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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Kaspra Marchlewicza pt.
»~Opracowanie przenosnego zminiaturyzowanego urzqdzenia diagnostycznego
z elektrochemicznym czujnikiem DNA”

Recenzowana praca doktorska zostala wykonana w Katedrze Biotechnologii Medycznej na
Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej pod kierunkiem dwdch opiekunéw, prof. dr hab.
inz. Elzbiety Malinowskiej z PW i prof. dr hab. Renaty Bilewicz z Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego. Jako gtéwne 7Zrdédto finansowania badan Doktorant wskazat projekt:
Interdyscyplinarne Studia Doktoranckie ,0d chemii do bioinnowacji” TRI-BIO-CHEM w ramach
Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdj 2014-2020 wspoétfinansowanego ze Srodkow
Europejskiego Funduszu Spotecznego. Promotor i Kopromotor to wybitne osobowosci polskiej oraz
Swiatowej chemii analitycznej i uznane autorytety w dziedzinie bioczujnikow. Rdwniez pozostali
cztonkowie zespotu, w ktérym rozwijat sie i dojrzewat Doktorant naleza do Scistej czotéwki badaczy
zajmujacych sie budowa i aplikacjg bioczujnikéw w diagnostyce i ochronie srodowiska. Rzetelne,
merytoryczne wsparcie zespotu jakie niewatpliwie uzyskat na kazdym etapie swojej pracy
przektada sie na przetomowa jakos$¢ osiagnietych rezultatéw i szerokie uznanie miedzynarodowego
$rodowiska naukowego, czego dowodem s3 artykuty opublikowane w prestizowych czasopismach
z bazy JCR. Mojg uwage przykuta dtuga lista podziekowan i dedykacja, ktére §wiadcza o skromnosci
i wysokiej kulturze osobistej Doktoranta. Jako cel rozprawy mgr inz. Kasper Marchlewicz zgtasza
opracowanie i wykonanie oryginalnego, prototypowego mikrosystemu przeptywowego z modutem,
w ktérym przeprowadzana bedzie tanicuchowa reakcja polimerazy (PCR) oraz elektrochemicznego
bioczujnika DNA, wykazujacego wysoka selektywno$¢ i czutos¢ wzgledem patogenu maczugowca
btonicy, amplifikowanego wcze$niej w module PCR. Oryginalno$¢ tego podejscia wynika z uzycia
réznych materiatéw konstrukcyjnych, technologii wykonania poszczegoélnych elementéw, sposobu
zasilania, grzania i kontroli przeptywu roztworu. W badaniach nad bioczujnikiem kluczowg role
odegraly testy zwigzane z wytworzeniem warstwy receptora i komponowania sktadu roztworu
przeznaczonego do analizy. Waznym kierunkiem rozwoju prostych, ale niezawodnych systeméw
diagnostycznych jest ich miniaturyzacja, wynikajaca z potrzeby analizy prébek o matej objetosci,
ograniczanie zuzycia odczynnikéw i energii, wytwarzanych odpadéw oraz minimalizowanie
kosztow ich produkcji, utylizacji i dokonywanych analiz. Nieszablonowe podejscie Doktoranta do
rozwiazania niektorych z napotkanych trudno$ci potwierdza innowacyjnos$¢ Jego dziatan.
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Praca ma duzy potencjal aplikacyjny dlatego doceniam fakt, Zze wszystkie proponowane
rozwiazania zostaty rzetelnie udokumentowane i skomentowane. Uwazam, Ze podjeta tematyka
badawcza doskonale nawigzuje do aktualnych i przyszto$ciowych kierunkéw rozwoju wspétczesnej
diagnostyki medycznej i analizy instrumentalnej.

Dysertacja mgr inz. Kaspra Marchlewicza zostatla przedstawiona w formie monografii na 156
stronach, przy czym cze$¢ literaturowa obejmuje 61 stron, a cze$¢ eksperymentalna 85 stron, wraz
z podsumowaniem, cytowang literatura, streszczeniem pracy w jezyku polskim i angielskim oraz
wykazem skrétow. Tytut rozprawy zostat poprawnie zdefiniowany i dobrze nawiazuje do wynikéw
badan przedstawionych w czesci eksperymentalnej. Material zebrany w cze$ci literaturowej, jest
$cisle zwigzany z tematyka prowadzonych badan i stanowi swoiste kompendium wiedzy dla
czytelnika, co dowodzi zaréwno speinienia wymagan Ustawy w zakresie rozeznania literatury jak
i opanowania odpowiedniego zakresu wiedzy w reprezentowanej dyscyplinie. Przedmiotem opisu
sa m.in. zagadnienia dotyczace problematyki budowy i dziatania urzadzen mikrofluidycznych,
systemow Lab-on-a-Chip (LOC), uTAS (micro Total Analysis System) i Point-of-Care Devices (POC),
stosowanych materialéw i metod ich obroébki, a takze réznych reaktoréw tancuchowej reakcji
polimerazy (PCR). Sporo uwagi poswiecono takze charakterystyce bioczujnikow DNA. Tg czes¢
pracy zamyka krotki opis probleméw epidemiologicznych wywotanych przez nowe i nawracajace
choroby zakazne, w tym btonice. W rozdziale zatytulowanym Metodyka opisano stosowane
reagenty, aparature oraz procedury badawcze. Pragne doceni¢ zwiezte i rzeczowe sformutowanie
celu, zakresu i celowos$¢ podjetych badan.

Uzyskane rezultaty Doktorant opisal w Czesci doswiadczalnej, na ktérg sktadaja sie opisy
wykonanych mikrosysteméw PCR, zminiaturyzowanych modutéw wymuszajacych i kontrolujgcych
przeptyw roztworu oraz elektrochemicznych bioczujnikéw, ktére Doktorant zastosowat z sukcesem
do selektywnego wykrywania i oznaczania modelowego patogenu maczugowca btonicy. Tq czes¢
pracy zamykaja rozdzialy, w ktérych przedstawiono projekt koncepcyjny kompletnego urzadzenia
diagnostycznego oraz Podsumowanie i Wnioski. Praca zawiera 47 rysunkow i 11 tabel, ktére uznaje
za kluczowe dla uzasadnienia formutowanych hipotez, wygtaszanych opinii, a takze wycigganych
wnioskéw. Co godne uwagi, na ich podstawie Doktorant roztocza interesujace perspektywy
dalszych badan. Cytowana literatura obejmuje 119 pozycji z uwzglednieniem zar6wno najnowszych
doniesien jak i prac nieco starszych. Korzystanie z bibliografii utatwia pelny opis poszczegélnych
pozycji z podaniem tytutu artykutu. Z satysfakcja stwierdzam, ze Doktorant dokonat trafnego
wyboru, a dyskusja podjeta w czeSci literaturowej dysertacji potwierdza wysokie umiejetno$ci
krytycznej analizy ogdlnie dostepnej wiedzy. Zaluje natomiast, Ze w pracy zabrakto chocby
krétkiego opisu sylwetki Doktoranta, z wyszczeg6lnieniem np. wystgpien konferencyjnych,
prowadzonych zaje¢ dydaktycznych czy podejmowanych inicjatyw organizacyjnych.

Rozprawe doktorska mgr inz. Kaspra Marchlewicza oceniam bardzo wysoko, gdyz $wiadczy
ona o wyjatkowej pracowito$ci, determinacji i wnikliwosci badawczej Doktoranta oraz nabytej
przez niego umiejetnosci samodzielnego rozwigzywania probleméw dotyczacych projektowania,
budowy i aplikacji zaawansowanych systeméw typu Lab-on-a-Chip oraz Point-of-Care. Z sukcesem
zrealizowal bardzo ambitny projekt badawczy, ktéry zwieniczyt udanymi konstrukcjami réznych
innowacyjnych systemdéw oraz dobrze cytujacymi sie artykutami naukowymi.
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Znaczenie podjetej tematyki

Realne zagrozenia zwigzane z coraz cze$ciej napotykanym globalnym rozprzestrzenianiem sie
choréb zakaznych, jak na przyktad ostatnia pandemia COVID-19 wywotana przez wirus SARS-CoV-2,
potwierdzaja jak istotne znaczenie dla ratowania Zycia ludzkiego i przeciwdziatania nowym
zakazeniom odgrywa szybka spersonalizowana diagnostyka medyczna. W tym kontekscie, tematyke
badawczg realizowang przez Doktoranta uznaje za priorytetows, inspirujaca i godna nasladowania.
Przedtozone projekty koncepcyjne, wykonane urzadzenia prototypowe charakteryzujace sie duzym
stopniem uniwersalnosci, podobnie jak zebrane wnioski majg fundamentalne znaczenie dla
dalszego rozwoju urzadzen typu Point-of-Care, stanowiacych atrakcyjng alternatywe dla typowych
badan diagnostycznych. Te ostanie sg przeprowadzane w specjalistycznych, zwykle centralnych
laboratoriach, przez wysoko wykwalifikowany personel, przy wysokich kosztach i dtugim czasie
pojedynczej analizy. Dlatego najwieksza liczbe zakazen i najwyzsza $miertelno$¢ obserwuje sie
w krajach Trzeciego Swiata i w rejonach odlegtych od placéwek medycznych.

Osiggniecia pracy

Oceniajac osiaggniecia naukowe mgr inz. Kaspra Marchlewicza uznaje, iz przedtozona rozprawa
oraz dotaczony do niej wykaz 8 opublikowanych artykutéw, 4 rozdziatbw w monografiach
i zgloszenie patentu sg rezultatem konsekwentnej realizacji dobrze zaplanowanego zadania
badawczego. Jako osiggniecia o charakterze nowatorskim i majace szczegélne znaczenie dla rozwoju
podjetej tematyki badawczej nalezy uznaé:

1) Zaprojektowanie i wykonanie oryginalnego urzadzenia diagnostycznego typu Point-of-Care,
ktére umozliwia selektywne wykrywanie i wysokoczute oznaczanie patogenu maczugowca btonicy,
w oparciu o mikroprzeptywowy system PCR, stuzacy do szybkiej i efektywnej amplifikacji DNA,
zintegrowany z celkg pomiarowa i trdjelektrodowym czujnikiem, wyposazonym w elektrody:
referencyjng, pomocnicza i pracujacg o cechach specyficznego bioczujnika DNA.

2) Zaprojektowanie i wykonanie mikroprzeptywowego systemu PCR z wykorzystaniem foli
poliestrowych, potgczonych wzajemnie warstwa Kleju, ktére uksztaltowano za pomocg plotera
laserowego, i w ktérych osadzono pasywne zawory zwrotne oraz ttoczki miniaturowych pomp.
Innowacyjne podej$cie do sposobu wykonania architektury systemu PCR umozliwito Doktorantowi
nadrukowanie elektrod oraz uformowanie w nim miniaturowej celki pomiarowe;.

3) Zaprojektowanie, wykonanie i wyznaczenie podstawowych parametréw uzytkowych oraz
metrologicznych elektrochemicznego bioczujnika DNA z rozpoznaniem molekularnym typu
yhairpin”, w sekwencji nukleotydéw TOX3 komplementarnej do fragmentu patogenu btonicy.

4) Opracowanie skutecznej procedury jakoSciowego oznaczania cDNA, tj. fragmentu genu szczepu
btonicy w mieszaninie poreakcyjnej PCR. Efekty interferencji ze strony biatek towarzyszacych cDNA
oraz poprawe efektywnosci hybrydyzacji cDNA-sonda osiggnieto optymalizujac stezenie jonow
magnezu(Il) i rozcienczajac mieszanine za pomoca dimetylosulfotlenku (DMSO).

5) Dowiedzenie, ze dietyloditiokarbaninian (DEDTC) uzyty jako wypetniacz warstwy receptora,
istotnie zwieksza efektywno$¢ hybrydyzacji w poréwnaniu do merkaptoheksanolu (MCH).

Ciekawe i inspirujace sg perspektywiczne kierunki badawcze wskazane przez Doktoranta:
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1) Rozbudowanie systemu PCR o zbiorniki i zawory aktywne, ktére umozliwia automatyczng
modyfikacje sktadu i stezenia roztworu przed jego wprowadzeniem do celki pomiarowe;.

2) Przystosowanie systemu do analiz poza laboratorium z wykorzystaniem zminiaturyzowanych
urzadzen peryferyjnych i zasilania z baterii.

Ocena korncowa

Analizujac cel i zadania szczegétowe wskazane przez Promotoréw, konsekwentnie realizowane
przez Doktoranta nie mam zadnych watpliwosci, ze tematyka pracy jest wazna, ciekawa,
wielowatkowa i stanowi oryginalne podejscie zaréwno koncepcyjne jak i konstrukcyjne oraz
analityczne, a zatem speilnia wymagania tzw. ,nowosci naukowej”. Jej efektem sa prototypowe,
mikroprzeptywowe systemy diagnostyczne przeznaczone do selektywnego rozpoznawania
i oznaczania szczepu maczugoweca btonicy oraz gotowe procedury analityczne. Doktorant rozwigzat
szereg probleméw zwigzanych z projektowaniem i budowa mikrouktadéw umozliwiajacych
efektywna amplifikacje DNA poprzez tancuchowa reakcje polimerazy (PCR), siegajac po rézne
materiaty konstrukcyjne i technologie wytwarzania poszczegélnych elementéw. Na uwage zastuguje
oryginalny projekt bioczujnika DNA réznigcy sie od znanych i stosowanych w diagnostyce btonicy
bioczujnikéw toksyny btoniczej i jej przeciwcial. Na uwage zastuguje wyjatkowo bogaty warsztat
badawczy jakim dysponowat Doktorant, lub do ktérego miat dostep, wykazujac sie szczegdlnymi
umiejetno$ciami manualnymi. Stowa uznania kieruje do Promotoréw i Doktoranta za wyjatkowo
trafne sformutowanie tematu i celu rozprawy, jak réwniez konsekwentng jego realizacje.

Uwagi i komentarze do pracy

Dysertacja doktorska zostata napisana w jezyku polskim. Solidnym wsparciem w jej ocenie s3
rysunki i zdjecia namacalnie dokumentujace przygotowane projekty, wykonane uktady, osiggniete
rezultaty i efekty interpretacji danych pomiarowych. Z szacunkiem i uznaniem odnosze sie do
wszystkich komentarzy, zwtaszcza tych krytycznych wskazujacych na napotykane niepowodzenia.
Obecny trend komentowania wynikéw badan raczej wyklucza porazki i koncentruje sie na
sukcesach, dlatego tak trudno, lub wcale nie mozna ich odtworzy¢. Jak w kazdej pracy, i w tej,
pojawily sie drobne biedy edytorskie, gtéwnie literéwki, ktérych mozna byto unikna¢ witaczajac
automatyczne sprawdzanie pisowni. Nie znajduje jednak uzasadnienia aby je wyszczegdlniaé.

Z racji natozonego na mnie obowigzku recenzenta, zgtaszam pod rozwage kilka uwag i prosze
Doktoranta aby w spos6b merytoryczny ustosunkowat sie do nich w trakcie publicznej obrony:

1) W Streszczeniu i w Rozdziale 7.5 Miniaturyzacja biosensora pojawiaja sie okreSlenia typu
wprzetwornik tréjelektrodowy” i ,przetwornik elektrochemiczny”. Przetwornik to urzadzenie
przeksztatcajace dang wielko$¢ (zwykle fizyczng) na inng wielko$¢ wg okreslonej zaleznosci
i z okres$long doktadnoscig. Moze nalezato uzy¢ okreslenia tréjelektrodowy czujnik?

2) W Rozdziale 1.3 Materiaty i technologie (str. 24) pojawia sie informacja, ze ,Poli(dimetylosiloksan)
(PDMS) ... umoZliwia jej (wody) odparowanie z wnetrza mikrokanatéw i mikrostruktur przez co moze

»

doprowadzi¢ do ... ogdlnej zmiany stezenia analitéw ...”. Projektowane mikrosystemy PCR sa
szczegdblnie narazone na takie zjawisko (wysoka temperatura i ci$nienie), a jednak Doktorant siega

po ten materiat bardzo chetnie i czesto. Dlaczego?
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3) W Rozdziale 7 Procedura przygotowania warstwy receptorowej biosensora (str. 64) odnajduje
informacje ,Tak przygotowanq elektrode skanowano za pomocq CV w buforze hybrydyzacyjnym,
stosujgc zakres potencjatu wykorzystywany w dalszych doswiadczeniach.” Prosze o wyja$nienie
w jakim celu?

4) Strona 72, brak opisu pod rysunkiem.

5) Elementy widoczne na Rysunkach 16, 26 i 32 zwymiarowano z dopuszczalng odchytka 0,01 mm,
to kardynalny btad, gdy wymiar odnosi sie na przyktad do obrysu zewnetrznego. Tej wiedzy moge
oczekiwac¢ od absolwenta o wyksztatceniu politechnicznym (inzyniera).

6) Mocno watpliwe jest podawanie wartos$ci odchytek, wyrazonych w procentach, w stosunkéw do
wymiaréw projektowanych i uzyskanych dla konkretnych matryc i odlanych w nich struktur, jezeli
obliczone dla nich warto$ci odchylenia standardowe sg nawet kilkukrotnie wieksze (Tabele 3 i 6).

7) W Rozdziale 3.2 Mikrosystemy cykliczne PDMS/szkto (str. 87) w zatozeniach projektowych
podano: 6. Dtugos¢ mikrokanatu zostata obliczona na podstawie catkowitej objetosci mikrosystemu
oraz planowanego przekroju.” Bardzo prosze o doprecyzowanie tej informacji: Czy dtugo$¢ kanatu
oblicza sie na podstawie catkowitej objeto$ci mikrosystemu, czy moze na odwrét?

8) Rysunek 27, warto$ci wymiaréw ubytkow folii wydaja sie by¢ podane w odwrotnej kolejnosci?
9) Rozdziat 5 Mikrozawdér. Wptyw grubosci zatyczki na cisnienie otwarcia zaworu. Jak wynika z

mojego do$wiadczenia $rednica zatyczki 2,5 mm jest zdecydowanie za duza w stosunku do $rednicy
sprezyny plenarnej dlatego nie odnotowano istotnych zmian w dziataniu zaworu (Rysunek 28).

10) Parametr czutosci jest wyrazany w jednostce (uM-1) (str. 9, 121, 134), nie znajduje uzasadnienia
dla takiego zapisu.

11) Poréwnujac wartosci pradéw pikéw dla receptora TOX3/MCH (~10 pA) i TOX3/DEDTC
(~20 pA) (Rys. 44), zastanawiajgce jest dlaczego czutos$¢ tego drugiego jest ponad 3-krotnie nizsza.

12) Testy stezenia buforu (Rysunek 45) przeprowadzono dla stezenia 0,2 puM cDNA czyli
zdecydowanie powyzej zakresu liniowosci (40,2 - 80,5 nM). Czy mozna je uznac za wiarygodne?

13) Niektore, obliczone wartosci (str. 138) wymagaja korekty liczb znaczacych (51,29 + 9,78 czy
78,64 +13,17).

Reasumujac, stwierdzam ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska prezentuje bardzo
rzetelny, szczeg6towy opis przeprowadzonych prac badawczych o wysokim poziomie naukowym
i szerokich perspektywach aplikacji. Badania wykonano z wyjatkowym rozmachem i staranno$cia.
Stawione hipotezy, tak jak i podjeta dyskusja wynikéw, przeprowadzona w oparciu o aktualne
zrédia literaturowe jednoznacznie dowodza dojrzatosci naukowej Doktoranta i nabytych przez
niego szerokich umiejetnosci organizacji i prowadzenia badan. Sygnalizowane drobne btedy i uwagi
w zaden sposéb nie rzutuja na moja bardzo wysoka ocene pracy. Podjeta tematyka dotyczy
ztoZonych proceséw bio-fizyko-chemicznych, ich rozwigzanie wymagato od Doktoranta cierpliwosci
i zapewne pokory, czyli cech ktérych bez osobistej pasji trudno by sie doszukiwa¢. Uwazam, ze
badania zainicjowane przez Doktoranta znajdg wielu kontynuatoréw w kraju i za granica.
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Whniosek koncowy

W mojej ocenie przedtozona rozprawa doktorska zawiera znaczace elementy nowosci
naukowej, potwierdza takze szeroka interdyscyplinarng wiedze Doktoranta w reprezentowane;j
dyscyplinie, a stawiane wnioski koricowe jednoznacznie dowodza, ze wszystkie zaktadane cele
zostaty zrealizowane perfekcyjnie. Dlatego z pelnym przekonaniem stwierdzam, Ze rozprawa
mgr inz. Kaspra Marchlewicza pt. ,Opracowanie przenosnego zminiaturyzowanego urzqdzenia
diagnostycznego z elektrochemicznym czujnikiem DNA” speilnia wszystkie wymagania
odpowiednich przepiséw prawnych i zwyczajowych stawianych pracom doktorskim
i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Politechniki Warszawskiej o przyjecie
i dopuszczenie mgr inz. Kaspra Marchlewicza do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Whniosek o wyréznienie pracy doktorskiej

Z uwagi na wysokie walory naukowe i technologiczne rozprawy, jej kompleksowy a zarazem
praktyczny charakter, bardzo dobrze przemyslana i prawidlowo zastosowang metodyke badan,
a takze dogtebng dyskusje uzyskanych wynikéw, wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych
Politechniki Warszawskiej o wyréznienie pracy doktorskiej mgr inz. Kaspra Marchlewicza.
Whniosek uzasadniam bardzo wysokim poziomem merytorycznym prowadzonych badan
naukowych, ich interdyscyplinarnym charakterem, obejmujacym -zaawansowane zagadnienia
chemii analitycznej, inzynierii materiatowej, biochemii, diagnostyki medycznej i analizy sygnatow
oraz wyjatkowo bogatym, wnikliwie zinterpretowanym materialem do$wiadczalnym, a takze
wybitnym dorobkiem publikacyjnym (wspétautor 8 publikacji i 4 rozdziatéw w monografiach)
i wdrozeniowym (zgloszenie patentowe). Nowatorski charakter tych badan, istotnie poszerzajacy
stan wiedzy oraz spos6b rozwigzania przedstawionych probleméw badawczych- $wiadczy
jednoznacznie o bardzo wysokim poziomie naukowym reprezentowanym przez mgr inz. Kaspra
Marchlewicza i Jego ponadprzecietnych umiejetno$ciach eksperymentatorskich. Pragne takze
zwrdci¢ uwage na wyjatkowo wysoki potencjat aplikacyjny prezentowanych w rozprawie badan
i rozwigzan Kkonstrukcyjny, doskonale wpisujacych sie w najnowsze trendy rozwoju
zaawansowanych uktadéw typu Lab-on-a-Chip oraz kompletnych urzadzen typu Point-of-Care
Devices przeznaczonych do szybkiej diagnostyki medyczne;j.
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