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rozprawy doktorskiej mgr Edyty Mikuty
pt: Elektrochemiczne bioczujniki do oznaczania potencjalnych markeréw choroby
Alzheimera”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Edyty Mikuty pt.:
.Elektrochemiczne bioczujniki do oznaczania potencjalnych markeréw choroby
Alzheimera” zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Hanny Radeckiej w
Instytucie Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie.

Statystyki pokazujg, ze z roku na rok ludzie zyjg coraz diuzej, co nie przektada sie
jednak na jako$¢ tego zycia. Szczegdlnie wzrasta liczba pacjentéw dotknietych
chorobami neurodegeneracyjnymi. Do tej grupy zaliczana jest choroba Alzheimera
(AD) - rodzaj otgpienia wywotanego neurodegeneracjg oraz zmianami naczyniowymi
w mozgu. Swiatowa Organizacja Zdrowia szacuje, ze w 2016 . cierpiato na nig ok. 26
min osob. Dotychczas AD diagnozowana jest gtéwnie na podstawie prowadzonych
przez lekarzy obserwacji, wywiadu i testow neuropsychologicznych. Specjalisci
korzystajg takze z wynikéw tomografii komputerowej. Ostateczna diagnoza nalezy
zawsze do specjalistow (m.in. psychiatrow, neurologéw), ale wczesne wykrycie ma
jednak zasadnicze znaczenie dla leczenia, gdyz pozwala na skuteczniejsze
zahamowanie tych proceséw i odpowiednig rehabilitacje chorego. Dlatego w wielu
znaczacych o$rodkach naukowych prowadzone sg intensywne badania dotyczace
opracowania szybkich metod przesiewowych pozwalajacych na wytypowanie osob
zagrozonych rozwinigciem sig choroby Alzheimera. W$réd proponowanych rozwigzan
czolowe miejsce zajmujg bioczujniki i szybkie testy wykorzystujgce np. markery
chorobowe, czy tez zmiane parametréw fizycznych (np. sensory akustyczne). Mozna
zatem stwierdzi¢, ze recenzowana praca znakomicie wpisuje sie w aktualne trendy

badawcze, realizowana byta w zespole posiadajgcym znaczne do$wiadczenie w tym
zakresie.

W dalszej czesci recenzji przedstawie moje uwagi dotyczgce zaréwno strony
redakcyjnej, jak i warto$ci merytorycznej omawianej pracy doktorskiej.



Strona redakcyjna

Niniejsza praca doktorska skfada sie z jedenastu rozdziatow, z ktérych rozdziaty |-
IV oraz IX stanowig zasadniczg cze$¢ rozprawy. W pozostatych rozdziatach V-VIII
Doktorantka zamiescita odpowiednio: Streszczenia (w jezyku polskim i angielskim),
Wykaz publikacji i konferencji naukowych, Spis ilustracji oraz Spis tabel,

W rozdziale pierwszym zaprezentowany zostat przeglad literatury, w drugim
doktorantka formutuje cel pracy, za$ |ll zawiera spis odczynnikow, aparatury oraz opis
stosowanych procedur. Wyniki badan, ich dyskusja oraz wnioski przedstawione
zostaly w rozdziale IV. W ostatnim IX rozdziale znajduje sie spis cytowanej literatury
zawierajgcy 246 pozycji — dominujg publikacje z ostatnich 15 lat,

Cato$¢ zostata przedstawiona na 140 stronach tekstu ilustrowanego 40 rysunkami
I 6 tabelami. Bardzo wygodnym dla czytajgcego uzupetnieniem pracy jest spis
stosowanych przez Autorke symboli i skrétéw uzytych w rozprawie, umieszczony na
str. 8-10. Na podkreslenie zastuguje staranna szata graficzna pracy.

Wartos¢ merytoryczna i uzytkowa

We wstepie w ,Czeéci literaturowej” (1.1) Doktorantka zarysowuje roznorodne
zagadnienia zwigzane z chorobg Alzheimera, by w ostatnim akapicie wskaza¢, ze
konieczny jest (cytuje) ,rozwoj metod analitycznych odpowiednich do jej wczesnej
diagnozy” i zasygnalizowac¢, ze wiasnie (cytuje) ,realizacji tego zadania podjefa sie w
ramach niniejszej rozprawy doktorskiej”, a nastepnie przechodzi do zaprezentowania
przegladu literaturowego. Autorska definiuje w nim podstawowe pojecia zwigzane z
budowg i dziataniem czujnikow chemicznych (1.2-3). Tworzeniu samoorganizujgcych
sig monowarstw i ich zastosowaniu w bioczujnikach poswiecony zostat odrebny
rozdziat (1.4). W kolejnych rozdziatach Doktorantka omawia zagadnienia zwigzane z
istotg choroby Alzheimera oraz biomarkerami wykorzystywanymi do jej wykrywania
(1.7-8). W ostatnich dwoch rozdziatach te] czesci dysertacji mgr Mikuta
skoncentrowata sie na uzasadnieniu wyboru elementéw warstwy receptorowe;
biosensorow bedgcych obiektem badan w niniejszej pracy (1.9-10)

W ,Czegsci literaturowej” Autorka udostepnita czytajgcemu dobre merytorycznie
omdwienie zagadnien bezposrednio zwigzanych z planowanymi badaniami. W
szczegodlnosci odnosi sie to do czesci opisujacej geneze choroby Azheimera i
mechanizmy jej rozwoju. Natomiast zabrakio mi informacji dotychczasowych
osiagnie¢ w obszarze metod analitycznych stosowanych w diagnostyce choroby
Alzheimera, a w szczegdinosci przegladu doniesien literaturowych dotyczacych
bioczujnikow.

Na stronie 73 Doktorantka jasno formutuje cel pracy. Jest nim opracowanie
elektrochemicznego bioczujnika, w ktérym warstwe receptorowg naniesiong na
elektrode ztotg stanowi¢ ma monowarstwa redoks aktywna w postaci kompleksu
Cu(ll)-DPTA zmodyfikowanego histagowanymi domenami receptora RAGE. Podaje
takze kolejne etapy jego realizacji, a wsréd nich te zwigzane z okresleniem
najlepszych parametrow pracy biosensora, testowania otrzymanego biosensora pod
katem jego przydatnosci bioanalitycznej, jak réwniez zapowiada zaproponowanie
mechanizmu generowania sygnatu analitycznego.

W ,Czesci eksperymentalne;j” (111.1-1 1) znajdujemy spis aparatury, odczynnikéw i
materiatow stosowanych w badaniach, jak réwniez staranny opis technik



analitycznych i metodyki pracy, w peni potwierdzajgcy poprawno$¢ prowadzania
doswiadczen przez Doktorantke.

W kolejnej czeéci Doktorantka przechodzi do najistotniejszej czesci pracy, jaka
jest przedstawienie wynikow wtasnych (IV.1-5) oraz sformutowanie wnioskéw z nich
wynikajgcych (IV.6). Uktad tych rozdziatéw jest logiczny, dobrze ilustruje kolejne
etapy pracy. W pierwszym z nich (IV.1) Doktorantka opisuje kolejne etapy
towarzyszace przygotowaniu warstwy receptorowej bioczujnika, a w tym:
nanoszenie warstwy mieszanej NAC/DPTA na powierzchnie elektrody ztotej,
tworzenie przez czgsteczki DPTA kompleksu z jonami Cu(ll) i unieruchomienie
wyodrebnionych domen receptora RAGE poprzez oddziatywanie ich histydynowych
znacznikow z jonami Cu(ll). Kolejne trzy (krotkie, bo 6-7 stronicowe) rozdziaty
poswigcone sg badaniu odpowiedzi woltamperometrycznych przygotowanych
bioczujnikow w obecnosci wybranych trzech markeréw choroby Alzheimera,
odpowiednio: peptydow AR (IV.2), biatka S100B (IV.3) oraz glikowanej albuminy (IV.
4) w celu okreslenia ich parametrow pracy. Znajdujemy tam suchy opis otrzymanych
wynikow i trendéw ich zmian widzianych oczami Doktorantki. Czesto dane
eksperymentalne sg powielane i podawane jako wartosci liczbowe w tekécie i
tabelach, jak i w postaci zaleznosci na rysunkach. Forma prezentacji rezultatéw
przypomina raczej dziennik laboratoryjny niz fragment dysertacje. W rozdziale IV.5
Autorka przypomina jedynie zaktadany i opisany w czesci literaturowej mechanizm
zmian sygnatu pradowego w obecnosci potencjalnych markeréw AD. Rozdziat |V
konczy sie podsumowaniem i wnioskami dotyczacymi przeprowadzonych badan.
Tym razem Doktorantka w 11 starannie i precyzyjnie sformutowanych punktach
scharakteryzowata efekty swoich prac, podkreslajgc najwazniejsze ich aspekty |
umiejetnie akcentujgc elementy nowosci naukowe;.

Jako$¢ i sposob przedstawienia wynikow sprawia, ze cho¢ nie mam istotnych
merytorycznych uwag, niezbedne jest doprecyzowanie/uzupetnienie podanych w
pracy informacji iflub ustosunkowanie sie do ponizszych pytan i watpliwoéci, ktore
nasunely sig w trakcie czytania przedtozone;j dysertacji:

° w rozdz. IV.2-3 odczuwalny jest brak oceny otrzymywanych wynikéw na tle
opublikowanych w literaturze prac dotyczacych wykrywania i oznaczania
markeréw AD badanych przez Doktorantke. W odréznieniu od rozdziatow V.2 i
IV.3, w rozdziale V.4 pojawia sie Tabela 6 zawierajgca zestawienie kilku technik
analitycznych stosowanych w metodach oznaczania glikowanej albuminy (G-Alb)
wraz z podaniem zakresu stezen jakie sg mozliwe do oznaczenia. Jednakze
udziatu procentowego G-Alb w Alb nie da poréwna¢ sie bezposrednio (bez
przeliczenia) ze stezeniem wyrazonym w pM, czy tez uM G-Alb. Prosze
Doktorantke o przygotowanie i przedstawienie podczas publicznej obrony danych
pozwalajgcych poréwna¢ parametry pracy zaproponowanych przez nig i znanych
w literaturze biosensorow przeznaczonych do wykrywania i/lub oznaczania
badanych przez nig markeréw AD.

® mimo iz w macierzystej jednostce Doktorantki badano i opisano inne tiolowane
ligandy tworzace kompleksy z jonami Cu(ll) stuzgce do przygotowania warstw
receptorowych biosensorow czutych na czasteczki potencjalnych markerow AD,
w przedtozonej pracy nie znalaztam komentarza na temat efektow zastapienia
np. IDA i NTA przez DPTA.



e str. 86; Doktorantka napisata (cytuje): ,Sktadniki obecne w osoczu ludzkim nie
miaty wplywu na dziatanie bioczujnika.”. Dlaczego wigc obserwowano tak
Znaczne przesuniecie maksimum fali w kierunku mniej dodatnich potencjatow
(roztwory: osocze vs. bufor; Tab.2) | wigkszg czuto$é czujnika? W tym miejscu
nalezy poprosi¢ takze o doprecyzowanie sposobu sporzgdzania krzywych
kalibracyjnych (rys. 3.2). Jakie byty wartosci E [V], przy ktorych dokonywano
odczytu natezenia pradu Ini lo?.

o str. 87; uwaga j.w. — Jezeli (cytuje): ,Skiadniki osocza ludzkiego, jak réwniez
obecnos¢ ABi4o nie wplywajg na oznaczanie biatka S100B.”, to dlaczego na
Rys.33 A, B i C widoczne sg istotne réznice w przebiegu krzywych
woltamperometrycznych? Jakie byly wartosci E [V], przy ktérych dokonywano
odczytu natezenia pradu Ini lo?.

° sir. 96; uwaga analogiczna jak do opiséw ze str. 86 oraz 87 i w zwigzku z tym
pytanie: jaki btgd zostanie popetniony Przy oznaczaniu w osoczu glikowanej
albuminy o stezeniu 15 pM, jezeli kalibracja byta wykonana w buforowanym
roztworze wodnym, ktory nie zawiera sktadnikéw osocza?

° str. 94; prosze o wyjasnienie znaczenia zestawienia zaleznoéci podanych na
Rys. 37. Co Doktorantka miata na mysli piszac: ,To w istotny sposob poprawia
niezawodnos¢ analizy probek”,

* str. 70; z czego wynikajg roznice w sktadzie buforéw TRIS-HC| stosowanych do
otrzymania warstw receptorowych na elektrodach ztotych?

Autorka nie ustrzegta sie tez pewnych niedopowiedzen oraz ,literowek”:

° str. 7, ostatni rozdziat w spisie tresci, zatytutowany Literatura, powinien nosié
numer IX, a nie X|.

* str. 95, akapit powyzej Rys. 38: Btedy w numeracji rysunkow w tekscie, na ktére
powotuje sie doktorantka. Dlaczego do oznaczania glikowanej albuminy
zmienione zostaty warunki pomiaru (bufor)?

e str. 79; brak odnosnika (Kurzatkowska i wsp., 2016) w spisie literatury,

* str. 84 (przedostatnia linia); czy warunki pomiaréw pozwalaja na podawanie DL
z takg liczbg miejsc znaczacych?

* str.85; btad w komodrkach Tabeli 2 definiujgcych procentows zmiang wartosci
pradu,

* str.98; btad w komérkach Tabeli 5 definiujgcych procentowg zmiane wartosci
pradu,

o str. 104; stowo ,transduktor” proponuje zastgpic stowem ,przetwornik”,

e W pracy wystepujg bardzo czesto sformutowania typu ,..oparty 0..”, ,..opartana...”
— typowe szablony jezykowe — mysle, ze warto ich unikag.

Mgr Edyta Mikuta podjeta sie trudnych i czasochtonnych zadan badawczych |
wywigzat sie z nich dobrze. Recenzowana rozprawa doktorska uzupetnia wiedze na
temat tworzenia warstw receptorowych biosensoréow i zawiera elementy nowosci
naukowej. Planowanie i przeprowadzenie badan oraz koncowe efekty pracy
oceniam bardzo pozytywnie. Za najwazniejsze elementy rozprawy uwazam:



e wykazanie, ze postawiona hipoteza badawcza, modwigca o mozliwosci

wykorzystania tiolowej pochodnej kwasu pentetynowego, a dokfadniej jego
kompleksu z jonami Cu(ll) do modyfikacji elektrody ztotej w celu utworzenia
monowarstwy elektroaktywnej i jednoczesnego efektywnego unieruchomienia
odpowiednich histagowanych domen receptora RAGE byta stuszna,

umiejetnos¢  wykorzystania  znajomosci mechanizméw  rozpoznawania
molekularnego w warstwach receptorowych w celu zaprojektowania bioczujnikéw
czutych na wybrany analit,

e zaprojektowanie bioczujnikéw do wykrywania i oznaczania biomarkerow AD (t.].

peptydy AR, biatko S100B oraz glikowana albumina) o duzym potencjale
aplikacyjnym.

Wyniki badan bedacych przedmiotem dysertacji staty sie podstawa 3 artykutow

opublikowanych w czasopismach naukowych znajdujgcych sie w bazie Journal
Citation Reports (JCR) - 2 artykuty ukazaty sie w czasopismie Sensors (IF201s
2,033) i 1 w Current Alzheimer Research (IF2015 3,145). Ponadto, wyniki dotyczace
wykrywania biatka S100B sa przedmiotem patentu polskiego oraz zgtoszenia
patentowego migdzynarodowego. Potwierdza to aktualnos¢ i atrakcyjnos¢ tematyki
badan. Doda¢ nalezy, ze mgr Edyta Mikuta ma w swoim dorobku kolejng publikacje,
a takze jest autorkg lub wspotautorkg 5 wystgpien konferencyjnych.

Podsumowujgc:

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Edyty Mikuty spetnia warunki stawiane
rozprawom doktorskim przez Ustawe o stopniach naukowych i tytule naukowym w
zakresie sztuki z dn. 14 marca 2003 roku (wraz z pdzniejszymi poprawkami) podanymi
w Ustawie "Prawo o szkolnictwie wyzszym” i wnioskuje do Rady Wydziatu Chemii UMK

o dopuszczenie Doktorantki do publicznej dyskusji nad rozprawa.

Z powazaniem,
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