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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Elzbiety Remiszewskiej
pt. ,,Mikrouktad przeplywowy z detekcja optyczng do oznaczania mocznika w ptynach

biologicznych”

Pismem  SRN/003/121/2020 Przewodniczacego Rady Naukowej Instytutu
Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej Polskiej Akademii Nauk z dnia 7 lipca 2020 r.
otrzymalem do recenzji rozprawe doktorska Elzbiety Remiszewskiej pt. ,,Mikrouktad
przeplywowy z detekcja optyczng do oznaczania mocznika w plynach biologicznych”.
Promotorem rozprawy jest prof. dr hab. inz. Dorota Pijanowska.

Rozprawa jest napisana po polsku i sktada si¢ z 13 rozdzialéow podzielonych na 4
czesci: 1 Czg$¢ literaturowa, I Cel i tezy, I Badania wlasne oraz IV Wyniki i dyskusja - w
sumie 160 stron maszynopisu. Cze$¢ I sklada si¢ z rozdziatu 1 i 2 opisujacych odpowiednio
zagadnienia zwigzane z charakterystyka, rola w organizmie i pomiarami mocznika oraz
zagadnieniami zwigzanymi z uktadami mikroprzeptywowymi. Cze$¢ 11 formalnie bez
numerowanego rozdzialu jest zgodna ze swoja nazwa — celami i tezami. W czgsci 111 znajduje
si¢ 6 rozdzialow: rozdziat 3 opisuje zastosowane w eksperymentach odczynniki i materiaty,
rozdziat 4 wykorzystywang aparaturg, rozdzial 5 przedstawia metode badan, rozdziat 6
opisuje stosowane w rozprawie podtoza oraz ich modyfikacje, rozdziat 7 omawia konstrukcje
reaktoréw, za§ w rozdziale 8 opisane sg zastosowane procedury oznaczania mocznika. Czg$¢
IV sktada si¢ 5 rozdziatow: w rozdziale 9 znajduja si¢ wyniki oceny modyfikacji
chemicznych podtozy, w rozdziale 10 przedstawiono wyniki optymalizacji warunkéw reakcji
enzymatycznych i nieenzymatycznych, w rozdziale 11 opisano wyniki pomiarow w uktadzie

przeplywowym, w rozdziale 12 zebrano wyniki oznaczania mocznika w probkach



biologicznych, za§ w rozdziale 13 znajduje si¢ podsumowanie. Ponadto, w rozprawie znajduje

si¢ bibliografia, wykaz skrétow i symboli, streszczenie po polsku i angielsku oraz spis tresci.

Problem naukowy rozprawy

Czes¢ 11 rozprawy jest pos§wigcona celom i tezom pracy. Autorka pisze, iz ,,celem
badan bylo opracowanie metod oznaczania mocznika w hodowlach komérek pochodzenia
watrobowego in vitro przy uzyciu detekcji optycznej, w analitycznym uktadzie
mikroprzeplywowym typu LTCC ze szczegdélnym uwzglednieniem etapu modyfikacji
enzymu”. Ponadto, w tym samym miejscu wypunktowuje dosy¢ szczegdtowy zakres badan do
przeprowadzenia. Uwazam, ze cel rozprawy jest jednoznacznie postawiony. Autorka
rozprawy przestawita rowniez 2 hipotezy rozprawy:

e ,Zaproponowana metoda unieruchamiania ureazy z wykorzystaniem wigzan
kowalencyjnych ~ do  ceramicznego  podloza,  analitycznego  ukladu
mikroprzeplywowego, umozliwia oznaczenie mocznika w ptynach biologicznych.

e Opracowany uklad mikroprzeptywowy do oznaczen mocznika w plynach
biologicznych umozliwia pomiary w probkach o mikrolitrowej objetosci.”

Hipotezy sa nietrywialne i postawione prawidlowo. Nalezy w tym miejscu pochwali¢ Autorke
za trud postawienia hipotez, gdyz w ostatnich latach raczej manierg jest unikanie stawiania

hipotez w rozprawach doktorskich.

Podejscie Autora do osiggniecia celow pracy

Autorka rozprawy podeszla do realizacji celow w sposob eksperymentalny. W
pierwszej kolejnosci Autorka modyfikowala powierzchnie podlozy i1 wsadow w celu
znalezienia efektywnej metody unieruchamiania enzymow za pomoca wigzania chemicznego
lub adsorpcji fizycznej. Badania efektywno$ci unieruchamiania enzymu przeprowadzila
wykorzystujac, migdzy innymi, metod¢ potencjometrycznego oznaczania produktow reakcji
hydrolizy mocznika oraz metod¢ spektroskopowa FTIR. Na podstawie tych badan nie tylko
znalazta efektywna metod¢ unieruchamiania enzymu, ale réwniez wybrala materiat
ceramiczny LTCC, ktory lepiej nadal si¢ do tego celu niz inne. Materiat ten zostat
wykorzystany do budowy mikroprzeplywowego reaktora chemicznego. Nastgpnie bazujac na
doniesieniach literaturowych wybrata metoda enzymatyczng i nieenzymatyczng oznaczania
mocznika i wykonata badania optymalizacyjne stezen i1 kolejnosci wprowadzania reagentow

oraz czasu 1 temperatury reakcji pod katem wydajnosci tych reakcji. Przy wspotpracy z
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Politechnikg Wroctawska zostaly wytworzone mikroreaktory przeptywowe (do pomiaréw
enzymatycznych i nieenzymatycznych), dla ktérych Autorka réwniez wykonala badania
optymalizacji wydajnos$ci reakcji oznaczania mocznika. Dla zoptymalizowanych warunkéw
wyznaczyla dla obu uktadéow ich parametry czujnikowe. Badania probek biologicznych
przeprowadzita na lizatach komoérkowych oraz pozywce pohodowlanej modyfikowanych i
niemodyfikowanych genetycznie komorek ludzkiego watrobiaka linii C3A, w ktérych
znajduja si¢ nieznacznie ilo$ci mocznika oraz skladniki zakldcajace pomiary optyczne.
Wyniki oznaczania mocznika poréwnata z testami komercyjnymi. Na podstawie
przeprowadzonych pomiaréw udowodnita obie tezy rozprawy. Uwazam, ze Autorka
adekwatnie podeszta do osiagnigcia celow pracy. Nalezy zauwazy¢, ze podjete w pracy

zadania mialy bardzo kompleksowy charakter.

Aktualnos¢ tematyki rozprawy

Rozprawa dotyczy budowy i charakteryzacji bardzo popularnych platform typu lab-
on-a-chip stosowanych do analizy chemicznej i biochemicznej. Podstawowa zaleta takich
uktadow jest ich zminiaturyzowana forma pozwalajaca na ograniczenie zuzycia odczynnikow,
mozliwo$¢ wykonania catego procesu biologicznego lub chemicznego w obregbie jednego
uktadu oraz ich cena w wypadku seryjnej produkcji. Dlatego tematyka rozprawy jest aktualna
i doskonale wpisuje si¢ w rozwoj przyrzadow do analizy biochemicznej. Zagadnienia
zwigzane z projektowaniem 1 badanie przyrzadow lab-on-a-chip wchodza w zakres
tematyczny dyscypliny inzynieria biomedyczna dziedziny nauk inZynieryjno-technicznych dla

klasyfikacji obowigzujacej od 1 pazdziernika 2018.

Rozprawa na tle wspotczesnych doniesien literatury

W rozprawie Autorka cytuje ponad 400 pozycji literaturowych. Cytowania obejmuja
klasyke literatury oraz najnowsze doniesienia. Uwazam, ze cytowania sg wlasciwie dobrane i
$wiadczg o dobrej wiedzy Autorki z zakresu rozwoju metod analitycznych oraz wspoétczesnej

literatury z dyscypliny naukowej dotyczacej rozprawy.

Wady, stabe strony rozprawy oraz inne uwagi

Rozprawa napisana jest starannie i bez btedéw jezykowych i interpunkcyjnych.
Autorka przyjela typowo publikacyjny podzial opisu, w ktorym cze$¢ opisu warunkow

eksperymentu jest w osobnym rozdziale, a wyniki w osobnym. To skutkuje tym, ze bardzo
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czgsto nalezy wraca¢ do rozdzialu z opisem warunkéw eksperymentu czytajac rozdziat
opisujacy wyniki. Odniostem wrazenie, ze tok przyczynowo - skutkowy w opisie wynikow
jest zaburzony, gdyz opis wynikdw eksperymentéw na potrzeby oznaczania enzymatycznego
1 nieenzymatycznego mocznika miesza si¢ wzajemnie w rozprawie. W rozprawie nie
zauwazytem bledow merytorycznych. Czytajac rozprawe doktorska nasunelo mi si¢ kilka
pytan:

e Autorka do porownania efektywnos$ci wigzania enzymu do réznych powierzchni uzyta
metody potencjometrycznej oznaczen mocznika. Do poréwnania roéznych metod
unieruchamiania enzymu na badanym podiozu najczesciej poshugiwata si¢ rdznica
warto$ci pH dla probki o stezeniu mocznika 0,74 M oraz 0 M (prosz¢ mnie poprawic,
jezeli zle zrozumialem). Warto$ci umieszczone w rozprawie sg zmienne i dla dobrego
wigzania enzymu sg bliskie 3. Na rysunku 9.11 warto$ci osiagaja nawet wartosci
bliskie 3,5. Czy jest mozliwe oszacowanie wartosci teoretycznej? Przy okazji krzywe
kalibracji na rysunku 9.14 sa przesuni¢te na osi y o wartos¢ pH~6 w poréwnaniu do
np. rysunku 9.9. Zapewne oznaczenie osi y na tym rysunku powinno by¢ inne.

e w rozprawie brakuje mi informacji, ile ukladow LTCC Autorka miata szanse¢
przebada¢? Czy kazdy wymaga indywidualnej kalibracji? Jak dtugo enzym moze by¢
skutecznie wykorzystywany i1 czy jest mozliwa powtérna funkcjonalizacja reaktora
enzymem?

e na stronach 96-97 Autorka przedstawia wyniki badan skladu chemicznego
modyfikowanych podiozy krzemowych metoda ToF-SIMS. Na rysunku 9.1.
przedstawia wyniki analizy 2 skladowych gtéwnych PCA widma masowego, za§ w
tabeli 9.2. porownanie ggstosci rozktadu wybranych czastek w formie zjonizowane;.
Autorka wyjasnia, ze gestosci rozktadu s odwzorowaniem procentowej jasnosci skali
barwnej. Prosze o wyjasnienie z jakich zdje¢ (?) zostata przeprowadzona ta analiza.

e na stronie 72 Autorka opisuje proces tworzenia kulek PAN. Z opisu jednak nie wynika
na jakim etapie kulki si¢ tworza. Prosz¢ o uscislenie.

Wskazane pytania nie umniejszaja jakoS$ci naukowej recenzowanej pracy i maja charakter

uscislajacy.

Oryginalny dorobek Autora

Do oryginalnego dorobku Autorki zaliczam:



e Badania zwigzane 2z opracowaniem 1 przebadaniem analitycznych uktadow
mikroprzeplywowych typu LTCC do enzymatycznego 1 nieenzymatycznego
oznaczania mocznika o mikrolitrowej objetosci w lizatach komodrkowych oraz
pozywce pohodowlanej modyfikowanych i niemodyfikowanych genetycznie komorek
ludzkiego watrobiaka linii C3A.

Autorka rozprawy posiada dorobek publikacyjny, ktéry potwierdza jej samodzielno$é
naukowa. Zgodnie z baza Scopus Autorka rozprawy w trakcie swojej kariery naukowej
zostata wspotautorem 8 publikacji, z ktorych w 2 jest wspotautorem wiodacym. Wigkszosé
publikacji jest $ciSle zwigzana z tematem rozprawy. Miedzy innymi, Autorka jest
wspotautorem 3 publikacji w czasopi$mie Sensors and Actuators, B: Chemical (IF=7,1), w

tym tej, w ktorej jest wspotautorem wiodacym.
Podsumowanie

Uwazam, Ze rozprawa speinia wymagania stawiane pracom doktorskim i wnosz¢ o jej

dopuszczenie do publicznej obrony.
ra e Q-
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