Prof. dr hab. Marian Filipiak Poznan, dnia 27 grudnia 2016 r.

Recenzja
pracy doktorskiej mgr Edyty Mikuta
pt. ,,Elektrochemiczne bioczujniki do oznaczania potencjalnych markeréw choroby
Alzheimera”.

Praca doktorska pt. ,Elektrochemiczne bioczujniki do oznaczania potencjalnych
markerow choroby Alzheimera” zostala przygotowana przez panig mgr Edyte Mikuta w
Instytucie Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie pod
kierunkiem pani prof. dr hab. Ireny Radeckiej i przedstawiona Radzie Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu.

Praca liczaca 140 stron maszynopisu jest tradycyjnie podzielona na czesci literaturowg
i doswiadczalng, zawiera 40 rysunkéw, polowa z nich przedstawia wyniki przeprowadzonych
badan. Spis literatury w pracy liczy az 246 pozycji i sg to w wigkszosci publikacje w
czasopismach o zasiggu $wiatowym z ostatnich lat. W pracy przedstawiono rowniez wykaz
publikacji, zgloszen patentowych oraz konferencji naukowych, w ktorych zawarto wyniki
opisane w rozprawie. Mozna tatwo zauwazylé, Ze cze$é¢ do$wiadczalna pracy byta
opublikowana gtownie w postaci dwoch artykutow, ktore ukazaty sie w czasopi$mie Sensors w
roku 2013 1 2014. Wydaje sig¢, ze stanowi to pewne ulatwienie dla recenzenta rozprawy
doktorskiej, mozna chyba zatozy¢, Zze publikacje w czasopismie o wartosci wspdlczynnika
Impact Factor 2,3 zostaly szczegotowo ocenione przez recenzentow. Klopot jednak sprawia
fakt, ze obie publikacje majg po 7-8 autoréw, a tylko jednym z nich jest autorka rozprawy
doktorskie;j.

Przedmiotem pracy doktorskiej pani Edyty Mikuta jest nowatorski sposéb wykrywania
i ilosciowego oznaczania bialek uznawanych za markery chor6b neurodegeneracyjnych. Jako
narzedzie analityczne wykorzystano czujnik, biosensor elektrochemiczny, w ktérym
powierzchni¢ elektrody ztotej aktywowano warstwa elektroaktywng zawierajaca receptor
RAGE zdolny do wykrywania markeréw biologicznych, biatek, ktérych podwyzszony poziom

obserwuje sie m.in. w chorobie Alzheimera. Taki biosensor mégtby byé¢ prawdopodobnie



zastosowany do wykrywania tych markeréw w plynach biologicznych, tj. osoczu czy ptynie
moézgowo-rdzeniowym. Byloby to niewatpliwie niezwykle przydatne narzedzie pomocne przy
wezesnym wykrywaniu chorob neurodegeneracyjnych.

Cel pracy autorka prezentuje szczegétowo na str. 63, zgodnie z nim celem pracy bylo
opracowanie elektroaktywnych warstw opartych o elektrody zlote zawierajacych receptor
RAGE zdolny do wykrywania i oznaczania biatek uwazanych za markery choroby Alzheimera.
Ogoélnie rzecz biorgc cel ten zostal zrealizowany, chociaz szczegétowy zakres badan
sformulowany przez doktorantke na str. 63 przewidywat m.in. wybor optymalnych warunkéw
otrzymywania warstwy aktywnej na powierzchni elektrody zlotej oraz optymalizacje
warunkow osadzania receptora RAGE na elektrodzie. Moim zdaniem tych elementéw w pracy
nie ma, na kazdym etapie konstrukeji biosensora prezentowane jest w pracy jedno rozwigzanie,
nie wiadomo czy jest ono najlepsze, czy zostato wybrane sposrod innych propozyciji, ktore byly
przedmiotem badan, nie pordwnano go bowiem z innymi rozwigzaniami. Na przykiad autorka
zamierzala zmodyfikowac elektrody zlote w oparciu o utworzenie samoorganizujacej sie
warstwy, ktorej elementem byla N-acetylocysteina, jak to przedstawiono np. na rys. 25 na str.
74, (chociaz w pracy wymienia si¢ réwniez N-acetylocysteaming na str. 69), nie mamy jednak
wiadomosci, czy taka warstwa zostata utworzona, jezeli tak, to jakie byly jej zalety, jakie efekty
zamierzano 0siggnaé poprzez skonstruowanie samoorganizujgcej si¢ warstwy, nie wiadomo
czy zastosowane st¢zenie acetylocysteiny byto optymalne itd.

W czgscei literaturowej pracy autorka starala si¢ omoéwié wszystkie zagadnienia
wchodzace w zakres pracy, tj. z jednej strony czujniki i bioczujniki elektrochemiczne,
samoorganizujgce si¢ warstwy, elektrochemiczne techniki pomiarowe, a z drugiej strony
choroba Alzheimera i markery biologiczne, charakterystyka receptora RAGE, jego struktura,
domeny itd. Catos¢ niestety jest mato spojna, jest wasciwie sktadanka kilku tematéw, w ktorej
z kolei moim zdaniem nie omdéwiono niektorych zagadnien, ktére w tej pracy znalezé sie
powinny. Dla przyktadu wydaje mi sig, ze w czesci literaturowe;j tej pracy powinien sie znalezé
wyczerpujgcy opis metod obecnie stosowanych do wykrywania badanych biomarkerow.
Przeciez to one, a dokladniej ich niedoskonato$é byla prawdopodobnie gtdéwnym motywem
podjecia omawianej pracy doktorskiej, a jednym z istotnych parametréw tych metod jest ich
koszt. O kosztach autorka jedynie wspomina we wnioskach (wniosek 9), bardzo ogélnie i
tajemniczo twierdzac, ze opracowany bioczujnik ,,moglby zostaé wlaczony do urzadzen
pomiarowych w kosztowo efektywnej teranostyce choroby Alzheimera”. Bylbym wdzigezny
za szersze rozwinigcie tego wniosku, w tym takze waznej sprawy kosztow metody opisanej w

pracy. Metody oznaczania jednego z biomarkerdw, tj. glikowanej albuminy s3 wymienione



dopiero w ostatniej czgsci pracy (tab. 6 na str. 100) bez ich szczegotowej charakterystyki. Na
marginesie, w tab. 6 dla poréwnania z innymi metodami wymieniono metode bedgca
przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej i nazwano jg ,.elektrochemiczna bezposrednia”, co
jest blednym sformutowaniem, bowiem nie mamy tutaj do czynienia z bezposrednim
oznaczaniem glikowanej albuminy, a o jej obecnos$ci wnioskujemy na podstawie redukcji
sygnatu modyfikowanej elektrody.

Cz¢s¢ eksperymentalna jest bardzo spojna, poszczegdlne jej etapy przedstawiono w
logicznej kolejnosci. W czesci pierwszej, zgodnie z obowigzujgcymi zasadami autorka opisata
stosowane w pracy metody i techniki (nie ma to jednak wspolnego tytutu), w tym takze ztozony
proces modyfikacji elektrod ztotych najpierw pochodng tiolowg kwasu pentetynowego i N-
acetylocysteina, nastgpnie octanem miedzi i odpowiednimi domenami receptora RAGE. Opisy
kilku metod konczg sie zdaniem ,,...elektrody przechowywano do czasu rozpoczecia pomiaro6w
elektrochemicznych”, jednak przebieg samych pomiarow elektrochemicznych nie zostat
szczegbtowo opisany, podane jedynie parametry techniczne, tj. zakres potencjatu itd.

W czescei ,,Wyniki badan i dyskusja” autorka przedstawita wyniki oznaczania trzech
bialek — markeréw biologicznych przy uzyciu skonstruowanego biosensora
elektrochemicznego. Mierzony sygnat pochodzit od jonu miedzi unieruchomionego na
elektrodzie. Obecno$¢ biomarkera w srodowisku pomiarowym zawierajgcym domeng naturalng
receptora RAGE powodowata redukcj¢ sygnatu proporcjonalng do stezenia biomarkera oraz
przesuniecie potencjatu w kierunku wartosci ujemnych. Jak to przedstawiono w pracy redukcja
sygnatu byla skorelowana z przesunigciem sygnatu. Wyniki badan doktorantka przedstawita w
postaci starannie wykonanych woltamogramoéw i kilku tabel, nie wiem jednak dlaczego autorka
nazywa przedstawione na rysunkach woltamogramy reprezentacyjnymi, majgc chyba na mysli
materialy reprezentatywne.

Elektroda ztota w czujniku opracowanym przez doktorantk¢ byla modyfikowana
wicloetapowo 1 kazdy etap byt $ledzony poprzez pomiar elektrochemiczny metodami
cyklicznej woltamperometrii i woltamperometrii fali prostokatnej. Najpierw oceniono efekt
utworzenia warstwy zlozonej z kwasu pentetynowego i acetylocysteiny. Konstrukcja tej
warstwy miata kluczowe znaczenie dla dalszych etapow modyfikacji elektrody, a przede
wszystkim dla skutecznosci selektywnego wykrywania oznaczanych biomarkeréw. Oceng tej
warstwy przeprowadzono poprzez pomiar metodg cyklicznej woltamperometrii efektu
blokowania sygnatu zelazocyjanku potasu wywolanego przez utworzona warstwe.
Stwierdzono, ze warstwa ta blokuje skutecznie sygnal, jednak trudno na podstawie
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wnioskach, czy utworzona zostata samoorganizujgca si¢ warstwa o odpowiedniej orientacji.
Kolejne etapy modyfikacji elektrody ztotej kontrolowano przy uzyciu woltamperometrii fali
prostokatnej, a dodatkowo elektrod¢ z unieruchomionym receptorem RAGE obserwowano
przy uzyciu mikroskopu AFM. Biatka markerowe — AP (APi6-23, APi-40), S100B i glikowana
albumina byly oznaczane iloSciowo woltamperometrycznie, przy czym jako probg kontrolng
stosowano bioczujnik z domeng RAGE zmutowana, ktéra nie wykazywata powinowactwa do
badanych biatek.

Wazng cecha bioczujnikéw, jak w przypadku kazdej metody analitycznej jest ich
zdolnos¢ do selektywnego wykrywania oznaczanego analitu. W przypadku biosensora
bedacego przedmiotem niniejszej pracy jest to szezeg6lnie istotne, gdyz jego zadaniem byloby
wykrywanie biomarkerow w ptynach biologicznych, a wigc matrycy bardzo zlozonej. W pracy
zamieszczono wyniki pomiaréw badanych biatek w buforze, ale takze w specjalnie
przygotowanym osoczu i jak stwierdzono, takie srodowisko nie wptywato na wynik pomiaru,
co wydaje sie wazne, ale i zaskakujgce. Ponadto wykonano pomiary w $rodowisku
zawierajgcym 2 badane biatka, tj. oznaczano biatko S100B z dodatkiem biatka A} oraz
glikowang albumine w obecnosci albuminy z surowicy ludzkiej oraz biatek S100B 1 AB. W
kazdym przypadku nie stwierdzono istotnego wplywu bialek towarzyszacych na wynik
pomiaru, w jednym przypadku limit detekcji biatka S100B ulegl ponad dwukrotnemu
podwyzszeniu w obecno$ci biatka ABi.40. Brak wplywu biomarkera towarzyszacego jest o tyle
zaskakujacy, ze domeny VCI receptora RAGE wykazuja powinowactwo zaréwno do biatka
S100B jak i bialka AP, co udowodniono w niniejszej pracy. Wydaje si¢, ze selektywnosé
bioczujnika wymaga dalszych badan, w tym takze badanie zwigzkow mogacych wptywa¢ na
sygnat Cu(Il) unieruchomiony na elektrodzie.

Inng wazng cechg bioczujnikow, niestety nieobecng w ocenianej pracy jest ich
stabilno$¢, a wige pytanie o to, czy kolejne wykonane modyfikowane elektrody wykazuja takie
same cechy, jaka jest trwalo$¢ aktywnej elektrody, jak dlugo mozna przechowywac
przygotowang do pomiaru elektrode pokryta badang prébg. W pracy, w opisie stosowanych
metod stwierdzono, ze elektrode przechowywano w buforze do czasu rozpoczgcia pomiarow,
ale nie wiadomo jak dtugo i czy czas tego przechowywania byt jednakowy.

Liczne pytania i watpliwosci, ktore si¢ nasuwajg w trakcie czytania ocenianej pracy
doktorskiej swiadczg m.in. o tym, ze zawartos¢ pracy jest bardzo bogata, liczne 1 ztozone
eksperymenty rodza z pewnoscig wiele pytan, sg okazja do dyskusji i z takim przypadkiem
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zaprezentowano ich wyniki. Niewatpliwie doktorantka udowodnita przy tym, Zze opanowata
trudny warsztat pomiardéw elektrochemicznych.

Niestety w pracy jest sporo bledéw jezykowych, wskazujgcych na to, ze doktorantka
nie po$wigcita zbyt duzo czasu na korekte maszynopisu pracy. Sg to najczesciej tzw. literowki,
ktorych jest sporo w tekscie, ale takze w tabelach (np. tab. 3), w kilku miejscach na stronach
96 — 97 jest odwotanie do tabeli 6 zamiast do tabeli 5.

Reasumujgc — oceniana praca doktorska jest interesujgca, nowatorska 1 bardzo
potrzebna, o duzej wartosci zarowno poznawczej jak i aplikacyjnej. Jest istotnym krokiem
wzmacniajgcym nasze nadzieje na znalezienie prostych i tanich metod umozliwiajacych
wezesne wykrywanie choréb neurodegeneracyjnych. Pokazuje nowa droge do selektywnego
wykrywania zwigzkdéw wystepujacych w ztozonych matrycach. Praca zawiera solidny materiat
doswiadczalny, opracowany w oparciu o bardzo bogaty zestaw literatury i nie budzacy zadnych
watpliwosci, ze autorka w petni opanowata metody i techniki opisane w pracy i umiejetnie sig
nimi postuguje. Doktorantka podjeta sig rozwigzania nowatorskiego problemu naukowego 1
cel ten osiagneta.

Stwierdzam, ze praca pani mgr Edyty Mikuta pt. ,.Elektrochemiczne bioczujniki do
oznaczania potencjalnych markerow choroby Alzheimera” catkowicie spelnia wymagania dla
prac doktorskich zawarte w obowigzujgcej Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym
i wnosze do Rady Wydzialu Chemicznego Uniwersytetu im. Mikotaja Kopernika w Toruniu o

dopuszczenie pani mgr Edyty Mikuty do publicznej dyskusji nad rozprawa.

Poznan, dnia 27 grudnia 2016 1.




