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Recenzja Rozprawy Doktorskiej magistra inzyniera Kaspra Marchlewicza
pt: ,,Opracowanie przeno$nego zminiaturyzowanego urzadzenia diagnostycznego z

elektrochemicznym czujnikiem DNA”

Rozprawa doktorska magistra inzyniera Kaspra Marchlewicza zatytutowana ,Opracowanie
przenosnego zminiaturyzowanego urzgdzenia diagnostycznego z elektrochemicznym czujnikiem
DNA” wykonana zostata w Katedrze Biotechnologii Medycznej Wydziatu Chemicznego
Politechniki Warszawskiej w ramach Projektu Interdyscyplinarnych Studiéw Doktoranckich , Od
chemii do bioinnowacji” TRI-BIO-CHEM Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdj 2014-
2020 wspdtfinansowanego ze srodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego pod kierunkiem
prof. dr hab. inz. Elzbiety Malinowskiej z Politechniki Warszawskiej i prof. dr hab. Renaty Bilewicz
z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.

Podjeta w dysertacji tematyka wpisuje sie w aktualny nurty badawczy konstruowania
zminiaturyzowanych, szybkich i przenosnych systemow do szybkiej diagnostyki medycznej. Ich
zapotrzebowanie wynika z braku lekarzy w krajach rozwijajacych sie i dostepnosci do osrodkéw
medycznych. Przemieszczanie sie duzych grup ludzi z obszaréw o réznych wymogach odnosnie
szczepien oraz rezygnacja ze szczepien obowigzkowych dzieci wptywa, ze zachwiana jest
odpornos¢ zbiorowa i powracajg dawno zapomniane choroby zakazne jak np. odra. Ekspansja
cztowieka w coraz to wieksze obszary srodowiska naturalnego oraz zmiany klimatu wywotane
naszg dziatalnosciag powoduja, iz czesciej niz dotychczas styszymy o przenoszeniu choréb ze
zwierzat na cztowieka, czy tez uwalnianiu do sSrodowiska patogendéw np. z topniejacych
lodowcow. Stawia to przed nami wyzwania szybkiej identyfikacji tych czynnikéw i licznych testéw
przesiewowych. Ostatnie lata pandemii Covid-19 sg tego najlepszym przyktadem. Choé poczatek
prac nad miniaturyzacjg urzgdzen wyznaczono umownie na koniec lat 50. ubiegtego stulecia,
kiedy to zaprojektowano i zbudowano pierwsze uktady scalone, to mimo uptywu czasu od tego
osiggniecia uzyskanie zminiaturyzowanych i zintegrowanych uktadéw nadal stanowi wielkie

wyzwanie, pomimo istnienia sprawnie dziatajgcych poszczegdlnych podzespotow.
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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest monografig z typowym podziatem na
wstep i cele pracy, czesc literaturowg, metodyke, czes¢ doswiadczalng, podsumowanie i wnioski
oraz bibliografie. We wstepie Doktorant wymienit zalety stosowania systeméw Point-of-Care
(POC) i Lab-on-a-Chip (LOC) do wykrywania patogendw nad standardowymi metodami badan
wykonywanymi w laboratoriach diagnostycznych. Wspomniat réwniez o ograniczeniach w
dotychczasowych rozwigzaniach i jasno sformutowat cel swojej pracy polegajacy na
skonstruowaniu zintegrowanego urzgdzenia do amplifikacji DNA i jego wykrywania za pomocg
biosensora z detekcjg elektrochemiczna.

Cze$¢ literaturowa podzielona jest na trzy sekcje. W pierwszej Doktorant opisat bardzo
doktadnie urzadzenia typu Lab-on-a-Chip, w tym podstawy ich dziatania, sposoby wytwarzania
poszczegdlnych elementéw mikrosysteméw oraz stosowane w tym celu materiaty i rozwigzania
inzynieryjno-techniczne. Nastepnie zaprezentowat przeglad mikrosystemdw wykorzystywanych
do amplifikacji DNA, wady i zalety poszczegdlnych rozwigzan oraz ich zastosowanie w diagnostyce
medycznej. Drugg czes$¢ poswiecit szczegétowemu opisowi biosensorow, w tym ich budowe i
zasade dziatania. Szczegdlng uwage zwrdcit na biosensory, w ktdrych warstwa receptorowa
oparta jest o czasteczki RNA i DNA a rozpoznawanie analitu odbywa sie przez wykrywaniu
komplementarnych fragmentéw nici RNA/DNA poprzez hybrydyzacje lub dzieki powinowactwu
wykrywanej czasteczki z receptorem. W ostatniej czesci doktorant zaprezentowat obecnie
stosowang technike w diagnostyce btonicy tzw. test Eleka oraz opisane w literaturze metody:
umozliwiajgce wykrywanie np. toksyny btoniczej poprzez jej oddziatywanie z przeciwciatami
unieruchomionymi na nanoczastkach i $ledzeniu zmiany potozenia pasma LSPR lub przeciwciat
przeciw toksynie btoniczej za pomocg immunosensora z detekcje elektrochemiczna.

Podsumowujac, czes$¢ literaturowa zostata bardzo dobrze przemyslana. Przedstawiono w
niej najistotniejsze zagadnienia dotyczgce budowy i funkcjonowania mikrosystemoéw uzywanych
do konstrukcji urzadzen typu POC i LOC, materiatdw i technik stosowanych do ich wytworzenia.
Przedstawia tez aktualny stan wiedzy odnosnie wybranej grupy biosensoréw i uwidacznia
koniecznos¢ pracy nad nowymi rozwigzaniami w kierunku wykrywania btonicy.

Kolejna czes¢ pracy to metodyka, w ktdrej znalazty sie szczegétowe informacje odnosnie

stosowanych w pracy reagentéw, materiatéw i procedur.
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Opis wynikéw wilasnych sktada sie z trzech czesci. Pierwsza poswiecona jest
skonstruowaniu mikrosystemu do prowadzenia reakcji amplifikacji DNA. W tym celu Doktorant
skupit swdj wysitek na opracowaniu poszczegdlnych jego elementdw. Najpierw zaprojektowat
system podgrzewania trzech stref niezbednych do prowadzenia reakcji PCR w mikrokanatach.
Nastepnie przedstawionych jest kilka wariantow ksztattdw mikrokanatéw, ktére zostaty
wykonane za pomoca réznych technik tj. fotolitografia czy frezowanie. Przebadat dwa materiaty:
poli(dimetylosiloksan) (PDMS) i poli(metakrylan mrtylu) (PMMA) pod katem ich przydatnosci do
wytwarzania kanatow, tgczenia ich z podtozem oraz zapobiegania adsorpcji biomolekut. Na wielu
etapach w tych uktadach prowadzono reakcje amplifikacji DNA oraz préby kontrolne w
tradycyjnych termocyklerach, aby sprawdzi¢ czy reakcja ta zachodzi w badanym uktadzie lub, aby
wyeliminowaé problemy zwigzane z wydajnoscig uzyskiwanego DNA i opracowaé optymalne
sktady mieszanin reakcyjnych, czasu przebywania w danej strefie temperaturowej. W pracy
uwzgledniono réwniez koniecznos¢ generowania i kontroli przeptywu w oparciu o istniejgce juz
rozwigzania opracowane wczesniej przez grupe badawcza, w ktdrej powstata niniejsza praca.
Doswiadczenie zdobyte podczas pracy w modutowym systemie do amplifikacji DNA Doktorant
postanowit wykorzysta¢ do opracowania i wytworzenia zintegrowanego mikrosystemu PCR. Z
tego wzgledu zdecydowat sie na zmiane materiatu i techniki wytwarzania mikrokanatow. W tym
celu wykorzystat folie poliestrowe o réznych wtasciwosciach hydrofobowo-hydrofilowych i
ablacje laserowg do przygotowania mikrokanatéw. To rozwigzanie umozliwito wytworzenie
mikrosystemu zapewniajgcego szczelnos¢, odpornos¢ chemiczng, stabilnos¢é w wymaganym
reakcjg PCR zakresie temperatur i mozliwo$¢ zintegrowania z pasywnymi zaworami, ktére mozna
wykona¢ z tego samego materiatu. Ponadto tego typu rozwigzanie jest mozliwe do wdrozenia i
produkcji mikrosysteméw PCR na masowa skale.

Druga czes¢ opisu wynikdw wtasnych poswiecona jest konstrukcji biosensora do
szybkiego i selektywnego wykrywania btonicy opartego na krétkich fragmentach DNA typu
,hairpin” do rozpoznawania molekularnego z detekcjg elektrochemiczng. W pierwszej kolejnosci
Doktorant wyznaczyt z pomocg dedykowanego oprogramowania sekwencje nukleotydow i ich
struktury drugorzedowe, ktéore wykorzystat do opracowania warstwy receptorowej. Nastepnie
systematyczne badania umozliwity mu wybranie jednej sondy molekularnej, zaproponowanie

dwdch substancji blokujgcych powierzchnie elektrody wolng od receptora i opracowanie
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optymalnych warunkéw do prowadzenia hybrydyzacji tj. temperatura reakcji, stezenie jonéw
magnezu i dodatek DMSO - substancji zapobiegajgcej wystepowaniu oddziatywan
niespecyficznych z biatkami. Otrzymany sensor cechowat sie selektywnoscig wobec zjadliwego
szczepu maczugowca btonicy i zdolnoscig do pracy w prdobkach zaréwno wzorcowych, jaki i tych
rzeczywistych w przypadku stosowania ztotych elektrod dyskowych oraz tych wytworzonych
metodg sitodruku, ktére mogg by¢ stosowane w uktadach zminiaturyzowanych.

W czesci trzeciej Doktorant zaprezentowat dziatanie opracowanego biosensora do
wykrywania btonicy w zintegrowanym uktadzie skfadajgcym sie z wielowarstwowego
mikrosystemu PCR i trojelektrodowego przetwornika elektrochemicznego. Przedstawione wyniki
jednoznacznie wskazuja, ze taki uktad dziata tzn. mozliwa jest amplifikacja DNA w mikrosystemie
kanatowym i detekcja zjadliwego szczepu maczugowca btonicy, a czas catkowitej analizy trwat
ponizej jednej godziny.

Prace konczy rozdziat, w ktérym Doktorant w zgrabny sposéb przedstawiat
podsumowanie i jasno wyartykutowat wnioski ptyngce z pracy.

Pod wzgledem edytorskim praca jest bardzo dobrze przygotowana. Zachowanie
systematycznosci w badaniach, kodowanie licznych prébek pozwolito w prosty sposdb Sledzi¢
postepy w pracy nad ulepszaniem mikrosysteméw PCR i biosensora. W przygotowaniu
obszernego dokumentu nie trudno o niewielkie btedy edycyjne, np. brak przyimkéw, brak lub
nadmiar znakéw interpunkcyjnych, czy niefortunne sformutowania jak ,ksztatt piku SWV jest
wygodny do analizy”, ,,odpowiadajgce otworom justujgcym” lub brak podpisu do rysunku 15.
Ponadto rysunki 15, 34 czy te zawarte w tabeli 8 ze wzgledu na rozmiar sg nieczytelne.

W trakcie lektury niniejszej rozprawy doktorskiej znalaztam kilka kwestii do dyskusji:

W pracy nie znalaztam fragmentu poswieconego szczegétowemu opisowi reakgcji
tancuchowej polimerazy oraz schematu, ktére wyjasnitby koniecznos¢ wykonywania pomiaréw w
roztworach wzorcowych przed tymi w prébkach rzeczywistych.

Brak informacji na temat powtarzalno$ci modyfikacji dyskowej elektrody ztotej warstwa
receptorowq (str. 117-118) w badaniach wstepnych stuzgcych znalezieniu optymalnych
parametréw pracy biosensora do wykrywania zjadliwego szczepu maczugowca btonicy.
Informacja ta zostata rdwniez pominieta przy opisie dziatania elektrod zintegrowanych (str. 132).

Czy zostata okreslona optymalna ilos¢ receptora na elektrodzie zapewniajgca prawidtowe
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warunki do rozpoznawania btonicy wykorzystujgcego mechanizm hybrydyzacji pojedynczych nici
DNA?

Wiekszos¢ przedstawionych wynikéw posiada informacje o ilosci przeprowadzonych
prob. Tej informacji zabrakto w przypadku pomiaru temperatury w mikrosystemach kanatowych
oraz btedu jakim sg one obarczone. Jaka jest wielkos¢ czujnika Pt i w ktérym miejscu kanatu

dokonywano pomiaru temperatury?

Podsumowanie

Po zapoznaniu sie z trescig przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej moge
jednoznacznie stwierdzi¢, ze Doktorant ma merytoryczne przygotowanie do prowadzonych przez
siebie badan. Swiadczy o tym dobér cytowanej literatury, sposérdd ktérej Doktorant zacytowat
najistotniejsze z prac z punktu widzenia swojej rozprawy doktorskiej z ogromnego zbioru, ktéry
wynika z popularnosci stosowanych przez niego materiatdéw do wytwarzania mikrouktadow.
Zaproponowat nowe receptory i eksperymentalnie wykazat ich dziatanie zaréwno na elektrodzie
dyskowej, jak i w uktadzie zminiaturyzowanym. Opracowat zintegrowany mikrosystem do
szybkiej amplifikacji DNA i wtgczyt do niego opracowany przez siebie biosensor do wykrywania
zjadliwego szczepu maczugowca btonicy. Badania stanowigce wiekszg cze$¢ jego osiggniec
opisanych w tej rozprawie zostaty opublikowane z znaczagcym w dziedzinie chemii analitycznej
czasopiSmie Talanta w 2021 roku. O ich wptywie na rozwdéj wiedzy o biosensorach
kompatybilnych z mikrosystemami np. POC $wiadczg liczne cytowania przez niezalezne zespoty
badawcze. Ponadto Doktorant jest wspotautorem szesciu innych artykutéw oraz rozdziatéw w
ksigzkach. Zawarte w tej recenzji krytyczne uwagi nie wptywajg na pozytywng ocene niniejszej
pracy. W zwigzku z powyzszym, uwazam, ze rozprawa doktorska mag inz. Kaspra Marchlewicza
pt. ,Opracowanie przenosnego zminiaturyzowanego urzadzenia diagnostycznego z
elektrochemicznym czujnikiem DNA” spetnia warunki okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742). Na tej podstawie wnioskuje o
dopuszczenie magistra inzyniera Kaspra Marchlewicza do dalszych etapow postepowania w
sprawie nadania stopnia doktora.

Majagc na uwadze opisane w niniejszej pracy badania, ktdre doprowadzity do

opracowania i wytworzenia zintegrowanego mikrosystemu PCR pofgczonego z
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zminiaturyzowanym sensorem oraz eksperymentalne wykazanie jego dziatania tzn. wykrywania
obecnosci w prébce genu zjadliwego szczepu maczugowca btonicy w catkowitym czasie analizy z
amplifikacja DNA ponizej 1 godziny sktonity mnie do ztozenia wniosku o wyrdznienie tej

dysertacji.

,Wffa— onsgon.
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