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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Sankiewicz
pt. ,,Rozwdj | zastosowanie analityczne bioczujnikow z detekcja
Powierzchniowego Rezonansu Plazmonéw w wersji Imiging (SPRI)”

Recenzja zostata przygotowana zgodnie z wytycznymi dla recenzenta zawartymi w aktualnym
Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (Dz.U. poz. 261) z dnia 30 stycznia 2018 r. w
sprawie szczegbfowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynno$ci w przewodzie doktorskim, w
postepowaniu habilitacyjrym oraz w postgpowaniu o nadanie tytulu profesora. Odpowiedni zapis w
rozdz. 1, § 6, pkt. 5 stanowi, e (cytuje): ,W przypadku gdy rozprawe doktorskq stanowi samodzielna
i wyodrebniona czes$¢ pracy zbiorowej, recenzja zawiera oceng indywidualnego wkfadu kandydata w
powstanie fej pracy.”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Anny Sankiewicz
zatytutowana ,Rozwdj | zastosowanie analityczne bioczujnikbw 2z detekcjg
Powierzchniowego Rezonansu Plazmonéw w wersji Imiging (SPRI)” dotyczy
opracowania nowoczesnych narzedzi analitycznych, jakimi sg biosensory, do
wykrywania bioanalitéw istotnych w diagnostyce medycznej. Praca zostata wykonana
w Instytucie Chemii na Woydziale Biologiczno-Chemicznym Uniwersytetu w
Biatymstoku. Tematyka pracy wpisuje sie w obszar najnowszych zainteresowarn
badawczych dr hab. Ewy Gorodkiewicz, petnigcej funkcje promotora przedtozonej do
oceny dysertacji.

Zainteresowanie zastosowaniem biosensoréw w medycynie oraz przemysle
wcigz rosnie. Biosensory sg uznawane za korzystng alternatywe dla klasycznych
metod biologicznych oznaczania waznych metabolitéw, giéwnie ze wzgledu na niski
jednostkowy koszt analizy, mozliwosci miniaturyzacji oraz znacznie krotszy czas
analizy. Opracowanie biosensoréow o pozgdanych parametrach pracy nie jest fatwe i
wymaga potaczenia wiedzy i doswiadczenia badaczy reprezentujgcych rézne
dyscypliny. Warto tu nadmienic¢ iz w literaturze mozna znalez¢ doniesienia dotyczgce
biosensoréw na setki analitéw. W rzeczywistos$ci dostepne handlowo sg bioczujniki do



oznaczania zaledwie kilkunastu réznych substancji, a najbardziej rozpowszechnionym
i stosowanym (nie tylko w analizatorach klinicznych, ale takze w warunkach
domowych) jest sensor do oznaczania glukozy. Badania nad biosensorami prowadzg
renomowane uczelnie i instytucje badawcze na calym $wiecie i zainteresowanie nimi
jako narzedziami diagnostycznymi wcigz dynamicznie rosnie, o czym Swiadczy tez
liczba publikacji na ten temat. Na przestrzeni ostatnich 20 lat liczba doniesien
naukowych dotyczgcych biosensoréw wzrosta niemalze 10-krotnie (zgodnie z danymi
portalu pubmed.gov). Zgodnie z prognozg opracowang przez Global Market Insights,
Inc, przed 2024 r. rynek biosensoréw ma by¢ wart okoto 29,6 mid dolaréw, podczas
gdy jeszcze rok temu szacowano go na 14,8 mid dolaréw. Powyzsze argumenty sg
wystarczajgco zachecajgce aby podejmowaé prace badawcze i konstrukcyjne
zwigzane z opracowaniem nowych i optymalizacjg znanych biosensoréw. Zatem
niniejsza praca wpisuje sie znakomicie w biezgce $wiatowe trendy badawcze.

Strona redakcyjna

Rozprawe stanowi 11 rozdziatbw napisanych w jezyku polskim. Zostata
przedtozona jako zbiér 7 spéjnych tematycznie oryginalnych artykutow (D1-D7).
Dysertacje otwierajg sireszczenia w jezyku polskim i angielskim (rozdz. I), spis
publikacji i zgtoszen patentowych stanowigcych podstawe niniejszej dysertacii (rozdz.
I) oraz stosowanych skrétéw (rozdz. Il1). Kolejne rozdziaty IV-IX stanowig zasadnicza,
merytoryczng cze$¢ doktoratu, na ktorg skiadajg sie wstep nakreslajgcy zakres
tematyczny pracy (rozdz. IV), zdefiniowanie celu i poszczegblnych etapéw badan
(rozdz. V), przeglad literaturowy z zakresu realizowanych prac oraz 14-stronicowy opis
prac badawczych (rozdz. VII) nawigzujgcy do dotgczonych publikacji. Dopetnieniem tej
czesci jest krotki (niespetna 1-stronicowy), lakoniczny rozdziat VIII zatytutowany
,Podsumowanie i wnioski” oraz spis publikacji (rozdz. IX), ktére cytuje Doktorantka w
rozdz. VI-VIIl. Dodatkowo w rozdziale X odnajdujemy catkowity dorobek naukowy
doktorantki. Cato$¢ zamyka rozdziat X| zatytutowany ,Zalgczniki”, ktéry zawiera kopie
publikacjach stanowigcych podstawe dysertacji wraz z o$wiadczeniami Doktorantki i
innych wspoétautoréw dotyczgce udziatu w pracach D1-D7.

Czes$¢ dysertacji stanowigca przewodnik do zatgczonych publikacji zostata
przygotowana do$c¢ niestarannie od strony edytorskiej (interpunkcja, niekonsekwentne
spacje, skroty myslowe, zapis bibliografii). Robi to dos¢ niekorzystne wrazenie na
czytajgcym, tym bardziej ze tekst jest krotki.

Wartos¢é merytoryczna i uzytkowa

We wstepie Doktorantka zarysowuje powody, ktére przyczynity sie do podjgcia
badan, uzasadnia wybdr obiekiow badarn i przyjetej techniki pomiarowej. W kolejnym
rozdz. V Autorka jasno formutuje cel pracy i przedstawia kolejne etapy jego realizaciji.
Przeglad literaturowy to zaledwie kilka definicii i informacii 0 wykorzystaniu zjawiska
powierzchniowego rezonansu plazmonéw (SPR), jednej z mozliwych technik
pomiarowych stosowanych przy konstrukcji biosensorow. W kolejnym rozdziale (VII)



mgr Sankiewicz udostepnita czytajgcemu syntetyczne omdéwienie zagadnien
bezposrednio zwigzanych tematycznie z publikacjiami D1-D7, w rozbiciu na
zagadnienia dotyczace kanstrukcii sensardw, ti. (i) zasada dziatania biosensoréw
SPRI [D1, D7], (ii) metodyka modyfikacji i regeneracji przetwornika [D2], (iii) strategie
immobilizacji biorecepteréw [D2-D7], (iv) kontrola stabilno$ci powierzchni czujnikow
[D2-D7] oraz odnoszgce sie do mozliwosci wykorzystania zaprojektowanych
biosensoréw w praktyce analitycznej [D2-D7]. Generalnie komentarz do artykutéw
stanowigcych podstawe dysertacji, wtacznie z podsumowaniem i wnioskami, to
zaledwie 20 stron tekstu wraz ilustracjami. Nic dziwnego, ze informacje te sg
niezwykle skrétowe. W tej sytuacji spis publikacji przedstawiony w rozdz. |l nalezato
potraktowac jako zaproszenie do ich przeczytania, co tez uczynitam.

Publikacie D1-D7 ukazaty sie w latach 2014-18. Pierwsza z prac zostata
opublikowana w polskim czasopismie ,Chemik’, zas pozostate 6 w czasopismach o
zasiegu miedzynarodowym, w wiekszosci o znacznym wspotczynniku oddziatywania:
,Cellular and Molecular Bioengineering” (JF aquainy = 2.535), ,Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis” (IFakuany = 3.255), ,Analytical Biochemistry” (IFaktuainy =
2,334) oraz ,Analytical and Bioanalytical Chemistry” (IFakuainy = 3.431). £Laczny IF aktuainy
tych practo 14,238, aliczba cytowan ok. 20. Te dane bibliometryczne, w odniesieniu
do innych recenzowanych przeze mnie doktoratéw, nalezg do jednych z lepszych.

Po zapoznaniu sie z trescig artykutow D1-D7 uwazam, Zze prace te sg
wartosciowe, wnoszgce nowe informacje poszerzajgce wiedze w odniesieniu do
konstrukeji biosensordw SPRi. Mozna wuznaé, ze opracowane czujniki sg
konkurencyjne w odniesieniu do obecnie istniejgcych metod (gtéwnie ELISA), a w Kilku
przypadkach (tj. proteasomy) zaprezentowane biosensory SPRi sg pionierskimi
narzedziami do oznaczania tychze analitow. Ponadto, lektura artykutéw wskazuje, ze
w kolejnych publikacjach rozwijana jest metodyka przygotowania biosensoréw,
dodawane sg nowe sposoby ich testowania, itp. Zauwazalna jest takze poprawa
samego sposobu opisu i przedstawienia wynikdw, co $wiadczy o dagzeniu do
ulepszania wyjsciowych koncepcji i unikaniu powielania raz przyjetych schematow.

W omawianych artykutach duzy nacisk potozony jest na funkcjonalno$c
biosensoréw i wiekszo$¢ badan realizowano przez pryzmat bezposredniej oceny
wplywu wybranych czynnikdw na dziatanie (parametry pracy) danego biosensora.
Przyktadowo — procedura okreslana jako ,optymalizacja stgzenia receptora”, de facto
nie polegata na prébie wyznaczenia gestosci powierzchniowej czgsteczek receptora,
ale zbadaniu zalezno$ci wartosci sygnatu analitycznego od stezenia roztworu uzytego
do immobilizacji receptora. Tak naprawde nie wiadomo, jak przektada sie to stezenie
na gestosé powierzchniows, a gestosé na efektywnosé wigzania analitu. Widac, ze
nadrzednym celem Doktorantki byto wykazanie, ze biosensor wykazuje zdolno$¢ do
selektywnego wigzania wybranego biomarkera, a parametry analityczne.
opracowanych metod predestynujg je do prowadzenia oznaczern w probkach
rzeczywistych — co ponad wszelkg watpliwo$¢ sie udato. Sitg rzeczy jednak, nieco
mniejszy nacisk potozony zostat na doswiadczalne potwierdzenie natury zjawisk



stanowigcych istote mechanizmu dziatania opracowanych biosensorow. Nie jest to
zarzut, a bardziej sugestia, ze nieco szerzej zakrojone badania optymalizacyjne i
szersze spojrzenie na wyhrane aspekty kanstrukcii biosensorow (ktére nie byly
dyskutowane w ramach przedtozonej do recenzji pracy) mogtyby przynies¢ wiele
innych, ciekawych informacji mogacych zaowocowac dalszg poprawg parametrow
opracowanych metod.

Najtrudniejszym elementem oceny, w przypadku dysertacji skiadajgcej sie¢ z
cyklu wieloautorskich publikacji opatrzonych komentarzem doktoranta, jest
wyodrebnienie jego indywidualnego wkfadu w powstanie pracy. Komentarz napisany
w stronie biernej nie utatwiat pracy. Dopiero o$wiadczenia Doktorantki i wspotautorow
zatgczone do publikacji D1-D7 w petni rozjasnity sprawe. Mgr Sankiewicz mozna
przypisac znaczgcy udziat w planowaniu i przeprowadzaniu doswiadczen, zestawianiu
i interpretacji wynikow, czy zbieraniu literatury. Potwierdza to réwniez pozycja
pierwszego autora w 7 i autora korespondencyjnego w 2 z omawianych artykutoéw. Mgr
Sakiewicz w trakcie realizacji pracy doktorskiej podjeta sie trudnych, czasochtonnych i
wymagajgcych wspotpracy interdyscyplinarnych zadan badawczych i wywigzata sie z
nich bardzo dobrze. O dojrzatosci mtodego naukowca, jakim jest Doktorantka $wiadczy
réwniez to, ze brata udziat w przygotowaniu manuskryptow.

Do najwazniejszych osiggnie¢ Doktorantki, jako cztonka zespotéw realizujgcych
projekty interdyscyplinarne, zaliczam:

o Zweryfikowanie postawionych hipotez | zrealizowanie wszystkich
zaplanowanych etapdéw badan, co pozwolito na opracowanie biosensorow
bazujgcych na wykorzystaniu techniki SPRI i odpowiednio zaprojektowanych
warstw receptorowych. Co wazne - biosensoréow o zakladanych parametrach
pracy.

e Opracowanie czutych i selektywnych biosensoréw dla kilku wybranych,
waznych z diagnostycznego punktu widzenia bioanalitéw (tj., laminy-5,
kolagenu IV, fibronektyny, proteasoméw oraz C-terminalnej ubikwytyny L1).

e Zaproponowanie warto$ciowego i dobrze uzasadnionego sposobu weryfikacii
uzytecznosci analitycznej uzyskanych biosensoréw, z uwzglednieniem
szerokiej puli probek rzeczywistych pochodzacych od pacjentéw. Stanowi to
walor, gdyz w oczywisty sposdb wskazuje potencjat aplikacyjny prac i
dokumentuje mozliwe obszary zastosowan opracowanych biosensorow.

e Zdobycie do$wiadczenia w zakresie projektowania metod bioanalitycznych z
wykorzystaniem biosensorow SPRIi.

e Zaproponowanie szeregu uktadéw receptor/biomarker, ktorych uzytecznosé
zostata potwierdzono w toku niniejszej pracy doktorskiej, a ktére moga z
powodzeniem stanowi¢ punkt wyjscia do projektowania innego typu sensoréw
(elektrochemicznych, optycznych czy nawet sensorow z posrednig detekcjg
sygnatu).



Niemniej jednak, po lekturze przewodnika i zatgczonych publikacji nasuwajg sig

pewne pytania i watpliwosci, do ktérych nalezatoby sie ustosunkowa¢. Kilka
szczegobtowych uwag/nytan, zamieszezam, panizej.

Przewodnik do publikacji

W cato$ci przewodnika i publikacji D1 (majgcej w zatozeniu charakter
przegladowy/wprowadzajacy) technika SPRi jest opisana ze $cisle okreslonego
punktu widzenia. Maze to twarzy¢ wrazenie iz Autorka uwaza, ze opisywany w
pracy uktad jest dominujacym rozwigzaniem konstrukcyjnym —a moim zdaniem
SPRi w fazie stacjonarnej jest raczej rzadziej spotykang odmiang w poréwnaniu
do wersji przeptywowej, chociazby z uwagi na dostepno$¢ komercyjng
aparatow przeptywowych.

Streszczenie, str. 4. ,......... do zmodyfikowania powierzchni ztota na chipie
wykorzystano rozne rodzaje tiolow (pisownia oryginalna).”
To stwierdzenie sugeruije tylko alifatyczne/aromatyczne tiole. Czy w tym pojeciu
miesci sie rowniez cysteamina?

Streszczenie, str. 5. - okreSlenie optymalnego stezenia receptora na
powierzchni biosensora”. W klasycznej definicji receptor jest integralng czgscig
biosensora, wiec trudno moéwié¢ o receptorze ,na powierzchni biosensora’, a
raczej ,na powierzchni modyfikowanego przetwornika’.

Wykaz skrétow, str. 10: jest “charge- coupe device”, powinno by¢ “coupled”,
Wykaz skrétow, str. 10: angielskie nazwy chlorowodorkéw amin sg biednie
ttumaczone na jezyk polski jako wolne aminy.

Przeglad, str. 20: ,tiol z koricowg grupg alkilowg (oktadekanotiol — ODM)” -
taricuch alifatyczny trudno nazwaé grupg koricowa.

Przeglad, str. 21: ,W celu aktywacji do roztworéw przeciwciafa lub inhibitora
peptydowego dodawano roztwér mieszaniny EDC i NHS (w stosunku
objetosciowym EDC : NHS = 1: 1) w buforze weglanowym o pH= 8,5. Nastepnie
tak sporzadzone roztwory nanoszono na miejsca aktywne na czipie. Cafosc
inkubowano w temperaturze 37° C przez 1h.” Taka metodologia niesie za sobg
pewne ryzyko kowalencyjnego sieciowania, zwigzane 2z jednoczesng
obecnoscig wolnych grup karboksylowych i aminowych w biatkach (w tym
przeciwciatach) i peptydach. Jak Autorka ocenia ryzyko z tym zwigzane? Czy
byt sprawdzany/ rozwazany uktad odwrotny (immobilizacja kwasu w-
merkaptokarboksylowego i wigzanie przeciwciata poprzez grupy aminowe)?
Tabela 1, str. 30: zabrakito krytycznego poréwnania/przegladu literaturowego
konkurencyjnych metod oznaczania wymienionych w pracy bioanalitow i oceny
atrakcyjnosci uzyskanych rozwigzan na ich tle,

Tabela 1, str. 30: Dlaczego dla biosensora do oznaczania proteasomu na bazie
cysteaminy LOD i LOQ podane sg jako zakresy a nie konkretne wartosci?



Artykuty D1-D7:

We wszystkich artykutach, gdzie wykorzystywano warstwe z cysteaminy i
przeciwciato (zatgczniki D4-7) schematyczne rysunki sg niepoprawne - skoro
jest dowigzanie przez EDC (wigzanie amidowe) to na potgczeniu cysteaminy z
przeciwciatem nie moze by¢ -NHz (najwyzej -CONH- fub -NH-).

D2: W roli receptora wykorzystano peptyd - inhibitor PSI (Z-lle-Glu(OBut)-Ala-
Leu-H), ktory nastepnie przytaczano kowalencyjnie do cysteaminy. Mimo, iz
bezposrednie dowigzanie okazato sie skuteczne i pozwolito osiagnaé
selektywnosc¢ oddziatywania pomiedzy receptorem a analitem, czy rozwazata
Pani aspekty steryczne? Czy cata sekwencja czy tylko jej fragment odpowiada
za wigzanie? Czy Pani zdaniem zwigzanie receptora stosunkowo blisko
powierzchni, bez zadnych segmentdéw neutralnych nie ogranicza jego
dostepnosci dla stosunkowo duzego analitu?

D2: Experimental: Sktadnikiem buforu w ktérym przygotowano roztwor
proteasomu 20S byt 1 mM DTT (skrét od ditiotreitolu). Czy rozwazata Pani
wplyw tego czynnika na stan monowarstwy? Jak bardzo byta rozciericzana
podstawowa prébka hiatka?

W artykule D2 sugerowany jest proces hydrolizy wigzan amidowych pod
wplywem Mieszaniny Triton X100 / 100 mM NaOH. Jezeli nastepuje hydroliza
wigzania amidowego, to czy np. caly peptyd sie rozpada? Byloby to warte
dalszej analizy (np. badania w roztworze i HPLC, kontrolne préby negatywne
bez EDC. Tego moim zdaniem zabrakto w artykule.

D2: Jak potwierdzi¢, ze za immobilizacje bylo odpowiedzialne oddziatywanie
kowalencyjne? Czy byly wykonywane préby negatywne, tj. np. badania
funkcjonalnoéci biosensoréw na bazie cysteaminy/MUAM bez EDC/NHS? A
moze jest tam np. znaczacy udziat adsorpcji — moze regeneracja NaOH
deprotonuje kationy amaniowe cysteaminy i dlatego konstrukcja sie rozpada?
Szkoda, ze nie zostato to wyczerpujgco wyjasnione.

D3: Jezeli peptyd byt syntezowany na zaméwienie, czy z punktu widzenia
prostoty wytwarzania sensora nie bytoby korzystniejsze wprowadzenie na C-
koricu np. cysteiny zamiast dwuetapowego dowigzywania przez EDC/NHS?
D4, Experimental. Z opisu wynika, ze pomiar SPRi byt wykonywany
bezposrednio w probce osocza/odwirowanego ptynu mbzgowo-rdzeniowego,
bez zadnego rozciericzania albo buforowania (nie ma o tym informacji). Jak ma
si¢ to do doswiadczenia , Influence of pH solution on interaction proces”, gdzie
optymalizowano pH buforu na potrzeby krzywej kalibracji? Optymalne warunki:
pH 7-8 (w zalezno$ci od receptora) zapewne sg zblizone do tego, czego
mozemy oczekiwaé¢ w probkach, jednak podejécie to budzi watpliwosci. Moim
zdaniem réznica w sktadzie matrycy probki rzeczywistej i probek
wykorzystanych do krzywej kalibracji moze byé znaczaca. Co warte
podkreslenia, juz w artykule D5 (oznaczanie lamininy) probka jest rozciericzana
1000-krotnie buforem PBS za$ w artykule D8 (kolagenlV) - 10-krotnie, co
rozwigzuje problem.



D4, Results: Autorka testuje selektywnos$¢ w roztworze 2 ng/mL analitu i 1000-

krotnym nadmiarze albuminy (j. 2 pg/mL). Stezenie albuminy w surowicy jest

jednak wyzsze, wiec ekstrapalowanie selektywnaosci biosensora na probki

rzeczywiste moze by¢ w tym przypadku dyskusyjne.

o D4: Jak Autorka skomentuje fakt, ze sensor bazujgcy na bardzo prostym,
matoczgsteczkowym receptorze (inhibitorze) okazat sie konkurencyjny do tego
z wykorzystaniem przeciwciata. Jak Doktorantka ocenia istotnoS¢ wplywu
odlegtosci miejsca addziatywania od powierzchni na parametry analityczne?
Czy to moze mie¢

e D7: Uwage zwracajg istotne zmiany w metodyce przygotowania sensora w
poréwnaniu , .. dodatkowe blokowanie powierzchni BSA, w ostatnim z cyklu
sensorow dodany jest etap blokowania grup aminowych na powierzchni
(EDC/NHS + octan). Ca skionito Autorke do wprowadzenia takich zmian?

* Narysunku 1w D7 jest niescisto$¢ — w opisie jest etap acylowania wolnych grup

aminowych, na rysunku tego brakuje (pozostaty niezmodyfikowane

cysteaminy).

Nalezy podkresli¢, ze przedstawione powyzej uwagi majg gidbwnie charakter
polemiczny, ewentualnie majg na celu wyjasnienie pewnych niescistosci jakie pojawity
sie w rozprawie. Co istotne, nie zmieniajg one mojej jednoznacznie pozytywnej opinii
na temat przediozonej pracy doktorskie;.

Na zakoriczenie nalezy dodac, ze catkowity dorobek mgr Anny Sankiewicz jest
Zznacznie bogatszy | obejmuje wspoétautorstwo az 23 prac (w tym 22 w czasopismach
z listy JCR), ale nalezy zauwazy¢, ze prace te ukazywaty sie od roku 2003. Wiekszos¢
wspomnianych prac opublikowana zostata w znaczagcych czasopismach z zakresu
bioanalityki. Doktorantka byla wspdtautorem 12 prezentacji posterowych na
konferencjach. Ponadto jest wspotautorkg 3 zgtoszen patentowych.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska zawiera
szereg bardzo wartosciowych wynikéw. Bez watpienia, doktorantka wykazata sie
dobrym umiejetnosciami | warsztatem badawczym na wysokim poziomie. Uzyskane
wyniki przedstawione sg w rzetelny sposéb, a uzyskane na ich podstawie wnioski sg
w petni uzasadnione.

Oceniajgc pozytywnie recenzowang prace stwierdzam, ze spetnia ona wymogi
stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. (z
pozniejszymi zmianami) o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule w zakresie sztuki. W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Wydziatu
Biologiczno-Chemicznego Uniwersytetu w Bialymstoku o przyjecie rozprawy i
dopuszczenie mgr Anny Sankiewicz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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