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Przedstawiona do recenzji praca doktorska sktada sie z 3 czesci podzielonych
na rozdziaty i podrozdziaty, spisu tresci, streszczenia, wstepu, celu pracy,
podsumowania, i wnioskow, oraz bibliografii a takze wykazu skrétow - liczy
156 stron. Napisana zostata w jezyku polskim i ubogacona wykresami,
schematami i ilustracjami, a takze tabelami. Styl pracy jest bardzo dobry,
nieliczne sg literdwki, czy btedy gramatyczne. Edytorsko praca wyglada
bardzo profesjonalnie.

Tematyka rozdziatdéw przedstawionych w pracy doktorskiej podzielona
zostata na trzy czesci: i) czesé literaturows, ii) metodyke, oraz iii) czes¢
doswiadczalng. Rozprawa doktorska ma charakter monotematyczny
i dotyczy opisu szeregu dziatan inzynieryjno-chemiczno-biologicznych, ktore
byty przez autora sprawdzane i modyfikowane, by osiggng¢ zamierzony cel
pracy — opracowanie systemu umozlwiajgcego szybkie i jednoznaczne
wykrywanie fragmentu genu szczepu maczugoweca btonicy.
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Odnosnie czesci pierwszej — cze$¢ literaturowa

Pierwsza cze$¢ stanowi wprowadzenie do tematyki badan jakg zajmuje sie Doktorant. Opisane w tej
czesci zostaty uktady typu lab-on-a-chip, czyli mate laboratoria biochemiczne umieszczane najczesciej
w przezroczystych polimerach wielkosci karty kredytowej. Pan Kasper Marchlewicz opisat pokrétce
podstawy mikroprzeptywéw oraz wytwarzania urzadzen typu lab on a chip. W tej czesci pracy Autor
doktadnie opisuje materiaty wykorzystywane przy wytwarzaniu mikrosystemoéw przeptywowych,
a takze omawia techniki ich wytwarzania. Nastepnie Doktorant charakteryzuje biosensory, ktérych
elementem bioczutym jest DNA i RNA. Doktadniej zreferowane zostaty biosensory DNA typu ,szpilka
do wtoséw”, z uwzglednieniem ich immobilizacji do ztotej powierzchni elektrod. Kolejnym poruszanym
tematem w tej czesci sg sposoby wykrywania zakazania btonica, wywotywang przez toksyczny szczep
maczugowca bfonicy.

Btedy w tej czesci, ktore przytrafity sie Autorowi:

e Na str. 18 Pan Kasper Marchlewicz napisat, ze przeptyw laminarny w mikrokanafach jest
spowodowany przez dominacje sit powierzchniowych nad objetosciowymi. Nie jest to
poprawne stwierdzenie i wymaga wyjasnienia.

e Na str. 22 Autor niezbyt precyzyjnie pisze, ze czas dyfuzji w mikroskali jest znaczgco krétszy niz
w makroskali. Rozumiem co Doktorant chciat przekazaé, jednak trzeba pamietaé, ze za
szybkos¢ dyfuzji odpowiada gtdwnie wspdtczynnik dyfuzji.

e Doktorant stwierdza, ze dyfuzja w warunkach przeptywu laminarnego jest procesem
wolniejszym w pordwnaniu do intensywnej wymiany masy itd. — dlaczego tylko w przeptywie
laminarnym?

e Tabela przedstawiajgca zestawienie wtasciwosci materiatéw konstrukcyjnych do wytwarzania
mikrosystemow zawiera btedne okreslone przepuszczalnosci gazéw. Wynika z niej, ze sztywne
polimery s3 w tej materii lepsze niz PDMS — poprosze Doktoranta o pordwnanie
wspotczynnikdw dyfuzji np. dla tlenu w tych materiatach.

Odnosnie czesci drugiej — Metodyka

W tej krétkiej czesci opisano reagenty, materiaty i aparature badawczg, ktére Doktorant wykorzystat
w swoich badaniach. Scharakteryzowano rowniez procedury badawcze uzyte w pracy laboratoryjnej
jak: amplifikacja fragmentu genu zjadliwego szczepu btonicy za pomocg standardowej i asymetrycznej
reakcji PCR, elektroforeze zelowg oraz przygotowanie warstwy receptorowej biosensora.

Odnosnie czesci trzeciej — cze$¢ doswiadczalna

Ta cze$¢ rozprawy doktorskiej jest najbardziej obszerna i opisuje doktadnie wszystkie wyniki
i problemy, jakie Doktorant napotkat w trakcie przygotowywania poszczegdlnych elementow systemu
do wykrywania fragmentu genu szczepu maczugowca bfonicy.
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Pan mgr inz. Kasper Marchlewicz przeprowadzit szereg eksperymentéw majgcych na celu
optymalizacje uktadu mikroprzeptywowego serpentynowego i cyklicznego dostosowanego do zmian
temperatury potrzebnych w reakcji amplifikacji DNA. Opisane zostaty systemy hybrydowe oparte o
tgczenie PDMSu ze szktem, a takze systemy wykonane z twardego polimeru jakim byto PMMA.
Wszystkie zaprezentowane w pracy uktady byty testowane z uwzglednieniem: i) zgodnosci wymiaréw
uzyskanych struktur z zatozeniami projektowymi, ii) pecznieniem PDMSu, iii) adsorpcji polimerazy na
powierzchni uktadu i iv) uzyskanej temperatury w uktadzie w poszczegdlnych strefach, ktéra miata
istotny wptyw na wynik reakcji PCR. Dodatkowo Autor zaprojektowat, przetestowat i zoptymalizowat
pasywny mikrozawér zwrotny, ktéry byt rozwigzaniem zintegrowanym z docelowym
wielowarstwowym ukfadem przeptywowym wykonanym z foli poliestrowych. Ponadto caty system
zostat wyposazony w autorskie ukfady zasilania ptynami i grzania prébki niezbedne do
przeprowadzenia amplifikacji DNA maczugowca btonicy.

Do badan biologicznych Doktorant wykorzystat mechanizm rozpoznawania molekularnego typu
»Szpilka do wioséw”, z ang. ,hairpin”. W rozwigzaniu tym sprawdzano specyficznos¢ dopasowania
jednoniciowego fragmentu tancucha DNA zmodyfikowanego z jednego konca grupy tiolows,
a z drugiego znacznikiem redoks, z obecnym w badanej prébce DNA maczugowca btonicy.
Zaprojektowana sonda byta przymocowywana grupami tiolowymi do ztotej elektrody i wyposazona
dodatkowo w kowalencyjny znacznik elektrochemiczny. Obecnos¢ komplementarnego DNA do
zaprojektowanego sensora powodowata zmniejszenie przeptywajgcego pradu przez elektrode.
Doktorant przetestowat 4 sondy z roznymi sekwencjami nukleotyddw analizujac ich energie swobodng
Gibbsa, jako marker stabilnosci struktury drugorzedowej, jak i sygnaty elektrochemiczne uzyskiwane
w rzeczywistych eksperymentach z DNA btonicy maczugowca. Pan mgr inz. Kasper Marchlewicz
dopasowat eksperymentalnie: i) odpowiednie stezenie jonu Mg w roztworze hybrydyzujagcym w celu
stabilizacji podwdjnej nici DNA, ii) czas potrzebny na efektywny przebieg hybrydyzacji, a takze
iii) temperature najefektywniejszej pracy zaproponowanej sondy. Badania i optymalizacje
przeprowadzone przez Doktoranta na wypetniaczu MCH zostaty ponowne przeprowadzone dla
wypetniacza DEDTC, ktdry powodowat zwiekszenie stabilnosci i przewodnosci warstwy receptorowej
wybranego sensora opartego na strukturze sekwencji TOX3.

Whiosek koncowy

Biorgc pod uwage wartos¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. Kaspra Marchlewicza
stwierdzam, ze oceniana praca doktorska spetnia kryteria stawiane kandydatom ubiegajacym sie
o stopien naukowy doktora okreslone w Ustawie. Na podkreslenie zastuguje bardzo dobre opanowanie
i wykorzystanie przez Doktoranta szerokiego zakresu nowoczesnych metod badawczych
z wykorzystaniem dostepnych baz danych, a takie Swietne opanowanie umiejetnosci dedukcji,
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opracowania i prezentacji wynikéw. Obszar zainteresowann naukowych Pana mgr. inz. Kaspra
Marchlewicza jest bardzo szeroki i wchodzi w zakres wielu dziedzin, takich jak inzynieria, mechanika
ptyndéw, chemia, biochemia, czy medycyna.

W zwigzku z przedstawiong wyzej bardzo pozytywng oceng catej pracy doktorskiej wnosze do Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie Pana mgr. inz.
Kaspra Marchlewicza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na oryginalnos¢ tematyki badawczej, ilos¢ wykonanej pracy, nowatorskie podejscie w
realizacji okreslonego celu badawczego, a takie interdyscyplinarne ujecie badanego problemu, oraz
mozliwos¢ rzeczywistej aplikacji wytworzonego urzadzenia do testow medycznych rekomenduje
Radzie Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej rozwazenie mozliwosci
wyrdznienia niniejszej rozprawy doktorskiej. Wskazane przez recenzenta btedy, czy uchybienia,
nalezy uznac za nieistotne przy catoSciowej ocenie rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. Kaspra
Marchlewicza.

Recenzent,

Gl Jo ™

Dr hab. Stawomir Jakieta, prof. uczelni



