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1. Znaczenie problematyki podjetej w recenzowanej rozprawie doktorskiej

Przedlozona rozprawa doktorska pt. ,, Opracowanie elektrochemicznych macierzy
czujnikowych — do  monitorowania  hodowli ~ komorkowych”  dotyczy  opracowania
elektrochemicznych macierzy czujnikowych przeznaczonych do monitorowania hodowli
komoérkowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem pomiardw tlenu, impedancji oraz — w
zamierzeniu — parametréw metabolicznych zwigzanych z glukoza. Tematyka pracy miesci si¢
na styku chemii, bioinzynierii, elektrochemii analitycznej oraz biologii komoérki 1 wpisuje si¢
w aktualne kierunki rozwoju nowoczesnych narzedzi do badan in vitro, w tym systemow typu
lab-on-chip oraz rozwigzan wspierajacych badania toksykologiczne i farmakologiczne.

Monitoring parametrow mikrosrodowiska hodowli komodrkowej w czasie rzeczywistym
stanowi istotne wyzwanie badawcze. Klasyczne metody oceny stanu komorek — oparte na
testach koncowych (end-point), takich jak testy zywotnosci czy analizy biochemiczne po
pobraniu probki — nie dostarczajg informacji o dynamice procesow metabolicznych ani o
przejSciowych zmianach zachodzacych w trakcie eksperymentu. Z tego wzgledu rozwdj
zintegrowanych czujnikow umozliwiajacych ciggly pomiar parametréw fizykochemicznych,
takich jak st¢zenie tlenu czy zmiany impedancji, ma duze znaczenie zaré6wno dla badan
podstawowych, jak i aplikacyjnych.

Na tym tle nalezy podkresli¢, ze wybdr tlenu jako jednego z kluczowych parametrow
monitorowanych w pracy jest w pelni uzasadniony. Tlen odgrywa centralng role w
metabolizmie komdorkowym, a jego lokalna dostgpnos¢ w hodowlach in vitro czgsto istotnie
r6zni si¢ od warunkéw nominalnych deklarowanych dla inkubatorow. Szczegdélnie w uktadach
o zwigkszonej gestosci komorek, w hodowlach 3D lub w systemach o ograniczonej dyfuzji,
pomiar tlenu w bezposrednim sgsiedztwie komoérek moze dostarcza¢ informacji trudnych do
uzyskania innymi metodami. Réwniez zastosowanie pomiaréw impedancyjnych jako
wskaznika adhezji 1 zmian morfologicznych komorek jest zgodne z aktualnymi trendami w
badaniach bioelektronicznych.

Rozprawa podejmuje takze probe rozszerzenia funkcjonalno$ci opracowanego systemu o
pomiar glukozy, co — w uje¢ciu koncepcyjnym — miatoby umozliwi¢ bardziej kompleksowa
ocen¢ metabolizmu komoérkowego. Takie podej$cie odpowiada rosngcemu zainteresowaniu
narz¢dziami zdolnymi do jednoczesnego monitorowania kilku parametrow fizjologicznych w
czasie rzeczywistym. Nalezy jednak zaznaczy¢, Ze integracja enzymatycznych czujnikéw
glukozy z systemami hodowli komorkowych stanowi zagadnienie metodologicznie trudne i
obarczone istotnymi ograniczeniami, co znajduje odzwierciedlenie w dalszych czg¢$ciach
rozprawy.

Istotnym elementem pracy jest rowniez analiza i dobér warstw antyporostowych (antifouling),
ktérych zadaniem jest ograniczenie adsorpcji biatek i innych sktadnikéw pozywki na
powierzchni elektrod. Problem foulingu stanowi jedno z kluczowych wyzwan w rozwoju
biosensoréw pracujacych w §rodowiskach biologicznych, a jego nieuwzglgdnienie prowadzi
czgsto do niestabilno$ci sygnatu 1 ograniczonej powtarzalno$ci pomiardw. Podjecie przez



Autorke systematycznego screeningu réznych materiatow ochronnych nalezy oceni¢ jako
dziatanie uzasadnione i zgodne z dobrymi praktykami inzynierskimi.

Z punktu widzenia znaczenia naukowego rozprawa wpisuje si¢ w nurt badan nad
miniaturyzacja i integracja czujnikow elektrochemicznych z uktadami biologicznymi. Praca ma
charakter interdyscyplinarny i wymagala od Autorki taczenia kompetencji z zakresu
elektrochemii, materiatoznawstwa oraz biologii komorkowej. Nalezy roéwniez podkresli¢, ze
wyniki pracy zostaly w czg¢§ciowo opublikowane w czasopismach naukowych, co potwierdza
widoczno$¢ 1 rozpoznawalnos¢ Autorki w srodowisku naukowym.

Jednoczes$nie nalezy zauwazy¢, ze rozprawa ma w duzej mierze charakter badawczo-
koncepcyjny i prototypowy. Opracowany system czujnikowy nalezy traktowaé przede
wszystkim jako platforme badawcza, a nie rozwigzanie gotowe do bezposredniego wdrozenia.
W pracy zarysowano potencjalne kierunki aplikacyjne, jednak petna walidacja biologiczna oraz
metodologiczna — niezb¢dna dla jednoznacznej interpretacji pomiaréw metabolicznych — nie
zostala w kazdym przypadku doprowadzona do konca. Nie umniejsza to znaczenia podjetej
tematyki, ale wyznacza wyraznie granice wnioskowania ptynacego z przedstawionych
wynikow.

Podsumowujac, tematyka rozprawy jest aktualna, ambitna i istotna z punktu widzenia rozwoju
nowoczesnych narzedzi do badan hodowli komérkowych. Praca porusza realne problemy
metodologiczne wspolczesnej bioinzynierii i podejmuje probe ich rozwigzania poprzez
integracj¢ czujnikow elektrochemicznych z uktadami biologicznymi. Znaczenie rozprawy
nalezy oceni¢ jako wysokie w kontek$cie badan podstawowych i1 rozwojowych, przy
jednoczesnym zastrzezeniu, ze czg$¢ zaproponowanych rozwigzan wymaga dalszej,
pogtebionej walidacji.

2. Formalna ocena pracy

Rozprawa doktorska zostala przygotowana w formie monografii naukowej i obejmuje szes$¢
zasadniczych rozdziatéw, poprzedzonych wstgpem oraz zakonczonych podsumowaniem i
perspektywami dalszych badan. Uktad pracy jest logiczny i konsekwentny, prowadzac
czytelnika od czesci o charakterze przegladowym, poprzez zagadnienia metodologiczne i
technologiczne, az do badan prowadzonych na modelach biologicznych 2D i 3D. Taka
konstrukcja odpowiada ogdélnym standardom rozpraw doktorskich w obszarze nauk
inzynieryjnych i biomedycznych.

Jednoczes$nie nalezy podkresli¢, ze Autorka zastosowata uktad modutowy, w ktérym kolejne
zagadnienia badawcze omawiane sg w tematycznie zamknigtych blokach zawierajacych wtasne
wprowadzenia, opisy metod oraz cze$ci ,,Wyniki i dyskusja”. Rozwigzanie to sprzyja
przejrzystosci poszczegolnych etapow badan i1 utatwia §ledzenie logiki eksperymentalnej w
obrebie rozdziatow. W czesSciach tych Autorka konsekwentnie formutuje cele badan
czastkowych, co $wiadczy o przemys$lanym planie pracy i dobrej kontroli nad realizacja
kolejnych zadan badawczych.



Taki sposob organizacji materiatu, cho¢ funkcjonalny na poziomie poszczegodlnych
eksperymentow, odbiega jednak od klasycznego, syntetycznego uktadu rozprawy doktorskiej,
obejmujacego wyraznie wyodrgbnione cze$ci: przeglad literatury, jednoznacznie
sformutowany cel i hipotezy, metodyke, wyniki, ich calo$ciowa dyskusj¢ oraz wnioski. W
konsekwencji brak jest centralnego miejsca, w ktorym uzyskane wyniki zostatyby poddane
przekrojowej analizie i jednoznacznie odniesione do celu gléwnego pracy oraz hipotez
badawczych.

Zastosowany uktad powoduje, ze synteza wynikow 1 ich interpretacja na poziomie calej
rozprawy pozostaja w znacznej mierze po stronie czytelnika. Utrudnia to ocen¢ stopnia
realizacji deklarowanego we Wstepie celu gtownego oraz spojnosci pomigdzy poszczegdlnymi
etapami badan. W tym sensie rozprawa w wigkszym stopniu eksponuje poprawnos¢ i rzetelnos¢
realizacji kolejnych zadan eksperymentalnych niz zdolno$¢ do ich uogolnienia i integracji w
spojna koncepcje badawcza.

Z perspektywy formalnej nie stanowi to wady dyskwalifikujacej prace, jednak w konteks$cie
rozprawy doktorskiej, ktorej istotnym elementem jest wykazanie umiejetnosci syntetycznego
myslenia, krytycznego faczenia wynikéw pochodzacych z réznych obszarow oraz
formulowania uogdélnionych wnioskow, nalezy uzna¢ ten aspekt za stabszy punkt opracowania.
Uwagi te nie podwazaja warto$ci merytorycznej przedstawionych badan, lecz wskazuja na
ograniczenia formalne przyj¢tego sposobu prezentacji wynikow.

3. Cel pracy, hipotezy badawcze oraz spojnos¢ celow i ich realizacji

W  rozprawie nie wyodrebniono osobnego rozdzialu po$wigconego jednoznacznemu
sformutowaniu celu pracy oraz hipotez badawczych. Cele i zatoZzenia badawcze sg rozproszone
w tresci pracy 1 wynikaja implicite z uktadu poszczegoélnych rozdzialow. Nalezy jednak
zaznaczyC€, ze w rozdziale ,,Wstep” Autorka formuluje glowny cel pracy, wskazujac, iz bylo
nim opracowanie macierzy elektrodowej umozliwiajacej jednoczesna analiz¢ st¢zenia
tlenu oraz glukozy w tréojwymiarowej hodowli komdrkowej na rusztowaniach
hydrozelowych. Deklaracja ta wyznacza ambitny i1 jasno okreslony kierunek badan,
koncentrujacy si¢ na zintegrowanym monitorowaniu parametrow metabolicznych w uktadach
3D.

Analiza struktury rozprawy wskazuje jednak, ze zakres zrealizowanych badan byt szerszy i
obejmowat kolejne etapy rozwoju systemu czujnikowego: od opracowania i charakterystyki
elektrochemicznej macierzy elektrodowej, poprzez dobdr materialdow elektrodowych,
katalizatorow redukcji tlenu oraz warstw przeciwporostowych, az po ocen¢ funkcjonalnosci
systemu w hodowlach komérkowych 2D i — w ograniczonym zakresie — 3D. Tym samym
realizacja pracy miala charakter etapowy i rozwojowy, a poszczegdlne rozdziaty peity
funkcje weryfikacji celow czastkowych.

Cele czastkowe sa wyraznie artykutowane w cze$ciach ,,Wyniki i1 dyskusja” kolejnych
rozdziatow rozprawy. W rozdziale 2 celem badan byto opracowanie i charakterystyka macierzy



elektrodowej oraz dobdr katalizatorow redukcji tlenu umozliwiajacych pomiar Oz przy niskim
nadpotencjale. W rozdziale 3 celem bylo poréwnanie i wybor warstw przeciwporostowych
zapewniajacych stabilnos¢ sygnatu elektrochemicznego w $rodowisku hodowli komadrkowe;.
Rozdziat 4 koncentrowal si¢ na ocenie mozliwosci wykorzystania opracowanej macierzy
elektrodowej do monitorowania hodowli komérkowych w uktadzie 2D, w tym analizy
odpowiedzi komorek HepG2 na dziatanie acetaminofenu. Wreszcie rozdziat 5 stanowit probe
rozszerzenia zastosowania systemu na trojwymiarowe hodowle komorkowe na rusztowaniach
hydrozelowych GelMa, z uwzglednieniem pordwnania pomiardw tlenu metoda
elektrochemiczng i optyczna.

Zestawienie deklarowanego celu gldéwnego oraz celow czastkowych wskazuje na ogdlng
logiczna spojnos¢ koncepcji badawczej. Jednoczesnie ujawnia si¢ jednak istotna niesymetria
pomigdzy ambitnym celem sformulowanym we Wstepie a stopniem jego realizacji. O ile cele
odnoszace si¢ do opracowania systemu oraz jego zastosowania w hodowlach
dwuwymiarowych zostaly w znacznej mierze zweryfikowane eksperymentalnie, o tyle
kluczowy element celu gléwnego — jednoczesna analiza tlenu i glukozy w trojwymiarowej
hodowli komorkowej — nie znalazl jednoznacznego potwierdzenia w przedstawionych
wynikach. W szczegdlnos$ci czg$¢ dotyczaca monitorowania metabolizmu glukozowego oraz
stabilnej pracy systemu w ukladach 3D ma charakter pilotazowy i obarczona jest istotnymi
ograniczeniami modelowymi, co Autorka czg¢sciowo sygnalizuje w dyskusji.

Brak formalnego, syntetycznego zestawienia celu pracy, hipotez badawczych oraz kryteriow
ich weryfikacji utrudnia jednoznaczng oceng stopnia realizacji deklarowanych zatozen i nalezy
go uzna¢ za staby punkt formalny rozprawy. Jednocze$nie nalezy podkresli¢, Ze praca posiada
wyrazng logike rozwojowa, a jasno zdefiniowane cele czastkowe poszczegoélnych rozdziatow
$wiadcza o przemys$lanym planie badan, ktérego realizacja doprowadzila do uzyskania
warto§ciowych wynikow w zakresie monitorowania hodowli komoérkowych metodami
elektrochemicznymi.

4. Ocena merytoryczna rozprawy

Rozprawa doktorska podejmuje ambitng i aktualng problematyke z pogranicza elektrochemii
analitycznej, inzynierii biomedycznej oraz biologii komoérki, koncentrujac si¢ na opracowaniu
macierzy elektrodowej do monitorowania parametréw metabolicznych w hodowlach
komoérkowych in vitro. Zakres pracy obejmuje zardéwno aspekty technologiczne i materialowe,
jak 1 proby zastosowania opracowanego systemu w badaniach biologicznych, co nadaje jej
wyraznie interdyscyplinarny charakter.

Od strony elektrochemicznej rozprawa prezentuje solidny poziom merytoryczny. Autorka
przeprowadzita szeroka analiz¢ materiatéw elektrodowych (Au, ITO-Au, LIG) oraz
katalizatorow redukcji tlenu, dazac do uzyskania pomiaru przy mozliwie niskim nadpotencjale.
Zaprezentowane wyniki wskazuja, ze opracowana macierz elektrodowa umozliwia rejestracje
zmian st¢zenia tlenu w pozywce hodowlanej w sposdb powtarzalny i czuty, co stanowi istotny
wklad w rozwoj elektrochemicznych narzedzi do monitorowania hodowli komérkowych.



Na uznanie zashuguje rowniez systematyczne podejscie do problemu foulingu, ktéry jest
jednym z kluczowych ograniczen biosensoréw pracujacych w $rodowisku biologicznym.
Przeprowadzony screening warstw przeciwporostowych oraz ocena ich stabilno$ci
elektrochemicznej i biologicznej §wiadczg o dobrej §wiadomos$ci problemoéw praktycznych
zwigzanych z dlugotrwalym pomiarem w pozywce hodowlanej. Jednoczes$nie nalezy
zauwazy¢, ze wyniki te nie zostaly w pelni spojnie przeniesione na dalsze etapy pracy (rdéznica
w materiale, z ktérego wykonana zostata elektroda).

Istotnym zagadnieniem merytorycznym pozostaje kwestia selektywnos$ci pomiardéw
elektrochemicznych, w szczegdlnosci w odniesieniu do tlenu. W pracy wykazano mozliwo$¢
rejestracji zmian sygnalu przypisywanych redukcji tlenu w pozywce hodowlanej, jednak
interpretacja tych zmian jako bezposredniego odzwierciedlenia proceséw metabolicznych
komorek nie zostata jednoznacznie potwierdzona poprzez rownolegly walidacje sygnatu
elektrochemicznego z zastosowaniem niezaleznej metody referencyjnej. Zastosowane w czesci
badan czujniki optyczne tlenu nie zostaly wykorzystane do bezposredniego poréwnania i
weryfikacji pomiaréw elektrochemicznych, co ogranicza mozliwo$¢ jednoznacznej jasno
oceny selektywnosci i1 specyficznosci rejestrowanego sygnatu.

Analogiczne watpliwosci dotyczg pomiardéw zwigzanych z metabolizmem glukozowym. Cho¢
jednoczesna analiza tlenu i glukozy zostata zadeklarowana jako element celu gtéwnego pracy,
przedstawione wyniki nie pozwalaja na jednoznaczng ocen¢ zmian metabolizmu glukozy ani
na ich powigzanie ze zmianami dostgpnos$ci tlenu. W efekcie zagadnienie to pozostaje na
poziomie koncepcyjnym, a nie w petni zweryfikowanym eksperymentalnie.

Czg$¢ pracy dotyczaca hodowli dwuwymiarowych komorek linii HepG2 stanowi najlepiej
udokumentowany fragment rozprawy. Autorka wykazata mozliwo$¢ monitorowania zmian
sygnatu elektrochemicznego w czasie oraz reakcji komorek na dzialanie czynnika chemicznego
(acetaminofen). Pofaczenie pomiaréw elektrochemicznych z klasycznymi testami
biologicznymi zwigksza wiarygodno$¢ uzyskanych wynikdéw, cho¢ korelacja pomigdzy
sygnalem elektrochemicznym a parametrami biologicznymi nie zostata przeprowadzona w
sposob ilosciowy, a same wyniki biologiczne nie zostaly opracowane statystycznie.

Najpowazniejsze ograniczenia merytoryczne pracy ujawniaja si¢ w czeSci dotyczacej
trojwymiarowych hodowli komodrkowych. Zastosowany model hydrozelowy GelMa nie
wykazal stabilnosci w czasie prowadzenia eksperymentdéw, co istotnie utrudnia interpretacje
uzyskanych wynikow. W konsekwencji dane uzyskane dla uktadow trojwymiarowych maja
charakter pilotazowy i wskazuja na potencjal opracowanego rozwigzania, jednak nie pozwalaja
jeszcze na jednoznaczne wnioskowanie w zakresie monitorowania parametréw metabolicznych
w tego typu hodowlach.

Pod wzgledem merytorycznym rozprawa prezentuje wysoki poziom w  czeSci
elektrochemicznej i technologicznej oraz poprawny, cho¢ mniej pogtebiony, poziom w czgsci
biologicznej. Praca wyraznie pokazuje, ze Autorka posiada umiej¢tnosci projektowania i
realizacji ztozonych badan eksperymentalnych oraz dobra orientacj¢ w problematyce



biosensorow elektrochemicznych. W rezultacie rozprawe nalezy oceni¢ jako warto$ciowa pod
wzgledem naukowym 1 rozwojowym, jednak obarczong istotnymi ograniczeniami
merytorycznymi w zakresie walidacji biologicznej oraz interpretacji danych, szczego6lnie w
odniesieniu do hodowli tréjwymiarowych i monitorowania metabolizmu glukozy.

Do przedstawionej rozprawy pragne¢ sformutowac¢ kilka uwag 1 pytan, ktére wymagaja
doprecyzowania i mogtyby stanowi¢ przedmiot dalszej dyskusji naukowej:

1. Elektrochemiczny pomiar tlenu nie jest selektywny z natury, a jego selektywnos¢
wynika z doboru potencjatu pracy oraz warunkéw transportu masy w poblizu elektrody.
Prosze wyjasnié, jakie przestanki pozwolity Autorce interpretowaé uzyskany sygnat
elektrochemiczny w warunkach pozywki hodowlanej jednoznacznie jako funkcje
stezenia tlenu, a nie jako sume kilku mozliwych reakcji redoks zachodzacych w
ztozonym $rodowisku biologicznym.

2. W kontekscie pomiarow glukozy prosze odnies¢ si¢ do zagadnienia stabilno$ci enzymu
w zaprojektowanej elektrodzie, jego odporno$ci na warunki sterylizacji oraz
dhugotrwatej pracy w sterylnym srodowisku hodowli komoérkowe;.

3. W pracy warstwy przeciwporostowe byly testowane gltownie na elektrodach
weglowych, natomiast dalsze badania biologiczne prowadzono na elektrodach ztotych.
Prosze wyjasnié, jakie przestanki eksperymentalne lub teoretyczne pozwolity Autorce
uznaé, ze uzyskane wyniki dotyczace stabilno$ci warstw antifouling moga by¢
bezposrednio przeniesione na inny materiat elektrody.

4. W rozprawie Autorka w sposob przejrzysty wskazuje elementy badan realizowane we
wspoOtpracy lub wykonane przez inne osoby. Jednocze$nie w obronach doktorskich
opartych na cyklu publikacji standardem jest jednoznaczne okreslenie osobistego
wkladu doktoranta w realizacj¢ poszczegdlnych etapow badan. Prosz¢ zatem o
doprecyzowanie, ktore czgsci prac eksperymentalnych Autorka wykonata
samodzielnie, w szczegdlnosci w odniesieniu do kluczowych wynikéw
przedstawionych w rozprawie.

5. Wnhnioski koncowe

Przedtozona rozprawa doktorska podejmuje aktualng 1 istotng problematyke z zakresu chemii,
inzynierii biomedycznej i1 elektrochemii analitycznej, koncentrujac si¢ na opracowaniu
macierzy elektrodowej przeznaczonej do monitorowania parametrow metabolicznych w
hodowlach komoérkowych in vitro. Tematyka pracy ma charakter interdyscyplinarny i wpisuje
si¢ w aktualne kierunki rozwoju narzgdzi badawczych stosowanych w biologii komorki,
toksykologii oraz badaniach farmakologicznych.

Rozprawa prezentuje wysoki poziom merytoryczny w czg$ci technologicznej i
elektrochemicznej. Autorka wykazata si¢ umiejetnoscia projektowania i realizacji ztozonych
badan eksperymentalnych, obejmujacych dobor materiatow elektrodowych, katalizatorow
redukc;ji tlenu oraz analiz¢ stabilnosci uktadéw pomiarowych w Srodowisku biologicznym. Na



szczegblne podkreslenie zastuguje systematyczne podejscie do problemu foulingu oraz proba
integracji pomiar6w elektrochemicznych z badaniami biologicznymi.

Od strony formalnej rozprawa spehnia wymagania stawiane pracom doktorskim, choé
zastosowany modutowy uklad tresci oraz brak wyraznej, przekrojowej syntezy wynikow
utrudniaja ocene stopnia realizacji celu giownego i hipotez badawczych. Uwagi te nie
podwazaja jednak wartosci uzyskanych wynikow, lecz wskazuja na obszary wymagajgce
dalszego dopracowania i poglgbienia w przysziych badaniach.

Podsumowujac, rozprawa stanowi wartosciowy wkiad w rozwdj elektrochemicznych metod
monitorowania hodowli komérkowych i potwierdza, ze Autorka posiada wiedzg, umiejetnosei
oraz kompetencje niezbedne do samodzielnego prowadzenia badan naukowych. Pomimo
wskazanych ograniczen, praca spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim w
rozumieniu obowigzujgcych przepisow.

Stwierdzam, ze przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska pt. ,Opracowanie
elektrochemicznych macierzy czujnikowych do monitorowania hodowli komérkowych”
mgr inz. Elzbiety Jarosinskiej spelnia wymagania wynikajace z Ustawy z dnia 20 lipca 2018
roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024r., poz. 1571 ze zm.) oraz miesci
sic w dyscyplinie nauki chemicze. Biorgc pod uwage powyzsze, stawiam wniosek o
dopuszczenie rozprawy doktorskiej mgr inZ. Elzbiety Jarosifiskiej do publicznej obrony.
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