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Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Przenosny cytometr przeplywowy jako urzqdzenie do badar
w warunkach pozalaboratoryjnych”

Autor rozprawy: mgr inz. Rafal Szczypinski

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr inz. Rafata Szczypinskiego pt.
»Przenosny cytometr przeptywowy jako urzadzenie do badan w  warunkach
pozalaboratoryjnych” zostala wykonana w Instytucie Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej
im. Macieja Nalgcza PAN pod kierunkiem prof. nadzw. dr hab. inz. Doroty Pijanowskiej,
znanej srodowisku jako specjalistki w zakresie czujnikow i bioczujnikow oraz miniaturyzacji
narzedzi i urzadzen analitycznych, w tym mikroprzeptywowych bioreaktoréw oraz uktadéw
bioanalitycznych z elektrochemicznymi i optycznymi systemami detekcji. Jej bogate
doswiadczenie w badaniach nad zastosowaniem ukladéw mikrofluidycznych w bioanalizie

odnajdujemy takze w przedstawionej mi do recenzji pracy mgr inz. Rafata Szczypinskiego.

Cytometria przeplywowa jest bardzo popularng metoda diagnostyczng stosowang w
analizach klinicznych do oznaczania réznego rodzaju komorek. Cytometria pozwala na
ilosciowa i jakosciowa oceng wlasciwosci fizycznych i biologicznych komorek, a dzieki temu
przyczynila si¢ do znacznego postgpu w diagnostyce klinicznej, monitorowaniu przebiegu
leczenia oraz ocenie immunomorfologicznej i czynnosciowej komorek bioracych udzial w

mechanizmach obronnych.

Opiniowana praca, przedstawiona na 117 stronach tekstu ilustrowanego licznymi
rysunkami (74) i tabelami (16), ma klasyczny uklad z podziatem na cze$¢ teoretyczng i
eksperymentalng i sklada si¢ z 8 rozdzialéw. Pracg otwiera (str. 6-7) przydatny wykaz
stosowanych przez Autora skrotow, zamyka ja spis literatury zawierajacy 185 pozycji.

W czgsdcei literaturowej (35 str., 160 pozycji lit.) autor opisal zagadnienia zwigzanie z

cytometrig przeptywowa, zaczynajac od definicji metody, rysu historycznego, metod akwizycji



i analizy danych oraz przykladow jej zastosowan. Interdyscyplinarny charakter pracy wymogl
na autorze takze szczegdlowe zapoznanie si¢ z réznorodnymi materiatami oraz technikami
stosowanymi do konstruowania bioanalitycznych uktadow przeplywowych i trzeba przyznaé,
ze wywiazal si¢ ze swojego zadania catkiem dobrze. Przeglad literaturowy jest napisany
przejrzyscie, logicznie i dobrym jezykiem. Szczegélnie podoba mi sie podrozdzial o
zastosowaniu cytometrii oraz czgs¢, w ktorej doktorant omawia miniaturowe uktady petnigce
funkcj¢ mikrocytometru. Jednakze przeglad dotyczacy mikrofluidyki bazuje gléwnie na
pracach z lat 2002-2010. Warto byloby dokladniej przyjrze¢ si¢ pracom z ostatnich 5 lat, gdyz
mikrofluidyka jest dyscypling rozwijajaca si¢ bardzo szybko. Ciekawy jest tez rozdzial o
zaletach i wadach stosowanych uktadéw mikroprzeptywowych — szkoda, ze nie pojawia sie w
nim zaden odno$nik literaturowy. Nieco zaskakujace jest umieszczenie celu i tez pracy
pomigdzy dwoma rozdzialami przegladu literaturowego.

Niniejsza rozprawa ma charakter doswiadczalny. Jako cel pracy doktorant podal, cytuje
(str. 23): ,opracowanie urzadzenia mikroprzeplywowego przeznaczonego do cytometrii
przeptywowej, przystosowanego do uzytkowania w miejscu poza specjalistycznym
laboratorium analitycznym”. Tak postawiony cel zapowiada szeroko zakrojone badania
interdyscyplinarne nad miniaturyzacja oraz integracja elementow ukladu przepltywowego i
uktadu detekcji. Potwierdzaja to niejako 2 tezy postawione w pracy. Pierwsza z nich to
mozliwos¢ wykonania uktadu mikroprzeptywowego z PDMS pozwalajacego na ogniskowanie
hydrodynamiczne plynéw w kanale centralnym. Zostalo ono zrealizowane w ukladzie 2D,
jednak jest to rozwigzanie powszechnie stosowane i uzywane — co najmniej od 20 lat. Co
ciekawe Doktorant pokusit si¢ o symulacj¢ komputerowg ogniskowania 3D — szkoda jednak, ze
nie rozwingl tego interesujacego zagadnienia w pracy. Druga tezq bylo opracowanie
przenosnego ukiadu do wykrywania komoérek. W moim odczuciu doktorant nie osiggnat tego
celu w pelni. Sam zresztq pisze w streszczeniu pracy (str 115-116), ze skonstruowany uktad
nie moze zosta¢ uznany w pelni za przenosny.

W zasadniczej czgsci pracy, jaka jest czes¢ doswiadczalna, w rozdzialach 4-6 Autor
przedstawit kolejno wyniki badan dotyczacych opracowania i sprawdzenia funkcjonowania
modutu przeptywowego projektowanego cytometru oraz systemu detekcji optycznej. Rozdziaty
te mozna potraktowa¢ jako sprawozdanie z kolejnej serii doswiadczen bez glebszej
polemiki/dyskusji w odniesieniu do istniejacych juz rozwigzan. Bardzo duza czg$¢ pracy jest
poswigcona doborowi zrédla $wiatla wzbudzajacego i filtrow optycznych. Doktorant
przetestowal szereg dostepnych mu zrédel $wiatta (Tabela 6) — od diod LED do diod
laserowych o réznych dtugosciach fali wzbudzenia. Zwiazkiem, ktory postuzyt doktorantowi

do badan jest szeroko znany, powszechnie stosowany fluoresceinian sodu (doskonale znany,



opisany juz w roku 1871). Natomiast rozdzialy 6.6 i 6.7 dotyczace badania fantoméw komorek
oraz materiatu biologicznego, ktére powinny by¢ kluczowe w pracy, bo koncentrujace si¢ na
pokazaniu mozliwosci analitycznych opracowanego urzadzenia jako cytometru, zostaly
potraktowane powierzchownie. W wyodrgbnionym rozdziale zatytutowanym »Dyskusja” Autor
zamiescit zestawienie wynikow innych zespoléw i dokonat poréwnania z wynikami wlasnymi
pod katem liczby oznaczanych obiektow. Prace zamyka (rozdz. 8) podsumowanie informacji

zawartych w rozdziatach 4-7.

Recenzowana rozprawa doktorska zawiera wartosciowe elementy poszerzajace wiedze
dotyczaca konstruowania modutéw do przenosnych cytometréw. Jednakze, moim zdaniem,
oceniana praca wymaga wprowadzenia poprawek i uzupelnien. Szczegétowa lektura pracy
nasungla mi nastgpujace pytania i uwagi, ktére kieruje do Autora. Celem utatwienia dokonania
takich poprawek przedstawiam je ponizej.

1. W tytule rozprawy Doktorant i Promotorka bardzo szeroko zarysowali obszar tematyczny
pracy doktorskiej, obiecujac skonstruowanie przenosnego cytometru. Przeprowadzone
badania wskazuja za$, ze doktorant koncentrowatl si¢ przede wszystkim na wytworzeniu
ukfadu przeptywowego o okreslonych parametrach i optymalizacji warunkéw pomiaréw
fluorescencji. Natomiast tak wazny problem jak zminiaturyzowanie uklad detekcji w
urzadzeniu przenosnym nie zostal wzigty pod uwage. W podsumowaniu sam Autor
przyznaje, ze jedynie ,,opracowany uklad detekcyjny w postaci czipu w obudowie”
zastuguje na miano urzadzenia przenosnego, natomiast pozostaly sprzet niezbedny do
realizacji pomiarow to klasyczne urzadzenia laboratoryjne. Wydaje si¢ wiec, ze tytul pracy
powinien by¢ mniej optymistyczny, a bardziej odpowiadaé rzeczywistemu zakresowi
pracy.

2. Mankamentem pracy jest brak odrgbnego rozdziatu obejmujacego spis stosowanych
odczynnikéw i materialow, opisy poszczegélnych procedur wykonawczych i metodyki
badan, tym bardziej ze stosowana aparatura pomiarowa i warunki pomiaréw byly czesto
zmieniane. Jest to (moim zdaniem) wazny element pracy pozwalajacy oceni¢ poprawno$é
warsztatu doktoranta, a kolejnym czytajacym daje mozliwos¢ odtworzenia do$wiadczen.
Ponadto, czgsto niezmiernie istotne jest zrédlo, z jakiego pochodzi stosowany materiat lub
odczynnik.

3. Przy przedstawianiu efektow badan w poszczegolnych rozdziatach zabrakio biezace;
dyskusji wynikéw na tle doniesien literaturowych. W przeciwnym wypadku autorowi
trudno uwypukli¢ elementy nowosci naukowej, co ma miejsce w przypadku niniejszej

pracy doktorskie;j.



Istniejace juz miniaturowe cytometry pozwalaja na precyzyjne okreslenie np. ilosci
krwinek czerwonych czy bialych w krwi, sledzenie cyklu komérkowego czy nawet
sortowanie. W recenzowanej pracy nie okreslono oczekiwanej funkcjonalnosci, zakresu
pracy urzadzenia, a to uniemozliwia dokonanie wlasciwej oceny opracowanego systemu.
Natomiast zaproponowana technologia liczenia komorek bazujaca na szeregu uproszezen i
zalozen ma male szanse by by¢ konkurencyjna czy interesujacq dla innych uzytkownikow.
Dyscyplina w planowaniu i opisie wynikéw eksperymentu (dlaczego ten problem? co juz
wiadomo? jak rozwigza¢?) jest warunkiem koniecznym do przygotowania wynikéw pracy
do publikacji w uznanych czasopismach naukowych i powinna by¢ rowniez przestrzegana
w pracach doktorskich.

Przykladowo:

Wydawaé by si¢ moglo, ze atutem pracy (nowoscia naukows) sa badania nad
skurczem materialowym podczas sieciowania PDMS (rozdzial 4.3). Doktorant
optymalizuje proces i dowodzi, ze najnizszy skurcz PDMS jest dla temperatury
sieciowania rownej 20°C, jednak za chwil¢ wspomina, ze wyniki sg zblizone do tych w
literaturze (artykut z 2008 roku). Nasuwa si¢ pytanie dlaczego przeprowadzono ponownie
szczegolowe badania nad znanym powszechnie problemem.

Wiele czasu poswigcono (rozdz. 6.4) wyborowi sposobu ustawienia (wspotbieznie vs.
prostopadle) $wiattowodu detekcyjnego, wzgledem wiazki $wiatlta wzbudzonego.
Doktorant jako nowos¢ swojej pracy (str 104) wskazuje wprowadzenie detekeji
fluorescencji w plaszczyznie prostopadlej wzgledem toru optycznego wiazki $wiatla
wzbudzajgcego, podczas gdy od kilkudziesigciu lat wiadomo, ze takie ustawienie jest
zalecane w pomiarach spektrofluorymetrycznych. By podkresli¢ wartos¢ swojej pracy, na
str. 99 Autor pisze, ze podobne rozwigzanie konstrukcyjne jak jego [176] z roku 2012, inni
[183] opublikowali w roku 2013. O nowosci naukowej rozwigzania $wiadczy raczej brak
wezesniejszych doniesien na dany temat.

Przy wyborze optymalnego zrédla $wiatta wzbudzajacego Autor wykonal wiele
eksperymentow testujac roznorodne urzadzenia, a mogt dokona¢ wstepnej selekeji biorae
pod uwage maksimum widma absorpcji 1 fluorescencji fluorochromu. Wiadomo, ze dla
fluoresceinianu sodu maksima te wystepuje odpowiednio przy diugosci fali 488 nm i 520
nm, a doktorant dochodzi do tych wartosci dopiero po wykonaniu serii pomiardw (str. 62).

Dodatkowo, Doktorant bywa niekonsekwentny w swoich badaniach. Np. na stronie 67
decyduje si¢ na uzywanie filtru Carl-Zeiss 550nm, podczas gdy dopiero co wykazal, ze

najlepszy jest filtr Biotek 530/25 (Rys. 45).



10.

11.

Doktorant wykazat (str. 55), ze pelne ogniskowanie hydrodynamiczne mozna uzyska¢ nie
w ukladzie 2D, ale 3D. Mimo to dalsze prace kontynuowal w mikrouktadzie dajacym
niepeine ogniskowanie w kanale cytometru. Dostepu do jakiej technologii zabrakto w tym
przypadku? I jeszcze jedno pytanie w tym miejscu — dlaczego predkosci przeptywu ptynow
w kanale centralnym i kanatach bocznych dla uktadu 2D wynosza odpowiednio 0,25 m/s i
0,5 m/s (Rys. 34), a za chwilg dla uktadu 3D z dwoma dodatkowymi kanatami bocznymi —
0,01 m/s 1 0,44 m/s (Rys. 35). Trudno poréwna¢ dwa te warianty, jesli przeptyw strumienia
ogniskowanego rozni si¢ tak znacznie (25x).

Zaleznosci przedstawione na Rys. 63, a takze ich interpretacja sa dalekie od tego, czego
moglby oczekiwaé analityk myslac o krzywej kalibracji. Prosze o ich wyjasnienie. Skad si¢
wzigly tak duze wartosci liczbowe na skali absorbancji — takiego zakresu pomiarowego nie
posiada stosowany w badaniach spektrofotometr.

Doktorant wszelkie eksperymenty optymalizacyjne prowadzi dla fluoresceinianu sodu w
pH 9,0. Dlaczego takie $rodowisko wybrano dla optymalizacji metody analitycznej z
udzialem komorek? Zdecydowanie jest to pH, przy ktérym obserwowany jest wysoki
sygnat intensywnosci fluorescencji zwiazku, jednak wyznakowane tym zwiazkiem
komorki w takim pH nie majq najmniejszych szans na przezycie. Nie dziwi, ze finalna
analiza komorek linii C3A byla dokonana w pH 7,4 (str 94).

Zaskakujacym jest rowniez fakt, ze doktorant na str. 95 pisze (po przeprowadzeniu szeregu
dos$wiadczen nad ogniskowaniem strumienia), ze ze wzgledu na duze rozmiary komérek w
stosunku do wymiaréw kanalu mikrocytometru nie bylo koniecznosci przeprowadzania
hydrodynamicznego ogniskowania zawiesiny w kanale. W takim razie po co
przeprowadzono ponad polowg zaprezentowanych eksperymentow?

Badania nad analizg kulek i komorek w ukladzie sq opisane bardzo chaotycznie i niezbyt
jasno. Czy chodzilo o wyznaczenie poziomu intensywnosci fluorescencji zawiesin
komoérek w medium i na tej podstawie oszacowanie ilosci komoérek? Wielka szkoda, ze
eksperymenty przeprowadzono tylko raz. Z punktu widzenia analityka, a nim jestem,
mozna to potraktowac jako badania wstgpne, a nie potwierdzajace poprawnos¢ dziatania i
analityczng uzytecznos¢ tego urzadzenia jako cytometru. Ponadto, nie nalezy postugiwaé
si¢ rownaniem funkcji liniowej (rys 72B) uzyskanej na podstawie 3 punktdw, ktore nie
uktadajq si¢ w jednej linii.

Zdecydowanie nie przekonuje mnie tok rozumowania Doktoranta prowadzacy do
wyznaczenia dwoch wartosci: oszacowanej liczby kulek przeptywajacych w ciagu jedne;
sekundy (370) (str 93) czy liczby przeptywajacych komoérek (23) (str 99). Doktorant

bardzo optymistycznie zaklada, ze podczas dozowania kulek czy komérek zawiesina jest



jednorodna — gdyz nie obserwuje aglomeracji komoérek w strzykawce. Nie znalaztam tez
informacji na temat sposobu dostarczania roztworéw do mikrosystemu. Ponadto, nieco
spekulatywne/naiwne jest okre$lenie stosunku objetosci probki do objetosci jednej kulki
nie uwzgledniajac wolnych przestrzeni, jakie znajduja si¢ miedzy kulkami, czy tez
zalozenie, ze populacja kulek wyznakowanych izotiocyjanianem fluoresceiny stanowi ok.
14% ogéhu... Szereg tych zalozen/uproszczen moze prowadzié do uzyskania

oczekiwanych wartosci.

Mam tez kilka uwag szczegotowych:

Formatowanie bibliografii pozostawia wiele do zyczenia.
Uwazam, ze zalaczony abstrakt w jezyku angielskim powinien zosta¢ poprawiony pod
wzgledem stylistycznym i gramatycznym przed szerszym jego publikowaniem -—

miejscami jest wrecz niezrozumiaty.,

Praca nie jest wolna od skrotow myslowych i usterek stylistycznych (np. ,uklad

pomiarowy oparty na aplikacji LabVIEW...”, | .wartos¢ sygnalu blanku..”, itp.),

jednakze kt6z nie popetniat takich bledéw.......

O aktualnosci i atrakcyjnosci tematyki badan podjetej przez Promotorke i Doktoranta
swiadcza publikacje, ktore ukazaly si¢ w ostatnich latach w czasopismach z listy JCR -
przytoczone takze w spisie literatury w ocenianej pracy. Dotychczasowy dorobek naukowy
mgr inz. Rafata Szczypinskiego (wedlug mojej najlepszej wiedzy) stanowi 8 publikacji w
czasopismach technicznych (2 - Przeglqd Elektrotechniczny, 4 - Elektronika: konstrukcje,
technologie, zastosowania oraz 2 - Optima Applicanta). Na dwie z nich powotuje sie autor
w niniejszej dysertacji. Nie znalaztam natomiast zadnej publikacji z nazwiskiem Doktoranta,
ktora dotyczylaby efektow prac nad ogniskowaniem hydrodynamicznym ptynu w kanale
mikrouktadu. Ponadto, wyniki uzyskane przez Doktoranta w ramach omawianego doktoratu
opublikowane zostaly jedynie w czasopismach krajowych o lokalnym zasiggu. Nalezy zatem

postawié pytanie: z czego to wynika?

Podsumowanie

Pomimo, calego szeregu uwag z mojej strony, doceniam cigzar pracy poniesionej przez
mgr inz. Rafala Szczypinskiego przy wykonywaniu prac konstruktorskich i badawczych.
Ponadto recenzowana rozprawa zawiera wiele cennych informacji na temat mozliwosci

opracowania zminiaturyzowanych modutow przeptywowych. Autor wykazal wiedze



teoretyczng, niezbgdne umiejetnosci techniczne w zakresie projektowania i budowania
mikroprzeptywowych ukladéw analitycznych z udzialem materiatow polimerowych i

zastosowaniem systemu detekcji optyczne;.

Poniewaz przedlozona dysertacia w wielu miejscach wymaga dopracowania (co
pokazalam wczesniej), temat pracy w stosunku do jej zawartosci jest zbyt szeroki, cele
postawione w pracy nie zostaly do korca osiagniete, a elementy nowosci naukowej
niewystarczajaco uwypuklone, stawiam wniosek by rozprawe doktorska mgr inz. Rafata
Szczypinskiego zatytutowana ,,Przenosny cytometr przeplywowy jako urzqdzenie do badari
w warunkach pozalaboratoryjnych” skierowaé do uzupelnienia i poprawy — co jest zgodne z
obowigzujace przepisami dotyczacymi stopni i tytuléw naukowych (Rozporzqdzenie Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 3 paZdziernika 2014 r. — Rozdz. 1, § 6.6 (Dz. U. z 2014 r. poz.
1383), na podstawie art. 31 ustawy z dnia 14 marca 2003 (Dz. U. Nr 65, z pézn. zm.).

Z powazaniem,

/Z. H&U\wu%{



