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Recenzja

pracy doktorskiej mgr Magdaleny Golasik pt. "Badanie toksykokinetyki tytanu oraz
obrazowanie jego wewnatrztkankowej dystrybucji”. Promotorem pracy byt prof. dr hab. n.
med. Wojciech Piekoszewski a role promotora pomocniczego petnita dr Malgorzata Herman. -
Praca powstata w Zakiadzie Chemii Analitycznej Wydziatu Chemii UJ.

Rozprawa doktorska mgr M. Golasik ma charakter pracy aplikacyjnej a zarazem
interdyscyplinarnej, taczacej wykorzystanie wspéiczesnych technik analitycznych
'z problematyka, dotyczacg oznaczen Ti w postaci jonowej w materiale biologicznym /
klinicznym. Wspdlczesna medycyna czy biologia do rozwigzania probleméw z obszaru
biochemii niejednokrotnie wymagaja wigczenia technik analitycznych z zakresu chemii czy
fizyki. Tak tez byto w przypadku opiniowanej przeze mnie dysertacji doktorskiej. Tytan, jak to
zostaio rowniez podkresione w pracy, jest pierwiastkiem, z kiérym przecietny cziowiek
spotyka sie relatywnie czesto, stgd duze prawdopodobieristwo migracji tego pierwiastka do
narzgdow / komoérek organizmu. Rola czy tez reaine zagrozenie ze strony tego ksenobiotyku
dla organizmu nie zostato jeszcze w peini poznane. W zwigzku z tym, tematyka podjeta
w doktoracie p. Magdaleny Golasik jest bardzo aktualna i w petni uzasadniona.

Przediozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Magdaleny Golasik ma forme
monotematycznego cykiu czterech artykuléw naukowych, opublikowanych w czasopismach
Z bazy Journal Citation Reports (JCR). Ta cze$é pracy poprzedzona jest streszczeniem
w jezyku poiskim i angielskim, wprowadzeniem w problematyke doktoratu jak réwniez
omowieniem prac w jezyku poiskim. Cze$¢ wprowadzajgca, z uwzglednieniem bibliografii,
wykorzystanej w czesci wstepnej pracy i spisem publikacji skiadajgcych sie na rozprawe
- doktorska, liczy 80 stron. W dalszej czesci opiniowanej dysertacji doktorskiej zamieszczono
wydruki czterech artykutdw naukowych, bedgcych podstawa doktoratu, ktére ukazaly sie
w nastepujgecych czasopismach: Joumnal of Analytical Afomic Spectrometry (IF 3,379),
Toxicology Letters (IF 3,522), BioMetals (IF 2,134) oraz Metallomics (IF 3,540). Ponadto,
w pracy przedstawiony jest dorobek mgr M. Golasik z wykazem publikacji naukowych,
wystgpielt konferencyjnych, projektéw badawczych, stypendiow naukowych oraz informacja
o dziatalnosci organizacyinej. W zwigzku z tym, Zze wszystkie artykuty naukowe stanowigce
podstawe doktoratu mgr M. Golasik s wieloautorskie calo$é uzupeiniona jest takze
0 o$wiadczenia wspdtautoréw tych publikacji. Zgodnie z zaleceniami Centralnej Komisji ds.
Stopni i Tytuldw oéwiadczenia przedstawiajg rzeczowo wkiad wszystkich wspdtautorow
w powstanie publikacji. Na tej podstawie moge stwierdzi¢, Zze udziat p. M. Golasik
w powstaniu artykutdw (a tym samym w realizacji tematyki doktoratu) jest decydujacy. We
wszystkich artykutach p. Golasik jest pierwszym autorem i byta zaangazowana we wszystkie
etapy prac poczgwszy od koncepcji- i plandw badan, poprzez pozyskiwanie Srodkéw



finansowych, udziat w przygotowaniu i pomiarach materiatu badawczego, opracowaniu
wynikéw po powstanie publikaciji.

Cykl artykutéw naukowych, przediozonych jako podstawa dysertacji doktorskiej mgr
Magdaleny Golasik oprécz tego, Ze jest uktadem $cisle powigzanych tematycznie publikacii,
co stanowi wymodg ustawowy, jest przykladem bardzo logicznego, kompleksowego nurtu
badawczego, zreaiizowanego przez Autorke. Pierwsza praca po$wiecona jest opracowaniu
| optymalizacji metody oznaczania tytanu w skali makroskopowej z wykorzystaniem techniki
-atomowej spektrometrii absorpeyjnej z atomizacjg w piecu grafitowym (GFAAS). W kolejnej
publikacji Autorka rozprawy wykorzystuje opracowang przez siebie metode do konkretnego
zagadnienia skupionego wokot badania toksykokinetyki tytanu w postaci jonowej na modelu
zwierzecym. W oparcii o pozyskane wyniki p. Golasik podejmuje bardziej szczegdlowe
badania narzadéw zwierzat doswiadczalnych, juz na poziomie mikroskopowym stosujgc
rentgenowska mikroanalize fluorescencying, bazujaca na promieniowaniu synchrotronowym.
| wreszcie czwarta praca, przegladowa, skupia sie na mechanizmach dziatania Ti w postaci
jonowej na organizm. Tak zaprojektowany uktad badan, zrealizowanych w ramach doktoratu,
$wiadczy to dojrzalosci naukowej p. Golasik jako miodego badacza. Potwierdza to réwniez
liczba wszystkich publikacji naukowych p. Magdaleny Golasik, w ktorych w wiekszoéci
(12/18) jest ona pierwszym autorem. Nalezy dodaé, ze trzy z artykutéw naukowych
wchodzacych w sktad ‘dysertac.:ji doktorskiej p. M. Golasik posiadajg IF powyzej 3, a jeden
powyzej 2, co rowniez podkresla wysoki poziom prac stanowigcych niniejsza rozprawe
doktorska.

Dokonujgc oceny rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Golasik, nalezy stwierdzi¢, ze
zasadniczy cel pracy zostat osiggniety. Autorka wykorzystata model zwierzecy do oceny
zachowania jonowej postaci Ti w organizmie, wyznaczajgc czasowe i przestrzenne
parametry dystrybucji zwigzku tego pierwiastka jak réwniez podstawowe parametry
toksykokinetyczne. Badania przeprowadzono dla dwdch gidwnych drég, jakimi Ti moze
wnika¢ do organizmu tj. dozylnej (symulacja ukierunkowana gtéwnie na uwalnianie Ti
z implantéw do sasiadujgcych tkanek) i dozotadkowej, dostarczajgc tym samym
nowatorskich obserwacji o zachowaniu tego pierwiastka w organizmach z uwzglednieniem
sposobdw jego wchianiania, dystrybucji i wydalania. Autorka pokazata réwniez bardziej
precyzyjnie tj. w skali mikroskopowej, w jakich obszarach badanych narzadéw stwierdza sie
silniejsze gromadzenie Ti {prace z wykorzystaniem techniki u-SRXRF) i jaka jest topografia
tego ksenobiotyku w strukturach anatomicznych analizowanych narzadéw. Waznym
osiggnigciem recenzowanej rozprawy doktorskiej jest stwierdzenie wzrostu zawartosci tytanu
w waznych dla organizmu organach, takich jak np. nerki, $ledziona, watroba, po
diugotrwalym podawaniu tego ksenobiotyku. Stanowi to potwierdzenie a zarazem
niepokojace doniesienie, o mozliwosci akumulacji tytanu w ustroju w wyniku
diugoterminowego narazenia na ten pierwiastek np. poprzez produkty spozywcze czy
posiadane implanty. Od strony analitycznej nalezy zaznaczyé, ze przeprowadzenie
doswiadczen majacych na celu oznaczenie Ti w surowicy i tkankach migkkich wigzalo sie
z wezesniejszym opracowaniem, optymalizacja jak i walidacja procedury oznaczania tytanu
w tkankach za pomoca techniki GFAAS. Wyniki swoich prac Doktorantka przedstawia na tle



aktualnych doniesiert literaturowych, pokazujgc tym samym réwniez dobrg orientacje
w realizowanej tematyce badawczej.

Przyjeta przez Autorke forma doktoratu pomimo, ze zasadniczo oparta jest na juz
opublikowanych artykutach, w czesci wprowadzajgce] pozostawia jeszcze miejsce na
.pochwalenie si¢” nowymi wynikami badarn, ktére giéwnie ze wzgledu na charakter prac -
wstepnych nie zostaly jeszcze opublikowane. Recenzentowi, rozszerza za$ mozliwosci
przedstawienia rowniez pewnych uwag krytycznych, w sytuacji gdy opiniuje rozprawe
doktorska opartg na juz recenzowanych uprzednio artykutach. W odniesieniu do pracy
doktorskiej mgr Magdaleny Golasik nie ma ich zbyt wiele, niemniej jednak z obowigzku
recenzenta czuje sie zobowiazana do ich przedstawienia obok pewnych punktéw do dyskusji
- podczas obrony pracy doktorskie;.

1. Specyfika materiatu biologicznego niejednokrotnie wymaga dostosowania, optymalizacji
istniejgcych procedur badawczych czy wrecz opracowania od podstaw aparatu
analitycznego. istotnym jest tu wilasciwe dobranie mozliwosci okreSlonych metod
badawczych do postawionych problemdw, wigzace sig czesto z wywazeniem ,zyskow i strat”
przy wyborze danej techniki pomiarowej. Nalezy zwréci¢ uwage nie tylko na jak najlepsza
wykrywalno$¢ / oznaczalno$¢ danej metody ale réwniez na parametry takie jak czas
pomiaru, preparatyke probek, ilos¢ materialu wymagana do prowadzenia analizy, dodatkowe
informacje, ktérych rownoczesnie dostarcza dana metoda, a kiére mogg poszerzaé
zdobywang wiedzg, dostepno$¢ aparatury badawczej | oczywiscie koszty zwigzane
z wyborem takiej a nie innej metody badawczej. W rozprawie doktorskiej p. Golasik
poréwnuje wybrana przez siebie technike (GFAAS) ze spekirometria mas z jonizacja w
plazmie sprzezonej indukcyjnie (ICP-MS). Czy inne ze znanych Autorce technik, bylyby
uzyteczne do oznaczen Ti w tkankach i jesli tak co zadecydowato, ze zdecydowala sie na
atomowg spektrometrig absorpcyjna z atomizacja w piecu grafitowym.

2. Bardzo ciekawym aspektem badan podjetym przez Autorke jest ocena zmian stezenia Ti
w tkankach w czasie po wszczepieniu implantéw. -Po zebraniu odpowiedniego materiatu
badawczego i istotnym zwiekszeniu populacji prébek wyniki moga okazaé sie bardzo
wartoéciowe, np. w aspekcie m. in. zaleznosci pomiedzy akumU!acja Ti a stanem zdrowia.
W oparciu o dotychczasowe wyniki, .dot. poziomu Ti w tkankach przed implantacja,
p. Golasik stwierdza, ze ,Szeroki zakres uzyskanych wynikéw mozna uzasadnié odmienng
ekspozycjg na tytan w zyciu codziennym, zwlaszcza u dzieci, ktére spozywajg zazwyczaj
duzo stodyczy...” Na jakiej podstawie Autorka wysuwa ,hipoteze” o zbieznoéci wysokiego
poziomu tytanu z wiekiem pacjentéw i spozywang iloscig stodyczy? Czy zaobserwowany
wysoki poziom Ti w tkankach koreluje w jakié sposéb z wiekiem pacjentdw? Czy wyisze
wartosci stezen Ti uzyskano w grupie miodszych pacjentow / dzieci?

3. W przypadku badan dot. powierzchniowego obrazowania Ti w tkankach z wykorzystaniem
synchrotronowej rentgenowskiej mikroanalizy fluorescencyjnej wartosciowym byloby
zestawienie uzyskiwanych map dystrybuciji pierwiastkéw z obrazem histologicznym tkanki lub
chociazby obrazem mikroskopowym skanowanego obszaru prébek. Autorka wspomina
W swojej pracy o planach wigczenia badan  histopatologicznych  czy
immunohistochemicznych, niemniej jednak na tym etapie prac, proste poréwnanie map

3



chemicznych z obrazem badanej tkanki mogloby byé¢ juz Zrodlem informacji o pewnych
strukturach obecnych w prébkach (naczynia krwionosnie, rozne typy komérek, rézne
struktury morfologiczne w obrgbie narzadow, artefakty, itp.), ktére w mikroskopie optycznym
sg wzglednie dobrze rozréznialne. Dla przykiadu podiuzne struktury widoczne na rys. 8,
wykazujgce wysoki poziom Fe (ale réwniez Ti) sg najprawdopodobniej naczyniami
krwionoénymi. Czy w celu interpretacji uzyskanych map dystrybucji pierwiastkoéw tego typu
analiza byta stosowana?

4. Prowadzenie analizy dystrybucji pierwiastkéw wewnatrz narzadéw, w oparciu o ich masy
powierzchniowe, tak jak zaprezentowano w pracy A.3, niesie za sobg ryzyko blednej
interpretacji uzyskiwanych map chemicznych. Niejednorodno$é masy powierzchniowej
prébki, zwigzana z lokalnymi réznicami w jej gestosci/grubosci, bedzie pociggaé za sobg
réznice w masach powierzchniowych pierwiastkéw, niekoniecznie przektadajace sie na
réznice w stezeniu pierwiastka. Przykladem moga byé, wspomniane powyzej, $ciany naczyri
krwionosnych (rys. 8). W tego typu badaniach nalezy dazy¢ wiec do eliminacji efektéw
zwigzanych z réznicg mas powierzchniowych probki. Jakie rozwigzanie Autorka widziataby
aby zminimalizowaé wplyw masy powierzchniowej prébki na prezentowane przez siebie
wyniki badan?

5. Omawiajac wyniki badan, przeprowadzonych z wykorzystaniem techniki y-SRXRF Autorka
zwraca uwage na punkty w obszarze probek o ekstremalnie wysokich ,zawarto$ciach” czy
bardziej poprawnie masach powierzchniowych np. Ca i Ti. Czy punkty te dajg jakie$
odzwierciedlenie w obrazie mikroskopowym tkanki? Jak wyglada poréwnanie widm
zmierzonych w takich wtasnie punktach z widmami z ,typowych” obszaréw tkanki? W pracy
nie zostato zaprezentowane Zzadne widmo zmierzene technikg p-SRXRF w analizowanych
prébkach, dlatego moze w trakcie obrony dobrze byloby pokazaé nie tylko topografie
pierwiastkow w skrawkach tkanek, ale i ten ,bezpo$redni® rezultat pomiaréw, jakim jest
widmo promieniowania wzbudzonego w tkankach, ktére niesie informacje o rejestrowanych
pierwiastkach.

6. Jakie granice wykrywalnosci / oznaczalnosci Ti i innych pierwiastkéw w mierzonych
tkankach uzyskano, przy zastosowanych warunkach pomiarowych w technice P-SRXRF?
Czy relatywnie matodostepne Zrédio promieniowania rentgenowskiego jakim jest synchrotron
stanowi jedyne rozwigzanie dla tego typu analiz?

7. Przedstawienie rezultatéw pomiaréw w pracy analitycznej musi byé opatrzone informacjg
0 oszacowanej niepewnosci wyniku. W pewnych punktach recenzowanej pracy doktorskiej ta
informacja jest jednak pomijana. Ponadto, prezentacja wynikdéw na etapie pracy doktorskiej
powinna juz zawieraé poprawne zapisy wynikdw pomiarébw, co nie zawsze jest
przestrzegane w ninigjszej rozprawie doktorskiej. Sg to oczywiscie pewne szczegély,
o ktoérych wspominam raczej pod katem nabrania przez Autorke ,dobrych nawykéw’ na
przysztosé. | tak:

- Na sir. 39 i w pracy A.1 Autorka podaje bardzo precyzyjnie osiggniety ,poziom” masy

charakterystycznej, 1j. 88 pg w odniesieniu do wartoéci podawanej przez producenta (70 pg).
Biorgc pod uwage, Ze podawany jest tylko ,poziom” uzyskanych wartosci przedstawiony



-

wynik, w mojej opinii, jest zbyt doktadny. Jakiego rzedu sa niepewnosci do wyznaczanych
wartosci mas charakterystycznych?

- Podobnie, na str. 39 i w pracy A.1 brak niepewnosci wyznaczanych granic wykrywalnosci.

- Na str. 42, w Tab. 1 wartosci stezen tytanu w tkance okoloprzeszczepowej réwniez
przedstawione sg bez niepewnosci wynikdw. Jakiego rzedu wielko$ci sg niepewnosci
warto$ci uzyskiwanych w analizie i co jest ich Zrédtem? Ponadto, wyniki podane sag z réznymi
dokfadnosciami (w zapisie zastosowano rézne liczby cyfr znaczacych).

- W Tabelach 2, 3 oraz Tab. 3/A.1, Tab. 1/A.2 i Tab. 2/A.2 w zapisach niepewnosci
przedstawianych wynikéw uwzgledniono rézne liczby cyfr znaczgcych od jednej do az trzech.

Podsumowujge, przediozona mi do zaopiniowania rozprawa doktorska mgr
Magdaleny Golasik wskazuje na duze umiejetno$ci Autorki zardbwno w prowadzeniu prac
doswiadczalnych, analizy danych i interpretacji uzyskiwanych wynikow w oparciu ©
posiadang wiedze z dziedziny tematyki badawczej. Dorobek naukowy Doktorantki zostat
upubliczniony w renomowanych czasopismach naukowych, jak réwniez w formie wystgpien
konferencyjnych, co potwierdza réwniez duze znaczenie problematyki badawczej
podejmowanej przez mgr M. Golasik w ramach doktoratu. :

Konkludujac stwierdzam, 2ze rozprawa doktorska mgr Magdaleny Golasik pt.
“Badanie toksykokinetyki -tytanu oraz obrazowanie jego wewnatrztkankowej
dystrybucji” speinia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. z 2003 r. nr 65 poz. 595 z p6zniejszymi zmianami) i wnosze o dopuszczenie mgr
Magdaleny Golasik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, pomimo
zamieszczonych powyzej uwag, prace doktorska mgr Magdaleny Golasik oceniam
bardzo wysoko i wnioskuje o jej wyrdznienie.
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