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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Elzbiety Jarosinskiej pt. ,,Opracowanie

elektrochemicznych macierzy czujnikowych do monitorowania hodowli komérkowych”

Praca doktorska zostala wykonana w Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Andersa Martina Jonssona-Niedziotki oraz promotor
pomocniczej dr inz. Emilii Witkowskiej-Nery w Warszawskiej Szkole Doktorskiej Nauk Scistych
i BioMedycznych Warsaw-4-PhD w Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk.

Recenzowana praca doktorska sklada si¢ z 200 stron. Zostala napisana w sposob klasyczny,
jednak warto wspomnie¢, ze uklad rozprawy jest nietypowy. Po streszczeniu i wykazie uzywanych
skrotow, a takze spisie tresci, praca sklada si¢ z szesciu rozdzialdow. W recenzowanej pracy nie
wprowadzono formalnego rozdzielenia czesci literaturowej od czesci doswiadczalnej, jednak przyjete
rozwiazanie zostalo jasno opisane we wstepie do pracy i nie wptywa na ogdlng ocen¢ rozprawy.
W rozprawie doktorskiej nie wyodrebniono réwniez oddzielnego rozdziatu stanowiacego cel pracy.
Pierwszy rozdziat stanowi wstep teoretyczny, natomiast cztery kolejne rozdzialy zawieraja opis
przeprowadzonych badan. Kazdy z rozdzialdow czesci eksperymentalnej obejmuje nastgpujace
podrozdzialy: wprowadzenie, materialy i metody, metody badan, wyniki
i dyskusj¢ oraz wnioski. W kazdym wprowadzeniu znajduje si¢ dodatkowo krotki przeglad literaturowy.
W rozdziale piatym tytut podrozdziatu ,,wnioski” zostat rozszerzony do ,,Podsumowanie i wnioski”.
W rozprawie zamieszczono réwniez spis rysunkow i tabel, tacznie 93 rysunki oraz 2 tabele, kidrych
numeracja jest bezposrednio powigzana z trescia poszczegdlnych rozdziatldow. Lacznie zacytowano
298 pozycji literaturowych.

Wyniki, ktére przedstawiono w ocenianej dysertacji opublikowano w jednej pracy ACS Omega.
Dodatkowy dorobek doktorantki obejmuje dwie publikacje $cisle powigzane tematycznie

z zakresem recenzowanej rozprawy. Jedna opublikowana zostata w czasopismie Lab on a Chip,
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natomiast druga znajduje sie w materiatach konferencyjnych Proceedings, European Workshop
on Optical Fibre Sensors. Ponadto, autorka jest réwniez wspofautorka dwoch innych publikacji
w czasopismach Electrochimica Acta oraz ChemElectroChem. Warto rdwniez odnotowaé, ze w spisie
dorobku naukowego dysertacji znajduje sie rozdziat w ksiazce Electronic Tongues: Fundamentals and
recent advances. Niestety szczeg6ly dotyczace tego rozdziatu nie zostaty ujete w spisie dorobku
naukowego doktorantki, na co warto zwroci¢ uwage, aby w pelni oddac zakres osiagnigc autorki.

Wartym podkreslenia jest rowniez, ze oceniana praca doktorska powstata w ramach projektu
NCBiIiR LIDER/38/01381/L-9/17/NCBR/2018. Dodatkowo autorka zrealizowata badania opisane
w rozdziale pigtym i czg$ciowo w rozdziale czwartym w Instytucie Chemii Technicznej Uniwersytetu
Leibniz w Hanowerze w Niemczech, w ramach programu Erasmus+. W trakcie studiéw doktorantka
odbyta takze staz badawczy na Uniwersytecie Presbiteriana Mackenzie w Sdo Paulo w ramach programu
STER, NAWA, gdzie otrzymala elektrody LIG opisane w rozdziale 2.

Aktualnie w dobie miniaturyzacji i poszukiwania nowych sensorow elektrochemicznych,
opracowanie efektywnych rozwigzan stanowi istotne wyzwanie dla wielu laboratoriéw badawczych.
Temat rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Elzbiety Jarosinskiej obejmowal wykonanie, charakterystyke
i zbadanie dziatania czujnikéw elektrochemicznych, przeznaczonych do pomiaru tlenu i glukozy.
Dodatkowo autorka zaplanowata monitorowanie zmian elektrochemiczng spektroskopie impedancyjna
do analizy parametrow metabolicznych w  statycznych hodowlach komorkowych. Doktorantka
przeprowadzila tez badania uzyskania warstw przeciwporostowych, umozliwiajace prowadzenie analiz
elektrochemicznych, zachowujac stabilnos$é sygnatu w czasie hodowli komérkowych. Podjeta tematyka
badawcza pracy doktorskiej stanowi istotne wyzwanie naukowe w zastosowaniu metod
elektrochemicznych w badaniach opartych na hodowlach komorkowych.

We wstepie pracy doktorskiej autorka okreslita cel pracy, ktérym bylo opracowanie macierzy
elektrodowej do jednoczesnego pomiaru stezenia tlenu i glukozy w tréjwymiarowych hodowlach
komérkowych na rusztowaniach hydrozelowych. Dodatkowo autorka dodata, ze w dysertacji
opracowano otrzymanie warstwy przeciwporostowej umozliwiajaca prowadzenie dlugoterminowych
pomiaréw w pozywce hodowlanej. Warto podkreslié, ze w dysertacji nie wydzielono osobnego
rozdzialu, w ktérym w sposob szczegdtowy przedstawiono cele 1 hipotezy badawcze. Niemniej jednak
autorka, na poczatku kazdego rozdziahi eksperymentalnego, w podrozdziale ,,Wyniki i dyskusja” jasno

okreslita cele podejmowanych zadan.
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W czesci literaturowej doktorantka przedstawita opis metod hodowli komérkowych poréwnujac
hodowle dwu i tréjwymiarowe. Autorka oméwita metody wykorzystujace naturalng zdolnos¢ komoérek
do agregacji i podejScia oparte na zastosowaniu rusztowan. Ponadto autorka zaprezentowata
zagadnienia zwigzane z regulacjami prawnymi dotyczacymi tréjwymiarowych hodowli komérkowych.
W tej czedci pracy zostaly przedstawione metody oceny procesow biologicznych na poziomie
komoérkowym. Scharakteryzowano rowniez czujniki stosowane do analizy aktywnosci metaboliczne)
komorek w hodowlach komérkowych, z uwzglednieniem zaréwno metod optycznych
i elektrochemicznych. W opisie metod elektrochemicznych Pani mgr inz. Elzbieta Jarosifiska
przedstawita zasady dziatania podstawowych technik elektrochemicznych, z ktérych wigkszos$¢ zostata
wykorzystana w realizowanych badaniach. Doktorantka opisala metody woltamperometryczne,
z uwzglednieniem woltamperometrii cyklicznej, a takze techniki pulsowe, takie jak rézmicowa
woltamperometria pulsowa oraz woltamperometria fali prostokatnej. Przedstawiono réwniez inne
metody elektrochemiczne, w tym chronoamperometrig, potencjometri¢ oraz elektrochemiczng
spektroskopie impedancyjna.

Analiza powyzszego rozdziatlu pozwala stwierdzi¢, ze zostat on bardzo dobrze zaprojektowany
i opisany w sposob merytoryczny, stanowiac podstawe do dalszych prac eksperymentalnych. Warto
podkresli¢, ze autorka wykazuje rozlegla wiedze w zakresie omawianych zagadnien, czego
potwierdzeniem jest liczba uzytych odnosnikow literaturowych obejmujacych 148 pozycji. W tej czgsci
pracy nie odnotowano istotnych uchybien redakcyjnych, jedynie w nielicznych odnosnikach pojawiaja
si¢ drobne niescistosci, ktére nie wptywaja na ogodlna oceng dysertacji.

Drugi rozdziatl rozprawy doktorskiej poswigcony jest cze$ci eksperymentalnej. Doktorantka
przedstawita wyniki badan dotyczgcych charakterystyki odpowiedzi elektrodowej oraz procesu redukcji
tlenu przeprowadzonych z wykorzystaniem réznych elektrod. W pomiarach zastosowano komercyjne
elektrody zlote modyfikowane makrocyklicznymi kompleksami pochodnych porfiryn kobaltu, zelaza
i manganu (CoTPP, CoTMPP, FeTMPPCI i MnTPPCI), ktérych nazewnictwo zostalo przedstawione
w tym rozdziale w spisie odczynnikéw. Ponadto wykorzystano elektrody zlote modyfikowane
polimerami przewodzacymi, takimi jak polianilina (PANI), politiofen (PTh) i polipirol (PPy), a takze
makrocyklicznymi pochodnymi porfiryn. Opisano takze badania dla modyfikowanych elektrod
wytworzonych za pomoca procesu napylania w warunkach wysokiej prézni modifikowane polipirolem
i makrocyklicznym kompleksem Zelaza PPy/FeTMPPCIl. Uwzgledniono tez elektrody wytwarzane
metoda druku 3D otrzymanych z nastgpujacych filamentéw: Proto-Pasta, FiloAlfa i Print-me ktore
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analizowano zaréwno w postaci niemodyfikowanej, jak i po modyfikacji nanoczastkami ziota,
a nastgpnie warstwami PPy oraz FeTMPPCI. Autorka podjeta réwniez probe wykorzystania elektrod
grafenowych indukowanych laserowo (LIG) oraz elektrod wytwarzanych w procesie fotolitografii.
Ze wzgledu na trudnosci napotkane na etapie ich otrzymywania nie przedstawiono wynikow
dotyczacych ich zastosowania w badaniach procesu redukcji tlenu. Autorka udowodnita, Ze modyfikacje
elektrod polimerami przewodzacymi i kompleksami makrocyklicznymi, miafy jedynie niewielki wplyw
na reakcj¢ redukcji tlenu w poréwnaniu z elektrodami zfotymi uzyskanymi w procesie napylania.
Doktorantka udowodnita tez, ze elektrody wytwarzane metoda druku 3D wymagaja dalszej
optymalizacji i nie nadaja si¢ do pomiarow hodowlach komdrkowych. W tej czesci pracy autorka
wykorzystata 39 odnosnikow literaturowych, wszystkie zostaly poprawnie zacytowane. Wyniki
przedstawione w tym rozdziale $wiadcza o bardzo dobrym przygotowaniu doktorantki do pracy
laboratoryjnej oraz samodzielnosci w prowadzeniu prac badawczych.

W trzecim rozdziale Pani mgr inz. Elzbieta Jarosinska przedstawita wyniki badafi poszukiwania
warstw przeciwporostowych zapewniajacych stabilno$é pomiaréw w hodowlach komérkowych. W tym
celu doktorantka wykorzystata rozne elektrody: elektrody z wegla szklistego (GC), elektrody oldwkowe
(GPE), elektrody drukowane metoda sitodruku (SPE) oraz cienkowarstwowe elektrody na bazie ITO.
Jako modelowy zwigzek warstwy katalizatora wybrano syryngaldazyng. W sumie przebadano
jedenascie zwigzkow o potencjalnych wiasciwosciach przeciwporostowych uwzgledniajac: Nafion®,
poli-o-fenylenodiamine, PVC, PLLA, PEDGE, pohlHEMA, TMOS, TMA/TMOS, BSA, PLL-PEG oraz
nanodiament. W badaniach zastosowano ludzka lini¢ komorkows raka szyjki macicy HeLa. Uzyskane
wyniki pozwolily zidentyfikowac trzy najbardziej obiecujace zwigzki o dziataniu przeciwporostowym:
kwas poli-L-mlekowy (PLLA), tetrametoksysilan (TMOS) oraz poli(L-lizyna)-g-poli(etyleno glikol)
(PLL-PEG). Autorka wykazata, ze w przypadku modyfikacji TMOS sygnat pochodzacy od
syryngaldazyny jest najdtuzej utrzymywany, nawet przez 6 tygodni. W tej czesci pracy autorka
wykorzystata 62 odnosniki literaturowe. Jedynie w odnosniku nr 59 moze wystepowaé niescistosc.
Autorka w tym rozdziale wykazata, ze potrafi samodzielnie rozwigzywaé postawione problemy
naukowe, przeprowadzajac liczne pomiary elektrochemiczne.

W czwartym autorka przedstawitla wyniki badan wykorzystujac macierz elektrodowa,
zawierajacy elektrody zlote napylane metoda préimiows, uzyte w dwuwymiarowych hodowlach
komérkowych. Autorka opracowala metodyke pomiarowg umozliwiajacg detekcje tlenu, ocene adhezji

komorek do podioza oraz detekcje glukozy w hodowlach komorek linii raka watroby HepG2.
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W tym rozdziale Pani mgr inz. Elzbieta Jarosinska przedstawita takze wyniki badan inkubacji
z roztworem DMSO o stezeniu 1% i 10 % oraz acetaminofenonu (acetaminofenu) w zakresie stezen
od 1mM do 50 mM. W trakcie realizacji pomiar6w autorka zoptymalizowata warunki eksperymentalne
prowadzenia badan w hodowlach komorkowych, zapobiegajac réwniez pojawianiu si¢ zakazen
grzybiczych poprzez zastosowanie Amfoterycyny B jako antybiotyku. Dodatkowo analizowala sygnaty
pochodzace od elektrod umieszczonych na réznych wysokosciach w trakcie analizy tlenu w hodowli
komorek HepG2.

Uzyskane wyniki badan przez doktorantke potwierdzaja skutecznosé zastosowanej macierzy
elektrodowej do monitorowania hodowli komérkowych uzycia tlenu i adhezji komorek do powierzchni.
Autorka wykazata, Zze zastosowana macierz elektrodowa nie pozwala na numeryczne okreSlenie
zywotno$ci komorek. Jednoczesnie stwierdzita, ze zastosowany uktad pomiarowy uniemozliwia
prowadzenie rownoczesnej analizy mikroskopowej bez przerywania pomiaréw. Dowiodla tez,
ze otwarcie inkubatora prowadzi do zaburzenia réwnowagi tlenowej, a powr6t sygnalu do stanu
wyjsciowego trwa okoto S godzin. Dodatkowo, ze wzgledu na niska powtarzalno§é wynikow
doktorantka negatywnie ocenifa opracowane przez siebie bioczujniki glukozy w obrebie jednej macierzy
zaréwno i pomigdzy macierzami wynikajgca z niewlasciwego doboru potencjatu.

W tej czescei pracy autorka odwotala si¢ do 42 pozycji literaturowych. Recenzent po analizie tego
rozdziatu cheialby zadac pytanie: Czy w calej dysertacji poprawnie uzyto nazwe acetaminofenon? Jesli
autorka uzywala zwigzek, ktorego popularng nazwq jest paracetamol, to poprawng nazwg tego zwiqzku
Jest acetaminofen. Niemniej jednak nalezy podkresli¢, ze autorka w tej czesci pracy przeprowadzita
bardzo duzo pomiardw, co swiadczy o jej samodzielnosci w rozwiazywaniu postawionego problemu
naukowego.

W ostatnim rozdziale doktorantka opisata wyniki prac wykorzystujac macierz elektrodowa uzyta
do monitorowania trojwymiarowych hodowli komoérkowych z wykorzystaniem matrycy hydrozelowej
w postaci metakrylanu Zelatyny (GelMa). Autorka dysertacji zrealizowata prace badawcze na dwéch
liniach komorkowych: ludzkich komorek macierzystych pochodzacych z tkanki thiszczowej
zréznicowane w chondrocyty (huCho) oraz HepG2. Doktorantka za pomoca optycznych czujnikdw
przeprowadzila pomiary stezenia tlenu w tréjwymiarowych hodowlach komorkowych, dobierajac
odpowiednie st¢zenie zelu GelMa. Wykazata, 7ze zastosowanie optycznych czujnikéw umozliwia
pomiar tlenu w calej objetosci, jednak wada badanego uktadu jest koniecznosé uzycia mikroskopu, ktéry

wplywa na temperatur¢ hodowli. Autorka przeprowadzita réwniez ocene proliferacji komérek HepG2
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na rusztowaniach hydrozelowych GelMa oraz zbadala wplyw acetaminofenonu (acetaminofenu)
na te komérki w 2D i 3D hodowlach potwierdzajac jego toksyczny wptyw. Wykorzystujac opracowang
macierz elektrodowa oraz badania elektrochemiczne, autorka przeprowadzita pomiary redukeji tlenu
oraz ocenila wplyw acetaminofenonu (acetaminofenu) w trojwymiarowej hodowli komérkowej
komdrek linii HepG2 na rusztowaniach hydrozelowych GelMa w réznych warunkach Na podstawie
otrzymanych wynikow autorka stwierdzita, ze ukfad pomiarowy nie jest odpowiednia i wymaga
modyfikacji. Zbyt duza S$rednica komory hodowlanej powoduje szybsze rozpuszczanie
si¢ hydrozelowych konstruktéw, wpltywajac na warstwe dyfuzyjng i uzyskiwane wyniki pomiarowe.

W rozdziale piatym autorka odwolala sie do 16 Zrdodet literaturowych. Przeprowadzila szereg
zaawansowanych badan eksperymentalnych, analizujac macierz elektrodowa do monitorowania
trGjwymiarowych hodowli komdrkowych z matryca hydrozelowa. Autorka przedstawita wady i zalety
badanego ukiadu pomiarowego, co $wiadczy o jej dojrzatosci naukowej. Dodatkowo, w podsumowaniu
i wnioskach zaproponowata rozwiazania, ktore moglyby w przysziosci poprawi¢ dziatanie badanego
ukfadu pomiarowego.

W rozdziale széstym doktorantka w sposdb krotki i przejrzysty podsumowala najwazniejsze
wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan i zaproponowala sposoby usprawnienia badanego
uktadu pomiarowego.

Oceniana rozprawa doktorska pod wzgledem edycyjnym napisana jest bardzo dobrze,
nie zauwazylem roéwniez bledow redakcyjnych, struktura pracy jest przejrzysta. Wszystkie rysunki
i tabele sa poprawnie podpisane.

Z obowiazku recenzenta oraz ciekawosci naukowej podczas recenzji powyzszej rozprawy
doktorskiej nasuneto mi si¢ kilka uwag oraz zapytan do doktorantki.

1. Wykaz uzywanych skrotow jest bardzo obszerny, jednak niektore skréty odnoszace sie do linii
komorkowych, takie jak HepG2, HeLa czy huCHo, pojawiaja si¢ wczesniej w tekscie.
Umieszczenie ich w wykazie skrétéw mogtoby utatwié czytelnikowi zrozumienie pracy.

2. W spisie uzywanych odczynnikéw autorka wymienia hydroxymetylferrocene, odpowiadajacy
zwiazkowi Fc(MeOH). Niezaleznie od braku nazwy w polskim, na stronie 95 autorka podaje,
Ze pomiary charakterystyki elektrod GPE zostaly wykonane metodg woltamperometrii cykliczne;j
w roztworze Fc(MeOH). Wyniki tych pomiardw nie zostaty zaprezentowane w pracy (nie ma takiej
koniecznosci). Jednoczesnie wiekszo$¢ rysunkéw przedstawiajacych woltamperogramy cykliczne

podpisana jest z uzyciem 1,1'-ferrocenedimetanoiu Fc(MeOH)». Chciatbym zapytaé, czy pominiecie
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Fe(MeOH), w spisie odczynnikéw jest pomylka oraz jaka procedure autorka stosowata przy
rozpuszczaniu zastosowanych probnikéw redoks.

3. Czy uzyte do badan elektrody otrzymane z filamentéow Proto-Pasta, FiloAlfa i Print-me przed
pomiarami byly aktywowane? Jesli tak, to jakg metodg?

4. Jakimi nanoczastkami ziota autorka modyfikowata elektrody drukowane metoda
3D do przedstawionych pomiarow?

5. Czy autorka podjela proby wykorzystania opracowanej warstwy przeciwporostowej TMOS
w badaniach pomiaréow w dwu i tréjwymiarowych hodowlach komérkowych, stosujac elektrody
zlote wytworzone w procesie napylania w warunkach wysokiej prozni?

6. Prosz¢ o doprecyzowanie kryteriow doboru warunkdow pomiaréw z zastosowaniem
elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej w eksperymentach opisanych w rozdziatach 41 5.

7. Na stronie 126 autorka podaje wartosci czulosci elektrod. Bardzo prosze o przedstawienie
procedury, wedlug ktorej czulos¢ ta zostata obliczona?

8. Czy autorka rozwazala lub przeprowadzata alternatywna metode modyfikacji elektrod ztotych
z zastosowaniem oksydazy giukozowej po wczesniejszej modyfikacji elektrody?

Podsumowujac, na podstawie recenzowanej rozprawy doktorskiej autorka osiagneta cel
opracowania macierzy elektrodowej, umozliwiajgcej analize stezenia wybranych analitéw, w tym tlenu
oraz analiz¢ impedancji w dwuwymiarowych i tréjwymiarowych hodowlach komoérkowych
hydrozelowymi rusztowaniami, co stanowi oryginalne rozwiazanie postawionego problemu
badawczego. Oceniana dysertacja charakteryzuje si¢ wysokim poziomem merytorycznym, a jej wyniki
zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych. Autorka prowadzila réwniez
badania w réznych osrodkach badawczych, co §wiadczy o jej samodzielnosci. Oceniana praca doktorska
zawiera wyniki badawcze, ktore moga stanowi¢ podwaliny do dalszego rozwoju polaczenia metod
elektrochemicznych z biologicznymi w celu monitorowania hodowli komérkowych.

Na podstawie powyzszej recenzji pracy doktorskiej stwierdzam, ze rozprawa Pani mgr inz.
Elzbiety Jarosifiskiej spelnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim w art. 187 ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 r., poz.1571 ze zm.)

o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk

chemicznych.
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