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mineralizacji struktur kolagenowych” mgr Sylwii Orzechowskiej

Rozprawa doktorska sktada si¢ ze wstepu literaturowego zakonczonego celem pracy
oraz czgsci do$wiadcezalne; obejmujgcej metodyke badan oraz i ich rezultaty wraz z dyskusjg.
Nastepnie zostat omdéwiony model mineralizacji struktur kolagenowych oraz podsumowanie,
gdzie réwniez umieszczono jako dodatek - program BmpBinarizer. Rozprawa wraz ze spisem
literatury, streszczeniem napisanym w jezyku polskim i angielskim oraz wykazem skrotow
uzywanych w pracy liczy 97 stron,

We  wstepie doktorantka przedstawila proces mineralizacji fizjologicznej na
przykladzie mineralizacji tkanki kostnej i zebow a nastgpnie skupifa sie na patologicznej
mineralizacji tkanek migkkich tak zwanej kalcyfikacii ekotopowe;. Doktadniej opisata dwa

‘modele mineralizacji zastawki aortalnej: biomechaniczny i biochemiczny z uwzglednieniem
reakcji zapalnej w tkance. Model biomechaniczny bierze pod uwage role cisnienia
Wywieranego na platki zastawki podezas skurczu i rozkurczu komory serca a drugi model
bazuje na dysfunkeji srédblonka zastawki aortalnej prowadzacej do powstawania zwapnien z
udziatem czynnikéw prozapalnych i szlakéw sygnalowych bialek morfogenetycznych kogei
(BMP) i Wnt (glikolipoproteiny). W czgSci literaturowej oméwiono réwniez krétko proces
mineralizacji struktur kolagenowych oraz stenozg zastawki aortalnej i kanatu kregowego.

Celem pracy doktorskiej byta fizykochemiczna i morfologiczna analiza depozytéw
mineralnych w tkankach migkkich na przykladzie stenotycznych zastawek aortalnych i
wigzadet z6ttych kregostupa (gdy wystepowala stenoza kanatu kregowego) w poréwnaniy 7
probkami kontrolnymi oraz tkankami zmineralizowanymi fizjologicznie. Ponadto doktorantka
podjeta si¢ oszacowania czasy wzrostu mineralizacji w tkankach w prostym modelu opartym
na réwnaniu dyfuzji. Warto zwrécié uwage na potrzebg takich badan, gdyz patologiczna

mineralizacja prowadzi do wielu choréb, ktére maja wptyw na dhugosé zycia cztowieka,
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Materiat badawczy stanowity depozyty mineralne zidentyfikowane w platkach
aortalnych (w 30 zastawkach ze stenozg aortalna, 5 zastawek kontrolnych) oraz 24 wie;zadei
zéttych pozyskanych od pacjentéw operacyjnych ze stenoza kanatu kregowego i 9 probek
wigzadet kontrolnych. Materialem poréwnawezym podlegajacym mineralizacji fizjologicznej
byly kosci beleczkowate Wypreparowane z kregéw ledzwiowych pobranych sekcyjnie (6
probek) oraz 5 zebow uzyskanych w rutynowe;j ekstrakeji. Probki do badan uzyskano w ramach
wspolpracy z Zakladem Biofizyki Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego i
przygotowywano do badan zgodnie z obowiazujgcymi procedurami.

Badania probek przeprowadzono kilkoma technikami pomiarowymi z wykorzystaniem
mikrotomografii komputerowej (Mikrotomograf SkyScan 1172 wraz z komputerem DELL
Precision T5400, pracujacym pod systemem operacyjnym Windows 7), spektroskopii
fluorescencji rentgenowskiej (XRF) z uzyciem spektrometru Oxford 2000, spektroskopii w
podczerwieni z uzyciem spektrometru Nicolet 6700 i dyfraktometrii rentgenowskiej z
wykorzystaniem dyfraktometru proszkowego X’Pert PRO MPD, ktére zostaly oméwione
doktadnie w rozdziale 2.2.

Obrazowanie p-CT tkanki kostne;j zmineralizowanej fizjologicznie umozliwito
otrzymanie tréjwymiarowej struktury kosci beleczkowatej oraz zebiny i szkliwa zebowego
wraz z rozktadem gestosci. W przypadku platek zastawek aortalnych (AV) i wiezadel z0ttych
(LF) tréjwymiarowe obrazy p-CT umozliwity zaobserwowanie wystgpowania depozytéw
mineralnych, ich ilogé i rozmiar przy czym ich strukture ze wzgledu na heterogenicznosé trzeba
bylo badaé¢ z duzg rozdzielczoscig - 2 pm. Analiza XRF pozwolila na oznaczenie sktadu
pierwiastkowego depozytéw mineralnych w badanych prébkach a analiza widm FTIR
umozliwila wyznaczenie parametrow dostarczajacych informacji o strukturze chemicznej
poprzez identyfikacje grup funkcyjnych tzn. grupy fosforanowej i grup amidowych. Ponadto
mozna bylo okresli¢ krystalicznosé struktury na podstawie rozszczepienia pasm grupy POs w
zakresie (450-650) cm.1, zwigzanych z potrdjnie zdegenerowanymi drganiami zginajgcymi O-
P-O. Otrzymane wyniki badasi Wraz z opracowaniem statystycznym zebrano w rozdziale 3;
oddzielnie dla tkanek kostnych (3.1 - kosci beleczkowatych i zebow) oraz tkanek migkkich
ulegajacych mineralizacji (3.2 — platek zastawek aortalnych, 3.3 - wigzadet z6ltych) .

Analize i dyskusje rezultatéw dla tkanki kostnej zmineralizowanej fizjologicznie
przeprowadzono gléwnie ze wzgledu na wiek pacjentéw, od ktérych pobrano probki. Warto

rzwrécié uwage, ze uzyskano wyrazne zmniejszenie objetosci beleczek kostnych z wiekiem
przy zachowaniu ich gestosci. Wartosé parametru BV/TV wyniosta 21.3% dla mlodychil1.8%

dla starszych pacjentéw. Sktad pierwiastkowy kosci beleczkowej oraz zebiny i szkliwa w
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zasadzie miedcil sie w granicach bledu wartosci literaturowych i nie wjawnit istotnych zmian z
wiekiem pacjentéw. Niestety doktorantka nie podata liczebnosci grup wiekowych a jedynie ich
zakres; 24-50 i 70-80 lat. Nieco wigksze zréznicowanie ze wzgledu na wiek otrzymano z badafi
spektroskopii w podeczerwieni (Tabela 3.2). W grupie 70-80 lat wyraznie spadl parametr
okreslajacy stosunek obecnodci grupy fosforowej do grup amidowych i krystalicznogé struktury
(ponad potowe).

W przypadku mineralizacji platkéw  zastawek aortalnych otrzymano duze
zroznicowanie depozytow ze wzgledu na ich rozmiar i gestosé $wiadczace o ich
heterogenicznosci, mieszaninie materiaty organicznego i nieorganicznego choé sklad
pierwiastkowy ziaren mineralnych nie odbiegat znaczaco od sktadu tkanki kostne;. Parametry
wyliczane na podstawie widm FTIR (takie jak : POs/Amid I, CO3/POs, HPO4/PO4 i
krystalicznos¢) oscylowaty migdzy wartosciami dla kosci i zgbiny wykazujac réznice istotnie
statystyczne w stosunku do szkliwa zebowego (Tab.3.4, str.49).

W wigzadtach z6ltych z grupy stenotycznej, na podkreslenie zashiguje fakt znalezienia
oprocz depozytéw mineralnych zdominowanych przez faze hydroksyapatytu (wykazujacych
stosunek Ca/P okolol,7) rowniez ziarna, gdzie zidentyfikowano obecnogé dwuwodnego
pirofosforanu wapnia CayP>+2H,0 (Ca/P okoto 1,1), czyli krysztaty CPPD co zostalo
potwierdzone w badaniach XRD i FTIR dla dwéch probek. Doktorantka zwrécita uwage, ze
dwie odmienne struktury chemiczne depozytéw moga wskazywaé na dwa niezalezne procesy
mineralizacji. Tworzenie HAP kojarzone jest z procesem degeneracji tkanki natomiast
powstawanie CPPD  sugeruje zaangazowanie dodatkowych ezynnikéw promujacych

~mineralizacje (np. schorzenia reumatyczne). Skiad pierwiastkowy depozytéw w LF byl rozny
od sktadu AV gléwnie z powodu nieobecnosei magnezu, strontu, miedzi przy jednoczeénie
podwyzszonej zawartosci zelaza, co moze roznicowaé mechanizmy mineralizacji tkanek, ktére
Jjednak nie sg jednoznacznie okreslone.

Istotnym wnioskiem wynikajacym z poréwnania cech fizykochemicznych i
morfometrycznych prébek kontrolnych i prébek z grupy stenotycznej bylo, Ze mineralizacja w
ptatkach zastawek aortalnych byla masywna, dochodzita do 40% podczas gdy wiezadla z6lte
wykazywaly znacznie mniejsza obecno$é ztogow mineralnych. Objetosé ziaren w 100 mm? LF
byla rzedu 0.01-0.5 %. Nalezy zaznaczyé¢, ze wyniki badan fizykochemicznych i
mikrotomograficznych platkéw zastawki aortalnej i wigzadet z6ttych zostaly opublikowane w
czasopismach o migdzynarodowym zasiegu przy czym doktorantka jest pierwszym autorem w
tych artykutach (Orzechowska S, Wrébel A, Goncerz G i wsp. Physicochemical and micro-

lomographic characterization of inorganic deposits associated with aortic Stenosis. J Heart
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Valve Dis.2014; 23:40-47 oraz Orzechowska S, Wrébel A, Koziel M i wsp. Physicochemical

characterization on mineral deposits in human ligamenta flava, J Bone Miner Metab. 2017;
7:1-9)

Warto podkresli¢, ze doktorantka podjeta probe modelowego okreslenia czasu WZzrostu
mineralizacji w tkankach w oparciu o réwnanie dyfuzji jonéw, co zaprezentowane zostalo w
rozdziale 5. Analize zmiany promienia ziarna w czasie mineralizacji tkanki przeprowadzila dla
wybranych probek wiezadel z6ttych dla dwéch pacjentéw z miodszej grupy wiekowej 1 dwbch
pacjentéw ze starszej grupy wiekowej uwzgledniajac zlogi zar6wno HAP jak i CPPG.
Pilotazowe obliczenia wykazaly wigkszg zmiane promienia w funkcji czasu wzrostu dla
depozytéw CPPG niz mineratéw HAP j brak wplywu wieku pacjentow na uzyskane wyniki (co
moze wynikaé z malej liczby przeanalizowanych przypadkow). W mojej opinii model
mineralizacji struktur kolagenowych wymaga glebszego opracowania i odniesienia do
literatury.

Ponadto dla potrzeb pracy zostal stworzony program BmpBinarizer ( zamieszczony w
pracy jako dodatek), w ktérym uwzgledniono efekt czgsciowego wypelnienia voksela (PVE) w
oparciu o analize sgsiedztwa pikseli i binaryzacje. Doktorantka na przyktadzie pomiarow
mikrotomograficznych tej samej probki przy dwoch zdolnosciach rozdzielezych - 13,512 um
wykazata roznice obrazow zbinaryzowanych struktur z uzyciem programowania globalnego -
dedykowanego w programie SkyScan i przy pomocy programu BmpBinarizer konkludujac, ze
korekta PVE udoktadnia parametry obrazowanej struktury dla badan wykonanych z wyzsza
zdolnoscig rozdzielczoseig (Rys. D.2 - D.4, Tab.D.1).

Praca jest napisana zrozumiatym jezykiem, choé autorka nie ustrzegla si¢ od drobnych
bledow literowych oraz stylistycznych. Mam tez zastrzezenia do prezentacji niektorych
rysunk6w, szczegolnie w rozdziatach 1-2, gdzie brak odnosnikéw literaturowych w podpisach,
(cho¢ czesciowo sa one wspomniane w tekscie).

Niemniej uwazam, ze mgr Sylwia Orzechowska zrealizowata cel swojej pracy
doktorskiej wymagajacej umiejetnosci prowadzenia kompleksowych badari do$wiadczalnych i
numerycznych. Wykazata sie tez odpowiednig wiedza teoretyczng w dyskusji wynikéw
dos$wiadczalnych zaréwno w aspekeie fizycznym jak i medycznym.

Generalnie wysoko oceniam badania dotyczace kompleksowej fizykochemiczne;j
charakterystyki mineralizacji platkéw zastawki aortalnej oraz wiezadet zottych choé
“niewgtpliwie przydataby si¢ wieksza liczba przeanalizowanych przypadkéw w modelu

mineralizacji struktur kolagenowych.




W konkluzji, moge stwierdzi¢, ze Kandydatka spelnia ustawowe wymogi stawiane
osobom ubiegajacym sie o tytut naukowy doktora zgodnie z ustawa z dnia 14.03.2003r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki ((Dz. U.
Nr 65, poz. 595, z poZniejszymi zmianami, Dz.U.2016.0882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r.
poz.1311)) oraz z rozporzgdzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 30
pazdziernika 2015 r, w sprawie szczegGtowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnogci
W przewodach doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie

tytutu profesora. Wnosze o dopuszczenie mgr Sylwii Orzechowskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.



