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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Sylwii Pniewskiej (z domu Karon)
pt. ,,Opracowanie modyfikowalnych platform biosensorowych
do wieloparametrowej immunodetekcji wybranych biomarkeréow

zwigzanych z infekcjami wirusowymi”

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Sylwii Pniewskiej, zatytutowana
,Opracowanie modyfikowalnych platform biosensorowych do wieloparametrowej
immunodetekcji wybranych biomarkerow zwigzanych z infekcjami wirusowymi”,
wykonana zostata w Katedrze Biotechnologii Medycznej, Wydziatu Chemicznego
Politechniki Warszawskiej, pod kierunkiem Pani Promotor prof. dr hab. inz. Elzbiety
Malinowskiej oraz Pana Promotora pomocniczego dr inz. Marcina Drozda. Warto na
wstepie podkresli¢, ze badania zostaty wykonane w ramach grupy badawczej, ktora
ma duze doswiadczenie i1 sukcesy w opracowywaniu warstw receptorowych
biosensoréw powinowactwa do wykrywania biomarkerow istotnych z punktu widzenia
diagnostyki medycznej.

Praca doktorska dotyczy projektowania nowoczesnych metod tworzenia
i kontroli jakosci biatkowych warstw receptorowych, przeznaczonych do
jednoczesnego wykrywania kilku biomarkeréow infekcji wirusowych. W ramach
realizacji tej pracy Doktorantka prowadzita badania nad usprawnieniem procesu

unieruchamiania biatek w produkcji immunotestow, miedzy innymi z wykorzystaniem



Instytut Rozrodu Zwierzat +48 89 500 3200

I L.f i Badan Zywnosci instytut@pan.olsztyn.pl
n 1 e Polskiej Akademii Nauk

ul. Trylinskiego 18, 10-683 Olsztyn www.pan.olsztyn.pl

metody rezonansu plazmonéw powierzchniowych (Surface Plasmon Resonance,
SPR).

W pracy poruszone zostaty dwa niezwykle istotne aspekty. Pierwszy z nich
dotyczy opracowywania zaawansowanych immunoplatform diagnostycznych,
umozliwiajgcych jednoczesne wykrywanie kilku biomarkerow. Ma to ogromne
znaczenie, poniewaz rownoczesna detekcja dwoch lub  wiecej biomarkerow
wskazujgcych na obecnos¢ stanu chorobowego w ramach jednej analizy, pozwala na
postawienie trafniejszej diagnozy, a jednoczesnie skraca czas i obniza koszty catego
procesu diagnostycznego. Co wiecej, zaprojektowane immunotesty zostaty
wykorzystane do detekcji wybranych biomarkeréw zwigzanych 2z infekcjami
wirusowymi. Jak pokazaly wydarzenia ostatnich lat, pandemia COVID-19
doprowadzita nie tylko do znacznej liczby zgonow, lecz takze do powaznych zaktocen
gospodarczych i spotecznych na caltym Swiecie. Dlatego tez poszukiwanie
nowoczesnych, szybkich, czutych i niezawodnych narzedzi diagnostycznych do
wykrywania infekcji wirusowych jest obecnie zagadnieniem o kluczowym znaczeniu.
Nie mam zadnych watpliwosci, ze przedstawiona do oceny praca doktorska wpisuje
sie w niezwykle aktualny i interesujgcy trend badawczy, a jednoczesnie stanowi
odpowiedz na istotny problem spoteczny.

Autorka pracy ocenita wptyw sktadu monowarstwy zawierajgcej sondy ssDNA
oraz czystosci i stechiometrii koniugatdw DNA-biatko na stabilnos¢ i gestosé
powierzchniowg warstw receptorowych. Dodatkowo Pani mgr inz. Sylwia Pniewska
byta zaangazowana w opracowanie nowatorskiej metody odwracalnego znakowania
biatek na powierzchni z wykorzystaniem barwnikow anionowych, kompatybilnej
z SPRi w formacie mikromacierzy, co umozliwito mapowanie rozmieszczenia
receptoréw na powierzchni.

W  kolejnej ze swoich prac udowodnita mozliwos¢ konstrukcji
wieloparametrowych immunoplatform na podfozach z foli PET,
z zastosowaniem reaktywnych kopolimeréw, przeznaczonych do diagnostyki
serologicznej COVID-19.

W kolejnych czesciach recenzji przedstawie swoje uwagi odnosnie poprawnosci

redakcyjnej rozprawy oraz jej wartosci naukowej, merytorycznej i uzytkowe;.
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Strona redakcyjna rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Sylwii Pniewskiej zostata napisana w jezyku
polskim, w sposob zrozumiaty, przystepny, staranny i logiczny. Sktada sie z czterech
gtéwnych rozdziatéw, obejmujgcych: 1. wprowadzenie w problematyke badan, 2. cel
i zakres pracy doktorskiej, 3. komentarz do cyklu artykutéw naukowych stanowigcych
podstawe rozprawy doktorskiej oraz 4. podsumowanie.

Dodatkowo rozprawa zawiera rowniez streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, wykaz oraz kopie publikacji bedgcych podstawg rozprawy, bibliografie,
oswiadczenia wspotautoréw publikacji, wykaz dorobku naukowego Autorki oraz
uzyteczny ,Wykaz skrétow”.

Bibliografia obejmuje 159 najnowszych pozycji literaturowych. Rysunki,
schematy i tabele zostaty przygotowane w sposéb przejrzysty i obrazowy, co podnosi

zarowno wartos¢ merytoryczng, jak i estetyczng pracy.

Strona merytoryczna rozprawy

Wprowadzenie do tematyki badan w rozprawie stanowi solidne fundamenty dla
zrozumienia znaczenia biomarkeréw w diagnostyce zakazen wirusowych, w tym
zaawansowanych metod detekcji, takich jak multiplexing. Autorka wyczerpujgco
przedstawia rézne typy biomarkeréw wykorzystywanych w analizach — od antygendw,
przez markery genetyczne, az po serologiczne wskazniki, umozliwiajgce identyfikacje
zakazen na roznych poziomach.

W podsumowaniu tej czesci rozprawy Autorka podkresla, ze kluczowym
elementem badan bylo opracowanie platform diagnostycznych, zawierajgcych
modelowe receptory, przeciwciata klasy IgG oraz biatka antygenowe, w tym biatko
nukleokapsydu (N) wirusa SARS-CoV-2. Wybdr tych konkretnych modelowych
receptorbw miat na celu pokazanie uniwersalnosci i wszechstronnosci
zaprojektowanych systemow diagnostycznych, ktére mogg by¢ potencjalnie
stosowane w przypadku réznych patogendéw i odpowiedzi immunologicznych. Dzieki
temu mozliwe jest jednoczesne wykrywanie wielu biomarkeréw zwigzanymi z samymi
zakazeniami, jak i z reakcjami uktadu odpornosciowego, co stawia te metode

w czotowce nowoczesnych technologii diagnostycznych.
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W kolejnym podrozdziale mgr inz. Sylwia Pniewska opisata mikromacierze
biatkowe jako przykfad narzedzia umozliwiajgcego multipleksowg immunodetekcje,
a takze omowita odwracalne i nieodwracalne strategie unieruchamiania receptoréow
oraz nowo opracowane metody odwracalnego unieruchamiania receptorow. Z uwagi
na fakt, ze jakos¢ wytworzonej warstwy receptorowej ma istotny wptyw na parametry
uzyteczne bioczujnikdéw i biotestow, Doktorantka w kolejnym kroku przedstawita
metody kontroli jakos$ci biatkowych warstw receptorowych.

Podsumowujgc ten rozdziat, Pani mgr Pniewska stwierdzita, ze wpisata sie
w ten nurt badan rozwijajgc kowalencyjng jednoetapowg metode dowigzania biatek do
warstwy reaktywnych kopolimerow. Aby wykazac¢ zalety immobilizacji biatek za
pomocg kotwic DNA (DDI) w zastosowaniach mikromacierzowych, Autorka pracy
opisata wptyw skiadu monowarstwy zawierajgcej kotwice ssDNA na stabilnosc
i gestos¢ powierzchniowg warstw receptorowych.

Rozdziat 1, dotyczacy wprowadzenia do tematyki badan, Pani mgr inz. Sylwia
Pniewska zakohczyta opisem oraz praktycznym poréwnaniem strategii detekcji,
z uwzglednieniem strategii bezznacznikowych, oraz wykorzystujgcych znaczniki. Jako
puente tego rozdziatu podkreslita, ze w swojej pracy doktorskiej zaproponowata
dwojakie wykorzystanie technik bezznacznikowych (SPR oraz SPRI) - jako strategie
detekcji w konstruowanych immunoczujnikach, jak rowniez narzedzie pozwalajgce na
monitorowanie oddziatywan wybranych receptoréw z badanymi analitami w czasie

rzeczywistym.

Podsumowanie komentarza do rozdziatu wprowadzajgcego do tematyki
badan

Uktad zaprezentowanych zagadnien w rozdziale wprowadzajgcym, uwazam za
bardzo trafny i logiczny. Kazdy z podrozdziatbw konczy sie jasng konkluzjg,
wskazujgcg, dlaczego Doktorantka zdecydowata sie na podjecie danej tematyki
badawczej oraz jakie elementy stanowity nowos¢ w konteks$cie istniejgcej literatury
przedmiotu a nadto, jaka luke badawczg zamierzata wypetié. Takie podejscie
umozliwito ptynne przejscie do kolejnego rozdziatu, w ktérym przedstawiono cel

i zakres pracy doktorskiej. W odniesieniu do tego rozdziatu nie zgtaszam zadnych
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uwag - cel pracy zostat precyzyjnie sformutowany, a wyszczegolnione zadania
badawcze zostaty konsekwentnie zrealizowane i stanowity podstawe do opracowania
cyklu czterech artykutéw naukowych.

Na podstawie przedstawionego w rozdziale 3 komentarza do zatgczonych
publikacji naukowych bedacych podstawg rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze
wartos¢ merytoryczna pracy jest bardzo wysoka. Uzyskane rezultaty badan obrazujg
oryginalne podejscie do rozwigzania waznego problemu o znaczeniu spotecznym.
Wyniki te zostaty opublikowane w renomowanych, indeksowanych czasopismach
naukowych, gdzie przeszty pozytywng ocene niezaleznych recenzentéw powotanych

przez edytorow tych czasopism.

Udziat Pani mgr inz. Sylwii Pniewskiej w publikacjach naukowych
zZwigzanych z tematykg rozprawy doktorskiej

Zgodnie z zatgczong dokumentacjg, Pani mgr inz. Sylwia Pniewska jest
wspotautorkg czterech publikacji naukowych bezposrednio zwigzanych z tematykag
rozprawy doktorskiej. Wsrod tych publikacji znajduje sie jeden artykut przeglagdowy
oraz trzy prace oryginalne. W przypadku trzech z nich, figuruje Ona jako pierwsza
autorka, co $wiadczy o Jej wiodgcym udziale w realizacji badan. Zakres prac
wykonywanych przez Doktorantke obejmowat m.in. wspodttworzenie koncepciji
badawczej, samodzielne przeprowadzenie wiekszosci eksperymentow, analize,
opracowywanie i interpretacje uzyskanych wynikéw. Ponadto Pani Sylwia Pniewska
przygotowata czes¢ rysunkéw do manuskryptow oraz byta odpowiedzialna za
przygotowanie ich pierwotnych wersji i korekte tekstu. Tak szeroki zakres
zaangazowania potwierdza istotny wkfad Doktorantki w powstaty dorobek naukowy.

Warto podkresli¢, ze czwarta praca, tj. Sensors, 2024, 24 (23), 7766 stanowi
owoc naukowej wspotpracy, ktorg Pani mgr inz. Sylwia Pniewska nawigzata
z miedzynarodowym zespotem badawczym podczas swojego stazu naukowego.
Zespoét ten odpowiadat za synteze kopolimerow zawierajgcych reaktywne grupy
funkcyjne, ktére nastepnie postuzyty do funkcjonalizacji folii PET. Co istotne,

wspotpraca ta byta kontynuowana po powrocie Doktorantki do macierzystej jednostki.
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Komentarz do cyklu publikacji naukowych mgr inz. Sylwii Pniewskiej,
stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej, zwiezle i precyzyjnie przedstawia
otrzymane wyniki badan nad opracowywaniem nowatorskich immunoplatform do
multipleksowej detekcji biomarkerow zakazen wirusowych z wykorzystaniem SPRi
oraz spektrofotometrii. Publikacje Autorki natomiast szczegdétowo omawiajg metodyke
eksperymentalng, w tym projektowanie platform detekcyjnych i optymalizowanie
platform detekcyjnych, a takze ich zastosowanie w analizie prébek biologicznych.
Zdecydowanie warto zapoznac¢ sie z tymi pracami, aby uzyska¢ petny obraz
zastosowanej technologii oraz wynikéw eksperymentalnych. Na postawie lektury tych
prac nasunety mi sie nastepujgce pytania, ktére chciatabym zada¢ Pani Doktorantce
w trakcie publicznej obrony rozprawy doktorskiej:

1. Jaka byta motywacja uzycia gotowego zestawu proFIRE® firmy Dynamic

Biosensors GmbH do koniugacji biatek receptorowych z kotwicami ssDNA?
Jakg strukture chemiczng miat zastosowany ,crosslinker’? Jaki byt
doktadnie mechanizm tego procesu?

2. Dlaczego w pracy Sensors & Actuators: B. Chemical 421 (2024) 136512
przetestowane zostaty akurat anionowe barwniki biatkowe i na jakiej
podstawie wybrano szes¢ barwnikéw do wstepnej selekcji? Czy biorgc pod
uwage niespecyficzny charakter oddziatywan barwnikow, przedstawiong
metode nalezatby kalibrowa¢ osobno dla danej pary receptor biatkowy —
barwnik?

3. Czy wg. Autorki, folie PET sfunkcjonalizowane reaktywnymi kopolimerami
w roli podtozy testdw immunoenzymatycznych majg realne szanse na
zastosowanie ich w praktycznej diagnostyce laboratoryjnej? Czy
Doktorantka widzi realne zagrozenia i wady zaproponowanych systemow?
O ile wazréstby koszt pojedynczej analizy probki ludzkiej surowicy
z zastosowaniem podtdz z folii PET modyfikowanych warstwg kopolimeru
MCP-2 reaktywnego wzgledem grup aminowych biatek lub folii PET
z reaktywnym kopolimerem Copoly Azide reaktywnych wzgledem

modyfikowanych DBCO sond ssDNA w poréwnaniu z klasycznymi
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podtozami, ktére wykorzystujg pasywng adsorpcje? Czy istnieje potrzeba

kontynuacji obranego kierunku badawczego?

Udziat Pani mgr inz. Sylwii Pniewskiej w publikacjach naukowych
niezwigzanych z tematyka rozprawy doktorskiej oraz innych aktywnosciach
naukowych

Z zatgczonej dokumentacji wynika, ze Pani mgr inz. Sylwia Pniewska jest
wspotautorkg dwoch dodatkowych artykutéw naukowych, oprocz czterech bedgcych
podstawg rozprawy doktorskiej. Brata takze udziat w trzech projektach badawczych
jako wykonawczyni. Warto jednak podkresli¢, ze w przypadku projektu pt. ,Konstrukcja
uniwersalnego, przenosnego urzadzenia mikrofluidycznego dziatajgcego w formacie
pasywnego przeptywu do szybkiej immunodetekcji zakazen  wirusowych
i monitorowania wybranych biomarkeréw odpowiedzi immunologicznej” byta jego
wnioskodawczynig. Doktorantka petnita nadto role opiekuna naukowego w pracach
dyplomowych inzynierskich i magisterskich realizowanych w Katedrze Biotechnologii
Medycznej, Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej. Warto rowniez
zauwazy¢, ze Kandydatka brata udziat w jedenastu krajowych i miedzynarodowych
konferencjach naukowych. Podczas jednej z nich, The 1st International Conference on
Al Sensors and 10" International Symposium on Sensor Science w Singapurze
przedstawita prezentacje ustng. Odbyta takze trzymiesieczny staz naukowy w ramach
programu Mobility i NAWA STER. Jest rowniez laureatkg |l miejsca

w konkursie MedTech — Athon — Inzynierowie dla Medycyny.

Ocena koncowa

Pani mgr inz. Sylwia Pniewska z sukcesem osiggneta zaplanowane cele
rozprawy doktorskiej i zrealizowata szczegotowe zadania badawcze. Autorka w swojej
pracy wspottworzyta oryginalne koncepcje badawcze, rozwigzywata problemy
naukowe, niezwykle istotne z punktu widzenia spotecznego. Ponadto wykazata sie
umiejetnosciami samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Przedstawiona do

oceny rozprawa doktorska, zaprezentowata ogolng wiedze teoretyczng Doktorantki.



Instytut Rozrodu Zwierzat +48 89 500 3200 I

I L'f i Badan Zywnosci instytut@pan.olsztyn.pl
n 1 e Polskiej Akademii Nauk

ul. Trylinskiego 18, 10-683 Olsztyn www.pan.olsztyn.pl

Uwzgledniajgc catos¢ zaprezentowanej rozprawy doktorskiej mgr inz. Sylwii
Pniewskiej pt. ,Opracowanie modyfikowalnych platform biosensorowych do
wieloparametrowej immunodetekcji wybranych biomarkeréw zwigzanych z infekcjami
wirusowymi” stwierdzam, ze spetnia ona wymagania okreslone w art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. 2024, poz.
1571 z pdézn. zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Biotechnologia
Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie przedstawionej rozprawy do dalszych

etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Z wyrazami szacunku

Iwona Grabowska
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