Warszawa 30 marca 2021 roku
Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Kobuszewskiej
»Mikrosystemy przeptywowe typu Lab-on-a-Chip do badania niedotlenienia mie$nia sercowego”,

wykonanej pod opieka dr hab. inz. Elzbiety Jastrzebskiej na Wydziale Chemicznym Politechniki
Warszawskiej.

Pani mgr inz. Anna Kobuszewska jest absolwentka jednego z najlepszych liceéw w Polsce — 5 STO w
Milanéwku. Pani Kobuszewska ukoniczyta studia | i Il stopnia na kierunku Biotechnologia na Wydziale
Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Od 2015 roku jest studentkg studidw doktoranckich na tym
samym wydziale. Pani Kobuszewska jest wspdtautorka trzech publikacji z listy JCR oraz jednego
zgtoszenia patentowego. Uwage zwraca aktywny udziat doktorantki w konferencjach naukowych,
udziat w projekcie badawczym oraz odbycie stazu w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN, a takze w
szpitalu w Grodzisku Mazowieckim — tego typu doswiadczenia pomagajg uzyskac szerszy kontekst
naukowy i praktyczny dla pracy naukowej w obszarze zastosowania technik Lab-on-Chip. Pani mgr inz.
Anna Kobuszewska byta tez wielokrotnie wyrdzniona za wyniki w nauce oraz za osiggniecia badawcze,
w tym przez amerykanska organizacje Society of Laboratory Automation and Screening za najbardziej
innowacyjne osiggniecie badawcze opublikowane w czasopismie SLAS Technology w 2017 roku.

Przedtozona praca ma dosé ogélny tytut dotyczacy zastosowania systeméw Lab-on-Chip do badania
niedotlenienia miesnia sercowego. Systemy Lab-on-Chip sg od lat stosowane w hodowlach
komadrkowych, jak réwniez hodowlach tkankowych. Praca powstata w osrodku akademickim o bardzo
duzym doswiadczeniu i bogatym dorobku w zakresie zastosowania systemow Lab-on-Chip w
hodowlach komdrkowych. Zastosowanie systeméw Lab-on-Chip w tym obszarze jest ciekawe ze
wzgledu na mozliwos¢ prowadzenia jednoczesnie szeregu interwencji — zwigzanych np. z precyzyjna
kontrolg przestrzenng i czasowg zmiennego Srodowiska chemicznego, mozliwoscig tworzenia interakcji
przestrzennych w mikrokomorach lub sekcjach kanatéw mikroprzeptywowych, zaréwno w dwdch,
dwéch i pdt, jak i w trzech wymiarach, oraz precyzyjnej i wysokorozdzielczej w czasie i przestrzeni
obserwacji zjawisk biologicznych zachodzgcych zaréwno na poziomie populacji komérek czy tkanek,
jakina poziomie pojedynczych komérek, czy wreszcie na poziomie wewnatrzkomaérkowym. Tytut pracy
nie przestawia zadnej konkretnej tezy dotyczacej np. wyjatkowych zalet zastosowania systeméw Lab-
on-Chip dla oceny wptywu niedotlenienia na biologie tkanki miesnia sercowego, czy tez odkrytego
dzieki tym zaletom zjawiska.

Praca doktorska zbudowana jest wobec bardzo ambitnego celu — rozwoju metod Lab-on-Chip do
wykorzystania w procesie przygotowywania implantéw komorkowych do rekonstrukcji uszkodzonej
tkanki mie$nia sercowego. Autorka stawia sobie za cel opracowanie systemdéw Lab-on-Chip, ktére
umozliwig sprawdzenie funkcjonowania zespotu komodrek w rdéznych warunkach niedotlenienia,
zarowno dla komadrek hodowanych w monowarstwie, jak i w tréjwymiarowej strukturze warstwowej
na rusztowaniu wykonanym z nanowtékniny. Autorka stworzyta trzy systemy mikroprzeptywowe oraz
przeprowadzita doswiadczenia z wykorzystaniem komdrek miesnia sercowego, a takze komérek
macierzystych, odkrywajac ich role w regeneracji niedotlenionych komarek miesniowych.

Praca zbudowana jest na klasycznej strukturze rozprawy doktorskiej, przedstawiajgc abstrakt, przeglad
literaturowy obejmujacy 161 pozycji oraz opis wynikéw wtasnych doktorantki, w podziale na opis
metodyki oraz opis trzech wariantdw systeméw mikroprzeptywowych stuzgcych do symulacji
niedotlenienia komodrek sercowych hodowlanych w postaci monowarstwy, mikrosystemow
wykorzystujgcych maty nonowtdkniste oraz systemdw stuzgcych do badania miesnia sercowego. Prace
konkluduja dyskusja wynikéw, wnioski i podsumowanie.



Czesc pierwsza pracy doktorskiej ,Przeglad literaturowy” w sposdéb bardzo systematyczny wprowadza
czytelnika we wszystkie istotne dziedziny wiedzy wykorzystane w badaniach Doktorantki, w tym w
problematyke chordb uktadu sercowo-naczyniowego oraz metody leczenia i medycyne regeneracyjna.
Dalej Autorka opisuje tto literaturowe dla modeli tkankowych oraz wykorzystania w tym obszarze
technik Lab-on-Chip oraz skupia sie na wykorzystaniu tych technik w badaniach nad niedotlenieniem
komoérek i hodowli komérkowych.

W czesci drugiej Autorka opisuje metodyke badan oraz optymalizacje warunkéw niedotleniania, aby
przej$¢ do trzech rozdziatéw (czwarty, pigty oraz szdsty) opisujgcych trzy generacje uktaddéw
stworzonych w ramach pracy doktorskiej.

Pierwsza generacja uktadéw (rozdziat czwarty) poswiecona jest najprostszemu celowi w pracy — tzn.
opracowaniu uktadu umozliwiajgcego zasiedlenie podtogi mikrokanatu komodrkami ludzkimi i/lub
szczurzymi oraz ekspozycji tych komérek na ptynne medium o kontrolowanej zawartosci czynnikéw
bioaktywnych. W drugiej generacji uktadéw Autorka stworzyta bardzo ciekawg mozliwos¢ hodowli
komérek na kwazi tréjwymiarowych rusztowaniach nanowitdéknistych osadzonych w podtodze
mikrokomér przeptywowych oraz wykazata mozliwo$é obserwacji wzrostu komérek, ich morfologii
oraz zastosowanie szeregu metod bioanalitycznych do oceny przezywalnosci oraz poziomu stezenia
ATP w komdrkach poddanych stresowi niedoboru tlenu. Wreszcie w trzeciej generacji uktadéw Autorka
umozliwita rownoczesne prowadzenie czterech hodowli komdérkowych na matach nanowtéknistych w
czterech réinych zestawach warunkéw chemicznych. W doswiadczeniach wykorzystata dwie linie
ludzkich komérek miesnia sercowego (H9C2 oraz HCM) oraz ludzkie mezenchymalne komorki
macierzyste. W uktadzie trzeciej generacji ciekawym rozwigzaniem technicznym byto rozlokowanie
mikrokomér hodowlanych na siatce odpowiadajgcej rozmieszczeniu dotkdw na ptytce wielodotkowej
oraz wykorzystanie spektrofotometrycznego czytnika ptytek w pomiarach metodami bioanalitycznymi
monitorujagcymi wzrost oraz poziom ATP w komodrkach. Autorka na podstawie wynikéw
przeprowadzonych doswiadczen na hodowlach komodrek miesnia sercowego rosngcych w
monokulturze oraz w kokulturze z komdrkami macierzystymi wnioskuje o pozytywnym wptywie
komérek macierzystych na metabolizm komdrek miesnia sercowego poddanych stresowi obnizonej
dostepnosci tlenu.

Praca urzeka bogactwem zastosowanych technik oraz komplementarnoscig wykorzystanych metod
badawczych. Autorka w ramach swojej pracy wykazata sie iscie interdyscyplinarnym podejsciem. W
toku pracy projektowata uktady mikroprzeptywowe, w tym mikrouktady sktadajgce sie z réinych
materiatdw, opracowata nowg technike mikrofabrykacji, prowadzita symulacje przeptywu cieczy przez
ztozone geometrycznie mikrouktady, uzywata szeregu metod bioanalitycznych, chemicznych
czynnikéw bioaktywnych, hodowata komorki eukariotyczne, prowadzita doswiadczenia z zywymi
komérkami w mikrouktadach, badata procesy biochemiczne zachodzace w zywych komodrkach,
dokonywata obserwacji dotyczacych wzrostu oraz morfologii komdrek, wyciggata wnioski na temat
procesu wzrostu w zréznicowanych warunkach fizycznych i chemicznych. Jest to imponujacy zestaw
technik i obszaréw wiedzy, Swiadczacy moim zdaniem o duzym zaangazowaniu i ptynnosci w
prowadzeniu interdyscyplinarnych badan na poziomie $wiatowym.

Jednoczesnie praca pozostawia niedosyt w dwdch warstwach. Pierwsza to warstwa metodologiczna.
W wielu aspektach pracy badawczej Autorka przemyka nad zagadnieniami, nie utrzymujac dyscypliny
poprawnego logicznego wnioskowania. Ponizej, w szczegdétowych uwagach, podaje kilka przyktadéw
dotyczacych np. poréwnywania wielkosci. Nie mozna pisa¢ o tym, ze cos jest lepsze, bo jest mniejsze,
i kropka. Pordwnywac trzeba zawsze jedng wielkos¢ z drugg. Nie mozna by¢ wiekszym lub mniejszym
w ogdle, w oderwaniu od kontekstu. To prosta zasada, a niestosowanie jej z zelazng dyscypling moze
prowadzi¢ do bardzo istotnych uchybier —zaréwno w poprawnosci wnioskowania, jak i w efektywnosci



prowadzenia badan. Czysto hipotetycznie — dla uzyskania jednorodnego stezenia czynnikéw
bioaktywnych w kanale (nad hodowlg komdrkowg) by¢ moze wystarczytby prosty kanat, czego Autorka
chyba nie sprawdzita. Gdyby utrzymata dyscypline wypisania wymagan odnosnie uktadu (np. poziom
jednorodnosci stezenia w kanale, czas wymiany poziomu stezenia, itp.) mogtaby poréwnac¢ kilka
réoznych uktadéw zaspokajajgcych te wymagania. Podobnie, np. w doborze predkosci przeptywu,
Autorka nigdzie nie odnosi sie do wielkosci naprezen $cinajgcych faktycznie tolerowanych przez
hodowane komarki, nie przeszkodzito to jednak Autorce wybra¢ mniejszg z dwéch zbadanych wielkosci
— bez uwzglednienia wymagan stawianych przez komérki. Drugim niedosytem, posrednio wynikajgcym
z pierwszego, jest ptytkosé ostatecznych wnioskdw z pracy. Parafrazujgc prace do jednego zdania,
mowi ona — wykazatam eksperymentalnie, ze mozliwa jest hodowla komdérek w mikrouktadach oraz
ocena wptywu réznych warunkéw, w tym chemicznych, fizycznych oraz biologicznych na ich
zywotnosé. Szkoda, ze Autorka nie wykazata gtebiej efektdw, ktdre mozna by wykryé z wykorzystaniem
opracowanych, innowacyjnych uktadéw mikroprzeptywowych.

Pomimo wspominanych powyzej deficytow, jestem zdania, ze przedstawiona do oceny rozprawa
doktorska stoi na wystarczajgco wysokim poziomie. Bogactwo zastosowanych technik swiadczy o
duzym zaangazowaniu oraz szerokiej wiedzy zaréwno teoretycznej, jak i praktycznej Autorki. Uwazam,
Ze rozprawa ta spetnia wymagania okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65/2003 poz. 595 z
pdzniejszymi zmianami) w zwigzku z art. 178 ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku przepisy wprowadzajgce
ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. W zwigzku z tym wnosze do Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Anny
Kobuszewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Uwagi:

o W tekscie rozprawy Autorka stosuje bezosobowga forme narracji — np. ,,W tej pracy doktorskiej
zdecydowano sie na wykorzystanie ...” czy ,(...) w badaniach wykorzystano (...)". Tekst bytby
zywszy i odwazniej oddawatby role Autorki, gdyby zdecydowata sie na uzycie formy osobowej
»W mojej pracy (...) zdecydowatam sie na wykorzystanie”, czy ,w badaniach wykorzystatam
(...)”. Recenzent sugeruje uzycie formy osobowej, strony czynnej, tak by braé¢ petng
odpowiedzialnos¢ za swoje dzieto i przedstawiaé je zywym, angazujgcym opisem.

e Autorka pozwala sobie w tekscie na skroty myslowe, czasami niezreczne, czasami utrudniajgce
zrozumienie. Dla przyktadu ,,(...) agregaty emitujgce pomaranczowg/czerwong fluorescencje
(...)”. Stowo fluorescencja oznacza zjawisko emisji Swiatta w wyniku wczesniejszego
wzbudzenia czasteczek chemicznych swiattem o wyzszej energii. Tak wiec agregaty moga
emitowac swiatto fluorescencyjne, nie moga jednak emitowac zjawiska emisji. Podobnie
Autorka pisze skrotowo ,w celu optymalizacji hodowli ...” pomijajgc stowo ,,warunkéw” oraz
nie piszac, pod jakim katem warunki hodowli byty optymalizowane. W kolejnym przyktadzie
»(...) stwierdzono (...) znaczny spadek stosunku agregatéw do monomeréw”, zamiast — jak sie
mozna domysla¢ — ,zmniejszenie liczebnosci agregatow w stosunku do liczebnosci
monomerdw.” Recenzent sugeruje w dalszej pracy naukowej konstruowanie opisow
naukowych w zdyscyplinowanie precyzyjny sposéb, poniewaz nie tylko czyni to tekst
tatwiejszym do zrozumienia, ale czesto ufatwia réwniez Autorowi gtebsze zrozumienie
opisywanych obserwacji.

e Rozdziat 3 czesci drugiej pozostawia sporo do zyczenia w warstwie logiki wywodu. Autorka
probuje dowiesé, iz proponowany przez nig biochemiczny stres ekspozycji komérek na
dziatanie srodka FCCP jest dobrym modelem stresu niedotlenienia. Autorka pokazuje
eksperymentalnie, iz podobnie jak stres niedotlenienia, ekspozycja na FCCP powoduje inicjacje



apoptozy w podobnym czasie oraz zwiekszenie stezenia jonéw wapnia wewnatrz komoérek.
Odkryte dwie korelacje nie przekonuja jednak, ze w eksperymentach prowadzonych przez
Autorke FCCP faktycznie powoduje obnizenie stezenia ATP w komdrkach. Autorka uzywa tutaj
nieuprawnionych skrétow myslowych — np. na str. 67 pisze: ,Na podstawie wynikow
zaprezentowanych w tej czesci rozprawy doktorskiej stwierdzono, ze hodowla w warunkach
niedotlenienia powoduje wzrost stezenia jonédw wapnia w komédrkach sercowych”. Jest to
zapetlenie dowodu - Autorka wczesniej uzywa obserwacji wzrostu stezenia jondw wapnia jako
dowodu, iz istotnie ekspozycja na FCCP powoduje apoptoze, co wiecej, zaktadajgc milczaco, iz
apoptoza wywotana jest niedotlenieniem indukowanym czynnikiem FCCP. Parafrazujgc stary
zart — jesli zatozymy, ze utrata stuchu powoduje, iz myszy nie uciekajg w wyniku stresu
akustycznego, nie mozemy dowodzi¢, iz pozbawienie myszy koriczyn dobrze symuluje utrate
stuchu, mimo iz obserwujemy podobny efekt eksperymentalny. O ile nie ulega watpliwosci, iz
niedotlenienie powoduje apoptoze oraz ze ekspozycja na FCCP powoduje apoptoze, prosze o
wyttumaczenie logiki dowodu eksperymentalnego, iz ekspozycja komdrek na FCCP faktycznie
powoduje stres hypo-oksydacyjny, tj. obnizenie stezenia ATP w komérkach. Eksperymenty
badajgce posrednio stezenie ATP co prawda zawarte sg w dalszych czesciach rozprawy, jednak
w tym miejscu Autorka w ogdle sie do nich nie odwotuje — prosze o wyjasnienie logiki
rozumowania przedstawionej w tym rozdziale.
Strona 71 — Rozdziat 4 czesci drugiej rozprawy. Autorka dyskutuje warto$é naprezen
$cinajacych dla dwéch predkosci przeptywu medium przez uktad mikroprzeptywowy. Z dwdch
wartosci wybiera mniejszg, motywujac to ogdlnikowym stwierdzeniem, iz ,zbyt wysoka
wartos¢ naprezen $cinajgcych moze negatywnie wptywaé na morfologie i zywotnosé
komérek.” Dalej Autorka pisze:
przedstawiono na wykresach na Rys. I11.6.C-D. Dla przeptywu 1 pul/min stwierdzono, ze wartosc¢
naprezen scinajgcych wystepujacych w mikrokomorze hodowlanej byta réwna ok. 0,008 Pa
(Rys. IL.6.C), natomiast dla przeptywu 5 pl/min wynosila ok. 0,048 Pa (Rys. I1.6.D). Naprezenia
scinajace wystepujace dla przeptywu 5 pl/min byly 6 razy wigksze niz dla przeptywu 1 pl/min.
W zwiazku z tym, na podstawie symulacji przeptywu oraz wartosci otrzymanych dla symulacji
naprezen scinajacych w dalszych badaniach postanowiono wykorzysta¢ przeplyw 1 pl/min.
Tego typu postepowanie uwazam za jeden z najczestszych i najbardziej zdradliwych btedéw w
rozumowaniu. Podawanie konkretnych wartosci sugeruje ekspertyze techniczng i rzetelnosé,
a uzycie struktury ,,W zwigzku z tym, na podstawie .... postanowiono ...” sugeruje logiczne
rozumowanie, podczas gdy go tu de facto nie ma. W powyzszym tekscie mogliby$my zmienic
jednostki z Pascali na mega Pascale, i nie zminitoby to wartosci logicznej zdania, podczas gdy
w jednej sytuacji komodrki miatyby szanse przezyé, a w drugim zadnej. Jest tak dlatego, ze
powyzsze rozumowanie nie odnosi sie wcale! do zadnej wartosci liczbowej okreslajacej
wytrzymatos$é komorek na naprezenia Scinajace. Odwotujgc sie do analogii, to troche tak, jakby
napisac¢ ,Poniewaz ziarnko grochu jest zdecydowanie bardziej kaloryczne (2 kcal/ziarnko) od
ziarnka maku (0.1 kcal/ziarnko), a dzieci w wieku dorastania wymagajg wyjatkowo bogatej
diety, w dalszych badaniach zdecydowania sie na diete jedno ziarnko grochu dziennie dla
kazdego badanego”.
Bardzo prosze o przedstawienie, z badan literatury lub wtasnych eksperymentdéw, wartosci
liczbowych naprezen $cinajgcych tolerowanych przez komoérki hodowane w ramach pracy
doktorskiej oraz o uzasadnienie wybranych w toku pracy wielkosci predkosci przeptywu cieczy
przez uktad mikroprzeptywowy.
Czy wykonano proste eksperymenty kontrolne w prostym kanale o szerokosci takiej samej, jak
szerokos$¢ kanatu pomiedzy strukturami kolumnowymi, do ktérego dochodzityby dwa kanaty



wlotowe — jeden dla komdrek, a drugi dla medium? Bytby to zdecydowanie prostszy uktad
mikroprzeptywowy, ktéry prawdopodobnie oferowatby te same funkcjonalnosci co uktad |
prezentowany w pracy — tzn. mozliwos¢ dostarczania medium oraz zmiany stezenia substancji
chemicznych w kanale w czasie ok. 60 sekund, bez nadmiernego narazenia komdrek na
naprezenia $cinajgce. Jezeli taki uktad nie byt testowany, prosze o dyskusje takiego rozwigzania
— czesto w badaniach naukowych pozwalamy sobie na projektowanie skomplikowanych
uktaddéw, podczas gdy proste rozwigzania bytyby znacznie bardziej ekonomiczne w uzyskaniu
podobnych efektdw. Zawsze warto zada¢ sobie pytanie — co jest istotg wymagan w tym
eksperymencie? Oraz — jaki jest najprostszy sposéb na spetnienie tych wymagan?

W rozdziale 4 Autorka nie wykorzystata mozliwosci szybkiej zmiany stezenia FCCP (w skali
pojedynczych minut) i konkludowata, iz czas ekspozycji nie ma znaczenia, a kluczowg role
odgrywa stezenie FCCP. Nie rozumiem zatem uzasadnienia dla konkluzji o przewadze uktadu
mikroprzeptywowego nad hodowlg w dotkach. W dotkach mozliwa jest zmiana stezenia FCCP
w czasie ok. minuty, po dodaniu odpowiedniego odczynnika i delikatnym zamieszaniu. Prosze
0 uzasadnienie wniosku o przewadze funkcjonalnej prezentowanego uktadu
mikroprzeptywowego nad tradycyjnymi metodami na podstawie prezentowanych w pracy
wynikéw eksperymentéw.

Jestem pod wrazeniem opracowanej przez Autorke metody wykorzystania mat nanowtékniny
oraz integracji tych mat z polidimethylosiloksanowymi uktadami mikroprzeptywowymi.
Autorka opracowata ztozong metode mikrofabrykacji oraz scharakteryzowata wytwarzane
struktury odpowiednio dobierajgc warunki proceséw wytwarzania.

Na stronie 88 Autorka ponownie argumentuje, iz optymalnie dobiera wartosci naprezen
$cinajacych, nie odwotujac sie do zadnych danych — ani literaturowych, ani eksperymentalnych
— dotyczacych wytrzymatosci komoérek na naprezenia scinajgce.

Jestem pod wrazeniem przeprowadzonych doswiadczen na uktadzie Il z wykorzystaniem
komoérek —to zmudne eksperymenty wymagajace dobrego zaprojektowania i szerokiej wiedzy
w zakresie hodowli i wykorzystania metod obrazowania.

Na stronie 93 Autorka pisze, iz , test ten udowodnit, ze zaréwno ukierunkowanie nanowtékna,
jak i przeptyw medium wptywaja na rownolegte utozenie komérek (...)”. Prosze o wyjasnienie
eksperymentdw kontrolnych, tzn. z nanowtéknami oraz bez nanowtdkien, krzyzowo przy
roznych wartosciach przeptywu oraz bez przeptywu, aby uzasadni¢ ten wniosek. W
szczegblnosci, czy przeptyw w uktadzie bez nanowtékien réwniez wywotuje réwnolegte
utozenie komorek?

Na stronie 98 Autorka podaje wartosci procentowe spadku zawartosci ATP w komédrkach po
ekspozycji na FCCP. De facto mierzone jest natezenie swiatta emitowanego w procesie
utleniania lucyferyny. Czy jakie$ inne czynniki niz stezenie ATP mogly mie¢ wptyw na
obserwowane natezenie $wiatta? Czy obserwacja, ze po 30 minutach inkubacji w FCCP stezenie
ATP spada o0 28% koreluje dobrze z sugestig, iz jest to réwniez poczatek apoptozy stresowanych
komorek?

Piotr Garstecki
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