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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Patrycji Sokotowskiej
pt. ,,Opracowanie mikrosystemu przeptywowego Lab-on-a-chip do tworzenia
i funkcjonalnej analizy modelu wyspy trzustkowej w warunkach fizjologicznych
i cukrzycy typu 2”

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Patrycji Sokotowskiej zatytutowana
,Opracowanie  mikrosystemu przeplywowego Lab-on-a-chip do tworzenia
i funkcjonalnej analizy modelu wyspy trzustkowej w warunkach fizjologicznych
i cukrzycy typu 2” wykonana zostata w Katedrze Biotechnologii Medycznej na Wydziale
Chemicznym Politechniki Warszawskiej, pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Zbigniewa
Brzézki jako Promotora oraz prof. dr hab. Agnieszki Dobrzyn jako Kopromotora.

Praca doktorska pos$wiecona jest tworzeniu, hodowli oraz analizy
tréjwymiarowego (3D) modelu wyspy trzustkowej w oparciu o opracowany
mikrosystem przeptywowy Lab-on-a-chip. Ponadto w celu wykazania potencjatu
opracowanego systemu jako uniwersalnego narzedzia do szybkiego testowania
potencjalnych $rodkéw terapeutycznych cukrzycy typu 2, przebadany zostat wptyw
dwoch regioizomeréw estru kwasu palmitynowego i kwasu hydroksystearynowego
(5-PAHSA oraz 9-PAHSA) na komérki wysp trzustkowych.

Mikrosystemy typu Lab-on-a-chip staly sie w ostatnich latach bardzo atrakcyjne
do hodowli i analizy komérek 3D w odpowiednich warunkach przeptywowych. Hodowla
komoérek 3D w takich systemach odwzorowuje warunki in vivo, umozliwia rowniez
jednoczesng ich analize w czasie rzeczywistym bez potrzeby przenoszenia agregatow
na plytki wielodotkowe. W ten spos6b minimalizuje si¢ ryzyko uszkodzenia
i dezorganizacji tworzonych struktur. Aby stworzy¢ efektywny model 3D, trzeba

zaprojektowaé system o odpowiedniej geometrii i zastosowa¢ wiasciwe materiaty,



ktére umozliwia tworzenie agregatow komorkowych nasladujgcych architekture
wysepek. Systemy mikroprzeptywowe zostaty do tej pory wykorzystane do tworzenia
modeli komérek ptuc, nerek, serca oraz watroby. Ponadto zastosowano je do badania
wewnatrzkomérkowej sygnalizacji wysepek i wydzielania hormonow.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska wpisuje si¢ w opisany powyzej
trend badawczy. Jest przyktadem prezentowanej po raz pierwszy oryginalnej koncepciji
tworzenia modelu komérkowego 3D wysp trzustkowych w oparciu o hodowlg wspding
dwoéch rodzajéow komérek — INS-1E oraz o-TC1-6 w systemie mikroprzeptywym
zawierajgcym mikropilary. Warto podkresli¢, ze badania na ktérych opiera si¢ praca
zostaly wykonane w zespole badawczym, ktéry ma duze do$wiadczenie
w projektowaniu geometrii mikrosysteméw przeptywowych i ich wytwarzaniu oraz
odniost wiele sukceséw na tym polu.

Dodatkowo koncepcja pracy wpisuje sie w kolejny niezwykle dynamiczny trend
badawczy zwigzany z testowaniem nowych efektywnych i bezpiecznych srodkow
terapeutycznych do leczenia cukrzycy typu 2. Badania przedkliniczne potencjalnych
lekéw prowadzone sg zwykle na dwuwymiarowych (2D) kulturach komorkowych
in vitro lub in vivo na zwierzetach laboratoryjnych. Oba podej$cia majg ograniczenia.
Pierwsze zwigzane jest z brakiem mozliwosci odzwierciedlenia prawdziwego
srodowiska komorkowego oraz interakcji komoérka-komoérka i komoérka-$rodowisko
zewnatrzkomérkowe. Natomiast zastosowanie modeli zwierzgcych do takich badan,
od wielu lat budzi wiele kontrowersji. W zwigzku z powyzszym kazda inicjatywa
wpisujaca sie w trend 3R (ang. Replacement, Reduction, Refinement), by zastagpi¢
badania z udziatem zwierzat innymi modelami badawczymi, jest niezwykle cenna.

Ponizej przedstawiam swoje uwagi odno$nie poprawno$ci redakcyjnej

rozprawy oraz jej warto$ci naukowej, merytorycznej i uzytkowe;.

Strona redakcyjna rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Patrycji Sokotowskiej napisana zostata
w jezyku polskim. Skiada sie z czterech gtéwnych rozdziatéw, z ktérych pierwszy
stanowi czesé literaturowg, drugi cze$¢ badawcza, trzeci dyskusje wynikow oraz
whnioski, za$ ostatni prezentowany jest zbior cytowane;j literatury. W czesci literaturowej
umieszczonych zostalo 156 pozycji uwzgledniajacych najnowsze doniesienia
naukowe. Praca zostata rowniez wyposazona w niezwykle uzyteczny dla czytelnika
,Wykaz uzywanych skrétéw”. Dodatkowo w czesci koricowej dysertacji Doktorantka
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opisata swoj dorobek naukowy, w tym publikacje zwigzane z tematyka doktoratu oraz
niezwigzane z tg tematyka, przedstawita patenty, nagrody i ilos¢ wystgpien
konferencyjnych. W tym miejscu rozprawy, w mojej ocenie, winna znalez¢ sig lista
konkretnych wystapien konferencyjnych. Szczegélnie, ze jak podaje Doktorantka, byto
ich az 19 w postaci wystgpien ustnych i posterowych na konferencjach
miedzynarodowych i krajowych. llo$¢ tego typu aktywnosci jest na tym etapie rozwoju
naukowego Doktorantki imponujgca.

Ukiad ocenianej pracy doktorskiej jest typowy dla tego typu publikacji. Szata
graficzna zostata przygotowana w sposéb staranny. Jednakze jasnos¢ stylu
i zastosowane skroty myslowe w kilku miejscach pracy budzg pewne zastrzezenia, jak
na przyktad: strona 49 ,Opracowanie systeméw Lab-on-a-chip... usprawnitoby badania
cukrzycy...”, strona 92 ,...do dalszych badan wybrano gestosc¢”, strona 106 ,...we
wszystkich testowanych stosunkach gestosci komérek”. Zdarzajg sig rébwniez w pracy
btedne opisy cytowanych rycin, jak np. na stronie 42 Rycina 1.8 w tekscie funkcjonuje
jako 1.6 lub tez typowe btedy literowe, np. zamiast PAHSA (ang. Palmitic Acid esters
of Hydroxy Stearic Acid) pojawia sie PASHA (strona 120). Sg to drobne biedy

redakcyjne, ktére nie zmniejszaja warto$ci merytorycznej pracy.

Strona merytoryczna rozprawy

W czesci literaturowej Doktorantka scharakteryzowata trzustkg, wyspy
trzustkowe, role insuliny i glukagonu w utrzymaniu homeostazy weglowodanowe;
organizmu oraz role jonéw wapnia w sekrecji insuliny. Nastepnie opisata cukrzyce jako
chorobe wywotang zaburzeniami funkcjonowania wysp trzustkowych. Przedstawita
takze terapie farmakologiczne oraz estry kwaséw tluszczowych i hydroksykwasow
tluszczowych jako nowe zwigzki stosowane w terapii cukrzycy typu 2. W kolejnym
podrozdziale czesci literaturowej oméwita zastosowanie systemow Lab-on-a-chip do
badan biologicznych i wysp trzustkowych. W podsumowaniu tej czesci Autorka
udowodnita potrzebe opracowania uniwersalnego tréjwymiarowego modelu
komorkowego odwzorowujgcego morfologie wysp trzustkowych. Ponadto w tej czesci
pracy szeroko opisane zostaty potencjalne wiasciwosci przeciwcukrzycowe PAHSA.
W zwigzku z tym, ze mechanizm ich dziatania nie zostat do konca poznany,
za$ w literaturze naukowej mozna znalez¢ wyniki badan kwestionujace ich potencjat
przeciwcukrzycowy, w ocenianej pracy zabrakio mi doktadniejszego opisu tych badan,

aby w petni uwiarygodni¢ wybor tych zwigzkow do badan. Doktorantka podsumowata
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ten aspekt jednozdaniowym komentarzem i odestata do pozycii literaturowej numer 52.
Jednakze biorac catoksztatt czeéci literaturowej, nalezy podsumowac, ze prezentuje
on bardzo dobrg og6ing wiedze teoretyczng Autorki.

W czeéci badawczej Doktorantka nakreslita w sposéb jasny i klarowny gtéwny
cel pracy oraz szczeg6towe cele badawcze. W tej cze$ci pracy opisata tez materiaty
i metody badan. Wart podkre$lenia jest fakt zastosowania wielu metod badawczych
z réznych dziedzin, poczgwszy od metod wytwarzania mikrosysteméw, po hodowle
komorek i ich analizy. Autorka na stronie 58 napisata, ze geometrie wszystkich
wykorzystywanych w badaniach mikrosysteméw przeptywowych zaprojektowane
zostaty przy uzyciu oprogramowania do projektowania 3D CAD SolidWorks, Dassault
Systems. W moim przekonaniu w tym opisie powinny znalez¢ sig chocby podstawowe
informacje dotyczace parametréw, jakie byty brane pod uwage w projektowanych
geometriach mikrosysteméw. Dlatego zapraszam do komentarza tego aspektu
w trakcie publicznej obrony rozprawy doktorskie;j.

Wyniki badan zostaty opisane w kolejnym rozdziale. W postawionej na stronie
89 hipotezie badawczej Autorka stwierdzita, ze ,...na podstawie wynikow uzyskanych
po przeprowadzeniu badan z wykorzystaniem U-ksztattnych plytek wielodotkowych,
postawiono hipoteze badawcza, ze zastosowanie mikrosystemu IV pozwoli na szybsze
uzyskanie sferycznych agregatéow odpowiadajgcych wyspom trzustkowym®.
W zasadzie nie znalaztam w pracy odpowiedzi na tak sformutowang hipoteze
badawcza. Aczkolwiek w podsumowaniu tej czesci badan, Autorka bardzo dokfadnie
opisata warunki agregaciji komérek INS-1E, zaréwno w warunkach statycznych (ptytki
U-ksztattne), jak i przeptywowych (mikrosystem 1V) oraz podkreslita zalety
mikrosystemu przeptywowego, jednakze tylko w kontekscie zwigkszenia zywotnosci
komérek w agregatach oraz braku rdzenia ztozonego z komérek martwych, wyzszego
stopnia sferycznoéci i jednorodnej struktury. W dalszej cze$ci opisywanych wynikow
badan, Doktorantka przedstawita wptyw izomeréw 5-PAHSA i 9-PAHSA na morfologie
pseudowysp, lokalizacje komorek w pseudowyspie oraz wplyw tych izomeréw na
stymulowane glukoza wydzielanie insuliny i glukagonu. W podsumowaniu Autorka
stwierdzita, ze izomer 5-PAHSA, w szerokim zakresie stezen, ma bezposredni
pozytywny wptyw na zwiekszenie proliferacji komérek wysp trzustkowych hodowanych
z wykorzystaniem mikrosystemu przeptywowego IV i jest aktywatorem sekrecji
insuliny. Wobec powyzszego nalezato przedstawi¢ doniesienia literaturowe podajace

powody, ze izomery te wykazuja réznice w dziataniu, o ile takie s dostepne.



Pomimo drobnych niescistosci, warto§¢ merytoryczng pracy oceniam bardzo
wysoko. Opisane wyniki badan stanowig oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, a wyniki prac zostaly opublikowane w wysoko indeksowanych
czasopismach naukowych i ocenione wczesniej przez recenzentéw powotanych przez
edytoréw tych czasopism. Praca jest spéjna i logiczna. Swiadczy o duzej wiedzy
Autorki. Whnioski i twierdzenia zawarte w pracy pozwalaja przyjaé, ze Autorka
prezentuje wysoki potencjat naukowy i sta¢ Ja na samodzielne prowadzenie badan.
Swiadczy o tym tez Jej udziat merytoryczny w tworzeniu koncepcji pracy, wykonywaniu
wiekszoéci badan i analizy wynikow oraz przygotowywaniu manuskryptow publikaciji
naukowych. Warto podkresli¢ réwniez, iz w wyniku przeprowadzonych badan,
opracowany zostat mikrosystem przeptywowy zawierajacy mikropilary, ktéry umozliwit
tworzenie, hodowle oraz analize psudowysp trzustkowych ztozonych z komoérek a i B
w warunkach zblizonych do in vivo. Jest to bardzo istotne osiggnigcie, gdyz
opracowany system moze w przysziosci by¢ wykorzystywany do testowania nowych
potencjalnych lekdw i przyczyni¢ si¢ do opracowywania skutecznych metod leczenia
cukrzycy typu 2. Takie podejécie z pewnoscig pozwoli réwniez na zredukowanie
wykorzystywania zwierzat laboratoryjnych do badan podstawowych. Poruszony temat
jest bardzo rozwojowy i moze by¢ przedmiotem dalszych pogtebionych badan.

Zgodnie z przedtozong dokumentacja, Pani mgr inz. Patrycja Sokotowska jest
wspotautorkg szesciu publikacji naukowych powigzanych z tematykg doktoratu. Dwie
z prac ukazaly sie w prestizowym i wysoko punktowanym czasopismie Biosensors and
Bioelectronics (IF2020=10,618; IF2021=12,545). W przypadku pigciu prac jest tez
pierwszym autorem. A w najnowszej pracy, ktéra ukazata sig¢ w czasopiSmie
Biosensors (IF2021= 5,743) w 2022 roku, jest autorem korespondencyjnym. Takie
osiagniecia obrazujg dynamiczny rozwoj kariery, do$wiadczenie oraz umiejgtnosc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, zdobyte w trakcie studiéw doktoranckich
,Od chemii do bioinnowacji”. Dodatkowo cztery publikacje, ktére nie sg zwigzane
z tematyka doktoratu, $wiadczg o duzym zaangazowaniu i aktywnosci badawczej Pani
mgr inz. Patrycji Sokotowskiej. Dorobek naukowy obejmuje rowniez wspotautorstwo
w ztozonym w 2021 roku zgtoszeniu patentowym pt. ,Mikrosystem przeptywowy do
tworzenia, hodowli oraz obrazowania fluorescencyjnego tréjwymiarowych agregatéw
komoérek wysp trzustkowych”. Autorka uzyskata réwniez finansowanie na swoje
badania w ramach projektu Preludium 17 finansowanym przez Narodowe Centrum

Nauki pt. ,Opracowanie nowego podejscia opartego na zastosowaniu
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trojwymiarowego modelu wyspy trzustkowej w mikroprzeptywowym systemie
Lab-on-a-chip w celu przeprowadzenia wysokowydajnej analizy funkcjonalne;
w warunkach fizjologicznych i stanie patologicznym”. Otrzymata réwniez nagrode za
najlepsza publikacje naukowa w 2021 roku oraz finansowanie na wyjazd na
konferencje w 2019 roku. Az 19 razy brata udziat w krajowych i migdzynarodowych

konferencjach naukowych.

Ocena kornicowa

Biorgc pod uwage catoksztatt przedstawionej do oceny pracy doktorskiej
mgr inz. Patrycji Sokotowskiej pt. ,Opracowanie mikrosystemu przepWowego
Lab-on-a-chip do tworzenia i funkcjonalnej analizy modelu wyspy trzustkowej
w warunkach fizjologicznych i cukrzycy typu 2" stwierdzam, ze spetnia ona wymogi
art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.
Whnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej
o dopuszczenie ocenianej rozprawy do dalszych etapéw postgepowania w sprawie
nadania stopnia doktora. Jednoczeénie chce podkresli¢, ze ze wzgledu na
interdyscyplinarny i oryginalny charakter podjetego problemu naukowego, catkowity
dorobek naukowy Doktorantki poparty publikacjami o wysokim migdzynarodowym
zasiegu, wspétautorstwie w zgtoszeniu patentowym, uzyskane finansowanie na
badania, zgtaszam wniosek o zarekomendowanie Radzie Naukowej Dyscypliny Nauki

Chemiczne Politechniki Warszawskiej wyréznienie rozprawy.

Z powazaniem
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