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Lublin, 23.07.2020

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr. Jakuba Piotra Seka
pt. ,Elektrochemiczna detekcja wybranych biatek i cukréw z wykorzystaniem
uktadéw mediowanych”

Praca zostata wykonana pod kierunkiem dr hab. Anny Marii Nowickiej jako promotora i
przedstawiona Radzie Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.

Rozwdj przemystu, degradacja sSrodowiska oraz specyficzny tryb zycia cztowieka
doprowadzit do pojawienia sie nowego zjawiska, jakim sg choroby cywilizacyjne. Wsréd
nich bardzo wazne miejsce zajmuja choroby nowotworowe czy autoimmunologiczne,
ktére niejednokrotnie sg trudne do diagnozowania i leczenia.

Rozpoznanie choroby, w sensie procedury diagnostycznej, mozna traktowac jako

probe klasyfikacji stanu chorobowego danej osoby i niekoniecznie musi ona obejmowac
wyjasnienie jego etiologii. Wybor rodzaju badania oraz kolejnos¢, dokonywane sg przede
wszystkim pod katem: jak najszybszego ustalenia rozpoznania stanu klinicznego chorego,
bezpieczenstwa badan, klinicznej przydatnosci badania, wiarygodnos$ci, czasu
oczekiwania na wyniki i kosztu badania.
Podstawg analizy diagnostycznej jest charakterystyka iloSciowa takich biomarkerdéw jak:
biatka, geny czy cukry. Sprawne wykrywanie ich oraz deskrypcja umozliwia wskazanie na
ryzyko wystapienia danej choroby, wczesng diagnoze oraz zastosowanie witasciwego
procesu terapeutycznego.

W Swietle tego zasadne wydaje sie odkrywanie nowych oraz udoskonalanie
istniejgcych juz narzedzi i procedur diagnostycznych.

Stosowanie ro6znorodnych czujnikow i procedur analitycznych pozwala w szybki i
jednoznaczny spos6b wykry¢ poszukiwang substancje w analizowanej prébce, zaréwno
medycznej jaki i Srodowiskowej. Bardzo dobrze w ten trend wpisujg sie techniki
woltamperometryczne, ktére to cechuje: kréotki czas pomiaru, niski koszt eksploatacji,

brak koniecznos$ci wstepnej obrébki probki oraz mozliwo$¢ kontroli czutosci.
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Mimo to w analizie czasteczek biologicznych stosowanie technik wolt-
amperometrycznych jest duzym wyzwaniem, ze wzgledu na np. mozliwos$¢ niepozadane;j
adsorpcji na elektrodzie czy tez trudnos$ci wynikajgcych z transportu elektronow
pomiedzy biomolekutg a powierzchnig elektrody.

Majac to na uwadze Doktorant zrealizowat badania, ktérych celem byto
opracowanie procedur woltamperometrycznych detekcji ~wybranych biatek
(ceruloplazminy i biatka C-reaktywnego) i glukozy z wykorzystaniem uktadéw
mediowanych. Skonstruowano czujniki bazujagce na mediowanym transporcie
elektrondw do wykrywania wyzej wymienionych biomolekut z wykorzystaniem nowo
zsyntezowanych  koniugatow ferrocenu. Ponadto wykazano funkcjonalnos$¢
zaproponowanych narzedzi diagnostycznych na prébkach rzeczywistych takich jak
osocze krwi czy napoje typu ,soft drink”.

Przedlozona do recenzji dysertacja, liczaca 203 strony, zostata napisana w
uktadzie obejmujacym: wstep, cel pracy, czesc¢ literaturowa oraz eksperymentalna.

Wstep uzasadnia wybor tematyki badawczej oraz wskazuje na jej istotne
znaczenie.

W kolejnym rozdziale jasno postawiono cel pracy definiujac jednocze$nie
niezbedne do realizacji tego celu szereg czynnosci badawczych.

Studia literaturowe przedstawione na 62 stronach oparto o 368 pozycje
bibliograficzne. Zawieraja one doktadng charakterystyke wybranych czastek
biologicznych tj. biatek i weglowodandéw, ich elektroaktywnos$¢, kliniczne metody
oznaczania. W koncowych fragmentach tego dziatu wskazano na zastosowane techniki
badawcze w pracy. Ta cze$¢ pracy napisana jest w sposdb logiczny i sp6jny, co §wiadczy
o dobrym opanowaniu literatury przedmiotu przez Doktoranta.

Obszerng cze$¢ pracy stanowi czes¢ doswiadczalna. Autor scharakteryzowat
uzywane odczynniki, aparature badawcza oraz etap wtasciwego przygotowania
powierzchni elektrody pracujace;j.

Kolejne, szczegétowo omawiane rozdziaty, w ktérych przeprowadzono ciekawg i szeroka

dyskusje konczaca sie podsumowaniem, oparto o najnowszg literature.
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Przedstawiono doktadng charakterystyke analityczng czujnika do mediowanej detekcji
ceruloplazminy wykorzystujacego w roli warstwy analitycznie aktywnej nanokoniugat
kapsut weglowych z Zelaznym rdzeniem i ferrocenu.

Nastepnie zaproponowano immunoczujnik jako wysoce selektywne i czute narzedzie do
elektrochemicznej detekcji nieaktywnego elektrochemicznie biatka C-reaktywnego
oparte na polietylenoiminie domieszkowanej ferrocenem.

Wskazano na zastosowanie odpowiednio przygotowanych i sfunkcjonowanych
ferrocenem materiatéw grafenowych jako bioplatforme do enzymatycznych czujnikow
do elektrochemicznej detekcji glukozy.

Kolejny rozdziat dotyczyt charakterystyki i zasady dziatania czujnikow do
woltamperometrycznej detekcji glukozy z wykorzystaniem pochodnych kwasu
fenyloboronowego.

Ta cze$S¢ dysertacji pokazuje bardzo szeroki zakres badan eksperymentalnych, jak
rowniez bogate spektrum technik, ktére to umozliwity przedstawienie nowych rozwigzan
elektrochemicznych do detekgc;ji tak istotnych dla zycia cztowieka biomolekut.

Nalezy réwniez zauwazy¢, ze cze$S¢ badan dotyczaca platform wykorzystywanych w
konstrukcji warstw receptorowych opisanych czujnikéw realizowana byla we
wspélpracy z dr. inz. Arturem Kasprzakiem z Wydziatu Chemicznego Politechniki
Warszawskiej.

Whnioski koricowe wynikajace z przeprowadzonych doswiadczen zostaty
poprawnie sformutowane i zamieszczone w oddzielnym rozdziale. Ich analiza dowiodta,
ze cel badan zostat w petni zrealizowany.

Koncowe fragmenty pracy zawieraja spis prac naukowych opublikowanych w
trakcie studiow doktoranckich oraz bibliografie. Praca oparta jest na 442 pozycjach
bibliograficznych, z ktérych wiele pochodzi z ostatnich lat, co $wiadczy o duzej
aktualnosci podjetych badan.

W mojej ocenie do najwazniejszych osiaggnie¢ recenzowanej rozprawy nalezy:

e skonstruowanie woltamperometrycznego czujnika do mediowanej detekcji
ceruloplazminy, opartego na nanokoniugatach (nanokapsuta weglowa z zelaznym
rdzeniem)-ferrocen, ktéry charakteryzuje sie odpowiednia selektywno$cig wobec

ceruloplazminy, czutos$cig oraz wiarygodnoscig wynikéw,
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skonstruowanie czujnika elektrochemicznego do detekcji biatka C-reaktywnego
opartego na wykorzystaniu zjawiska okluzji prébnika redoks w warstwie, w
wyniku specyficznego oddziatywania antygenu z przeciwciatem,

konstrukcja wysoce selektywnego czujnika do detekcji stezenia glukozy we krwi z
wykorzystaniem zredukowanego tlenku grafenu (rGO) domieszkowanego
niepodstawionym ferrocenem (rGO-Fc) i ferrocenem z dwiema grupami
karboksylowymi (rGO-Fc(COOH)2).

Niezaleznie jednak od mojej pozytywnej oceny jakosci zaprezentowanych badan,

nasunely mi sie w czasie jej lektury drobne uwagi i pytania. Dotycza one

nastepujacych zagadnien (w kolejnosci wystepowania):

wedtug Autora pracy ,Procedura przygotowania warstwy analitycznie aktywnej
czujnika do mediowanej detekcji ceruloplazminy byta bardzo prosta i obejmowata
tylko jeden etap”. Nie do konca zgadzam sie z tym stwierdzeniem, poniewaz
procedura wymagata syntezy nanokoniugatu, nastepnie naniesieniu jego wodnej
zawiesiny na powierzchnie wegla szklistego, suszenia przez 12 godz. i jeszcze
elektrochemicznego przygotowania elektrody (rejestracja CV w 0,02 M buforze
fosforanowym z dodatkiem 0,15 M K2S04 w zakresie potencjatéw od 0 do 0,8 V, az
do uzyskania stabilnego woltamperogramu,

sygnat pragdowy nanokoniugatu Fe@C-Fc-1 pojawial sie przy wiekszych
wartosciach potencjatu, przy ok. 0,55 V w odniesieniu do sygnatu pradowego
nanokoniugatu Fe@C-Fc-2, ktéry obserwowano przy potencjale ok. 0,35 V. Czym
jest w takim razie spowodowany dodatkowy pik przy potencjale ok. 0,35 V (Rys.
38A)?,

czym spowodowana jest kilkakrotnie wyzsza granica wykrywalnosci
celuroloplazminy od pierwszego oznaczanego stezenia z krzywej kalibracyjnej?
Podobna sytuacja jest w przypadku oznaczen biatka C-reaktywnego na podstawie
pomiaru zmian opornosci przeniesienia tadunku?,

dlaczego w przypadku woltamperometrycznych oznaczen glukozy Autor pracy nie
zdecydowat sie na sprawdzenie funkcjonalnosci czujnika w analizie prébek krwi,

w odrdznianiu do chronoamperoemtrycznych oznaczen?,
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e w pracy nie dopatrzyltam sie badania wptywu parametrow techniki
woltamperoemtrycznej na sygnaty analityczne. Czy takie badania byty
prowadzone? Dodatkowo czy Autor badal wptyw rodzaju techniki na sygnat. Opis
stosowanych  parametrow  powinien sie  znalez¢ pod  krzywymi
woltamperometrycznymi,

e w pracy zabrakto mi (z wyjatkiem woltamperometrycznych oznaczen glukozy)
poréwnania parametréw analitycznych z danymi literaturowymi dla innych
dotychczas stosowanych czujnikéw. Na jakiej podstawie w tabeli 8 Autor dokonat
wyboru woltamperometrycznych czujnikow ceruloplazminy ?,

e inne: zamiast kropek przy wartos$ciach liczbowych powinny by¢ przecinki; nie
mozna myli¢ detekcji (wykrywania) z oznaczeniami iloSciowymi; granica
wykrywalnos$ci zamiast limit detekcji, natezenie pragdu zamiast intensywnos$¢

pradu; woltamperometria impulsowo-réznicowa zamiast pulsowo-réznicowa.

PowyzZsze uwagi, sugestie i zapytania nie umniejszajq jednak wartosci merytorycznej
prezentowanych rezultatow oraz mojej bardzo pozytywnej oceny.

Dorobek Doktoranta obejmuje: 7 publikacji w czasopismach naukowych
posiadajacych bardzo wysoki wspoétczynnik wptywu IF, 1 rozdziat w monografii oraz
wiele prezentacji na konferencjach naukowych.

Podsumowujac, uwazam, ze zatozony przez Pana mgr. Jakuba Piotra Seka cel
badan zostat zrealizowany, a otrzymane wyniki w znacznym stopniu poszerzaja
dotychczasowy stan wiedzy w dziedzinie elektrochemii. Przeprowadzone w ramach
pracy doktorskiej badania moga zosta¢ wykorzystane w praktyce stanowigc pewien
rodzaj alternatywy do powszechnie znanych i stosowanych metod diagnostyki
laboratoryjne;j.

W podsumowaniu stwierdzam, Ze recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska
Pana mgr. Jakuba Piotra Seka w peini odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 ustawy
z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w

zakresie sztuki (z pdézniejszymi zmianami). Dlatego tez wnioskuje do Wysokiej Rady
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Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o przyjecie pracy i dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

dr hab. Agnieszka Nosal - Wiercinska, prof. uczelni



