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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Sylwii Pniewskiej pt:” Opracowanie modyfikowalnych
platform biosensorowych do wieloparametrowej immunodetekcji wybranych biomarkeréw

zwigzanych z infekcjami wirusowymi”.

Recenzowana rozprawa miesci si¢ w dziedzinie nauk $cislych i przyrodniczych, dyscyplinie
biotechnologia i zostala wykonana w Katedrze Biotechnologii Medycznej na Wydziale
Chemicznym Politechniki Warszawskiej w ramach Szkoly Doktorskiej Politechniki
Warszawskiej. Promotorem rozprawy jest pani prof. dr hab. inz. Elzbieta Malinowska a
promotorem pomocniczym pan dr inz. Marcin Drozd. Dysertacja zostata zatem wykonana w
uznanej szkole naukowej Pani Profesor Malinowskie;j.

Wybdr tematu rozprawy oceniam jako niezwykle trafny. Wykrywanie infekcji
wirusowych przez oznaczanie ich biomarkeréw jest aktualnym wyzwaniem bioanalizy.
Na rozprawe skladaja si¢ 4 wspoétautorskie publikacje:
Recent Advancement in Receptor Layer Engineering for Applications in SPR-Based
Immunodiagnosctics, opublikowana w czasopismie Sensors (IF=3,847) w roku 2021,
A Careful Insight into DDI-Type Receptors Layers on the Way to Improvement of Click-
Biology-Based Immunosensors, opublikowana w czasopismie Biosensors (IF=4.,9) w roku
2024,
A versatile approach to quality control of protein-based receptor layers by reversible,
nonspecific staining for multiplex SPRi immunosensing, opublikowana w czasopismie

Sensors and Actuators, B: Chemical (IF=8,0) w roku 2024,



PET Foils Functionalized with Reactive Copolymers as Adaptable Microvolume

ELISA Spot Array Platforms for Multiplex Serological Analysis of SARS-CoV-2 Infections,
opublikowana w czasopismie Sensors (IF=3,4) w roku 2024.

Pierwsza z tych publikacji jest obszernym przegladem literatury a trzy pozostate sa pracami
eksperymentalnymi. W tych trzech publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem. Zbior
publikacji stanowigcych rozprawe jest opatrzony 36-stronicowym komentarzem. Ponadto
rozprawa zawiera niepublikowany 31 stronicowy rozdzial: “Wprowadzenie w problematyke
podjetych badan”. W tym rozdziale Doktorantka wskazuje na wiodgce tendencje w rozwoju
biosensoréw to jest na szybka diagnostyke w miejscu opieki nad pacjentem oraz detekcje
wieloparametrowa. Wazng czescig tego wprowadzajacego rozdziatu jest diagnostyka infekcji
wirusowych oparta o oznaczanie biomarkerow zakazen wirusowych takich jak wirusowe
DNA Iub RNA, bialka strukturalne wirusow, prozapalne cytokiny, biatka ostrej fazy,
prokalcytonina, ferrytyna oraz charakterystyczne przeciwciata. Innym waznym podjetym
tematem jest diagnostyka wielopararametrowa oraz mikromacierze biatkowe. W dalszej
czesci Doktorantka omawia strategie immobilizacji receptoréw ogniskujac uwage na
immobilizacji za pomoca kotwic DNA oraz nowe strategie immobilizacji receptorow, w tym
poprzez zastosowanie reaktywnych kopolimeréw. Rozdziat konczy temat kontroli jakosci
bialkowych warstw receptorowych. Wiaczenie tego wprowadzajacego rozdziahu do dysertacji
uwazam za zasadne, zwlaszcza, ze dysertacja jest wielowatkowa, z kilkoma watkami
bocznymi.

Przeglad literatury bedacy pierwsza publikacja wchodzaca w skiad recenzowanej
dysertacji koncentruje si¢ na tworzeniu warstw receptorowych w immunosensorach
wspotpracujacych z technikag SPR. Omawia on 159 publikacji z tego zakresu. Na wstepie |
zostaly omoOwione najwazniejsze kierunki rozwoju biosensor6w SPR w tym tworzenia
prostych warstw receptorowych wysokie] selektywnosci 1 czulo$ci, strategii wzmocnienia
sygnaléw analitycznych w celu oznaczania niskich stezen analitow oraz oznaczania analitow
o niskich masach czasteczkowych, mozliwosci rownoczesnego oznaczania wielu analitow,
miniaturyzacji umozliwiajacej diagnostyke w miejscu opieki nad pacjentem. Zwrdcono
uwage na gléwne ograniczenie w zastosowaniach biosensoréw SPR jakim jest adsorpcja
roznych sktadnikéw matryc biologicznych. Szczegolowo zostaly omowione rozne strategie
immobilizacji receptorow. Wymieni¢ tu mozna immobilizacje przeciwcial oparte o

oddzialywania niekowalencyjne np. hydrofobowe, kowalencyjne oparte o bifunkcyjne tiole
-

L



zawierajgce grupy karboksylowe lub aminowe i tworzenie wigzan amidowych poprzez
protokol NHS/EDS, a takze o warstwe polimeru. Szczegdlnag uwage poswiecono
immobilizacji receptoréw za posrednictwem warstwy karboksymetylodekstranu. Ponadto
oméwiono immobilizacj¢ z wykorzystaniem wigzania biotyna-awidyna, bakteriofagéw oraz
za pomoca kotwic DNA oraz wzmocnienia sygnalu analitycznego przez zastosowanie
nonanoczastek. W moim przekonaniu ten przeglad literatury stanowil dobre wprowadzenie
do badan nad projektowaniem warstw receptorowych.

Druga publikacja jest wielowatkowa. Gléwnym watkiem sg badania poréwnawcze
roznych oligonukleotydowych sond DNA: klasycznego DNA 1 jego dwdch analogow PNA
(peptide nucleic acid) i ZNA (zip nucleic acid). Wszystkie trzy sondy maja grupe tiolowg
oraz takg sama sekwencje zasad purynowych, jednak w PNA szkielet cukrowo-fosforanowy
zostal zastgpiony szkieletem peptydowym a w ZNA — uzupetiony kationowym fragmentem
sperminowym, rownowazacym anionowy fragment fosforanowy. W warunkach
przeptywowego pomiaru SPR obserwowano wiazanie trzech sond DNA ze ztotym podtozem
chipa oraz wiazanie komplementarnych oligonukleotydéw z skonjugowanymi wczesniej
sondami DNA (kotwicami DNA). W przypadku PNA zaobserwowano brak wigzania
komplementarnego DNA, natomiast w przypadku ZNA wigzanie komplementarnego DNA
jest znacznie silniejsze niz w przypadku “normalnego” DNA. Obserwowane roznice w
odpowiedziach PNA, DNA i ZNA poparto badaniami (-potencjatu powierzchni. Wplyw
tadunku znajduje swoje odzwierciedlenie w zaleznosci sygnalow SPR od sily jonowej,
silniejszej w przypadku kotwic ZNA niz DNA. Innym waznym optymalizowanym
czynnikiem byl dobdr czynnika wypelniajacego zapobiegajacego niespecyficznej adsorpcji
sktadnikéw matrycy w procesie pomiarowym. Badaniami objeto 6-merkaptoheksanol, czesto |
stosowany w tym celu, oraz dwa tiolowane poli(glikole etylenowe) o masach czgsteczkowych
800 1 3000 Da. Jako modelowy analit stosowano koniugat DNA i przeciwciala przeciw
ludzkiemu CRP a jako modelowy interferent — krolicze przeciwcialo IgG. Wykazano, ze
najlepiej funkcje czynnika wypelniajgcego pelni tiolowany poli(glikol etylenowy) o masie
czasteczkowej 800 Da. Istotnym ulatwieniem pomiarow seryjnych jest wykazana mozliwos¢
regeneracji zimmobilizowanego DNA, po dokonaniu cyklu pomiarowego, roztworem NaOH
o stezeniu 50 mM w warunkach przepltywowych.

Innym watkiem drugiej publikacji w cyklu stanowiacym rozprawe byto badanie

wplywu czystosci koniugatow bialko-DNA na wydajno$¢ ich immobilizacji na
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jednoniciowych DNA. Badaniom poddano dwa bialka: przeciwciato przeciwko hCRP oraz
nukleopsyd wirusa SARS-CoV-2. Dokonano koniugacji tych bialek z kotwicami DNA.
Uzyskane mieszaniny zawierajgce koniugaty oraz nieprzereagowane zwigzki poddano
oczyszczeniu stosujgc preparatywna chromatografie jonowsg. Sposrod zebranych frakcji
wyloniono dwie zawierajace czysty koniugat. Nastepnie, w warunkach przeptywowego SPRi
badano wigzanie zimmobilizowanego DNA z koniugatem oraz dla poréwnania z wolnym
DNA. Wykazano silniejsze wigzanie koniugatu z oczyszczonej frakcji niz nieoczyszczonej
mieszaniny pokoniugacyjnej. Ponadto, na podstawie pomiaréw kinetycznych , wykazano, ze
koniugat wigze si¢ slabiej z DNA niz wolny DNA. Badania te jednak objety tylko koniugat
przeciwciala przeciwko hCRP z DNA.

Trzecia publikacja w cyklu stanowiacym rozprawe dotyczy kontroli jakosci
biatkowych warstw receptorowych przez odwracalne ich znakowanie barwnikami. Badania
przeprowadzono na przyktadzie dwodch biatek: kroliczego przeciwciata klasy IgG oraz
transferryny zimmobilizowanych na zlotej powierzchni chipa za posrednictwem linkera HS-
(CH2CH20)nCH2COOH i protokolu NHS/EDS. Po wstepnych probach do szczegdtowych
badan wyselekcjonowano trzy anionowe barwniki: Ponceau S (PS), czern amidowa 10B (AB)
oraz biekit brylantowy G-250 (CBB-QG). Adsorpcje barwnikéw kontrolowano technikg SPRi.
Na przykladzie zimmobilizowanego krdliczego przeciwciata klasy IgG badano wpltyw pH 1
sily jonowej. Dobre wyniki uzyskano w kwasnym zakresie pH. Wplyw sily jonowej byl
zréznicowany dla poszczegélnych barwnikow. Wykazano mozliwo$¢ odwracalnej adsorpcji
dokonujgc regeneracji zimmobilizowanego przeciwciata kwasnym roztworem glicyny (pH
2). W mojej ocenie publikacja ta daje badaczom wartosciowe narzgdzie kontroli jakosci
zimmobilizowanych przeciwciat. A

Czwarta publikacja w cyklu stanowigcym rozprawe dotyczy wykorzystania
reaktywnych kopolimeréw do budowania platform umozliwiajgcych wykrywanie i
oznaczanie klas i podklas przeciwcial powstajacych w surowicy w wyniku przebycia Covid-
CoV-2. Jeden z dwoch badanych kopolimerow (MCP-2) posiada grupe wigzaca
kowalencyjnie biatko poprzez grupe aminowsg. Drugi kopolimer (Copoly Azide) umozliwia
reakcje z DNA posiadajagcym grupe dibenzocyklooktanowa a nastepnie stosujgc chemie
kliknie¢ — polaczenie z koniugatem biatko — komplementarne DNA. Reaktywne kopolimery
sa umieszczone na elastycznej folii PET tworzac system studzienek, podobnie jak w

przypadku techniki ELISA. Kazdy z kopolimeréw zostal wykorzystany do tworzenia
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platform do oznaczania przeciwciatl powstajacych w wyniku zainfekowania Covid-CoV-2.
Jako receptor zastosowano nukleoproteing wirusa Covid-CoV-2 zimmobiliowana na dwa
rdzne sposoby, w zaleznosci od zastosowanego kopolimeru. Przetworzenie ilosci przeciwciat
wychwyconych z surowicy krwi na sygnat bylo dokonywane analogicznie jak w przypadku
testow ELISA, to jest za posrednictwem drugiego przeciwciata skoniugowanego z alkaliczng
fosfatazg oraz fosforanem p-nitrofenolu. Zademonstrowano pelna uzyteczno$¢ opracowanych
testow do wykrywania przeciwciat IgA, IgG a takze IgG1, 1gG2, IgG3 i IgG4 w surowicy
krwi. Jako technike pomocniczg w badaniach stosowano SPRi.

Obszerna wielowatkowa dysertacja zawiera kilka fragmentéw zachecajacych do
podjecia dyskusji:

i Czym kierowala si¢ Doktorantka prowadzac badania kinetyczne z przeciwciatem
przeciwko hCRP a pomijajac nukleopsyd wirusa SARS-CoV-2? W tytule
dysertacji sg biomarkery chor6b wirusowych?

il. Czy oczyszczone frakcje nukleopsyda wirusa SARS-CoV-2 skoniugowanego z
DNA byly lub bedg wykorzystane w badaniach?

ii.  Czy biosensor zawierajacy nukleoproteing wirusa Covid-CoV-2 zimmobiliowana
technika chemii kliknie¢ moze znalez¢ zastosowanie do oznaczania przeciwcial
przeciw SARS-CoV-2 technika SPRi?

iv. Czy rozwazala Pani obserwacje kontrole powierzchni podczas kolejnych etapow
budowania biosensoréw technikami AFM czy SEM czy mikrowagg kwarcowg?

Ve Czy przygotowanie zlote] powierzchni chipa roztworem alkalicznej ,,pirani” jest

optymalne?

Podsumowujgc oceniang dysertacje trzeba doceni¢ jej wyjatkowo innowacyjny
charakter oraz mozna wyr6znic€ kilka znaczacych osiggnie¢ w badaniach biosensorow takich
jak wprowadzenie reaktywnych kopolimerow do tworzenia platform do oznaczania
przeciwcial wirus6w w surowicy krwi, opracowanie metody kontroli jako$ci biatkowych
warstw receptorowych, badania immobilizacji receptorow biatkowych za pomoca kotwic

DNA czy optymalizacja czynnika wypekniajgcego.

W konkluzji stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Sylwii Pniewskiej pt:

”Opracowanie modyfikowalnych platform biosensorowych do wieloparametrowe;j
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immunodetekcji wybranych biomarkeréw zwigzanych z infekcjami wirusowymi” spelnia
wszystkie warunki i wymogi okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (t.J. Dz. U. z 2024 r. poz. 1571).

Wnosze¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej o
przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Sylwii Pniewskiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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