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Recenzja

rozprawy doktorskiej autorstwa mgr Justyny Czechowskiej-Kryszk zatytutowanej
»Chemiluminogenne pochodne akrydyny jako nowe odczynniki przydatne w badaniach

immunochemicznych”

Pomimo ciggtej poprawy jakosci diagnostyki obrazowej oraz technik analitycznych
wykorzystywanych w bioanalityce, wiele choréb pozostaje trudne do rozpoznania na odpowiednio
wczesnym etapie, znacznie zwigekszajacym szanse na uzyskanie sukcesu terapeutycznego. Aktualnie
wysokim zainteresowaniem badaczy cieszg sie procedury diagnostyki immunologicznej opartej na
znakowaniu chemiluminescencyjnym, ktdre wykazujg sie m.in. wysokg czutoscia pozwalajaca na
wykrywanie sladowych ilosci molekut i stosunkowo krétkim czasem uzyskania wyniku. Ze wzgledu na
wzglednie proste metody otrzymywania zwigzki z grupy estréw akrydyniowych nalezg do jednej z
najwazniejszych grup zwigzkéw wykorzystywanych w tego typu oznaczeniach. Chociaz znaczniki
akrydyniowe po raz pierwszy z sukcesem zastosowano w diagnostyce medycznej ok. 40 lat temu, to
nadal do najwazniejszch wyzwarn badawczych nalezy zwigkszania wydajnoéci kwantowej

chemiluminescencji.

W ten obszar badawczy perfekcyjnie wpisuje sie oceniana praca doktorska mgr Justyny
Czechowskiej-Kryszk wykonana pod kierunkiem dr hab. Karola Krzyminskiego, prof. UG petnigcego
funkcje Promotora oraz dr inz. Beaty Zadykowicz jako Promotor pomocniczej w Pracowni Badar

Luminescencyjnych, Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdariskiego. Jest podsumowaniem badari nad
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wiasciwosciami fizykochemicznymi i zastosowaniami zwigzkéw pochodnych kwasu akrydyno-9-
karboksylowego, prostych monoestréw akrydyniowych oraz bardziej ztozonych strukturalnie uktadow
znacznikéw chemiluminescencyjnych. Wyniki badari opisywane w dysertacji przez Doktorantke a
dotyczgce bezposrednio ocenianej rozprawy opublikowane zostaty w czterech artykutach oryginalnych
w renomowanych czasopismach naukowych takich jak: Organic and Biomolecular Chemistry, Journal
of Luminescence, i Diagnostic Microbiology and Infectious Disease oraz w jednym wniosku patentowym
ztozonym do Urzedu Patentowego RP. Wszystkie wyzej wymienione prace ukazaty sig w latach 2016 —
2018 a patent na wynalazek nr 240086 udzielony zostat w 2021 roku. Sumaryczna warto$c
wspdtczynnika wptywu (Impact Factor, IF) czterech publikacji to 12,9. W jednym z wyzej wymienionych
artykutéw Pani mgr Justyny Czechowska-Kryszk jest pierwszym autorem oraz raz drugim autorem.
Poniewaz oceniana rozprawa nie stanowi cyklu publikacji jako osiggniecia w rozumieniu przepiséw,
stad tez nie s3 wymagane o$wiadczenia okreslajgce wkitad poszczegdlnych autoréw w powstanie
dzieta. Niemniej jednak na podstawie opisu na str. 81 potwierdzonego udziatem wsréd autorow
publikacji i patentu mozna sgdzi¢, ze Doktorantka odegrata istotng role w realizacji badan oraz
powstawaniu prac. Wyniki badan mgr Justyny Czechowskiej-Kryszk byly przedstawiane podczas
krajowych i miedzynarodowych konferencji zaréwno w postaci wystgpien ustnych jak i prezentacji
plakatowych. Doktorantka brata udziat jako wykonawca w dwéch projektach finansowanych ze
srodkéw Narodowego Centrum Nauki (,Nowe odczynniki do badan immunochemicznych na bazie
indykatoréw i znacznikow akrydynowych pofgczonych z biatkami” w latach 2013 - 2016 oraz
»Chemiluminescencyjne i luminescencyjne indykatory i znaczniki akrydyniowe
/akrydynowe/akrydonowe — synteza, struktura, wtasciwosci fizykochemiczne i luminogenne,
zastosowania” w latach 2011 - 2014) oraz byta kierownikiem trzech projektéw w ramach Badan

Mtodych Naukowcow finansowanych przez Uniwersytet Gdaniski w latach 2015 - 2017.

Rozprawa doktorska mgr Justyny Czechowskiej-Kryszk jest w jezyku polskim i ma charakter

klasycznej rozprawy doktorskiej napisanej w formie monografii naukowej. We wstepie obejmujgcym



ok. 30 stron przedstawione s3 podstawowe informacje z zakresu chemiluminescencji soli
akrydyniowych, zastosowania chemiluminogennych pochodnych akrydyny, indykatoréw i znacznikéw
luminescencyjnych oraz wybrane zagadnienia dotyczace badan immunodiagnostycznych i
zastosowania immunodiagnostycznych uktadéw chemiluminezujacych. Krétko omdwiono takze
problem kliniczny jakim jest wywolywana przez pasozyta wewngtrzkomérkowego Toxoplasma gondii
jednostka chorobowa toksoplazmoza, stanowigca powazny problem u o0séb z zaburzeniami odpornosci
oraz niemowlat. Przedstawienie wynikéw badan poprzedza cel i uzasadnienie podjecia tematu badan

rozprawy doktorskiej.

Woyniki badan i ich dyskusja zostaty oméwione na 40 stronach tekstu (w tym 10 tabel i liczne
ryciny - 28). Cato$¢ dysertacji kor’lczy ‘Dorobek naukowy’ mgr Czechowskiej-Kryszk oraz spis
pismiennictwa okreslony jako ‘Literatura cytowana’. Integralng cze$cig dysertacji sa zatgczniki 1 ll, w
ktorych zebrane zostaty i przedstawione publikacje wspétautorstwa mgr Czechowskiej-Kryszk z
podziatem na ich tematyke. | tak Zatgcznik | przedstawia dokonania opublikowane w ramach badar
fizykochemicznych soli estréw akrydyniowych a Zatgcznik Il jest zbiorem dwdéch publikacji oraz wniosku
patentowego dotyczacych badarn immunodiagnostycznych koniugatéow przeciwciat 1gG  z
akrydyniowym znacznikiem chemiluminescencyjnym na modelu toksoplazmozy. Jest to bardzo dobre
podejicie, poniewaz pozwala catosciowo spojrze¢ na problematyke badawcza podejmowang w
badaniach opisang w dysertacji a przedstawiong w publikacjach, a takze kompleksowo ocenié efekty i
jakos¢ realizowanych badan. Catos¢ dysertacji, wraz z chronologicznie przedstawionym dorobkiem
naukowym oraz zatgczonymi publikacjami i wnioskiem patentowym to prawie 300 stronicowe dzieto.

Rozprawe uzupetniajg streszczenie w jezyku polskim i angielskim, oraz wykaz skrotéw.

Podstawowym celem badan Doktorantki bylo poszukiwanie zaleznosci pomiedzy procesami
emisyjnymi a wilasciwosciami chemiluminogennymi i fizykochemicznymi uktadéw opartych na
otrzymanych uprzednio zwigzkach soli akrydyniowych. Osiggniecie tego celu mozliwe byto poprzez

zrealizowanie kolejnych etapéw polegajacych na: i) dobraniu optymalnych warunkdw przebiegu



procesow chemiluminescencyjnych takich jak s$rodowisko reakcji, steienia reagentow  czy
optymalizacja aparatury pomiarowej; ii} zbadaniu, w grupie podstawionych pochodnych
akrydyniowych, wptywu rodzaju uzytych zasad oraz obecnosci surfaktantéw na wydajnosci reakcji i
kinetyke emisji CL; iii) dobdr i optymalizacje parametréw emisji promieniowania znacznikow
akrydyniowych w sSrodowisku wodnym; iv) opracowanie optymalnej metody sprzegania i izolacji
koniugatéw chemiluminogennych znacznikéw akrydyniowych potaczonych z przeciwciatem; v)
okreslenie warunkéw emisji CL koniugatdéw chemiluminogennych typu biatko-znacznik w srodowisku
wykonywania badan serologicznych, oraz vi) zmierzenie reaktywnosci immunodiagnostycznej i w
konsekwencji uzytecznosci otrzymanych koniugatéw w reakcjach typu antygen-przeciwciato do

potencjalnej diagnostyki toksoplazmozy.

Do wymiernych efektéw prowadzonych badad Doktorantki opisanych w rozprawie i

opublikowanych pracach oraz uzyskanym patencie nalezg:

- opracowanie oryginalnych uktadéw luminogennych sktadajacych sie z monoestrow
akrydyniowych i zoptymalizowanie ich wtasciwosci emisyjnych w tym dla uktadéw zawierajacych srodki

powierzchniowo-czynne jako substancje pomocnicze;

- scharakteryzowanie parametréow emisyjnych oryginalnych koniugatéw o potencjalnym
znaczeniu immunodiagnostycznym w oparciu o pomiar intensywnosci emisji chemicznie

generowanego Swiatta;

- uzyskanie wyzszej czutosci i specyficznosci opracowanych testéw immunochemicznych
opartych o odczyty chemiluminescencji (CLIA) pod katem rdznicowania pacjentow zakazonych T.
gondii od oséb zdrowych w poréwnaniu do standardowo wykorzystywanych testéw enzymatycznych

typu ELISA.

Czytajac dysertacje oraz zatgczone publikacje nasunely mi sie nastepujace pytania i

komentarze. Czym konkretnie, zdaniem Doktorantki, kierowano sie przy wyborze zwigzkdw 71, Z3 i Z4



do dalszych analiz chemiluminescencyjnych (str. 69)? Piszgc o uzyskanych wysokich wspotczynnikach
R? dla wykreséw kalibracyjnych badanych znacznikéw chemiluminescencyjnych (Rys. 25), czy wzieto
pod uwage szeroki zakres analizowanych stezen, co moze mie¢ korzystny wptyw na obserwowane
parametry rownania regresji? Dla zwigzku Z4 na Rysunku 25 zabrakto zaznaczenia kilku punktéw stezen
na wykresie albo nieprawidtowo wykreslono linig regresji. Czy wyniki analizy wzglednej intensywnosci
integralnej emisji (RCLE) przedstawione na Rysunkach 26, 27, 28 i 29 pochodza z jednorazowych
pomiaréw czy sg wynikami srednimi? Jakie znaczenie miato stezenie zwigzkéw powierzchniowo-

czynnych uzytych do optymalizacji warunkéw emisji CL (Rysunek 29)?

Powyzsze uwagi i pytania nie wptywajg na ogdlng warto$¢ merytoryczng pracy, ktdrg oceniam
bardzo wysoko. Praca doktorska mgr Justyny Czechowskiej-Kryszk ma walory nowosci i oryginalnosci
naukowej. Dysertacja potwierdza wysoka wiedze i umiejetnosci Kandydatki do stopnia naukowego
doktora nauk chemicznych. Zawiera takze elementy wynikéw potencjalnie atrakcyjne do
komercyjnego wykorzystania co zostato udokumentowane przyznanym w 2021 roku patentem RP.
Rozprawa doktorska mgr Justyny Czechowskiej-Kryszk spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1
Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789 ze zm.) w zwigzku z art  179 ust 1 Ustawy z dnia 3 lipca
2018 roku Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r.

poz. 1669 ze zm.).

Biorgc powyisze pod uwage wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie mgr Justyny Czechowskiej-Kryszk do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego w dyscyplinie nauki chemiczne.







