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Recenzja

Rozprawy doktorskiej Pani mgr Justyny Czechowskiej-Kryszk pt. ,,Chemiluminogenne
pochodne akrydyny jako nowe odczynniki przydatne w badaniach immunochemicznych'

Ponizsza recenzja zostala wykonana w odpowiedzi na decyzj? Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego w Gdafisku, z dnia 5 lipca 2023, powolujacej mnie do
komisji doktorskiej w roli recenzenta, na podstawie nastepuj^cych dokumentow:

1) egz. rozprawy doktorskiej;
2) spis dorobku naukowego;
3) regulamin wyrozniania doktoratow.

Jednoznacznie stwierdzam, ze udost?pnione mi dokumenty s^ kompletne, zarowno pod
wzgl?dem formalnym, jak i merytorycznym. Zapoznanie si? z ww. materialami pozwolilo mi na
przygotowanie przedkladanej recenzji.

Ocena formy pracy i dorobku naukowego
Przedstawiona do oceny dysertacja zostala wykonana w Pracowni Badan

Luminescencyjnych Katedry Chemii Fizycznej Wydziahi Chemii UG pod promotorstwem Pana
dr. hab. prof. UG Karola Krzyminskiego, oraz jako promotora pomocniczego Pani dr inz. Beata
Zadykowicz. Praca ma form? rozprawy doktorskiej o l^cznej liczbie stron: 91. Zasadnicza cz?sc
pracy sklada si? z streszczenia, abstraktu w j?zyku angielskim, wst?pu, celu pracy, metodyki badan
wynikow z dyskusj^, lista^ dorobku naukowego oraz literatur^. Dol^czone jako zalacznik
publikacje stanowi^ bardzo istotny element rozprawy, wr?cz bez ich udzialu w wielu miejscach
bylaby ona niezrozumiala, dotyczy to w szczegolnosci metodyki i wynikow. W tej sytuacji przed
kazda^ publikacj^ warto byloby zrobic wst?p, ktory jasno wskazywalby jaki byl w niej udzial
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Doktorantki, a jakie badania byly robione przez inne osoby. Doktorantka starala sie^ w tresci pracy
okreslac swqj udzial w danym etapie badan, jednak nie bylo to konsekwentne.

Dorobek naukowy Doktorantki jest zamieszczony na stronach 83-85 rozprawy doktorskiej
oraz zostal zal^czony jako oddzielny dokument. Doktorantka jest wspolautorka^ 4 publikacji z listy
filadelfijskiej, wjednej z nich jest pierwsz^ autarky. Pod pozycja^ 5D w wykazie znajduje si? polski
patent. Dodatkowo Doktorantka wykazala 5 komunikatow ustnych, w tym jeden zagraniczny oraz
6 plakatow, w tym 3 prezentowane na konferencjach zagranicznych. Doktorantka brala udzial w
realizacji 5 projektow badawczych, w tym dwoch finansowanych przez NCN. Dorobek naukowy
oraz doswiadczenie laboratoryjne Doktorantki okreslam jako istotne.

Ocena merytoryczna osi^gnif cia naukowego
Cele naukowe zawarte w pracy zostaly w pelni zrealizowane przez Doktorantk? i opisane

w rozprawie i dol^czonych publikacjach. Ze wzgl^du na fakt, ze znaczna cz§sc badah zostala
opublikowana w 4 publikacjach naukowych i tym samym wyniki te podlegly wnikliwej,
pozytywnej ocenie, recenzent nie widzi koniecznosci ich dalszej dyskusji. Doktorantka wskazuje,
ze glownymi celami jej pracy bylo: dobranie optymalnych warunkow przebiegu
chemiluminescencji badanych zwiazkow oraz ich koniugatow z przeciwcialami w warunkach testu
immunochemicznego. Jako recenzent krotko okreslilbym charakter pracy, jako zdefmiowanie
warunkow konfekcjonowania ukladu detekcji immunochemicznej opartej na wykorzystaniu
zwiazkow akrydyniowych, jako emiterow luminescencji. Konfekcjonowanie produktu, w tym
przypadku koniugatow badanych zwiazkow z przeciwcialami jest kluczowym elementem,
poniewaz decyduje o uzytecznosci uzyskanych zwiazkow. Doktorantka w tym kontekscie
przeprowadzila szereg badan obejmuj^cych mi^dzy innymi okreslenie rodzaju stosowanej zasady,
pH reakcji, warunkow reakcji sprz^gania, metodyki oczyszczania koniugatow oraz okreslenie
wplywu rodzaju detergentu, co wedlug recenzenta bylo najistotniejsze. Jako recenzent mam
nast^puj^ce sugestie, zapytania dotycz^ce prowadzonych badan:
1. W pracy, jako kryterium sukcesu dla reakcji sprz^gania badanych zwiazkow z przeciwcialami
uznano zachowanie funkcjonalnosci przeciwcial - wi^zanie antygenu oraz efektywnosc
luminescencji. Jest to oczywiscie najlepsze kryterium, bo istotne z punktu widzenia konstrukcji
narz^dzia do immunochemii. Zdaniem recenzenta nalezaloby jednak lepiej scharakteryzowac
przeciwciala po reakcji koniugacji (IgG-Z) np. chromatogramy s^czenia molekularnego,
okreslenie metodami spektroskopowymi liczby molekul znacznika przypadaj^cych na
przeciwcialo, okreslenia stabilnosci koniugatow np. przez zastosowanie kalorymetrii DSC -
wyznaczenie termogramu, temperatury topnienia i entalpii przemiany.
2. W czesci pracy dotycz^cej badania wlasnosci luminogennych koniugatow IgG-Z w reakcji z
antygenem w postaci ludzkich przeciwciai IgG Doktorantka jako odnosnik stosuje znacznik
komercyjny oznaczany w pracy jako C, ktory nalezy do tej samej grupy zwiazkow, co oryginalne,
badane zwia^ki Z1-Z5. To podejscie pozwala jedynie na porownanie efektywnosci
chemiluminescencji badanych zwiazkow w stosunku do jednego komercyjnie dost^pnego
znacznika luminescencyjnego. Celem Doktorantki bylo stworzenie narz^dzia do immunochemii,
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ktore konkurowaloby z dost^pnymi na rynku ukladami ELISA i CLIA. Zdaniem recenzenta
Doktorantka juz na tym etapie powinna dokonac porownania efektywnosci wybranych,
otrzymanych koniugatow z komercyjnymi antyludzkimi przeciwcialami znakowanymi HRP,
gdzie jako substrat wykorzystywany bylyby dla ELISA zloty standard jakim jest dichlorowodorek
o-fenylenodiaminy, a dla CLIA luminol. Ten etap porownania nie jest obarczony 'problemami
zwi^zanymi' z odziafywaniami surowic z antygenami.
3. Ostatni etap wynikowy rozprawy dotyczy wykorzystania otrzymanych koniugatow IgG-Z w
reakcji CLIA do detekcji przeciwcial IgG skierowanych przeciwko antygenom T. gondii w
ludzkich surowicach. Zdaniem recenzenta jest to kluczowy etap pracy, poniewaz definiuje
potencjaln^ konkurencyjnosc uzyskanych zwiazkow w imrnunochemii. Doktorantka wykonywala
test w oparciu o chimeryczny antygen T. gondii, wykorzystuj^c jako odnosnik II-rzedowe
przeciwciala antyludzkie znakowane peroksydaz^ oraz dichlorowodorkiem o-fenylenodiaminy
jako substratem. Zdaniem recenzenta taki uklad porownawczy jest niewystarczaj^cy. Do badan
nalezaloby wlaczyc dodatkowo reakcj? chemiluminescencji opart^ na komercyjnie dostepnych
substratach np. luminol lub jego pochodne. Dodatkowo dobrze byloby sie oprzec na w pelni
komercyjnym tescie CLIA (np. plytki oplaszczone peinym lizatem T. gondii), w ktorym zastapione
zostalyby komercyjne II-rzedowe przeciwciala oryginalnymi koniugatami Doktorantki. Takie
podejscie pozwoliloby lepiej zdefiniowac zalety i wady stworzonego ukladu do detekcji
chemiluminescencyjnej w stosunku do komercyjnych standardow.

Ocena edytorska pracy
Praca zawiera liczne bledy edytorskie, ktorych nie bed? wymieniac, zapewne Doktorantka

odkryla je sama. Za najbardziej istotne dla recenzenta bl?dy nalezy uznac: niekonsekwentne
oznakowanie koniugatow Ig-Z lub IG-AE (str. 5 znaczenie stosowanych skrotow, str. 78),
naprzemiennie pisanie wyrazow toxoplasmoza przez 'x' lub przez 'ks', w lacinskiej nazwie
pasozyta czlon okreslaj^cy gatunek 'gondii' pisany z duzej literatury (np. str. 77), zapewne
autokorekta. Bardzo ciekawy jest tytul rozdziahi 4.6 Toxoplazmoza gondii, chyba powinno bye
Toxoplazmoza albo Toksoplazmoza' jako jednostka chorobowa lub Toxoplasma gondii jezeli
chodziloby o pasozyta (podobnie str. 45). Na stronie 6 pojawia si? sformulowanie: ,,...pacjentow
zakazonych T. gondii..", w przypadku pasozytow lepiej stosowac okreslenie zarazonych.
Podobnie na str. 32 pojawia si? stwierdzenie: ,,Infekcja T. gondii u osob..." lepiej stosowac
okreslenie 'inwazja' w odniesieniu do pasozyta. Niefortunne okreslenie:'.. .osob negatywnych na
ten antygen..." (str. 77), lepiej pisac o osobach seronegatywnych. Na str. 43 podtytul
,,Otrzymywanie i izolacja koniugatow bialko-znacznik (IgG-Z)" jest nieadekwatny do tresci
paragrafu, ktory opisuje reakcj? CLIA dla ukiadu IgG-ludzkie z II-rzedowe anty-ludzkie IgG-Z.
Nieopisany panel rysunku 14 na stronie 48. Rysunek 21 str. 64 uzycie na wykresie dwoch odcieni
niebieskiego powoduje nieczytelnosc. Na stronie 71 Doktorantka pisze o reakcji
pierwszorz?dowych grup aminowych zawartych np. w resztach cysteinowych.
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Podsumowanie i wniosek koncowy

Stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr Justyny Czechowskiej-Kryszk jest nowatorska i
ma istotna wartosc naukowy potwierdzona czteroma publikacjami naukowymi. Dysertacja ze
wzgl^du na swoj rozprawowo-publikacyjny charakter dose trudna w czytaniu i analizie.
Doktorantka osiagne^a zaplanowane cele tj. okreslenie optymalnych warunkow reakcji
chemiluminescencji badanych zwiazkow i ich koniugatow z przeciwcialami w kontekscie reakcji
immunochemicznych. Doktorantka przeprowadzila wst^pna weryfikacj^ przydatnosci
otrzymanych koniugatow IgG-Z w reakcji CLIA detekcji przeciwcial skierowanych przeciwko
antygenom T. gondii wystejmjacym w surowicach ludzkich. Doktorantka w tresci rozprawy
wspomniala o dalszych planach publikacyjnych opartych o wyniki uzyskane w trakcie realizacji
opisanych badah. Rozprawa doktorska oraz zaprezentowany dorobek naukowy swiadcz^ o duzej
wiedzy Doktorantki i praktycznych umiej^tnosciach w zakresie szeroko pqjqrtej
chemiluminescencj i.

W zwiazku z powyzszym oswiadczam, ze przedlozona dysertacja doktorska spelnia
wszelkie wymogi ustawowe stawiane rozprawom doktorskim. Badania wykonane przez
Doktorantk§ moga^ miec istotne znaczenie o szeroko pojetym charakterze poznawczym
i praktycznym. Rownoczesnie wnioskuj^ do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu
Gdahskiego o dopuszczenie Pani mgr Justyny Czechowskiej-Kryszk do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Gdansk, 14.09.2023 r. dr hab. inz. Rafal Piatek, prof, uczelni
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