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rozprawy doktorskiej mgr Edyty Matysiak-Brynda
pt: ,Elektrograwimetryczna detekcja wybranych metaloprotein w roztworach
i ptynach ustrojowych”

Rozprawa doktorska mgr Edyty Matysiak-Brynda pt: ,Elektrograwimetryczna
detekcja wybranych metaloprotein w roztworach i ptynach ustrojowych” wykonana
zostata w Pracowni Teorii i Zastosowan Elektrod Zaktadu Chemii Nieorganicznej
i Analitycznej Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem dr hab. Anny Nowickiej.
Praca ta jest poswiecona konstruowaniu elektrochemicznych bioczujnikéw do
wykrywania wybranych protein (hemoglobiny, ceruloplazminy transferryny i ferrytyny —
paramagnetycznych metaloprotein) z wykorzystaniem elektrod o odpowiednio
zmodyfikowanych powierzchniach, przystosowanych do analizy probek naturalnych.

Biosensory sg uznawane za korzystng alternatywe dla klasycznych metod
biologicznych oznaczania waznych bioanalitow, gtéwnie ze wzgledu na niski
jednostkowy koszt analizy, mozliwo$¢ miniaturyzacji oraz znacznie krétszy czas
analizy. Opracowanie biosensorow o pozgdanych parametrach pracy nie jest tatwe i
wymaga pofgczenia wiedzy i doswiadczenia badaczy reprezentujgcych rozne
dyscypliny. Warto tu nadmienic iz opublikowano prace dotyczgce biosensorow na setki
analitéw. W rzeczywistosci 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 catym $wiecie i zainteresowanie nimi, jako narzedziami
diagnostycznymi, wcigz dynamicznie rosnie o czym $wiadczy liczba publikacji na ten
temat. Na przestrzeni ostatnich 20 lat liczba doniesien naukowych dotyczgcych
biosensorow wzrosta niemalze 10-krotnie (zgodnie z danymi portalu pubmed.gov).
Zgodnie z prognozg opracowang przez Global Market Insights, Inc, przed 2024 r. rynek
biosensorow ma byc¢ wart okoto 29,6 mld dolarow, podczas gdy jeszcze rok temu
szacowano go na 14,8 mld dolarow. Powyzsze argumenty sg wystarczajgco
zachecajgce aby podejmowacC prace badawcze i konstrukcyjne zwigzane z



opracowaniem nowych i optymalizacjg znanych biosensoréw. Zatem niniejsza praca
wpisuje sie znakomicie w biezgce swiatowe trendy badawcze.

Strona redakcyjna

Niniejsza rozprawa ma klasyczny uktad sktada sie z dwoch gtéwnych czesci:
Czesci literaturowej (rozdziaty 1-8) oraz Czesci eksperymentalnej (rozdziaty 9-13).
Rozdziat pierwszy stanowi wstep, kolejny definiuje cel pracy, zas w rozdziatach 3 — 8
zaprezentowany zostat przeglad literatury. Czes¢ eksperymentalng otwiera rozdziat 9,
bedacy istotnym fragmentem pracy, gdyz zawiera informacje dotyczgce technik
pomiarowych, aparatury, akcesoriow i odczynnikow wykorzystywanych w badaniach
oraz metodyki pracy. Kolejne rozdziaty (oznaczone jako 10-13) poswiecone sg
projektom badawczym realizowanym w ramach pracy doktorskiej. Przedstawiony do
recenzji manuskrypt zamykajg streszczenia w jezyku polskim (rozdz. 14) i angielskim
(rozdz. 15), podsumowanie osiggnie¢ naukowych doktorantki (rozdz. 16) oraz spis
cytowanej literatury (rozdz. 17). Cato$¢ zostata przedstawiona na 227 stronach tekstu
ilustrowanego licznymi rysunkami (105) i tabelami (14).

W tym miejscu nalezy podkresli¢ niebywatg dbatos¢ o szate graficzng pracy oraz
starannie wykonang korekte tekstu — co nalezy do rzadkosci i zastuguje na
wyrdznienie.

Wartos¢ merytoryczna i uzytkowa

Doktorantka we Wstepie uzasadnia istotno$¢ wyboru metaloprotein, jako obiektu
badan w ramach swojej pracy doktorskiej. W kolejnym rozdziale formutuje cel pracy,
ktorym jest opracowanie konstrukcji elektrochemicznych czujnikédw do detekc;ji
paramagnetycznych metaloporfiryn wystepujgcych we krwi, a takze nakresla kolejne
etapy badan, umozliwiajgce jego osiggniecie.

Wiasciwy przeglad literatury jest podzielony na 5 czesci, ktore dotyczg
wyselekcjonowanych przez autorke zagadnien, istotnych ze wzgledu na tematyke
dysertacji. Ze wzgledu na analizowany materiat doktorantka przedstawita
charakterystyke ptynéw ustrojowych jako ztozonych prébek analitycznych, oméwita
budowe i role w organizmie analizowanych metaloporfiryn oraz metody oznaczania
biatek w ptynach fizjologicznych. W pozostatych rozdziatach koncentruje sie na
zagadnieniach zwigzanych z poprawno$cig dziatania projektowanych sensoréw, w
tym: na odpowiedniej modyfikacji elektrod, sposobach wymiany elektronéw w uktadzie
biatko/powierzchnia elektrody oraz transporcie depolaryzatoréw do powierzchni
elektrodowej w obecnosci pola magnetycznego. We wstepie do rozdziatu 8
doktorantka wymienia bogaty zbiér technik pomiarowych jakie stosowata do oceny
parametréow pracy czujnikbw, a takze oceny jakosci uzyskiwanych warstw
receptorowych i ich oddziatywan z analitem. Natomiast w kolejnych podrozdziatach
(8.1-6) przedstawia podstawy dziatania i interpretacji uzyskanych danych wybranych
technik pomiarowych (tj., woltametria liniowa, cykliczna oraz pulsowa réznicowa,
QCM, EIS, SECM, czy tez UV-vis).

Przeglad literatury zostat wykonany rzetelnie i opisany w klarowny sposob, a jego
solidng podbudowe stanowito az 411 pozycji literaturowych zaréwno najnowszych
publikacjach (wigcznie do roku 2016) co podnosi walor aktualnosci stanu prac
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badawczych w dziedzinie biosensorow, jak réwniez tych istotnych z lat wczesniejszych
(po rok 1936).

Przechodzac do czesci eksperymentalnej dysertacji czuje sie w obowigzku
nadmienic, ze doktorantka podjeta trudnego zadania, jakim jest opracowanie sposobu
detekcji biatek z wykorzystaniem techniki elektrochemicznych. Jednakze dobre
przygotowanie literaturowe pozwolito jej na pokonanie najwiekszych problemow, jakimi
sg utrudnienia w wymianie elektronéw pomiedzy centrami elektroaktywnymi biatek a
powierzchnig elektrody oraz podatnosc¢ biatek do denaturacji, a co za tym idzie
niepozgdanego blokowania przetwornika. Doktorantka jako obiekty swoich badan
wybrata metaloproteiny posiadajgce wtasciwosci paramagnetyczne i wykorzystujgc
wilasnie te wihasciwosci zaproponowata innowacyjne podejscie do konstrukcji
biosensorow, polegajgce na wykorzystaniu nanoczgstek magnetycznych oraz
zewnetrznego pola magnetycznego.

Na te czes$¢ pracy skfadajg sie cztery rozdziaty, a kazdy z nich mozna uzna¢ za
odrebny projekt badawczy, dedykowany poszczegdélnym metaloproteinom.

W rozdziale 10, poswieconym detekcji hemoglobiny w probkach krwi, doktorantka
wykazata, ze wiasciwie przeprowadzona procedura modyfikacji elektrody sprawia, iz
obecne na jej powierzchni nanoczgstki magnetyczne spetnity swojg role |
intensyfikowaty transport hemoglobiny do powierzchni elektrody, a co wazne
gwarantowalty orientacje Hb sprzyjajgcg bezposredniej wymianie elektrondéw. Efektem
prac byto opracowanie czujnika, ktéry po przeprowadzeniu hemolizy, umozliwiat
oznaczanie hemoglobiny w probkach krwi ludzkiej oraz szczurze;j.

W kolejnym etapie badan mgr Edyta Matysiak-Brynda podjeta tematyke zwigzang z
aktywnoscig katalityczng i elektrochemiczng ceruloplazminy — biatka zawierajgcego
centrum aktywne bogate w jony miedzi. Wyniki prac pozwolity doktorantce na
sformutowanie wniosku iz mozliwe jest stworzenie warunkéw, do jednoczesnego
oznaczanie tego biatka i hemoglobiny bez koniecznosci dodatkowych etapow
przygotowania probki. Wniosek ten zostat zilustrowany wynikami badan krwi szczurzej.
W tym przypadku rowniez zaobserwowano korzystny wptyw ferromagnetycznych
nanoczagstek tworzgcych selektywny film na powierzchni elektrody na parametry
analityczne opracowanego czujnika. Potwierdzono takze znakomitg aktywnosé
katalityczng ceruloplazminy wzgledem jonéw Fe(ll) w obecnosci nannoczagstek
magnetycznych, jak i pola magnetycznego.

Tematyka dotyczgca oznaczania wybranej paramagnetycznej metaloproteiny
(transferryny) w obecnosci innych biatek zawierajgcych w swojej strukturze jony zelaza
(t., hemoglobina i ferrytyna) jest kontynuowana w rozdziale 12. Podobienstwo
wiasciwosci tych metaloprotein sprawito, ze modyfikacja elektrody pracujgcej
nanoczgstkami magnetycznymi okazata sie rozwigzaniem niewystarczajgcym. W tym
przypadku doktorantka zaproponowata rozwigzanie, w ktérym hemoglobina usuwana
bytaby w wyniku odwirowania krwi, zas do selektywnego oznaczania transferryny
wykorzystana zostataby elektroda zmodyfikowana przeciwciatem wigzgcym
transferyne. | w tym przypadku, starannie przeprowadzone prace wstepne polegajgce
na wyborze odpowiedniego przeciwciata, opracowaniu procedury wytworzenia
warstwy receptorowej, doborze techniki elektrochemicznej, ocenie analitycznej
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charakterystyki wytworzonego sensora, pozwolita doktorantce osiggngé zamierzony
cel. Ponownie, dzieki wykorzystaniu pola magnetycznego i ferromagnetycznego
modyfikatora elektrody, mozliwa stata sie detekcja kolejnej metaloproteiny —
transferryny — z uzyciem biosensorow w probkach krwi. Ten rozdziat wzbogacony
zostat wynikami badan pokazujgcych potencjat jaki niosg koniugaty otrzymywane w
wyniku reakcji nonoczgstek magnetycznych (modyfikowanych powierzchniowo
grupami karboksylowymi) i transferryny z myslg o celowanej terapii nowotworowe;.
Opisany zostat tu takze istotny wplyw zastosowanego pola magnetycznego na
uzyskiwang strukture konstruktu.

Reakcje powinowactwa wykorzystane zostaty takze przy opracowaniu konstrukciji
biosensora przeznaczonego do oznaczania ferrytyny — wystepujgcej podobnie jak Cp
i Tf w osoczu krwi (rozdziat 13). Do warstwy receptorowej sensora, oprocz
nanoczgstek magnetycznych, wprowadzone zostato przeciwciato przeciw ferrytynie, a
sygnat analityczny (podobnie jak poprzednio) generowany byt w wyniku reakciji
elektrochemicznej jondw zelaza obecnych w Ft. Ponownie, wtasciwg orientacje
ferrytyny kontrolowano dzieki zastosowaniu zewnetrznego zrédta pola magnetycznego
podczas reakcji ferrytyny i przeciwciata. Mozliwosci zaprojektowanego sensora, jako
narzedzia analitycznego, zilustrowano wynikami oznaczania ferrytyny w krobce krwi.

Recenzowana rozprawa doktorska zawiera wartosciowe elementy nowosci
naukowej, a planowanie i przeprowadzenie badan oraz koncowe efekty pracy oceniam
wysoko. Za najwazniejsze elementy rozprawy uwazam:

e nowatorskie tresci naukowe odnoszgce sie do umiejetnego wykorzystania
nanoczgstek magnetycznych i zewnetrznego zrddta pola magnetycznego w
projektowaniu warstw receptorowych biosensorow przeznaczonych do detekciji
wybranych metaloprotein chrakteryzujgcych sie wlasciwosciami magnetycznymi;

e dojrzatos$¢ doktorantki w projektowaniu badan, w tym przemyslany dobér obiektow
badan oraz narzedzi badawczych w celu potwierdzenia stawianych hipotez;

e zrozumienie koniecznos$ci tgczenia wynikow podstawowych prac badawczych z
praktycznymi zastosowaniami, co zaowocowato opracowanie konstrukcji
biosensorow o duzym potencjale aplikacyjnym;

Mam kilka uwag/zagadnienia do wyjasnienia:

- przyktadowo pkt. 9.1., str.106, 107; uzycie okreSlenia: ,,...... nanokapsuty weglowe
zawierajgce zelazo......... ” jest chyba skrotem myslowym/slangiem laboratoryjnym,
ktéry nie przystoi tak dobrej pracy. Prosze o wyjasnienie co sie kryje za tym
stwierdzeniem, o jakiej formie chemicznej moéwimy;

- rozdz. 10; czy koniecznos$¢ milionkrotnego rozcienczenia probki (HB) swiadczy o
wiasciwym doborze narzedzia analitycznego?

- str. 105, 107; nieodpowiedni nagtéwek;
- str.123 , btgd w numerze tabeli w tekscie (powinno byc¢ 6 nie 5),

- zastosowanie nanoczgstek magnetycznych w metodach analitycznych, w tym
rowniez z wykorzystaniem biosensorow nie jest pomystem nowym. Na czym polega



przewaga metodologii zastosowanej przez doktorantke nad innymi opisanymi w
literaturze?

Rozprawa doktorska mgr Edyty Matysiak-Brynda jest napisana przejrzyscie,
dobrym jezykiem naukowym. Poczgwszy od postawienia problemu analitycznego,
poprzez dobdr technik pomiarowych i zastosowanie odpowiednich metod
analitycznych a skonczywszy na obrdbce i interpretacji wynikdéw recenzowana praca
moze stanowi¢ przyktad godny nasladowania dla innych mtodych adeptéw nauki,
zwlaszcza tych zajmujgcych sie instrumentalnymi metodami analizy. Na wyroznienie
zastuguje réwniez to, ze doktorantka nie ograniczyta sie jedynie do stworzenia bogate;j
listy odnosnikow literaturowych w rozdziale 17 Bibliografia, powotuje sie na
odpowiednie pozycje planujgc doswiadczenia, jak réwniez przy interpretacji
otrzymywanych wynikow.

Czytajgc prace nie natknetam sie na istotne uchybienia merytoryczne, ktoére
wymagatyby wyjasnienia. Nie ma w tym nic dziwnego, skoro opisane w dysertacji
wyniki (z wyjagtkiem opisanych w rozdziale 13) zostaty juz wczesniej pozytywnie
zweryfikowane przez recenzentow tak waznych czasopism, jak: Biosensors and
Bioelectronics (IF2017 = 7,78), Acta Biomaterialia (IF2017 = 6,32) czy tez
Sensors&Actuators B (IFz017 = 5,40).

Na osiggniecia naukowe zwigzane z oceniang pracg doktorskg sklada sie 5
artykutéw opublikowanych w renomowanych czasopismach naukowych oraz 2
publikacje w materiatach pokonferencyjnych. Natomiast do dorobku mgr Edyty
Matysiak-Brynda nalezy jeszcze dodacC wspétautorstwo 4 oryginalnych artykutow
(suma IF2017 = 17,7) opublikowanych w czasopismach JCR i 1 wystanego do redakcji,
a takze 2 rozdziatbw monograficznych. Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania dla
publikacji doktorantki wynosi > 1F2017 = 46,4. Tak bogaty dorobek publikacyjny
doktorantki zostat dostrzezony i nagrodzony stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego za wybitne osiggniecia w r. ak. 2016/17. Nalezy podkresli¢, ze niniejsza
praca byta realizowana w ramach grantu NCN, Preludium 9 nr 2015/17/N/ST4/03933.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Edyty Matysiak-Brynda
spetnia z nawigzkg warunki stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe o stopniach
naukowych i tytule naukowym w zakresie sztuki z dn. 14 marca 2003 roku (wraz z
poézniejszymi poprawkami) podanymi w Ustawie "Prawo o szkolnictwie wyzszym” i
wnioskuje do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie
doktorantki do publicznej dyskusji nad rozprawa.

Z powazaniem,

Z. HMMUY&{



Warszawa, 09.09.2017

Whiosek o wyréznienie

rozprawy mgr Edyty Matysiak-Brynda pt. ,Elektrograwimetryczna detekcja wybranych
metaloprotein w roztworach i ptynach ustrojowych”.

Jako recenzent, chcialabym pokresli¢ iz bardzo wysoko oceniam przedtozong mi
do oceny prace doktorskg ze wzgledu na nowatorskie tresci naukowe, umiejetnos¢
zaprojektowania i sprawdzenia koncepcji naukowej, zrozumienie Kkoniecznosci
taczenia wynikdéw podstawowych prac badawczych z praktycznymi zastosowaniami.

Na osiggniecia naukowe zwigzane z oceniang pracg sktada sie 5 artykutéw
opublikowanych w renomowanych czasopismach naukowych, 2 publikacje w
materiatach pokonferencyjnych oraz jeden manuskrypt w przygotowaniu. Do
catkowitego dorobku mgr Edyty Matysiak-Brynda nalezy jeszcze dodac
wspotautorstwo 4 oryginalnych artykutow (suma IF2017 = 17,7) opublikowanych w
czasopismach JCR, a takze 2 rozdziatébw monograficznych. Sumaryczny wspétczynnik
oddziatywania dla publikacji doktorantki wynosi > IF2017 = 46,4. Tak bogaty dorobek
publikacyjny doktorantki zostat dostrzezony i nagrodzony stypendium Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego za wybitne osiggniecia w r. ak. 2016/17. Nalezy podkresli¢, ze
niniejsza praca byta realizowana w ramach grantu NCN, Preludium 9 nr
2015/17/N/ST4/03933.

W zwigzku z powyzszym wnioskuje o wyrdznienie rozprawy mgr Edyty Matysiak-
Brynda pt. ,Elektrograwimetryczna detekcja wybranych metaloprotein w roztworach i
ptynach ustrojowych”.

Z powazaniem,

Z. HMMLN&{



