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Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska obejmuje szeroko pojeta
tematyke mikroprzeplywowych technik generowania kropel i ich zastosowania w
badaniach komoérkowych. W ostatnich latach nastgpil gwaltowny rozwdj
systemdw mikroprzeplywowych zaréwno w badaniach podstawowych jak i
aplikacyjnych. Mikrouklady przeptywowe do tworzenia kropel sa jednym z
podejs¢ mikrotechnologii mogacych znalezé =zastosowanie w badaniach
biomedycznych. W ostatnich latach wykorzystano je miedzy innymi jako
wysokoprzepustowe techniki do badania pojedynczych komérek, dostarczania
lekéw czy hodowli komoérkowych. Niemniej jednak nadal jest wiele aspektow,
ktore wymagaja glebszego zbadania. Celem przedtozonej mi pracy doktorskiej
bylo zbadanie formowania si¢ kropel w mikroprzeptywowych zlaczach
krzyzowych przy bardzo niskiej liczbie kapilarnej (Ca), gdzie napigcie
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badat potencjalne zastosowania opracowanych mikrouktadéw do manipulacji komdrek. Bez
watpienia tematyka pracy doktorskiej jest istotna w kontekscie przysziego zastosowania
systemow mikroprzeptywowych w badaniach biologicznych oraz diagnostyce biomedyczne;j.

Przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska sktada si¢ z pigciu rozdziatow: Wstepu,
Przegladu literatury, Materiatéw i metod, Wynikéw i dyskusji oraz Wnioskéw. Dodatkowo,
rozprawa doktorska obejmuje Streszczenie, Wykaz publikacji, Finansowanie, Spis tresci,
Wykaz rycin, Wykaz tabel, Nomenklatur¢ oraz Bibliografie. Cata rozprawa doktorska (z
wylaczeniem Streszczenia, Wykaz publikacji, Finansowanie, Spisu tresci, Wykaz rycin i tabel
oraz Nomenklatury) liczy 100 stron. Praca zostala napisana w jezyku angielskim i dodatkowo
zostala wzbogacona o wykresy, schematy, zdjgcia i réwnania. Od strony edytorskiej prace
oceniam dobrze. Popelniono kilka bledéw edytorskich, ktérych jest nie sposéb unikngé w tego
typu pracach i nie umniejszaja wysokiej oceny niniejszej rozprawy doktorskie;j.

Pierwsza czescig rozprawy doktorskiej jest Wstep. Obejmuje on 8 stron. Rozdziat ten
krotko wprowadza w tematyke mikrotechnologii, podkresla motywacje do podjecia badan oraz
wskazuje cel i hipoteze niniejszej rozprawy. Na koncu tego rozdziatu Doktorant umiescit krotki
konspekt rozprawy wraz z opisem poszczegdlnych rozdzialbw. W moim przekonaniu
podrozdzial 1.6 powinien by¢ umieszczony na poczatku rozdzialu pierwszego. Uwazam za
niezasadne opisywanie tego, co bedzie si¢ znajdowato w rozdziale 1, po jego przeczytaniu.
Dodatkowo, cel i hipotezy pracy zwykle sa przedstawiane po przegladzie literatury. Niemniej
jednak, Doktorant w pierwszym rozdziale uzasadnia motywacj¢ do podjecia badan bedacych
przedmiotem doktoratu, co w zasadzie moze prowadzi¢ do postawienia celu pracy. W kolejnym
rozdziale doktorant przedstawia Przeglad literatury, w ktéorym omodwione sg podstawowe
zagadnienia dotyczace mikrofluidyki (mechanika przepltywoéw jednofazowego i
dwufazowego), metod formowania kropel w mikroprzeptywowych uktadach oraz zagadnienia
dotyczgce modeli teoretycznych. Ostatnia cz¢s$¢ tego rozdziatu dotyczy wykorzystania kropel
do hodowli i inkubacji komodrek oraz mechanizmu transportu masy przez
poli(dimetylosiloksan) (PDMS). Przedstawiony przeglad literatury stanowi dobre
wprowadzenie do tematyki rozprawy doktorskiej. Niemniej jednak to, czego najbardziej
brakowalo mi w tej czgsci, to wskazanie i omowienie najistotniejszych osiagnie¢ (kamieni
milowych) réznych grup badawczych, dotyczacych wykorzystania kropel do hodowli i analizy
komorek. Nalezy zauwazy¢, ze warunki hodowli maja ogromny wplyw na ostateczne wyniki
badan komoérkowych w mikrosystemach, dlatego tez omdwienie tego wydaje si¢ zasadne.

Zabrakto rowniez krétkiego podsumowania czesci literaturowej pracy.
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Doktorant postawil hipoteze ,,... zZe tworzenie si¢ kropli w mikroprzepbhywowym zigczu
krzyzowym przy bardzo niskiej liczbie kapilarnej jest znaczgco od niej zalezne i rozni sig
znacznie od mechanizmu obserwowanego w zigczach typu T”°. W celu potwierdzenia tej
hipotezy, doktorant opracowat r6zne systemy mikroprzeplywowe i badal tworzenie si¢ w nich
kropel dla réznych geometrii oraz predkosci przeptywu. Dodatkowo, opracowal modele
matematyczne przeptywéw. Kolejnym celem pracy bylo. zbadanie mozliwosci zastosowania
kropel w mikroprzeptywowych zlaczach krzyzowych jako inkubatoréw komdrkowych. Nie
zostala jednak przedstawiona zadna hipoteza badawcza w tym zakresie.

Kolejna cze$¢ rozprawy doktorskiej to Material i metody. Obejmuje ona 25 stron i jest
podzielona na pig¢ podrozdziatdéw: Wytwarzanie mikrosysteméw z wykorzystaniem metody
frezowania, Migkka litografia, Uklad eksperymentalny do tworzenia kropli, Uklad
eksperymentalny do tworzenia kropel w mikrouktadach i zastosowania ich jako inkubatoréw
komorkowych oraz Metodyka pomiarowa. W pierwszych dwoch podrozdziatach opisano
szczegblowo wytwarzanie uktadow przy uzyciu metody frezowania oraz techniki miekkiej
litografii, ktéra zostata bardzo szeroko przedyskutowana. Jednoczesnie brakuje jednoznacznie
przedstawionej techniki wytwarzania poszczegolnych elementow oraz finalnie opracowanych
mikrosystemow (jakg metoda, jakie parametry dla danej metody). Ostatecznie doktorant
opracowal szes$¢ urzadzen o réznych geometriach i przetestowat generowanie w nich kropel dla
roznych predkoscei przeplywu. W tej czgsci zostaly przedstawione metody pomiaru tworzenia
kropli (oparte na analizie obrazu). Dodatkowo, zostaly omdéwione rbézne podejscia
wprowadzania komorek oraz metody wytwarzania mikrosystemoéw z réznych materialow, tak
aby zapobiec parowaniu kropel.

W oparciu o czesé¢ eksperymentalna, mozna stwierdzi¢, ze Doktorant jest zaznajomiony z
technikami z réznych dziedzin, tj. mikrotechnologia, materialy, biologia, co potwierdza
interdyscyplinarny charakter prowadzonych badan. Doktorant przedstawit w tej czesci
pracy rowniez wiele wyniki swoich prac, np. zdjecia mikrosystemdow opatrzone komentarze. 7.
punktu widzenia recenzenta, powinno to by¢ elementem kolejnej czesci pracy, a nie czesci
eksperymentalnej. Z kolei, zabrakto kilku istotnych informacji dotyczgcych metodyki pracy:
np. spis materiatdéw, odczynnikéw i aparatury, analiza statystyczna, metodyka pracy z
komoérkami (typ zastosowanych komorek, sposéb ich hodowli i przygotowania do badan w
mikrosystemie, znakowanie i analiza).

Kolejny rozdzial przedstawia wyniki uzyskanych badan i obejmuje on 37 stron. W tym

rozdziale, opisano of wzorce przeplywu w mikroprzeptywowych polgczeniach krzyzowych dla



roznych wartosci przeptywu. W trakcie pracy Doktorant dokonal obserwacji, ze obok juz
znanych metod tworzenia kropli z ang. “at junction”, downstream”, “parallel flow” mozliwe
jest uzyskanie bimodalnej pracy ukladu generujacego krople. W badaniu formowania sie kropli
dla niskich wartosci liczby kapilarnej (Ca) dla roznych przeptywdow zaobserwowano zasadnicza
roznice w tworzeniu si¢ kropli w polaczeniach krzyzowych i ztagczach T. Zaobserwowano, ze
w polaczeniach krzyzowych szyjka formujacej si¢ kropli moze znacznie si¢ wydtuzy¢ przed jej
oderwaniem 1i jest to silnie zalezne od wartosci liczby kapilarnej (Ca). Ponadto, wydtuzenie to
znaczaco wplywa na koncowa objetosé kropli w rezimie niskich warto$ci Ca. Nie mam
watpliwosci, Ze przedlozona praca posiada oryginalne badania, wnoszace nowg wiedze w
zakresie mikrotechnologii. Doktorant, opracowal rowniez modele matematyczne
przeplywéw, w celu wyjasnienia zaobserwowanych zjawisk, zaleznosci pomiedzy
wydluzaniem si¢ kropli a wartoscia liczby kapilarnej (Ca). Uzyskane wyniki badan
potwierdzaja przyjeta hipoteze pracy. Wyniki powyzszych badan zostaly opublikowane w
czasopiSmie Chemical Engineering Journal (IF=15.1). Nalezy podkresli¢, ze Doktorant jest
pierwszym oraz korespondencyjnym autorem tej pracy.

Kolejna cze$¢ pracy dotyczy zastosowania kropel w uktadach mikroprzeplywowych do
manipulacji komoérek. Zaproponowana przez Doktoranta metodyka wprowadzania komérek do
mikrosystemu oraz tworzenia si¢ kropel zapobiegala tworzeniu si¢ agregatéw komdérkowych i
zapewniala rozktad komoérek wg rozktadu Poissona. Doktorant badat réwniez parowanie cieczy
w mikrouktadach wykonanych z ré6znych materialéw. Jest to bardzo wazny parametr zwigzany
zhodowlg komorek w mikrouktadach, wpltywajacy m.in. na zywotno$é komorek, ktory niestety
wielokrotnie pomijany jest w badaniach prowadzonych w mikrouktadach do hodowli komérek.
Zaobserwowano, ze w trakcie 3 h hodowli krople odparowuja z mikroukfadu wykonanego z
PDMS i szkla. W zwigzku z czym, Doktorant wykonat mikrouktady PDMS-szklo ze
zbiornikiem wodnym na gémej warstwie uktadu, PDMS-szklo z nieprzepuszczalnym
materiatem 1 dodatkowym kanalem bocznym, szklo-szklo i analizowat w nich parowanie
wytworzonych kropel. Doktorant potwierdzil, ze zastosowanie mikrouktadow: PDMS-szkto z
nieprzepuszczalnym materiatem i dodatkowym kanatem bocznym oraz szkto-szklo zapobiega
parowaniu kropel. Nalezy pamigta¢ o tym, ze takie rozwigzanie moze zmniejszy¢
przepuszczalnos¢ tlenu do wnetrza mikrouktadu i tym samym zmniejszaé zywotno$é komorek.
Doktorant, wspomina o tym aspekcie, niemniej jednak glebsza dyskusja i badania w tym

zakresie mogly by¢ przedstawione.



Doktorant przeprowadzil badania zywotnosci komoérek wewnatrz wytworzonych kropel, co
mialo potwierdzi¢ mozliwo$¢ zastosowania opracowanych mikroukladéw w badaniach
biologicznych. W dokumentacji wskazano, Ze badania te byly wykonywane we wspotpracy z
Prof. Tomaszem Lipnickim, wi¢c zakladam, ze badania te nie byly gtéwnym obszarem pracy
Doktoranta. Niemniej jednak w tej czesci brakuje dodatkowych informacji wynikow
dotyczacych przeprowadzonych badan (np. przygotowanie, wybarwianie i analiza komorek).
Wywnioskowano, jednak wylacznie na podstawie zdje¢, ze komorki wykazywaly wysoka
zywotno$¢ w mikroukladach przez 24 h. Pytanie brzmi, czy w prowadzonej hodowli mozna
bylo réwniez zaobserwowac komorki nekrotyczne? Pomimo tych uwag nalezy podkresli¢, ze
Doktorant przeanalizowal i uwzglgdnil kluczowy aspekt, jakim jest badanie parowania w
mikrouktadach do hodowli komorek. W moim przekonaniu, w celu wyciggniecia wnioskow
dotyczacych aspektow komorkowych, ta czesé pracy moze by¢ szeroko rozwinigta, co wymaga
przeprowadzenia dalszych testdw biologicznych. Ostatnia czg$¢ pracy to Wnioski. Wyniki
badan zostaly omoéwione w poszczegolnych rozdziatach, niemniej jednak pominieto typowsa

dyskusje uzyskanych wynikow. Prosze o skomentowanie wynikéw uzyskanych w niniejszej

dysertacji w porownaniu z najnowsza literaturg naukowas.

Na szczegblng uwage zastuguje interdyscyplinarnosé prowadzonych badan. Doktorant musiat
nauczy¢ si¢ roznych technik z pogranicza roznych dziedzin nauki: byla to nie tylko
mikrotechnologia, biologia, ale roéwniez cze$¢ zwigzane z opracowaniem modelu
matematycznego. Nie ulega watpliwosci, ze Doktorant wprowadzit nowa wiedze w dziedzinie
mikrotechnologii i osiagnal zalozony cel pracy.

W trakcie publicznej obrony prosze Doktoranta o odniesienie si¢ do powyzszych uwag.
Ponadto, dotaczam kilka dodatkowych komentarzy i sugestii.

o Prosze skomentowac czy mozliwe jest prowadzenie hodowli i analizy dtugoterminowej
komorek w kroplach wytwarzanych w mikroukladach? Jakie sg wady i zalety
zastosowania tego typu mikroukladéw w poréwnaniu z innymi metodami hodowli
komérek w mikroskali?

e Mam watpliwo$¢ czy mozna nazwaé opracowane mikrouklady i metode hodowli
komorek w kropli inkubatorami, jesli zostaly one uzyte do hodowli wylacznie przez
24h.

e Prosz¢ skomentowa¢ badania dotyczace parowania cieczy w mikrosystemie szlo-szto

(Doktorant nie przedstawit wykresu z przeprowadzonych badan).



e Prosze wyjasni¢ eksperymenty prowadzone z komdrkami (w jakim typie mikrouktadu
prowadzono badania, jakie komorki zastosowano, sposéb przygotowania komérek do
hodowli, metodyka analizy, itp.). Tak jak wspomniano wczesniej w recenzji, brakuje
opisu metodyki prac prowadzonych w mikrouktadach z hodowla komorek.

e Brakuje spisu stosowanych materiatow, aparatury i reagentow.

e Brakuje analizy statystyczne;j.

Whiosek koncowy

Biorac pod uwage warto$¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej Pana mgr Tetuko Kurniawan
stwierdzam, Ze oceniana praca doktorska spelnia kryteria stawiane kandydatom
ubiegajacym sie o stopien naukowy doktora okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2024 poz. 1571). Zgodnie z zapisem Ustawy
Art. 187. Pkt 1. “Rozprawa doktorska prezentuje ogdlna wiedze teoretyczng kandydata w
dyscyplinie oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej" oraz pkt. 2.
"Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
oryginalne rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikéw wlasnych badan naukowych w
sferze gospodarczej lub spolecznej albo oryginalne dokonanie artystyczne." Na podkre$lenie
zastuguje bardzo dobra znajomos¢ Doktoranta szerokiego wachlarza nowoczesnych metod
badawczych oraz umiejetno$¢ ich wykorzystania. Doktorant wykazal, ze w polaczeniach
krzyzowych szyjka formujacej sie kropli moze si¢ wydluzaé przed jej oderwaniem i jest to
zalezne od liczby kapilarnej (Ca). Doktorant opracowal réwniez matematyczne modele
przeptywoéw w celu wyjasnienia obserwowanych zjawisk i1 wykazal, ze opracowane
rozwigzanie moze by¢ wykorzystywane do hodowli komorek przez 24 godziny. Pomimo uwag
wskazanych w powyzszej recenzji, uzyskane wyniki wnosza istotny wktad w wiedzg z zakresu
mikroprzeptywéw i mikrotechnologii. Opracowane rozwigzanie technologiczne moze by¢
istotne w dalszych zastosowaniach biologicznych. Nalezy podkresli¢, ze dorobek naukowy
doktoranta jest bardzo dobry: wspdlautorstwo 6 prac (1 zwigzana z niniejsza rozprawg o
wysokim wspétezynniku IF - 15,1) opublikowanych w czasopi$mie z listy JCR, 5 publikacji
nieindeksowanych, 5 konferencji zwigzanych z rozprawg doktorska oraz udzial w grantach.
Kolejny manuskrypt jest w przygotowaniu. W zwigzku z przedstawiong wyzej bardzo
pozytywna ocena calej pracy doktorskiej wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Inzynieria
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Tetuko Kurniawan do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz pragne

rekomendowa¢é niniejszg rozprawe do wyréznienia.
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