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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Dominika Kotodziejka

pt. ,Badania nad zastosowaniem systemow Lab-on-a-Chip do analizy regeneracji komaorek serca”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa Pana Mgr Inz. Dominika Kotodziejka zatytutowana ,,Badania
nad zastosowaniem systemdw Lab-on-a-Chip do analizy regeneracji komdrek serca” zostata
napisana pod kierunkiem Prof. dr hab. inz. Elibiety Jastrzebskiej. Rozprawa doktorska dotyczy
projektowania oraz walidacji mikrosystemow przeptywowych typu Heart-on-a-Chip integrowanych
z matami widknistymi zawierajacymi nanoczastki magnetyczne, z naciskiem na kontrole stanu
utlenowania i stymulacje mechaniczng w hodowlach komdrek serca, kardiomiocytow.

Systemy Heart-on-a-Chip (HoC) przeszly w ostatnich latach od prostych uktadéw z monowarstwa
kardiomiocytéw do zaawansowanych, mikroprzeptywowych , microphysiological systems” (MPS)
integrujacych kontrole przeptywu, bodzce mechaniczne i elektryczne, precyzyjnie ksztattowane
podioza/ECM oraz wielokomdrkowe kokultury (iPSC-CM, fibroblasty, $rédbtonek). Pozwala
to wierniej odtwarza¢ hemodynamike, przewodnictwo i remodeling, a takie testowaé leki
i modelowac choroby w warunkach bliskich fizjologii. Najnowsze przeglady i prace pokazujg
architektury umozliwiajace dojrzewanie iPSC-CM, odtwarzanie funkcji skurczowej, wielo-modalne
odczyty (MEAs, impedancja, obrazowanie Ca**/kurczliwosci) oraz wzorce odpowiedzi
farmakologicznej i patologicznej w tym hipoksji/ischemii.
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Kluczowym postepem jest kontrola stezenia tlenu i sit he‘modynamllcznyc.h:l kaazan?,
ze mikroprzeptywowe uktady z recyrkulacja medium i wymiennikami gazowymi St'ab”"'e ”FFZV“_WJEI
niski O, oraz indukujq hipoksje, co potwierdzaja odczyty markeréw blolo'g@znych | zmiany
parametréw kurczliwosci kardiomiocytéw; réwnolegle hemodynamiczne ob(':lazeﬂle PU|SaCVije
| topografia podtoza sprzyjaja wydiuzeniu sarkomerdw, uporzadkowaniu komérek i przebudowie
mitochondriéw. Z kolei modele tréjsktadnikowe (iPSC-CM+fibroblasty+srédbtonek) umozliwiajg

badanie interakcji  miocyt-stroma-érédblonek  w przeptywie | wiarygodniejsze testy
toksykologiczne.

Adopcja przemystowa przyspiesza dzigki inicjatywom regulacyjnym dla MPS (np. akceptacj‘a przez
FDA zgtoszer Organ-on-a-Chip w ramach programu ISTAND i ujecie 0oC/MPS w drogowej mapie
ograniczania testéw na zwierzgtach), co tworzy $ciezke kwalifikacji narzedzi do oceny

bEZpieczeﬁstwa/efektywnoéci — cho¢ dotychczasowe kwalifikacje dotycza gtéwnie ukladéw
watrobowych.

Najwazniejsze Wyzwania techniczne obejmujg standaryzacje metryk ,dojrzaloéci” iPSC-CM,
skalowalnoé¢/HTS oraz materialy: porowaty PDMS absorbuje lipofilne czasteczki i znieksztatca

profile farmakokinetyczne; roénie wigc wykorzystanie powlok barierowych i alternatywnych
technologii powierzchni.

Dysertacja ma uklad klasyczny i obejmuje m.in. szczegbtowe rozdziaty dotyczace wytwarzania

mikrourzadzen, parametréw stymulacji oraz implementacji hipoksji i jej kalibracji na foliach
tlenoczutych (PtTFPP) w systemach PDMS/PMMA. Autor opisuje procedury kalibracji (punkty 1-
21% 0,), a takie eksperymentalne uzyskiwanie stref o niskim 0, w chipie (do wartosci zblizonych

do 0% w okreflonych przedziatach czasowych), co potwierdzajg krzywe kalibracyjne i wykresy
narastania efektu hipoksji w czasie.

Przedstawiona rozprawa doktorska s

petnia formalne wymagania stawiane tego typu pracom - liczy
ok. 152 strony i obejmuje komplet

standardowych elementdéw: Streszczenia w jezyku polskim
i angielskim Wykaz skrétéw, Spis treéci, a nastgpnie logicznie uporzadkowane rozdzialy: Przeglad
Literaturowy (1. Wstep; 2. Choroby Ukfadu Sercowo-Naczyniowego; 3. Modele Komérkowe
w Badaniach In Vitro; 4, Mikrosystemy Przeplywowe do Hodowli Komérek Tkanki Serca;
5. Podsumowanie) Oraz Czeé¢ Doéwiadczalna (6. Cel Pracy; 7. Materialy, Odczynniki | Aparatura;
8. Metodyka Badar; 9. Wyniki; 10. Podsumowanie | Wnioski). Catoé¢ zamykaja Bibliografia
(188 pozycji) oraz Spis Rycin (46 pozycji) i Spis Tabel (4 pozycje).

Jak zazwyczaj w tego typu opracowaniach, mozna zauwazy¢ pewne uchybienia natury edytorskiej:
(A) W skrétach np. ,ACE - inhibitory konwertazy (ang. Angiotensin-Converting Enzyme inhibitors)"
= peina nazwa to inhibitory konwertazy angiotensyny; czy AFT6 tlumaczytbym raczej jako
»aktywujacy czynnik transkrypcyjny 6” , a nie jedynie ,czynnik tranksrypcyjny 6”;
(B)interpunkcja/skiadnia w podpisach rycin - sformufowania typu ,dla w folii tlenoczutej” w opisie
krzywej kalibracyjnej (Ryc. 29) sugerujq literéwke/stylistyke do korekty; (C) literéwka: »pozwatat”
zamiast ,pozwalal” (opis zestawu hipoksyjnego/ryc. 30); (D) jednostki i symbole: zdarza sie
niespdjnos¢ zapisu jednostek (pul/min, %, °C) i nazw wiasnych (np. nazwy barwnikéw, producentéw)
w tabelach i podpisach (kilka miejsc wymaga ujednolicenia). Dodatkowo, praca zyskataby, gdyby w
jednym miejscu zebra¢ parametry czasoéw ekspozycji, przeplywéw, czestotliwosdci stymulacj!, itp.
(obecnie rozproszone po rozdziatach 8.4-8.6 i 9.x). Podsumowujac ten element - praca r\aplsana
jest dobrze, a powyzsze bledy sq niewielkie i nie maja wptywu na jakos¢ lektury jako takiej.
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Na poziomie konstrukcji i metod praca jest sp6jna i nowatorska: szczegdlnie cenna jest integracja
mat nanowtdknistych z nanoczastkami magnetycznymi oraz zaprojektowanie ukladu
do powtarzalnej stymulacji pola, w tym opis generatora zmiennego pola magnetycznego
i parametréw stymulacji (0,5 Hz; 1 h/dzien; 5-10 dni, w zaleznosci od wariantu). Waznym aspektem
jest tez sposéb modelowania uktadéw odzwierciedlajacych standardowe rozmiary elementéw
jednorazowych wykorzystywanych w badaniach biologicznych oraz modutowos¢ opracowanych
kartridzy, co znaczaco zwigksza potencjat aplikacyjny i wdrozeniowy opracowanych
mikrosystemow.

Wérdd najwainiejszych elementéw, mozna wyrdznic:

1. Inzynieria mikrosysteméw: zaprojektowano i wytworzono wielowarstwowe uktady
(PDMS/PMMA) z sekcjami przeplywowymi i modutami stymulacyjnymi; przeprowadzono
symulacje rozktadu przeptywu i pola magnetycznego oraz dostarczono analizy
potwierdzajace jednorodnos¢ warunkdw w przestrzeni roboczej.

2. Kontrola utlenowania: opracowano procedure kalibracji foli tlenoczutych (PtTFPP)
i pokazano, 7e w zaprojektowanym ukiadzie mozna generowac i monitorowa¢ strefy
normoksiji/hipoksji w jednym mikrosystemie oraz dynamicznie modyfikowac O,.

3. Interdyscyplinarne taczenie technik: potaczono kontrole O i stymulacjg mechaniczng
zanaliza zywotnosci (AlamarBlue, Calcein-AM/PI) i immunofluorescencjg (m.in.
c¢TnT/TNNT2, MYH6, F-aktyna).

Z punktu widzenia dziedziny Organ-/Heart-on-a-Chip praca odpowiada na realne potrzeby
modelowania patofizjologii serca i testowania oddzialywania bodicéw $rodowiskowych
(hemodynamika/hipoksja) na kardiomiocyty.

Opis materiatéw i metod jest na ogét wyczerpujacy (chemia, geometrie, przeplywy, barwienia, RT-
PCR, statystyka), z wyszczegdlnieniem badanych gendw (m.in. HIF-1a, TNNT2, SERCA2, SCN5SA;
normalizacja do genu referencyjnego GAPDH; AACt). Parametry stymulacji pola magnetycznego
i harmonogramy ekspozycji sa podane precyzyjnie (0,5 Hz; 1 h/dzien; 5-10 dni), co zwieksza szanse
na reprodukcje eksperymentow.

Przechodzac do natury merytorycznej przedstawionej pracy, recenzent ma kilka uwag, ktore
moglyby zwiekszy¢ juz i tak znaczacg warto$¢ dysertacji:

1. Glebokoéé i definicja hipoksji (< 1% Oa)

W kalibracji zastosowano punkty 1-21% O, co pozwala na wyznaczenie krzywej zaleznosci,
jednak w samym chipie stabilne utrzymanie $cisle definiowanej hipoksji gigbokiej (ok. 1%) wymaga
szczegblnej ostroznosci ze wzgledu na nieszczelnodci gazowe | Zrddta tlenu (pompy, membrany,
mieszanie medium). Autor ma $wiadomos$¢ charakterystyki przepuszczalnosci tlenu przez materiaty
z ktérymi pracuje, co udowadnia testujac odlegtoéci pomigdzy kanalami dla warunkow hipoksji
i normoksji dla mikrosystemu llb. Tym niemniej, jesli dobrze rozumiem przedstawiony opis,
w niniejszej dysertacji referencja do pomiaru tlenu nie byty kwalifikowane urzgdzenia pomiarowe,
a tlenoczute folie przetrzymywane przez 24h w inkubatorze o odpowiednim stezeniu tlenu.
Dodatkowo pomiar fluorescencji odbywat sie po przeniesieniu folii do warunkéw atmosferycznego
stezenia tlenu. Ten sposdb kalibracji moze budzi¢ watpliwosci co do dokiadnosci wykonanych
pomiaréw, odczytéw. To szczegblnie niebezpieczne, gdy w wielu miejscach dysertacji autor
odwoluje sie do stezenia tlenu ,bliskiemu zero”, co odbiega od warunkéw standaryzacji krzywe;.
Jednocze$nie przedstawiono skape dowody molekularnej aktywacji komérek, kardiomiocytéw przy
tak niskim stezeniu tlenu. Wydaje sie zasadne zwrdcenie uwagi na precyzyjniejszy pomiar stezenia



tlenu w ukladzie oraz na lepsza walidacje biologiczng osiggnigtych efektéw (np. wykorzystanie
dodatkowych marketéw hipoksji (np. EGLN1/PHD2, EGLN2/PHD1). Dodatkowc?, wyniki ATP
i ekspresji po 3-7 h hipoksji s3 cenne; warto jednak rozwazyé diuisze ekspozyc!e (2 24-48 h)
Zréwnolegly walidacja funkcjonalng (beating rate, predkoé¢ relaksacji, pnemneszczenlfe), co
W podobnych uktadach wykazywato charakterystyczne zmiany i lepiej réznicowato stan komérek.

Pytanie do Autora: czy zastosowany zestaw doprowadzania gazu i elementy napedowe ukladu

zostaly zweryfikowane pod katem ,wycieku” O,, tak aby zapewni¢ rzeczywisty i stabilng ekspozycje
= 1% O; przez dtuzszy czas?

2. Sposéh raportowania zywotnoéci i normalizacja danych

W pracy stosowano AlamarBlue oraz barwienia Calcein-AM/PI. Sama amplituda fluorescencji
AlamarBlue moze odzwierciedlaé zaréwno zmiany metaboliczne, jak i liczbe komédrek, co utrudnia
Jednoznaczng interpretacje (,% zywych” vs, wzrost populacji). Zazwyczaj tego typu wyniki podaje
5i§ jako odsetek Zywych komérek. Alternatywnie mozna probowac normalizowa¢ intensywnosci

_metaboliczne do liczby jader (np. Hoechst-positive nuclei; barwienie Hoechst wykonano — moina
Je wykorzysta¢ do zliczania) lub do zawartosci DNA.

3. Czasirezim stymulacji mechanicznej

Au'tor wybrat protokét stymulacji mechanicznej 1 h/dzien przez 5-10 dni (0,5 Hz). Wiele zjawisk
dojrzewania kardiomiocytow Wymaga diuiszej ekspozycji (quasi-ciagtej lub o wigkszym duty-cycle)
na bodziec mechaniczny/naptyw hemodynamiczny. Recenzent chetnie zapoznatby sie
Z Uzasadnieniem dobory rezimu, a przede wszystkim z odpowiedzig na pytanie czy prezentowany
uktad jest zdolny do wydtuzonego protokoty stymulacji (np. 8-24 h/dobe) lub czy planowane sq

doswiadczenia 7 Poréwnaniem tych zmiennych, raportujac metryki funkcjonalne (czestoée,
skurcz/relaksacja, Przemieszczenie) oraz markery dojrzewania.

4. Charakterystyka biologiczna hodowanych kardiomiocytéw

System mikroprzepfywowy jest zaprojektowany i wykonany bardzo dobrze; natomiast wydaje sie,
ze pogtebienie charakterystyki fenotypowej kardiomiocytow mogtoby dostarczy¢ wielu danych
na temat funkcjonowania systemu. Pytanie do autora: Zakladajac wystarczajace $rodki i czas
na wykonanie eksperymentéw — jakie markery i wlasciwoéci kardiomiocytéw planowatby zbada¢
i jakich rezultatéw by sie spodziewat Przeprowadzajac hodowle na Zaprezentowanych systemach?

Przedstawiona praca, mimo kilku uwag, ma niewatpliwie wysoky wartoé¢ merytoryczng. Warto
podkresli¢ réwniez dorobek autora — wiekszoé¢ wynikéw zostato wykorzystanych do zgloszen
patentowych iflub opublikowanych w wartosciowych czasopismach. Pan Kolodziejek jest autorem
jednego patentu, trzech wnioskéw patentowych oraz szeéciu publikacji (w tym dwéch dotyczacych
tematyki doktoratu) o tacznych IF przekraczajacym 35. Dorobek Pana Kotodziejka, cho¢ nie jest
czesdcig oceny niniejszej pracy, wptywa na jego pozytywna oceng jako naukowca.
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Podsumowanie

:T(ETS‘:I: tliiin::s‘sfa_wm wart9§.ciowy i.oryginalny wktad w rozw¢j platform Heart-on-a-Chip
oS nFa'u )i l:tvmul?cﬁ_ mechaniczng. Konstrukcja uktadow, logika eksperymentéw i ich
e o ) Wysokm pozn?mle na.\ukm.rvym, a uzyskane rezultaty posiadaja znaczenie aplikacyjne

przedklinicznych badar kardiologicznych. Zastrzeienia majq charakter merytorycznych

‘uzupeime.ﬁ, E(tc‘)re moglyby wzmocni¢ cze$¢ biologiczng, jednak nie odbierajg pracy jakosci
i wartosci, ktéra jest znaczaca.

Stmerd-zam, ie przedstawiona przez Pana mgr inz. Dominika Kolodziejka rozprawa doktorska pt.:
,,Badc_rma nad zastosowaniem systeméw Lab-on-a-Chip do analizy regeneracji komorek serca”
spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce 2 dnia 20 lipca
2018 r. (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 ze zm.) oraz Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace
ustawe — F_’r:.iwo o szkolnictwie wyzszym i nauce. W zwigzku z powyZszym, wnoszg 0 dopuszczenie
Pana mgr inz. Dominika Kolodziejka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z wyrazami szacunku,

P A

Dr hab. n. med. i n. o zdr. Tomasz Kolanowski




