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Recenzja rozprawy doktorskiej

Tytut rozprawy: ,,Oddzialywanie jonéw zelaza, chromu i kobaltu z wybranymi strukturami
biologicznymi”

Doktorantka: mgr inz. Daria Glogocka

Promotorzy rozprawy: Prof. dr hab. inz. Marek Langner
Prof. dr hab. Martin Hof

Mgr inz. Daria Glogocka ukonczyla studia magisterskie na Wydziale Podstawowych
Probleméw Techniki Politechniki Wroctawskiej. Badania zwigzane z rozprawg doktorkg byty
realizowane w Laboratorium Biofizyki Agregatéw Makroczasteczkowych, Katera Inzynierii
Biomedycznej Wydziatu Podstawowych Probleméw Techniki PWr pod kierunkiem dwoch
promotorow prof. dr hab. inz. Marka Langnera i prof. dr hab. Martina Hofa.

TEMATYKA PRACY

Tematyka rozprawy doktorskiej, w pewnym zakresie, jest zwigzana, w szczeg6lnosci
poprzez mozliwe wykorzystanie wynikow badan, z dyscypling inzynieria biomedyczna.
Najogdlniej ujmujac, tematyka ta dotyczy badan nad opracowaniem metody pomiaru
przestrzennego rozkladu jondéw wybranych metali ciezkich wystepujacych w stopach
stosowanych do wytwarzania implantéw tkanki kostnej. Recenzowana rozprawa doktorska
wpisuje sie¢ w aktualny nurt badawczy zwigzany z rozwojem metod wspomagajacych badania
nad materialami stosowanymi w implantologii, a w szczegdlnosci wplywu tych materialéw na
tkanke. Zatem uzyskane wyniki mogg byé wykorzystane w badaniach nad wiasciwosciami
materialow metalicznych uzywanych w implantologii, ktére moglyby wplyngé na
zmniejszenie wystgpowalnosci czestych powiktan u pacjentéw z takimi implantami, w postaci
réznych schorzen np. metalozy.

STRUKTURA 1 ZAWARTOSC ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Przedlozona rozprawa doktorska zawiera 95 stron, obejmujace 10 rozdzialow, w tym
streszczenie w jezyku polskim oraz 61 rysunki i 4 tabele. Rozprawa jest w postaci tradycyjne;j
monografii. Jednak brakuje wymaganego streszczenia w jezyku angielskim. Cze$¢ pierwsza
obejmuje wprowadzenie zawierajagce omowienie wptywu jonéw metali cigzkich na organizm
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cztowieka i uktadow modelowych zwigzane z rozktadem jonéw metali ciezkich (podrozdzialy
2.1-2.3). Druga czg¢$¢ rozprawy jest poswiecona czesci eksperymentalnej zawiera spis
materiatdéw 1 odczynnikdéw, opis metod wykorzystywanych w prowadzonych badaniach
aparatury badawczej i opis metodyki badan (rozdzialy 4 i 5) oraz analize wynikéw badan
(rozdziat 6). Pozostata czgs¢ pracy przedstawia: podsumowanie (rozdziat 7) i spisy tabel i
rysunkéw (rozdziaty 8 1 9).

Bibliografi¢ (rozdziat 10), na ktdra sktada sie 152 pozycje literaturowe, z ktérych duza
czgs¢ -36 publikacji (ok. 24%) stanowig publikacje z ostatnich 5 lat (2014-2018).
Przedstawiony przeglad literatury zostal dokonany na podstawie wiasciwie dobranych pozycji
piSmiennictwa dotyczacego przedmiotu rozprawy.

W rozprawie zostaly sformulowane 2 glowne cele, ujmujace istote badan: (cel 1)
opracowanie metody oznaczania przestrzennego rozkladu jonéw w tkance kostnej, (cel 2)
okreslenie wplywu jonéw metali cigzkich na procesy wewngtrzkomorkowe, przy czym ze
wzgledu na zlozonos¢ problemu wybrano dwa zagadnienia zwigzane z opisem wplywu: (a)
jonéw matali cigzkich i czynnikéw zatlaczajacych na termodynamike roztworéw soli
istotnych w fizjologii komorki oraz (b) jonéw metali ciezkich na transport wody przez
dwuwarstwe lipidowa.

Rozprawa zostala dobrze zorganizowana strukturalnie z dobrze przedstawionymi
i om6éwionymi wynikami badan. Kolejne etapy rozprawy rozwijajg si¢ w spos6b naturalny,
pokazujac jednoczesnie plan eksperymentu i sposéb rozumowania Doktorantki. Elementy
pracy sg logicznie powigzane, a ich zamieszczenie w tekscie pracy jest uzasadnione.

Jak wspomniano wczesniej, w czesci 2. — do$wiadczalnej, omowiono stosowang
metodyke badan, wlaczajac rowniez podstawy dotyczace stosowanych metod pomiarowych.
Metodyka uzyta do osiagnigcia celu pracy zostala starannie przemyslana, doswiadczenia
utozone we wiasciwiej kolejnosci. W szczegdlnosci stosowano: spektroskopie emisyjng
indukowanga laserowo, mikroskopie elektronowsg z detektorem EDS (ang. energy dispersive X-
ray spectroscopy - spektroskopii dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego),
izotermiczng kalorymetri¢ miareczkowa do oznaczen ciepla rozcienczania soli i technike
zatrzymanego przeplywu do badan kinetyki transportu czasteczek natadowanych. |
Wyznaczano objetos¢ probki odparowanej i glebokos¢ otworéw powstatych na powierzchni
tkanki kostnej podczas ablacji laserowej oraz przygotowano probki z gipsu budowlanego,
ktoére wykorzystano do wyznaczenia krzywych kalibracyjnych.

W rozprawie przedstawiono wyniki badan dotyczace wplywu jondéw zelaza, chromu
i kobaltu (Fe**, Cr** i Co*") na termodynamike rozcienczania soli istotnych w uktadach
biologicznych (NaCl, KCl, CaCl, i ich mieszanin). Stwierdzono, ze obecno$¢ ww. jondw
zwigksza si¢ entalpia rozcieniczania biologicznie istotnych soli. Stwierdzenie to wskazuje, iz
jony tych metali mogg zaburza¢ homeostaze ptynéw fizjologicznych. W kolejnych badaniach
Doktorantka wykazala, ze bialka typu albumina i agregaty lipidowe nie wptywajg na dalsza
zmiang termodynamiki fazy wodnej wywotanej obecnoscig ww. jonow.

Nadrzedny cel postawiony podczas realizacji rozprawy zostal osiggniety. Oryginalng
czes¢ rozprawy stanowi opracowanie metody, na podstawie ktorej mozna stwierdzi¢ obecnosé
wybranych jonéw w probkach rzeczywistych — tkance kostnej i oceni¢ ich rozklad
przestrzenny, opartej na technice spektroskopii emisyjnej indukowanej laserowo LIBS (ang.
laser induced breakdown spectroscopy).
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Doktorantka uzyskatla interesujace wyniki badan wlasnych, w tym miejscu podam tylko
wybrane, najistotniejsze wyniki.

1. Opracowano metod¢ badania dyfuzji jonéw w tkance kostnej, opartg na technice
spektroskopii emisyjnej indukowanej laserowo LIBS, umozliwiajgcg wyznaczenie
przestrzennego rozktadu jonéw (Zn**, Co®*, Cr’") uwolnionych z powierzchni
implantu. Ustalono parametry pomiarowe, tj.: czas opOznienia rejestracji widm
emisyjnych, czas ekspozycji detektora, energie wigzki lasera, pozwalajace na
zoptymalizowanie stosunku sygnatu do szumu.

2. W ramach rozprawy podjeto wazki problem kalibracji metody, umozliwiajgcej
prowadzenie badan ilosciowych. W tym celu Doktorantka podjeta sie opracowania
sposobu przygotowania probek kalibracyjnych. Prébki te spelniajg podstawowe
wymagania: (1) maja pasma emisyjne poza zakresem czestotliwosci
charakterystycznych dla oznaczanych czasteczek i (2) wlasciwosci cieplne sg zblizone
do wlasciwosci probek rzeczywistych (kosci). Przygotowano probki, stanowigce
swego rodzaju fantomy kosci, ktore zostalty wykorzystane do wyznaczenia krzywych
kalibracji stuzacych do ilosciowej oceny rozkladu jonéw metali w tkance kostnej
metodg spektroskopii emisyjnej indukowanej laserowo LIBS.

3. Przygotowanie procedury preparatyki kosci, w celu uzyskania prébek tkanki kostnej.

4. Badania termodynamiki rozcienczania soli istotnych w uktadach biologicznych (NaCl,
KCl, CaCl; i ich mieszanin) wskazujg na zwigkszona entalpi¢ ich rozcienczania w
obecnosci jonéw Fe?*, Cr’* i Co?* oraz brak wplywu na dalszg zmiane termodynamiki
fazy wodnej ww. uktadow w obecnosci biatka typu albumina i agregatéw lipidowych.

5. Dodatkowo dzigki zmianie cisnien osmotycznych na dwuwarstwie lipidowej zbadano
wplyw jondéw zelaza, chromu ikobaltu na przepuszczalnos¢ tej dwuwarstwy.
Stwierdzono, ze obecno$¢ ww. jondw powoduje zmiane organizacji dwuwarstwy
lipidowej, powodujac obnizenie jej przepuszczalnosci.

6. Niewatpliwg zaleta tej rozprawy jest przedstawienie wynikéw badan prowadzonych z
wykorzystaniem probek rzeczywistych w postaci materialu biologicznego
pochodzenia zwierzecego.

Ze wzgledu na warto$¢ aplikacyjng badania powinny by¢ kontynuowane i rozszerzane.
Przed ewentualng publikacjg rozprawa wymagataby starannej redakcji, uzupelnienia opisow
wynikéw badan, pojawiajg si¢ w niej pewne drobne niescistosci jak réwniez niejasnosci, ktore
sklaniajg do pewnych pytan, a ja przedstawie je w uwagach krytycznych i edytorskich.

UWAGI KRYTYCZNE

1. W podsumowaniu rozprawy Doktorantka stwierdza, ze okreslono oddziatywanie jonow
w kosci po ich uwolnieniu z powierzchni implantu i p6zniejsze efekty toksyczne w catym
organizmie. Zastrzezenie budzi druga czes¢ tego stwierdzenia dotyczaca ,.efektow
toksycznych w calym organizmie”, poniewaz rozprawa nie przedstawia badan w takim
szerokim zakresie.

2. Str. 62 stwierdzono, iz rozklad wapnia, magnezu, fosforu jest réwnomierny na catej
powierzchni (rys. 45 B-E). W powigzaniu z rys. 45 G stwierdzenie to wymaga
komentarza.
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3. Na rysunku 59 zamieszczono wielkosci znormalizowane dane (rys. 59 C i D) natomiast
nie podano wzgledem jakiej wartosci przeprowadzono t¢ normalizacje.

4. Przygotowane probki kalibracyjne do badan metodg LIBS stanowigce swego rodzaju
fantom kosci, wykonano z gipsu budowlanego, materiatu, ktéry ze wzgledu na swoje
zastosowanie ma dopuszczong duzg tolerancje sktadu. Czy w zwigzku z tym byla
sprawdzona powtarzalno$¢ przygotowanych probek i czy rozwazano uzycie innego
materiatlu? Czy docelowo ten material ma by¢ uzywany do przygotowania prébek
kalibracyjnych?

5. Kolejne pytanie jest zwigzane z danymi przedstawionymi na rys. 37 rozprawy. Ot6z, co
spowodowalo, iz jako gorng granice przyjeto liczbe 100 ablacji? Zwiekszenie liczby
ablacji moze wyrazniej pokazalby tworzenie si¢ plateau powyzej 90 powtorzen.

6. Podobnego uzasadnienia, jak w punkcie powyzej, wymagatby czas trwania eksperymentu
(44 dni) zwigzanego z inkubacjg w wodzie probek kosci (rys. 40).

7. Na str. 39 znajduje si¢ opis rysunku 39, w ktérym podano iz ,,punkty pomiarowe
przyblizono funkcjami liniowymi...” — raczej do wyznaczenia krzywej kalibracji
zastosowano model liniowy.

8. Kolejna uwaga, a wiasciwie wskazowka dotyczy opisu badan. Pelny opis wymaga
podania liczby powtdrzen (n) jak réwniez informacji czy podane stupki btedow prezentuja
odchylenie standardowe czy blad standardowy. Tych informacji brakuje na rysunkach 25,
26,27, 36,37, 39 i innych.

9. Na stronie 46 pojawia si¢ termin ,,wachlarz” — ktéry wymaga krotkiego aczkolwiek
precyzyjnego rozwiniecia.

10. Na rys. 17 na prezentacji 3D otworu ablacyjnego (rys. 17 B) powinno by¢ wskazane
miejsce cigcia profilu (rys. 17 A).

11. Na koniec uwag krytycznych wymienig kilka niescistosci terminologicznych znalezionych
W rozprawie:

- izotermiczna kalorymetria miareczkujaca (str. 41) — powinno by¢ miareczkowa,

- natadowane czastki (m.in. str. 44) — w tym przypadku powinno by¢ czgsteczki,

- matryca dla elementu (str. 55) — powinno by¢ zaleznie od kontekstu pierwiastka, jonu,
czasteczki.

Uwagi redakcyjne

Ponizej wymieniam niektére z bledow/pomytek stylistycznych, ktére wystepuja
W rozprawie.

Str. 46: ,,intensywno$¢ pasma emisyjnego” czy tez ,,intensywnosc¢ linii bazowej” i na
str. 34 ,intensywno$¢ widma” nie sg wilasciwymi terminami. Intensywnos$¢ — jest
przeniesieniem z angielskiego, natomiast w jezyku polskim stosuje si¢ termin natezenie
promieniowania.

Str. 50: sformutowanie ,,oparty na analizie” powinno zastgpi¢ niewtasciwe: ,,oparty o
analize”.

Str. 60 i inne: brakuje jednostek symbolu stopni w podawanej temperaturze (°C).

Na stronie 70 podano odniesienie do rys. 54 podczas gdy opis dotyczy rys. 55.

Na stronie 74 niepotrzebny rysunek drugi z kolei — jest to powtdrzony rys. 58
zamieszczony na nastepnej stronie.
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W przypadku obiektéw policzalnych, takich jak: czgsteczki, komorki, powinno
uzywac si¢ ,,liczba” a nie ,,ilo§¢” — np. na str. 55 (i w calej pracy). Ostatnia z uwag w formie
przypomnienia rdwniez dotyczy calej pracy, otéz wielkosci mianowane zapisuje sie ze spacjg
pomiedzy liczba i jednostkami (np. str. 39).

PODSUMOWANIE

Podsumowujgc, recenzowana rozprawa jest opracowaniem, $wiadczgcym o duzym
zaangazowaniu Doktorantki w wykonanie czasochtonnych badan eksperymentalnych. Zatem
Doktorantka wykazala si¢ umiejetnym wykorzystaniem 1gczeniem wiedzy z réznych
obszaréw (chemii, biologii, biofizyki), oraz umiejetnosciami umozliwiajagcymi wilasciwe
przygotowanie probek do badan i samych pomiarow.

Istotnymi wynikami o charakterze utylitarnym i poznawczym przedstawionymi w
rozprawie s3: (1) opracowana metoda badania dyfuzji jondw w tkance kostnej, opartej na
technice LIBS, umozliwiajacej wyznaczenie przestrzennego rozktadu jonéw (Zn®**, Co**,
cr’) i przygotowanie odpowiednich prébek kalibracyjnych oraz (2a) wskazanie na
zwigkszong entalpi¢ rozcienczania soli istotnych w uktadach biologicznych (NaCl, KCI,
CaCl, i ich mieszanin) w obecnosci jonéw Fe**, Cr’* i Co** oraz brak wplywu na dalsza
zmiang termodynamiki fazy wodnej ww. uktadéw w obecnosci biatka typu albumina i
agregatow lipidowych oraz (2b) stwierdzono, iz obecno$¢ ww. jondw powoduje zmiang
organizacji dwuwarstwy lipidowej, powodujgc obnizenie jej przepuszczalnosci.

Badania wykonane z zastosowaniem opracowanej metody z wykorzystaniem probek
rzeczywistych, moga postuzy¢ réwniez do postawienia oceny i optymalizacji materiatow
stosowanych do konstrukcji implantéw kostnych.

DOROBEK NAUKOWY DOKTORANTKI

Dorobek publikacyjny Doktorantki jest dobry. Doktorantka jest wspotautorkg 5
artykutow opublikowanych w recenzowanych czasopismach z bazy Journal Citation Report
(JCR): EUROPEAN JOURNAL OF PHARMACEUTICAL SCIENCES (1 art., IF?°'® = 3,532), CELLULAR
AND MOLECULAR BioLoGy LETTERS (1 art., IF?°"® = 3.367), GENERAL PHYSIOLOGY AND
BiopHysics (1 art., IF?°'® = 1,309), AcT4 OF BIOENGINEERING AND BiomEecHANICS (1 art., [F2!8
= 1,112) i Opric4 AppLicaT4 (1 art., TF°'® = 1,054), cztery z nich, oprocz ostatniego, s3
artykulami zwigzanymi z tematem rozprawy, z ktérych w trzech mgr D. Glogocka jest 1.
autorem, a w pierwszym z wymienionych jest drugim autorem. Sumaryczny wspolczynnik
wplywu czasopism, w ktérych zostaty opublikowane wyniki badan wynosi 10,374.

Ponadto Doktorantka jest rowniez pierwsza wspotautorka rozdzialu zatytutowanego
wzezypee optyczne” w monografii POSTEPY INZYNIERI BIOMEDYCZNEJ.
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WNIOSEK KONCOWY

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Darii Glogockiej spelnia
warunki stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe o stopniach naukowych i tytule
naukowym w zakresie sztuki z dn. 14 marca 2003 roku i w Ustawie ”Prawo o szkolnictwie
wyzszym” z 18 lipca 2018 r. Zatem wnosze¢ o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Uwzgledniajac zakres pracy badawczej zwigzanej z doktoratem oraz dorobek publikacyjny
Doktorantki, ktérego gtéwng czescig sg 4 artykuly opublikowane w czasopismach z listy JCR
o sumarycznym wspdtczynniku wpltywu wynosi 10,374, wnosz¢ o wyrdznienie rozprawy
doktorskie;j. -
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