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W ostatnich latach coraz wigksza wage przyklada si¢ do medycyny opartej
na predykcji, prewencji i spersonalizowanym podejsciu do pacjenta. Towarzyszy temu
opracowywanie nowych metod diagnostycznych i udoskonalanie metod istniejacych,
szczegOlnie takich, ktére umozliwiaja badania na poziomie mikroskopowym, albo nawet
w nanoskali i to np. przy 6zku pacjenta. Coraz wigksza role we wspolczesnej inzynierii
biomedycznej i badaniach biomedycznych; dotyczacych zaréwno diagnostyki, jak i terapii,
odgrywaja metody optyczne badz to optoelektroniczne. Stanowig one przedmiot wielu badan
podstawowych, jak i klinicznych. Jedng z takich metod diagnostycznych w szerokim arsenale
metod diagnostyki laboratoryjnej - jest cytometria przeptywowa, ktéra umozliwia badania na
poziomie komdrkowym, wykorzystujac zaréwno metody rozproszeniowe (rozpraszanie
$wiatla na strukturach komoérkowych), jak i fluorescencyjne. Badanie za pomocg cytometrii

pozwala na charakterystyke jakosciowa, jak i ilosciowa badanych komorek.

Recenzowana rozprawa Pana Rafala Szczypinskiego dotyczy wiasnie tej metody.
Doktorant podjal si¢ opracowania konstrukcji urzadzenia przenosnego, ktére mogloby

pracowa¢ poza specjalistycznym laboratorium diagnostycznym. Zaproponowal urzadzenie



z poli(dimetylosiloksanu) z ogniskowaniem hydrodynamicznym do badania znakowanych

fluorescencyjnie komorek.

Praca wraz z przypisami i rysunkami liczy 117 stron, z czego 22 strony (pierwszy
rozdzial — Wstep) poswiecono opisowi przedmiotu badan — w tym historii cytometrii,
fluorochromom, metodom akwizycji badanych sygnaléw i zastosowaniom tej metody. Po
przedstawieniu celu pracy w zakoficzeniu pierwszego rozdzialu, Autor w rozdziale drugim
omowil r6zne konstrukcje urzadzen ze wzgledu na stosowane materiaty, wskazujgc wady
izalety poszczegblnych rozwigzan. W rozdziale trzecim skoncentrowal sie na
mikroprzeptywomierzach i mikrocytometrach. Omowil tez istniejgce komercyjnie
rozwigzania mikrocytometrow.

Rozdzial czwarty poswigcony jest czgsci eksperymentalnej. Doktorant wskazal na
zalety poli(dimetylosiloksanu) i opisal konstrukcje¢ ukladu mikroprzeptywowego metoda
fotolitografii. Niestety rozdzial ten, wazny dla calosci pracy, zostal potraktowany dos¢
skrétowo. Niejasne jest, jakie sg rzeczywiste rozmiary matrycy i kanatéw. Czy projekt wedtug
rysunku 29 (str. 50) jest zgodny z koficowym wynikiem sieciowania i ostateczng wersjg
urzadzenia? Niejasne jest tez, w jaki sposob dokonano pomiaréw mierzonych odlegtosci (rys.
27 1 28) oraz jaka metoda? Nie podano tez czy zaproponowana metoda wytwarzania matrycy

mikrocytometru jest powtarzalna i jaka jest powtarzalnosc¢ tego procesu?

Rozdzial piaty recenzowanej rozprawy poswigcony jest symulacjom komputerowym
ogniskowania hydrodynamicznego plynu w kanale cytometru. Jest to bardzo wazne
zagadnienie i takie podejscie zastuguje na pochwalg. Szkoda, ze na rysunkach i fotografiach
zamieszczonych w tym rozdziale nie podano skali (podziatki pomiarowej). Dobrze byloby
rowniez wyjasni¢, jakimi przeslankami kierowal si¢ Autor, przyjmujac podane parametry
fizyczne ptynu ostonowego i gestosé fazy rozproszone;.

Doktorant przeprowadzil réwniez badania laboratoryjne, potwierdzajac mozliwosé
ogniskowania hydrodynamicznego do 27% szerokosci kanatu (w symulacji do 25%).
Jednakze niejasne jest, jaki jest blad pomiarowy, ile prob wykonano i na ilu matrycach Autor

je przeprowadzit?

Rozdzial szoésty opisuje kolejny etap pracy badawczej czyli dobor parametréw ukladu
detekcji optycznej do pomiaréw fluorescencji wybranych fluorochroméw. Autor podaje, ze

badal dwa znaczniki fluorescencyjne: fluoresceinian sodu i rezorufing. Testowat tez kilka



zrodet $wiatla, jak i badat filtry optyczne oraz sposoby prowadzenia wiazki $wiatta. Nastepnie
optymalizowal dobér odpowiedniego detektora do rejestracji sygnatu fluorescencji. Badania
przeprowadzil bardzo solidnie, testowal rézne warianty uktadéw, decydujgc sie na wybér
odpowiedniego zrédla Swiatla i detektora oraz sposobu doprowadzania $wiatla. Rzetelnie
zajgt si¢ rowniez doborem parametrdw pracy aparatury, w tym czestotliwosci i napiecia
zasilania zrodla swiatta. Do celow analizy wybrat oprogramowanie LabVIEW. Praca na
pewno by zyskala, gdyby Doktorant na koricu tego rozdziatu podsumowat, jakie elementy

i parametry ostatecznie zdecydowat si¢ zastosowac.

W zoptymalizowanym uktfadzie przeprowadzil pomiary fluorescencji fluoresceinianu
sodu i poréwnal z wynikami przed modyfikacja ukladu. Dokonal réwniez pomiaréw
absorbancji w swoim ukladzie, jak i za pomocg komercyjnego spektrofotometru. Ta czes¢ jest
jednakze niezbyt jasna. Mozna wnioskowa¢, ze Doktorant chcial wykazaé, ze we wlasnym
ukladzie pomiarowym moze mierzy¢ o wiele nizsze st¢zenia fluorochroméw. Przydatoby sie
jednak wyjasnienie, dlaczego postuzyl si¢ pomiarem absorbancji, a nie wzglgdnego natezenia

fluorescencji, skoro ten wlasnie parametr stanowi o pracy cytometru?

Zaproponowany uklad zostal nastepnie przetestowany na fantomach komorek, ktore
stanowity kulki polistyrenowe, znakowane fluorescencyjnie. Te badania postuzyly do
zoptymalizowania wyboru zrédla sSwiatta (wybrano diod¢ laserowg 488 nm).
Zoptymalizowane parametry zostaly przedstawione na schemacie blokowym aparatury (rys.
68). Doktorant wykazal, ze mozliwe jest zliczenie przeptywajgcych znakowanych
fluorescencyjnie kulek. Nastgpnie przystapit do badan na materiale biologicznym,
a mianowicie na komoérkach nowotworowych watrobiaka C3A. Komérki byty modyfikowane
biatkiem zielonej fluorescencji. Jako Zrodlo $wiatta wybrat diode laserowg 450 nm. Szkoda,
ze Doktorant nie wyjasnit explicite, dlaczego zmienit poprzedni wybdr i zdecydowat si¢ na
inng dlugos¢ fali, chociaz powodu mozna si¢ domyslaé. Parametry ukladu w calosci
zobrazowano na rys. 70, co stanowi duza zaletg, gdyz pozwala Sledzi¢ tok rozumowania i daje

wglad w aktualny uktad pomiarowy.

Jako czytelnik pracy, skadinad wartosciowej i ciekawej, mam jednak pewien niedosyt.
Szkoda, ze Doktorant nie zdecydowal si¢ na krotkie podsumowanie kazdego etapu, co

pozwolitoby na $ledzenie postgpow, jak i osiagnigc.



W dyskusji Autor zaprezentowat podsumowanie w postaci tabeli swoich wynikéw, jak
iinnych badaczy, ktorzy réwniez badali zawiesiny komorek w uktadzie mikrocytometru
z detekcjg optyczng. Doktorant odni6st si¢ rowniez do wynikéw badan przeprowadzonych
w zespole IBIB PAN za pomocg komercyjnego cytometru i na tej podstawie pokazat, ze btad
wzgledny pomiar6w przeprowadzonych we wiasnym ukladzie wynosi ok. 12,8%. Jednakze w
dalszej czgsci Autor rozprawy nie komentuje tego wyniku i nie analizuje, z czego to moze

wynika¢ i czy mozliwe jest osiagnigcie lepszych parametréw w tym zakresie.

Spis literatury zawiera 185 pozycji, glownie z pismiennictwa $wiatowego, w miare
aktualnych. Recenzent znalazt w spisie dwie prace, ktérych Doktorant jest wspélautorem.
Jako Recenzent zwrécitam si¢ wigc z prosbg o nadestanie spisu publikacji, ktérych Doktorant
Jest wspotautorem. Z otrzymanych informacji wynika, ze Autor rozprawy ma na swoim
koncie dziewig¢ wspotautorskich publikacji, opublikowanych w latach 2008-2013, w tym trzy
prace w czasopismach z Listy Filadelfijskiej. Nie ma natomiast informacji na temat zgloszeh
patentowych, chociaz mozna byloby si¢ spodziewa¢, ze zaproponowany uktad ma elementy
nowosci, ktére mogloby podlega¢ ochronie patentowe;.

Recenzowana rozprawa doktorska, zgodnie z wymogami ustawowymi, uzupetniona

jest streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.

Rozprawa jest starannie zredagowana i na ogél napisana poprawnym jezykiem.
Potknigcia jezykowe sa nieliczne, np. niefortunne sformufowania ,opartymi budowa
tancuchéw na atomach wegla”, str. 43 czy ,,natezenie fluorescencji blanku”, str. 61, sa na
szezgscie rzadkoscig w tekscie. W zasadzie nie stwierdzono bledéw merytorycznych czy

usterek w opisie rysunkow i tabel.

Recenzowana rozprawa w calosci stanowi warto$ciowa pozycje i $wiadczy
o rzetelnym podejsciu Doktoranta do warsztatu pracy, a takze o Jego inwencji i opanowaniu
sztuki planowania oraz prowadzenia badan naukowych.

Podsumowujac recenzje, nalezy stwierdzi¢, ze

1. Autor poprawnie sformutowat cel pracy.

2. Rzetelnie przeprowadzit analize stanu wiedzy dotyczacej tematyki pracy.

3. Zaproponowal wiasne rozwigzanie konstrukcji mikrocytometru, skonstruowat

takie urzgdzenie, dokonat modyfikacji pod katem zoptymalizowania parametréw

pracy uktadu i przeprowadzit badania zaréwno na fantomach komérek, jak i na



komorkach nowotworowych. Przeprowadzit réwniez badania symulacyjne.
4. Czgs¢ eksperymentalna zostala starannie zaplanowana i rzetelnie zrealizowana.

5. Autor osiggnat wartosciowe wyniki i poprawnie je zinterpretowat.

Do mankamentéw pracy nalezy natomiast zaliczy¢ brak podkreslenia wlasnych
osiagnig¢, brak jednoznacznego odniesienia si¢ do wiasnego wkladu w rozwdj tej dziedziny.
Autor podkresla, ze osiagnal wyniki poréwnywalne z doniesieniami literaturowymi, nie
wskazuje jednak wyraznie na zalety czy unikalnosé zaproponowanego przez siebie
rozwigzania. Miejscami praca ma bardziej charakter rzetelnego inzynierskiego raportu
z przeprowadzonych badan niz rozprawy naukowej, wykazujgcej dbalo$é o szczegoly i
zawierajacej elementy poglebionej analizy. W pracy nie ma tez odniesienia do badan
rozproszeniowych, ktére dajg mozliwos$é oceny cech morfologicznych badanych komérek.

Czy zminiaturyzowane cytometry maja takg funkcjonalno$¢?

Niemniej jednak nalezy podkreslié, ze Doktorant wykonat prace rzetelnie,
a postawiony problem rozwigzywal wielowatkowo. Wykazal si¢ zaréwno zdolnosciami
konstruktorskimi, jak i umiejetnoscia badan laboratoryjnych. Wskazane powyzej mankamenty

mozna wigc potraktowaé jako ,.aberracje trzeciego rzedu”, nie umniejszajg one bowiem

ogolnej wartosci recenzowanej rozprawy.

Majac na uwadze osiagnigte wyniki i ogdlng warto$é pracy oraz obowigzujgce
przepisy o stopniach i tytutach naukowych, uwazam, ze recenzowana rozprawa spelnia
wymagania stawiane rozprawom na stopien doktora. Wnosz¢ do Wysokiej Rady

o dopuszczenie Pana Rafata Szczypinskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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