyt ogélny.

W rozdziale ,Przeglad literaturowy” Doktorantka przedstawila trzy odrebne zagadnienia,
reprezentujace rézne zakresy wiedzy ale $cisle wiazace sie z celem pracy , a mianowicie:

- charakterystyke wybranych proteaz i inhibitoréw proteaz;
- charakterystyke biosensorow z detekcja SPRI;
- istote wybranych 'metod stosownych do kontroli powierzchni podtoza biosensoréw.

Ta czes¢ pracy jest dobrze zredagowana i w sposéb zwigzly, bez zbednych tresci przedstawia
zar6wno zagadnienia zwiazane z projektowaniem i konstrukcja okreslonego typu bioczujnikéw jak i
krytyczng charakterystyke analitw - enzyméw i ich inhibitoréw - pelniacych wazna role w
funkcjonowaniu organizmow.

W czgsci doswiadczalnej Autorka szczegélowo przedstawia w spos6b bardzo konsekwentny
projektowanie, konstrukcj¢ i wyznaczanie charakterystyk analitycznych procedur stuzacych do
oznaczania wybranych enzyméw. Odnosi si¢ jednak wrazenie, ze o ile omawianie kazdego bioczujnka
ze wzgledu na swoja specyfike wymaga oddzielnego potraktowania to  wydzielenie w jeden
podrozdziat zagadnien walidacyjnych, ze wzgledu na stosowang identyczna metodologie pozwolitoby
skroci¢ prace a jednoczesnie ja uczytelni¢ poprzez tabelaryczne zestawienie wyznaczonych

parametrow walidacyjnych dla wszystkich trzech bioczujnikéw.

Ocena merytoryczna i uzytkowa rozprawy

Zasadniczym celem pracy bylo opracowanie trzech nowych bioczujnikow i metod
analitycznych do oznaczania wybranych substancji biologicznych, spelniajacych wazne role
fizjologiczne. Istotne znaczenie w podjetym przedsigwzigeiu tym pelni wybrana i
zastosowana metoda detekcji interakcji biologiczna warstwa receptorowa-analit, a mianowicie
technika SPRI. Chcac zrealizowac tak postawione zadanie nalezato:

1. dobra¢ odpowiednie warstwy receptorowe do mierzonych analitow (metaloproteinazy-

1; metaloproteinazy-2 i katepsyny L):

2. zaproponowa¢ metody unieruchomienia czasteczek biologicznie czynnych w warstwie
receptorowej;
3. dobra¢ optymalne warunki sygnatu ( przede wszystkim intensywnos¢, selektywnos¢).

Jako receptory wiazace Doktorantka zaproponowata:



- krdlicze, anty-ludzkie przeciwciato do oznaczania MMP-1;
- handlowy inhibitor ARP 101 do oznaczania MMP-2;
- handlowy inhibitor RKLLW-NH, do oznaczania katepsyny L.

Z kolei do zwigzania receptora z podlozem (zloto) istotny byl rowniez dobor
substancji petniacej role tzw lacznika, determinujacego sposéb zwiazania (immobilizacja
kowalencyjna, immobilizacja za pomoca wigzan hydrofobowych). W pierwszym przypadku
facznikiem byta cysteamina, a w dwoch ostatnich 1-oktadekanotiol. W celu sprawdzenia czy
substancja biologiczna osadzita si¢ na podtozu Doktorantka zastosowata nowoczesne metody
analityczne, a mianowicie: mikroskopi¢ sit atomowych (AFM) oraz skaningowa mikroskopie
elektronowa (SEM). Moim zdaniem wszystkie wymienione czynnosci zostaly
przeprowadzone zgodnie z zasadami projektowania i wykonania biosensoréw i $wiadcza o
wilasciwym opanowaniu tego trudnego etapu.

O praktycznej przydatnosci bioczujnikéw i opracowanych z ich uzyciem metod
analitycznych decyduja ich parametry analityczne, takie jak: doktadno$¢, precyzja,
selektywnos¢ 1 specyficznos¢ wzgledem badanej substancji, powtarzalno$é¢ wynikow; czas
odpowiedzi lub inaczej szybkos¢ czasu detekcji; czas zycia, czyli trwalo$é sensora,
uzalezniona zaréwno od jego rodzaju, jak i trybu pracy. Duza cze$¢ pracy doswiadczalnej
poswigcona jest wlasnie okresleniu tych parametrow. Doktorantka w konsekwentny sposéb
przeprowadzita okreslenie doktadnosci, precyzji, selektywnosci oraz granic wykrywalnosci i
oznaczalnosci  opracowanych procedur. Przekonywujacym dowodem na poprawnosé
realizacji celu  jest poréwnanie wynikéw oznaczen ilosciowych wybranych analitow
metodami opracowanymi w rozprawie z wynikami uzyskanymi z wykorzystaniem
powszechnie stosowanego testu immunologicznego - testu ELISA. Sposob realizacji czesci
doswiadczalnej recenzowanej pracy potwierdza umiejetnosci w zakresie samodzielnego
prowadzenia badan naukowych.

Bardzo waznym elementem rozprawy, szczegdlnie ze wzgledu na jej praktyczng
uzyteczno$¢, sa wykonane z wykorzystaniem opracowanych bioczujnikéw, pomiary stezen
MMP-1 w probkach naturalnych (osocze i mocz), MMP-2 (osocze oraz ptyny hodowlane
zarodkow do stadium blastocysty) i katepsyny L (surowica krwi) i stwierdzone korelacje ich
ilosci ze stanem zdrowia (osoby zdrowe i osoby z okreslona dolegliwodcia). Stwarza to
mozliwos¢ zastosowania opracowanych bioczujnikéw i procedur analitycznych do oceny
poziomow biomarkeréw okreslonych choréb i kontroli ich leczenia. Warto dodaé, ze to
kolejne zastosowania praktyczne bo swoje badania Doktorantka rozpoczela od zastosowania

wczesnie] opracowanych bioczujnikéw w zespole dr hab. inz. Ewy Gorodkiewicz do



oznaczania st¢zen katepsyn B i D oraz cystatyny w probkach naturalnych (osocze, surowica
krwi, mocz). Ten fragment badan potwierdzil jednoznacznie mozliwosé zastosowania
pomiaréw stezenia tych enzyméw w kontroli zaréwno przebiegu réznych choréb jak i w
monitoringu procesow leczenia.

Wigkszo$¢ z uzyskanych przez kandydatke wynikéw oceniam wysoko. Za najwazniejsze

osiagnigcia doktorantki uwazam:

* Stworzenie nowych narzedzi analitycznych poprzez kompletne opracowanie trzech
bioczujnikéw do oznaczen waznych substancji biologicznych;

* Opracowanie trzech procedur analitycznych w oparciu o zaprojektowane i wykonane
bioczujniki;

* Udokumentowane zwalidowanie wszystkich opracowanych procedur analitycznych;

* Wykazanie uiyteczno$ci klinicznej opracowanych metodyk do diagnostyki medycznej
poprzez oznaczenie wybranych proteinaz i ich inhibitoréw;

* Wykazanie, ze istnieje zwigzek iloSci proteaz i ich inhibitoréw, jako biomarkeréw, z
wieloma schorzeniami.

Jak w kazdej pracy doszukaé¢ sie mozna roznych uchybien i niejasnosci. Zadaniem

recenzenta jest je wylowi¢, podda¢ krytycznej ocenie i dyskusji. Ponizej przedstawiam

zagadnienia budzace moje watpliwosci oraz pytania jakie pojawily si¢ w trakcie lektury

dysertacji:

= Czym podyktowany jest wybdér konkretnych analitow — proteinaz i ich inhibitorow? Czy
decydujacym argumentem byfo zapotrzebowanie srodowiskowe czy mozliwosci

wykonawcze?

* Czy umieszczenie podrozdzialu dotyczacego oznaczania katepsyn B, D oraz cystatyny w
probkach naturalnych , tacznie z opracowang procedura oznaczania katepsyny L nie byloby

bardziej konsekwentne, a tym samym korzystniejsze dla czytelnosci pracy?

* Czy postulowana przez Kandydatk¢ przyczyna nieprzechodzenia krzywych

kalibracyjnych przez zero jest uzasadniona i czy jest to przyczyna jedyna?

* Czy w oparciu o dotychczasowe badanie mozliwe jest okre$lenie trwalosci, a wiec i

czasu zycia opracowanych bioczujnikow;



* (Czy nie lepszy jest termin ,,unieruchomienie receptora” niz stosowany wielokrotnie w

tekscie rozprawy termin ,,zimmobilizowanie receptora” (np. na s. 63)?

» Prosze o wyjasnienie co reprezentuja wartosci + podane w tabelach 7, 101 13w
liniach, w ktérych zamieszczone sg Srednie wartosci st¢zen odpowiednich analitow
oznaczone dwiema metodami: testem ELISA 1 odpowiednimi bioczujnikami. Z
pewnoscig nie sa to wartosci odchylen standardowych jak to ma miejsce w przypadku

wynikéw poszczegdlnych probek.

Przytoczone watpliwosci nie majg istotnego znaczenia i nie podwazajg w zadnej mierze
wartoscl rozprawy 1 mojej pozytywnej jej oceny. Spodziewam si¢, ze uzyskam na nie
wyjasnienia podczas publicznej obrony. Reasumujac, uwazam, ze cel pracy zostal
zrealizowany a potwierdzeniem uzytecznosci badan sa dwa zgloszenia patentowe (nr
P.412411 dotyczacy bioczujnika do oznaczenh MMP-1 i P.422097 bioczujnika czulego na
katepsyne L).

Whiosek koncowy:

Na podstawie analizy przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej mgr Anny
Tokarzewskiej moge stwierdzi¢, ze zawiera ona elementy nowosci naukowej a charakter
podjetych badan ma charakter innowacyjny. Praca stanowi oryginalne rozwiazanie
problemu naukowego - konstrukcji nowych bioczujnikéw i opracowania nowych procedur
analitycznych - poparte wiarygodnymi wynikami badan. Autorka wykazala si¢ dobrym
przyswojeniem wiedzy teoretycznej a jednoczesnie dowiodia umiejetnosci samodzielnego
prowadzenia pracy naukowe;j.

Uwzgledniajac interdyscyplinarny charakter pracy, jej potencjat aplikacyjny i dorobek
publikacyjny Kandydatki (7 publikacji o sumarycznym [F=10.273 i jedna bez IF) uwazam,
ze w Swietle Ustawy o Stopniach i Tytule Naukowym z dnia 14.03. 2003 r., (Dz. U. nr 65,
poz. 595 z 2003 r., ze zm. w Dz. U. z 2005 r. nr 164, poz.1365) recenzowane opracowanie
spelnia wszystkie wymogi stawiane tego typu pracom i dlatego wnosze do Rady Wydziatu
Biologiczno-Chemicznego Uniwersytetu w Bialymstoku o dopuszczenie mgr Anny

Tokarzewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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