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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Beaty Szymanskiej pt.:
»Test analityczny do oznaczen wybranych biomarkerow
z wykorzystaniem biosensoréw SPRI”

Choroby nowotworowe s3 od wielu lat, po chorobach uktadu krazenia, druga
przyczyng zgondéw w Polsce. Prognozuje sie, ze liczba zachorowan i zgonédw na nowotwory
ztosliwe bedzie systematycznie wzrastac i mogg one stac sie pierwszgq przyczyng zgondéw u
0s06b przed 65. rokiem zycia. Obserwowany w Polsce wzrost liczby zachorowarn jest wynikiem
zmian demograficznych (starzenia sie spoteczerstwa), jak i skutkiem narazenia na czynniki
ryzyka, szczegdlnie wynikajace ze zmian cywilizacyjnych i czynnikéw srodowiskowych, takich
jak zanieczyszczenie powietrza, m.in. smog. Nie mniej istotne sg czynniki zwigzane ze stylem
zycia, w tym nieodpowiednia dieta — niskie spozycie warzyw i owocow, wzrost spozycia
zywnosci wysoko przetworzonej, otytosé, brak aktywnosci fizycznej, naduzywanie
wysokoprocentowych alkoholi, a takze palenie papieroséw, ktére tacznie, wedtug Swiatowej
Organizacji Zdrowia (WHO), mogg stanowi¢ ponad 65% sposréd wszystkich czynnikow ryzyka
choréb nowotworowych.

Pomimo postepu w dziedzinie onkologii i wiekszej dostepnosci innowacyjnych metod
terapii liczba zgondw na nowotwory ztosliwe w Polsce jest nadal wysoka. Jedng z gtéwnych
przyczyn duzej Smiertelnosci z powodu nowotwordw jest ich zbyt pézna diagnoza z powodu
niewielkiej liczby wykonywanych badarn kontrolnych. Dlatego wprowadzenie programoéw
profilaktycznych, majacych na celu wczesng diagnostyke choréb nowotworowych jest
niezwykle istotne. W zwigzku z tym istnieje potrzeba poszukiwania nowych, szybkich i
skutecznych metod diagnostyki choréb nowotworowych.

Dlatego podjety przez Panie mgr Beate Szymariskg temat rozprawy doktorskiej jest
jak najbardziej aktualny i uzasadniony.

Gtéwnym celem naukowym rozprawy doktorskiej byto opracowanie nowego panelu
analitycznego z uzyciem nowoskonstruowanych biosensoréw do jednoczesnego oznaczania
wybranych biomarkeréw w materiale biologicznym (surowicy/osoczu) z wykorzystaniem
techniki Powierzchniowego Rezonansu Plazmonéw w wersji Imaging (SPRI), jako metody
detekc;ji.



Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana pod kierunkiem
Pani prof. dr hab. Ewy Gorodkiewicz, w Pracowni Bioanalizy Katedry Chemii Fizycznej
Wydziatu Chemii Uniwersytetu w Biatymstoku. Rozprawa ma forme monografii (112 stron
maszynopisu) i sktada sie z dwodch zasadniczych czesci — przegladu literaturowego,
wprowadzajgcego do tematu oraz badan wtasnych. W pierwszej czesci Doktorantka
przedstawita stosowane obecnie wybrane markery nowotworowe oraz potencjalne markery
i ich znaczenie w diagnostyce onkologicznej. Nastepnie omdwione zostaty standardowe
metody diagnostyczne wybranych markeréw nowotworowych. W trzecim punkcie czesci
teoretycznej Doktorantka dokonata charakterystyki biosensoréw uzywanych do oznaczen
biomarkeréw.

Cele szczegétowe rozprawy doktorskiej obejmuja: 1. Konstrukcje i analityczne
opracowanie biosensoréw SPRI czutych na wybrane substancje biologicznie aktywne tj. CA-
125, HE4, IL-6, CEA, ktdére s3 zawarte w ptynach ustrojowych: surowicy/osoczu krwi z
wykorzystaniem: przeciwciat i inhibitorow jako receptorow w biosensorach; badane ptyny
ustrojowe pochodzity od pacjentéw chorych na raka jajnika, torbiel endometrialng, raka
jelita grubego oraz od oséb zdrowych; 2. Wykorzystanie biosensora specyficznego na
aromataze do oznaczania tego biatka w prébkach surowicy/osocza pacjentek z rakiem jajnika
i torbiel3 endometrialng; 3. Utworzenie panelu analitycznego na podstawie
nowoskonstruowanych biosensoréw do jednoczesnych oznaczen w prébkach biologicznych;
4. Wykorzystanie innych metod (np. testy ELISA, metody chemiluminescencyjne,
fluorymetryczne itp.) oznaczania stezenia i aktywnosci biomarkeréw w celach
poréwnawczych.

Zaréwno cel gtéwny pracy, jak i postawione cele szczegétowe zostaty w petni
zrealizowane. Przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej badania
niewatpliwie posiadaja element nowatorski - przedmiotem badan byto stworzenie nowego
testu analitycznego jako instrumentu do oznaczern wybranych biomarkeréw w ptynach
ustrojowych cztowieka (osocze i surowica krwi) z wykorzystaniem techniki
Powierzchniowego Rezonansu Plazmonéw w wersji Imaging (SPRI) jako metody detekgji.
Doktorantka skonstruowata i opracowata analitycznie 4 biosensory w oparciu o interakcje
okreslonych biatek (CA-125, HE4, IL-6 i CEA) z odpowiednimi przeciwciatami jako
receptorami. Dla IL-6 opracowano takze biosensor wykorzystujgc interakcje inhibitora z
badanym biatkiem. W celu szerszej diagnostyki badanych prébek w sktadzie testu
analitycznego uwzgledniono réwniez aromataze, na oznaczanie ktérej biosensor zostat juz
wczesniej skonstruowany. Dla markera CA-125 wykonano réwnolegle konstrukcje i
analityczne opracowanie biosensora na aparacie SPRI i jego nowym prototypie aparatu
komercyjnego, gdzie uzyskano podobne analitycznie charakterystyki na obu aparatach.
Oznaczono takze badany analit w prébkach biologicznych (rak jajnika, torbiel endometrialna)
z wykorzystaniem nowego prototypu aparatu SPRI. Biosensory zostaty wykorzystane do
przeprowadzenia analiz ilosciowych badanych biatek w prébkach biologicznych. Ostatecznym
rezultatem badan byto uzycie wyzej wymienionych biomarkeréw w jednym panelu (wraz z
kalibracjg) do jednoczesnego oznaczania pigciu markerdw w probkach pochodzacych od



poszczegdlnych pacjentdw z rakiem jajnika, torbiela endometrialng, rakiem jelita grubego, a
takze u 0séb zdrowych (grupa poréwnawcza).

Zastosowana w pracy metodyka nie budzi watpliwosci, wszystkie opracowane
metody zostaty poddane walidacji. Za pomocg mikroskopu sit atomowych (AFM) sprawdzono
poprawnos¢ utozenia kolejnych warstw na powierzchni biosensoréw. Wyznaczone zostaty
parametry walidacyjne, takie jak LOD i LOQ dla oznaczanych biomarkeréw. W ocenie
selektywnosci zastosowanych metod, ktéra w przypadku oceny ich przydatnosci do
zastosowania w ztozonych matrycowo probkach biologicznych jest niezwykle istotna,
uzyskano zadowalajgce odzyski. Jednym z etapdw rozprawy doktorskiej byta walidacja
metod z uzyciem diagnostycznych metod standardowych (poréwnawczych), w ktorej
uzyskano wysokie korelacje, potwierdzajace zgodno$¢ metod standardowych z
opracowanymi metodami z uzyciem biosensoréw, w zwigzku z tym przydatno$¢ analityczna
nowo opracowanych metod nie budzi watpliwosci. Wyznaczona zostata liniowos$¢ i mozliwy
zakres ilo$ciowego oznaczania poszczegdlnych biomarkeréw. Uzyskana precyzja i odzyski sg
zadowalajgce. Modyfikacje w budowie opracowanych biosensoréw oraz zastosowanej
technice pomiarowej SPRI umozliwito oznaczanie biomarkeréw bez wzmacniania sygnatu
analitycznego i bez wstepnego zatezania probek.

Rozdziat ,Dyskusja” zgodnie z jego zwartoscia poprawniej bytoby nazwac:
,Omoéwienie wynikéw i dyskusja”, gdyz niewatpliwie omowienie wynikéw zawiera.
Przydatnym w powyzszym rozdziale jest poréwnanie wynikdw wtasnych uzyskanych za
pomoca konkretnego biosensora oraz panelu ginekologiczno — onkologicznego, zobrazowane
na wykresach 52-56, w ktérym Doktorantka potwierdzita duzg zgodnos¢. Poniewaz rozprawa
doktorska dotyczy nowo opracowanej metody, dyskusja i poréwnanie wynikéw do danych
literaturowych jest trudne. W mojej ocenie mozna byto jednak podjgc¢ prébe odniesienia sie
do danych z pismiennictwa, przyktadowo korzystajagc z publikacji Zzrédtowych pracy
przegladowej ,Electrochemical Biosensors for Determination of Colorectal Tumor
Biomarkers”, opublikowanej w 2020 r. w Micromachines (MDPI), gdyz odczuwa sie w tej
kwestii pewien niedosyt.

Prace kornczy 7 wnioskow sformutowanych na podstawie uzyskanych badan. Na
koricu dysertacji dofaczone jest streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis
pismiennictwa, dorobek naukowy Doktorantki oraz wykaz wzoréw statystycznych.

W pracy zacytowano 94 pozycje prawidtowo dobranego pismiennictwa. Jednak jesli
dane publikacje sg tzw. ,kamieniem milowym” odkrycia, przyktadowo nowego markera CA-
125, po raz pierwszy opisanego w 1981 r. przez Basta i wsp. czy w 1965 r. Gold i Freedman
po raz pierwszy dokonali charakterystyki markera CEA lub czujnik do wykrywania markeréw
po raz pierwszy opisano w 1979 to wtasnie te Zzrédtowe prace nalezatoby zacytowad, a nie
nowsze. Na stronie 31 przy informacji, ze grupa naukowcéw w 2001 r. przedstawita
biosensor do monitorowania pH brakuje odnosnika literaturowego. Pismiennictwo
nalezatoby ujednolici¢, np. tytuty artykutéw pisane sg réznym stylem, tzw. ,Jak w zdaniu” lub
kazdy wyraz zaczyna sie od wielkiej litery.



Na uwage zastuguje estetyka przygotowanej dysertacji - staranne, czytelne ryciny i
tabele utatwiajg czytajagcemu przeanalizowanie najwazniejszych rezultatéw z wykonanych
badan.

Z obowiazku recenzenta przedstawiam kilka uwag:

- wstep do badan wtasnych (str. 33) jest pewnym powtdrzeniem wiadomosci zawartych w
streszczeniu i niepotrzebnie informuje czytajacego o uzyskanych rezultatach, wystarczytoby
w tym miejscu, po krétkim wprowadzeniu, przedstawic cele szczegétowe rozprawy (ktére sa
umieszczone wczesniej);

- w podrozdziale ,,Materiat biologiczny” brakuje informacji o zgodzie Komisji Bioetycznej na
pobranie surowicy, nie podano tez ilosci prébek pobranych od pacjentéw z poszczegdlnymi
schorzeniami oraz od 0séb zdrowych, informacje te zawarte sg dopiero w ppkt. 6.1, 6.2 6.3.
dotyczacych walidacji metod;

- Doktorantka uzyta kilku niefortunnych sformutowan, np.: ,pacjentéw z onkologia
ginekologiczng”, ,na podstawie stanu menopauzy”, bardziej poprawnie bytoby np.: ,biorac
pod uwage okres przed menopauza i po menopauzie”, a takze nie ustrzegta sie kilku btedow
literowych (str. 9, 13, 40, 91).

Powyisze drobne uchybienia w tekscie dysertacji nie maja wptywu na jej wysoka
jako$¢ i wartoéé praktyczna przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej.

Zataczony dorobek publikacyjny, obejmujacy 9 publikacji o tagcznym wspétczynniku IF
= 22,516 oraz 9 streszczen konferencyjnych potwierdza naukowa dojrzatos¢ Doktorantki, co
znajduje odzwierciedlenie w starannym, przemyslanym podsumowaniu wynikow dysertacji i
formutowaniu wnioskéw. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorantka jest wspotautorem
1 patentu i 4 zfozonych wnioskéw patentowych, powigzanych z tematyky rozprawy
doktorskiej.

Podsumowujac, z petnym przekonaniem stwierdzam, iz zatozenia i cel pracy zostaty w
petni zrealizowane, a uzyskane z badan wyniki i wnioski niewatpliwie posiadaja aspekt
praktyczny. Realizacja badann wymagata od Doktorantki duzego naktadu pracy i petnego
zaangazowania w realizowane badania. Uwazam, ze przedstawiona do recenzji dysertacja
spetnia ustawowe, z uwzglednieniem art. 13. ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz
zwyczajowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku z powyzszym,
przedktadam wniosek do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu w Biatymstoku o
dopuszczenie Pani mgr Beaty Szymariskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage dorobek naukowy Doktorantki powigzany z tematyka rozprawy
doktorskiej, oryginalnos¢ zastosowanych metod i narzedzi badawczych oraz walory
poznawcze i praktyczne uzyskanych wynikéw, zgodnie z Uchwata nr 1737 Senatu
Uniwersytetu w Biatymstoku z dnia 27 maja 2015, wnioskujg o wyrdznienie rozprawy
doktorskiej.
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