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Recenzja Rozprawy Doktorskiej magister inzynier Anny Magdaleny Szymczyk-Drozd
pt: ,Projektowanie narzedzi (bio)analitycznych wykorzystujgcych kwasy nukleinowe —

od oddziatywan molekularnych do zastosowan praktycznych”

Postepy w dziedzinie biotechnologii umozliwiajg pozyskiwanie specyficznych i stabilnych
receptorow, ktdre wykorzystywane sg do rozpoznawania szerokiej gamy analitéw. Wiekszy
dostep do nowych materiatéw i technologii zapewnia zas mozliwos¢ udoskonalenia konstrukgji
sensorow, m. in. w zakresie stosowanych przetwornikéw sygnatu oraz mozliwosci modyfikacji ich
powierzchni w celu uzyskania stabilnych warstw receptorowych. Prace nad tego typu
urzgdzeniami trwajg od dawna i zaowocowaty wprowadzaniem na rynek szeregu sensoréw i
testow stosowanych w diagnostyce medycznej zaréowno w osrodkach zdrowia, jak i w domach
oraz monitoringu parametréw Srodowiskowych tj. badania jakosci powietrza czy wody.
Sprostanie wspoétczesnym wymaganiom odnosnie selektywnosci, miniaturyzacji, dostepnosci i
powszechnosci stosowania takich urzadzen oraz poszerzajace sie zapotrzebowanie na oznaczenia
nowych analitéw stawia nowe wyzwania i konieczno$¢ prowadzenia dalszych prac. Badania
przedstawione w rozprawie doktorskiej magister inzynier Anny Magdaleny Szymczyk-Drozd
zatytutowana ,Projektowanie narzedzi (bio)analitycznych wykorzystujgcych kwasy nukleinowe —
od oddziatywan molekularnych do zastosowan praktycznych” wykonane w Katedrze
Biotechnologii Medycznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej pod kierunkiem
dra hab. inz. Roberta Ziétkowskiego, profesora uczelni wpisuja sie wiec w ten trend. W trakcie
swoich badan Doktorantka pracowata nad udoskonalaniem pracy sensoréw elektrochemicznych
i poprawie ich parametrow metrologicznych. Wykorzystata krétkie sekwencje DNA jako receptory
do rozpoznawania wybranych fragmentow gendw wirusa SARS-CoV-2, czy wybranych jondéw
metali i niemetali. Opisata wptyw: rodzaju czasteczki wypetniacza na stabilnos¢ warstwy
receptorowej i oddziatywanie biatek w prébkach ztozonych z warstwg receptorows; sktadu
elektrolitu na zmiany konformacyjne warstwy receptorowej i znaczenie dtugosci sekwencji

oligonukleotydu na odpowiedZ sensora; rodzaju przetwornika sygnatu na stabilnos$¢ i
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powtarzalnos¢ uzyskiwanych odpowiedzi pragdowych, czy wtasciwosci powierzchni materiatéw
stosowanych do wydzielania kwasdw nukleinowych i oczyszczania prébek biologicznych o
ztozonym sktadzie.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska to seria pieciu powigzanych tematycznie
publikacji, w ktédrych mgr inz. Anna Szymczyk-Drozd jest pierwszym autorem, co wraz z trescig
zatgczonych oswiadczen wspétautoréw wskazuje na jej znaczacy wkiad w ich powstanie.
Zauwazytam jednak rozbieznosci w oswiadczeniu Doktorantki i informacjach o wkfadzie
wspoétautoréw w powstanie dwéch publikacji, ktére ukazaty sie w International Journal of
Molecular Sciences, prosze o komentarz. Wyniki prac badawczych ukazaty sie w uznanych
czasopismach z zakresu chemii analitycznej, tj. Microchimica Acta i Sensors and Actuators B oraz
badan multidyscyplinarnych, tj. International Journal of Molecular Sciences i Measurement w
latach 2022-2025, dwie sposrdd nich sg chetnie cytowane przez niezalezne zespoty badawcze.

Cykl publikacji poprzedzony jest krétkim, ale wyczerpujacym przegladem literaturowym,
ktéry wprowadza czytelnika w zagadnienia stanowigce podstawe prowadzonych w ramach
rozprawy badan naukowych oraz aktualny stan wiedzy w zakresie dotyczgcym biosensoréw
wykorzystujgcych oligonukleotydy jako receptory z detekcjg elektrochemiczng. Doktorantka
zwrdcita szczegdlng uwage na rdzne strategie wykorzystywane do oznaczania analitu, w tym
metody bezznacznikowe, z uzyciem prébnikdw redoks w roztworze i znakowania receptora badz
analitu. Dokfadnie opisata mechanizmy oddziatywan receptora z powierzchnig przetwornika
sygnatu jak i z analitem oraz pozostatymi sktadnikami probek srodowiskowych i biologicznych.
Wskazata zalety i wady wykorzystywanych podejs¢ oraz wyzwania jakim nalezy sprostac¢ przy
konstrukcji sensoréw dedykowanym do oznaczehn analitdbw w prébkach ztozonych,
wykonywanych poza laboratorium analitycznym umozliwiajgce selektywne wykrywanie niskich
stezen badanych substancji. Krytyczne uwagi do istniejgcych rozwigzan wskazujg, ze posiada
niezbedna wiedze do prowadzonych przez siebie badan.

Nastepnie Doktorantka jasno sformutowata cel badan, ktérym byto poprawienie
parametréw metrologicznych biosensoréw opartych na warstwie receptorowej zawierajgcych
sekwencje oligonukleotydéw: komplementarne z charakterystycznymi fragmentami gendw
wirusa SARS-CoV-2 i bakterii Corynebacterium diph-theriae lub rozpoznajgce kationy rteci(ll) i

aniony selenianowe(V1).
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W kolejnym rozdziale zawarta komentarz do cyklu publikacji stanowigcego rozprawe
doktorskg. W dalszym ciggu przedstawita zwiezte podsumowanie prowadzonych przez siebie
badan wraz z wypunktowanymi siedmioma najwazniejszymi osiggnieciami oraz planem dalszych
prac.

Manuskrypty wchodzgce w skfad rozprawy doktorskiej zostaty juz poddane polemice i
ocenie zaréwno recenzentdw, jak i edytorow podczas procesu publikacyjnego, dlatego pozwole
sobie je tylko krétko przedstawié i skomentowad.

W publikacji P1 zatytutowanej , Further insight into the possible influence of electrode
blocking agents on the stem-loop based electrochemical DNA sensor parameters” (A. Szymczyk,
K. Soliwodzka, M. Moskal, K. Rdzanowski, R. Zidtkowski; Sensors and Actuators: B. Chemicals 354,
2022, 131086) Doktorantka skupita sie na opracowaniu stabilnej warstwy receptorowe;j
zapewniajgcej mozliwos¢ selektywnego oznaczania analitu o niskim stezeniu w prébkach
biologicznych. W tym celu przebadata cztery rézne grupy zwigzkéw chemicznych stosowanych
jako elementy blokujgce powierzchnie elektrody pomiedzy unieruchomionymi receptorami.
Zastosowata merkapto pochodne alifatycznych alkoholi o rdéznej dtugosci tancucha weglowego
wykazujgce czesciowy tadunek ujemny, cysteamine — o czesciowym tadunku dodatnim,
dietyloditiokarbaminian sodu — obojetng czasteczke i tiolowe pochodne z pierscieniami
aromatycznymi — zdolne do odziatywan typu m-m. Po szczegdétowej analizie wykazata, ze w
przypadku rozpoznawania sekwencji nukleotydéw bakterii Corynebacterium diph-theriae
odpowiedzialnej za wywofanie btonicy najnizsze stezania analitu wykryto przy uzyciu
dietyloditiokarbaminianu sodu w warstwie receptorowej jako wypetniacza. Ponadto
zastosowanie tego zwigzku do blokowania powierzchni elektrody zapewnito stabilnos¢ warstwy i
ograniczyto niespecyficzng adsorpcje biatek.

W publikacji P2 ,Practical aspects of SAM-based electrochemical DNA biosensors on
miniaturized planar gold transducers: A case study with SARS-CoV-2"” (A. Szymczyk-Drozd, D.
Baran, A. Skiba, A. Zasada, E. Mosiej, J. Krzeminski, A. Peptowski, E. Malinowska, R. Ziétkowski;
Measurement 250, 2025, 117212) przebadano wptyw przygotowania powierzchni elektrody na
oznaczanie fragmentéw genu wirusa SARS-CoV-2 za pomocg receptora DNA. W tym celu w
pierwszej kolejnosci zaprojektowano sekwencje nukleotydow i przeprowadzono badania

wstepne na klasycznych ztotych elektrodach dyskowych. W kolejnych etapach opracowano sktad
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buforu do prowadzenia hybrydyzacji w celu zminimalizowania oddziatywan niespecyficznych z
biatkami obecnymi w prébkach po reakcji amplifikacji DNA. Opracowanie warunkéw do
satysfakcjonujgcych  oznaczen  pozwolito  na  zastgpienie  klasycznych  elektrod
zminiaturyzowanymi przetwornikami, w ktérych warstwa ztota zostata naniesiona za pomoca
sitodruku lub osadzania metalu z fazy gazowej (PVD). Szczegdtowa analiza powierzchni
przetwornika sygnatu pozwolita wnioskowac, ze elektrody przygotowane metodg PVD mogg by¢
z powodzeniem stosowane do przygotowania przenosnych, zminiaturyzowanych biosensorow
DNA charakteryzujacych sie dobrymi parametrami metrologicznymi.

Praca P3 , ldentification of medium- and mechanism-related pitfalls towards improved
performance and applicability of electrochemical mercury(ll) aptasensors” (A. Szymczyk, M.
Popiotek, J. Krzeminski, M. Olszewski, R. Ziétkowski, E. Malinowska; Microchimica Acta, 2024,
191:189) opisuje systematyczne badania poswiecone zaprojektowaniu sekwencji fragmentu DNA
— receptora, okresleniu mechanizmu odziatywania analitu z receptorem, sktadu buforu
pomiarowego, selektywnosci i regeneracji uktadu. Ciekawym rozwigzaniem byto zastosowanie
EDTA do regeneracji i przechowywania sensora co dodatkowo umozliwito obnizenie granicy
detekcji jonéw rteci(ll) do wartosci pikomolowych. Opracowane rozwigzanie udato sie z
powodzeniem zaimplementowaé do uktadu zminiaturyzowanego z elektrodami otrzymanymi
metodg PVD i dokona¢ pomiaru analitu w probkach rzeczywistych.

W pracy P4 ,Aptamer and Electrochemical Aptasensor towards Selenate lons (Se04%)”
(A. Szymczyk, M. Popiotek, D. Baran, M. Olszewski, R. Zidtkowski, E. Malinowska, International
Journal of Molecular Sciences, 2024, 25, 6660) Doktorantka opracowata biosensor zdolny do
wykrywania jondw selenianowych(VI) na bazie fragmentu DNA uzyskanego w procesie SELEX.
Ponownie wykonata systematyczne badani, ktére doprowadzity do okreslenia mechanizmu
odziatywania receptora z analitem, doboru optymalnych warunkéw pomiarowych w tym
stosowanego buforu, pH i substancji umozliwiajgcej regeneracje uktadu. W konsekwencji
uzyskata selektywny i stabilny biosensor zdolny do oznaczen wybranego analitu w prébkach
rzeczywistych.

Publikacja P5 , Comparative Evaluation of Different Surface Coatings of Fe30s-Based
Magnetic Nano Sorbent for Applications in the Nucleic Acids Extraction” (A. Szymczyk, M. Drozd,

A. Kaminska, M. Matczuk, M. Trzaskowski, M. Mazurkiewicz-Pawlicka, R. Ziotkowski, E.
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Malinowska, International Journal of Molecular Sciences, 2022, 23, 8860) poswiecona jest
opracowaniu szybkiej i skutecznej metody izolacji kwaséw nukleinowych z prébek o ztozonej
matrycy. W tym celu Doktorantka wykorzystata modyfikowane powierzchniowo nanoczastki
magnetyczne, ktére mozna tatwo usunga¢ z zawiesiny przy uzyciu magnesu. Nanoczastki tlenku
zelaza(ll,1l1) zmodyfikowata za pomoca réznych materiatéw, tj. kationowy polimer, krzemionka,
tlenek grafenu czy ztoto. Umozliwito to wykorzystanie szeregu typu oddziatywarn DNA z
powierzchniami o réznych wtasciwosciach fizykochemicznych. Systematyczne badania pozwolity
na ustalenie optymalnych sktadéw buforéw w procesie adsorpcji i desorpcji DNA z powierzchni
nanoczgstek.

W trakcie lektury niniejszego doktoratu znalaztam kilka kwestii do dyskusji:
W pracy P1 jak i w komentarzu do niej zabrakto wyttumaczenia zachowania elektrody
modyfikowanej dietyloditiokarbaminianem sodu. Dlaczego powierzchnia elektrody ztotej
modyfikowana tym zwigzkiem zmienia tak drastycznie swoje wtasciwosci — opor (Fig 8 ii w pracy
P1). Dla ilu egzemplarzy modyfikowanych tym zwigzkiem elektrod zostat powtdrzony ten
eksperyment? Generalnie w tej publikacji brak informacji czy prezentowane wyniki uzyskano z
pojedynczych pomiardw, czy byty one kilkakrotnie powtarzane. Kolejne pytanie dotyczy stupkéw
btedéw na Fig 6 i 7, czy uzyskane byty dla kilkukrotnych pomiaréw na tej samej elektrodzie, czy
dla kilku niezaleznie modyfikowanych egzemplarzy?
W pracy P1 zamieszczono stwierdzenie ,mechanizm staje sie mniej wydajny”, ktdre moim
zdaniem jest niepoprawne. Mechanizm nie moze by¢ wydajny lub niewydajny, a jedynie procesy
ktdre opisujg mechanizm mogg zmienia¢ wydajnosc. Prosze o komentarz do ostatniego zdania na
stronie 8 w drugiej kolumnie?
W publikacji P2 dyskutowany jest wptyw stezenia buforu MOPS i dodatku jondéw
diwodorofosforanowych na odpowiedz sensora. Na Fig 4 przedstawione sg wyniki w zakresie od
0,01 mM do 10 mM MOPS, natomiast na stronie 14 manuskryptu Doktorantka stwierdzita, ze do
dalszych badan uzyty zostanie bufor o sktadzie 100 mM MOPS i 1 mM NaH2POA4. Prosze o
sprecyzowanie.
Ponadto w manuskrypcie bardzo szczegétowo opisano wszystkie eksperymenty i krzywe za
wyjatkiem tech na Fig 7c. Prosze o komentarz odnosnie réznicy potencjatéw redoks dla dyskowej

i zminiaturyzowanej elektrody zfotej.
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Czy zminiaturyzowany uktad pomiarowy prezentowany w publikacji P2 jest wielokrotnego
uzytku?
Dlaczego w pracy P2, P3, P4 nie wykorzystano dietyloditiokarbaminian sodu jako elementu
wypetniajgcego powierzchnie elektrody pomiedzy unieruchomionymi receptorami?
W publikacji P5 Doktorantka otrzymata nanoczgstki magnetyczne pokryte APTES o Srednicy
powyzej 160 nm. Moje oszacowanie na podstawie obrazow SEM przedstawionych na Fig 4 dajg
znacznie inne wartosci srednic dla nanoczastek (np. FesOs@APTS ok 60 nm, za$ Fes04@PEI ok 20
nm i bare Fes04 ok 30 nm) niz te zawarte w tabeli pod tym rysunkiem. Czy Srednice dla wszystkich
typow nanoczastek byty uzyskiwane na podstawie zdje¢ zamieszczonych w manuskrypcie? Prosze
o komentarz.
Podsumowanie

Po zapoznaniu sie z trescig rozprawy doktorskiej moge jednoznacznie stwierdzié, ze
Doktorantka posiada merytoryczne przygotowanie do prowadzonych przez siebie badan.
Przemawia za tym dobrze napisany wstep, komentarz do cyklu publikacji wraz z
podsumowaniem. We wszystkich publikacjach zaprezentowane zostaty systematyczne badania,
ktore zaplanowano metodologicznie oraz wykorzystano odpowiednie techniki pomiarowe. Jest
to niezmiernie wazne ze wzgledu na interdyscyplinarny charakter przedstawionych badan. W
mojej ocenie Doktorantka zaproponowata oryginalny biosensor do oznaczen jondéw
selanianowych(VI) na bazie fragmentu DNA uzyskanego w procesie SELEX oraz poszerzyta stan
wiedzy o nowe rozwigzania, ktére mogg by¢ stosowane do przygotowania zminiaturyzowanych
biosensoréw charakteryzujacych sie dobrymi parametrami metrologicznymi. Zawarte w tej
recenzji krytyczne uwagi nie wptywaja na pozytywna ocene niniejszej pracy. W zwigzku z
powyzszym, uwazam, ze rozprawa doktorska magister inzynier Anny Magdaleny Szymczyk-Drozd
pt. ,Projektowanie narzedzi (bio)analitycznych wykorzystujgcych kwasy nukleinowe — od
oddziatywan molekularnych do zastosowan praktycznych” spetnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571).
Na tej podstawie wnioskuje o dopuszczenie mgr inz. Anny Magdaleny Szymczyk-Drozd do

dalszych etapdw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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