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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Paziewskiej-Nowak
pt. ,, Label-free methods of lactoferrin determination using new selective DNA-based

bioreceptor”

Pismem SN/416/2.3./2023 Dyrektora Instytutu Biocybernetyki 1 Inzynierii
Biomedycznej im. Macieja Natgcza PAN, prof. Piotra Ladyzynskiego, z dnia 12.07.2024 roku
otrzymatem do recenzji rozpraw¢ doktorska mgr inz. Agnieszki Paziewskiej-Nowak pt. ,,Label-
free methods of lactoferrin determination using new selective DNA-based bioreceptor”.
Promotorem rozprawy jest prof. dr hab. inz. Dorota Pijanowska, za§ promotorem
pomocniczym dr inz. Marcin Urbanowicz.

Rozprawa jest napisana po angielsku i sktada si¢ z jedenastu rozdziatéw - w sumie 163
stron maszynopisu. Rozdzialy sa podzielone na 3 czgsci. Pierwsza czg$¢ nazwana ,,Przeglad
stanu wiedzy” obejmuje rozdziaty 1-4 (stron 60), czg$¢ druga ,,Eksperyment” obejmuje
rozdziaty 5 1 6 (stron 24), za$ ostatnia ,,Wyniki” obejmuje rozdzialy 7-11 (stron 47). W czesci
pierwszej w kolejnych rozdzialach opisane sa odpowiednio: informacje o laktoferynie,
wiadomosci dotyczace bioreceptoréw 1 bioczujnikow, metody detekcji laktoferyny oraz
wnioski wynikajace z tego przegladu. Czgs¢ druga zawiera dwa rozdzialy: opis materiatow i
metod badawczych oraz metodologi¢ badan. Ostatnia cz¢$¢ zawiera wyniki przeprowadzonych
badan: w rozdziale 7 wyniki badan powinowactwa laktoferyny z DNA, w rozdziale 8 prace
zwigzane z czujnikiem impedancyjnym laktoferyny, w rozdziale 9 badania poréwnawcze
oznaczania laktoferyny w ludzkiej $linie, w rozdziale 10 inne badania zwigzane z oznaczaniem
laktoferyny, za§ w rozdziale 11 dyskusj¢ otrzymanych wynikéw. Ponadto, w pracy mozna
znalez¢ nienumerowane rozdzialy: spis tresci, streszczenie po polsku i1 angielsku, abstrakt
graficzny, lista skrotéw i symboli, cel pracy i tezy, zakres pracy, referencje, lista rysunkow i
tabel oraz inne informacje o osiagnigciach Autorki. Podsumowujac, cato$¢ tworzy ciag

przyczynowo - skutkowy i moze stanowi¢ wzorzec dla kandydatow do stopnia doktora.



Problem naukowy rozprawy

Na stronie 19 rozprawy doktorskiej Autorka wskazuje, iz celem rozprawy doktorskiej
jest opracowanie bioreceptora DNA selektywnego na endogenny immunomodulator
laktoferyny i jego wykorzystanie w oznaczaniu tego biatka w ludzkiej $linie. Uwazam, ze cel
rozprawy jest jednoznacznie postawiony. Autorka rozprawy postawita trzy hipotezy
rozprawy, ktore w thumaczeniu na j¢zyk polski brzmig:

1. Czasteczka DNA o zdefiniowanej sekwencji wykazuje wysokie powinowactwo do
endogennego immunomodulatora laktoferyny i moze stuzy¢ jako selektywny bioreceptor dla
bezznacznikowych biosensorow.

2. Badanie powinowactwa z wykorzystaniem metody SPR umozliwia identyfikacje
zaprojektowanego oligonukleotydu DNA, ktory selektywnie oddziatuje z docelowym biatkiem.

3. Impedancyjna detekcja laktoferyny za pomoca zidentyfikowanego bioreceptora
umozliwia oceng stezenia analitu w probkach biologicznych w warunkach fizjologicznego pH.
Uwazam, Ze hipotezy sa nietrywialne i postawione prawidlowo. Ponadto, nalezy w tym

miejscu zaznaczy¢, ze tezy rozprawy zostaty w pracy udowodnione.

Podejscie Autora do osiggniecia celow pracy

Autorka rozprawy podeszia do realizacji celow w sposob eksperymentalny. W celu
zaprojektowania 1 wytworzenia warstw biosensorycznych Autorka zbadata natywne
oligonukleotydy DNA pod katem powinowactwa wzgledem laktoferyny, a najlepsze z nich
wykorzystala w analizach kinetycznych 1 termodynamicznych do okreslenia wybranych
parametrow interakcji z laktoferyng. Wykazata korzystne parametry bioreceptora o unikalne;j
sekwencji DNA (zhybrydyzowana sekwencja DNA o dtugosci 72 par zasad azotowych) oraz
jego przydatnos¢ w  biosensorach bezznacznikowych  wykorzystujacych metody
powierzchniowego rezonansu plazmonéw (SPR) oraz elektrochemicznej spektroskopii
impedancyjnej. W ramach badan Autorka przygotowata czujniki SPR, ktore postuzyly do
weryfikacji za pomoca analizy FTIR kolejnych etapow modyfikacji i interakcji z analitem
impedancyjnego biosensora do oznaczania laktoferyny. Autorka dla opracowanego
impedancyjnego czujnika laktoferyny zaproponowala elektryczny schemat zastgpczy oraz
wskazata element schematu zastgpczego, ktory dobrze korelowal ze st¢zeniem laktoferyny.
Autorka poréwnala wyniki badan impedancyjnych z metodami referencyjnymi ELISA i SPR.
Ponadto, Autorka podjeta probe biomimetycznego wykrywania laktoferyny poprzez
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wykorzystanie dopaminy jako funkcjonalnego monomeru. W ocenie recenzenta Autorka

rozprawy podeszla do osiagni¢cia celow pracy w sposob systematyczny oraz prawidlowy.

Aktualnos¢ tematyki rozprawy

Rozprawa doktorska dotyczy opracowania nowego selektywnego wobec laktoferyny
bioreceptora opartego na DNA. Jest to podejscie nowatorskie, gdyz bioczujniki laktoferyny do
tej pory nie bazowaty na bioreceptorze DNA. Opracowanie taniego i selektywnego bioczujnika
laktoferyny jest spotecznie i naukowo wazne ze wzgledu na istotng role jaka laktoferyna
odgrywa w organizmie w uktadzie odpornosciowym. Opracowanie bioczujnika pozwali na
szybkie, precyzyjne i potencjalnie nieinwazyjne badanie poziomu laktoferyny w réznych
ptynach ustrojowych. Dzigki temu, bioczujnik bedzie mégt by¢ uzywany w diagnostyce w
miejscach opieki nad pacjentem (POCT), umozliwiajac wczesne wykrycie zaburzen
immunologicznych, infekcji i stanow zapalnych. Projektowanie, opracowywanie i badanie
bioczujnikow wchodzi w zakres tematyczny dyscypliny inzynieria biomedyczna dziedziny

nauk inzynieryjno-technicznych.

Rozprawa na tle wspotczesnych doniesien literatury

W rozprawie Autorka cytuje ponad 260 pozycji literaturowych. Zdecydowana
wigkszos$¢ z nich (>70%) obejmuje najnowszg literatur¢ dyscypliny (pochodzi z ostatnich 10
lat). Uwazam, ze cytowania sg wlasciwie dobrane i Swiadczg o dobrej wiedzy Autorki i

znajomosci wspolczesnej literatury z dyscypliny naukowej dotyczacej rozprawy.

Wady, stabe strony rozprawy oraz inne uwagi

Rozprawa napisana jest starannie i bez btedow jezykowych i interpunkcyjnych, za$
rysunki sg czytelne. Jedyne drobne btedy to powtorzenie informacji na stronach 114-115 oraz
btedna numeracja rysunkdéw na stronie 105. Przy tak objetosciowej pracy bitedy takie zawsze
moga si¢ zdarzy¢. W pracy nie znalaztem rowniez bledéw merytorycznych. Praca jest
przemyslana, za§ wyciggane wnioski wynikaja z otrzymanych wynikdéw i przeprowadzone;j
analizy. W trakcie czytania rozprawy nasungty mi si¢ nastgpujace pytania:

e clektryczny model zastgpczy czujnika impedancyjnego zawiera element Warburga, ktorego
warto$¢ maleje w wyniku modyfikacji bioreceptora. Autorka thumaczy to zwigkszeniem sie¢

grubosci stabo przewodzacej warstwy organicznej. Jednak zaproponowany w tej postaci
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element raczej pozwala na wnioskowanie o wspotczynnikach dyfuzji molekut

posiadajacych tadunek, a nie grubosci warstwy, w ktérej dyfunduja. Prosba o komentarz.

e badania selektywnosci skro$nej bioreceptora zostaty przeprowadzone jedynie metoda SPR.

Prosba o komentarz, czy wyniki selektywno$ci skro$nej otrzymane dla czujnika

impedancyjnego mogtyby si¢ rézni¢ od tych otrzymanych metoda SPR? Z czego moze

wynika¢ zawyzanie wzgledem metod referencyjnych wynikéw otrzymanych metoda

impedancyjng dla laktoferyny w $linie ludzkiej.

Wskazane pytania nie umniejszajg jakosci naukowej recenzowanej pracy.

Oryginalny dorobek Autora

Do oryginalnego dorobku Autorki zaliczam opracowanie bezznacznikowego

impedancyjnego czujnika laktoferyny z wykorzystaniem bioreceptora na bazie DNA. W

szczegblnosci oryginalny dorobek obejmuje:

zaproponowanie nowej metodologii badania powinowactwa z wykorzystaniem metody
SPR w celu opracowania selektywnego bioreceptora laktoferyny,

opis oddzialywania bioreceptora DNA z laktoferyng z wykorzystaniem metody SPR z
uwzglednieniem kinetycznych i1 termodynamicznych aspektow tworzenia kompleksu,
oszacowanie stalych szybkos$ci i rownowagi oraz statych termodynamicznych poprzez
dopasowanie modeli matematycznych do danych eksperymentalnych,

okreslenie selektywnosci skrosnej bioreceptora z wykorzystaniem metody SPR,
opracowanie metodologii przeniesienia procedury modyfikacji powierzchni z
wykorzystaniem bioreceptora z metody SPR do techniki elektrochemicznej,
opracowanie bezznacznikowego biosensora impedancyjnego wyposazonego w warstwe
bioreceptorowa oparta na DNA i wyznaczenie jego parametrow metrologicznych,
zastosowanie opracowanego biosensora impedancyjnego do pomiaréw laktoferyny w

probkach ludzkiej $liny i ich poréwnanie z metodami referencyjnymi.

Ponadto, nalezy nadmieni¢, ze Autorka rozprawy posiada bogaty dorobek publikacyjny.

Zgodnie z baza Scopus Autorka rozprawy jest wspotautorka w 8 publikacjach JCR (w sumie

10 publikacji w bazie Scopus), z ktérych dwie publikacje dotycza bezposrednio rozprawy

doktorskiej. W obu publikacjach jest wspotautorem wiodacym.

Agnieszka Paziewska-Nowak, Marcin Urbanowicz, Kamila Sadowska, Dorota G.

Pijanowska. DNA-based molecular recognition system for lactoferrin biosensing. Inter



J  Biol Macromol 2023, 253, 126747 DOI: https://doi.org/10.1016/
j.ijbiomac.2023.126747, (IF=8.025; CS=14.5; MEiN points=100).

Agnieszka Paziewska-Nowak, Marcin Urbanowicz, Dorota G. Pijanowska. Selective
determination of lactoferrin in human saliva with label-free impedimetric DNA-based
biosensor. Sens  Actuators B  Chem 2024, 405, 135377  DOI:
https://doi.org/10.1016/j.snb.2024.135377 (IF=8.4; CS=14.6; MEIiN points=200).

W rozprawie doktorskiej Autorka przedstawia swoj wklad w powstanie publikacji, ktory nalezy

uzna¢ za dominujacy. Wszystkie czasopisma nalezg do uznanych czasopism dyscypliny, za$

dorobek publikacyjny Autorki z nadmiarem spelnia oczekiwania stawiane kandydatom

do stopnia doktora.

Podsumowanie

Uwazam, Ze rozprawa spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim i wnosz¢ o jej

dopuszczenie do publicznej obrony. Ponadto, bioragc pod uwage dorobek publikacyjny

zwigzany z praca doktorska, bardzo kompleksowy i bogaty zbior danych eksperymentalnych,

znaczacy wklad wynikow w rozwdj dyscypliny i utylitarny charakter badan stawiam wniosek

0 wyrdznienie rozprawy.
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