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pt. "Biophysical characteristics and cellular studies of polyhydroxyoctanoate
(PHO) — biodegradable and biocompatible olymer for biomedical applications”
p pp
autorstwa pana mgr. Tomasza Witko

Recenzowana rozprawa doktorska pt. ,,Biophysical characteristics and
cellular studies of polyhydroxyoctanoate (PHO) - biodegradable and
biocompatible polymer for biomedical applications” wykonana zostata przez
Pana mgr. Tomasza Witko na Wydziale Fizyki, Astronomii i Informatyki
Stosowanej Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, pod kierunkiem dr hab.
Zenona Rajfura jako promotora oraz dr Macieja Guzika jako promotora
pomocniczego. Program badan realizowany byt w ramach projektu NCBR grant
Lider No. Lider /27/0090/L-7/15/NCBR/2016.

Zanieczyszczenie $rodowiska naturalnego stato si¢ waznym problemem
XXI wieku. Niedegradowalne odpady, gléwnic plastiki, sa wciagz masowo
produkowane i stanowig powazne zagrozenie dla naszej Planety. Poszukiwanie
nowych materiatdéw o wlasciwosciach jakie posiadajg niedegradowalne
»plastiki” staje si¢ powaznym wyzwaniem dla $wiata nauki. Pan mgr Tomasz
Witko podjat to wyzwanie i zrealizowal projekt, ktorego celem badawczym byta
ocena przydatno$ci polihydroksyalkanianow o sredniej dhtugos$ci tancucha
w zakresie zastosowan medycznych.

Recenzowana rozprawa zawiera sie na 192 stronach i skiada si¢ z pieciu
gléwnych rozdziatow: Wstepu, Opisu materiatu i metod badawczych, Wynikow
cksperymentalnych, Opisu praktycznych i ekonomicznych celéw badan oraz
Dyskusji. Ponadto, rozprawa zawiera wykaz skrotow, streszczenie w jezyku
angielskim i polskim, podzigkowan, opisu celow rozprawy. Rozprawe konczy
bibliografia zawierajaca 230 pozycji, spis 105 rysunkow, 37 tabel oraz materiaty
uzupetniajgce  skladajace sie z odnos$nikéw do  stron Internetowych
wykorzystanych przy opracowywaniu wybranych czeéci rozprawy.
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Rozprawe rozpoczyna jednostronicowy rozdziat opisujacy cele projektu
badawczego, w oparciu o wyniki ktorego Autor, pan mgr Tomasz Witko, napisat
rozprawg. Dosc¢ jasno okrelono cel badan, natomiast nie sformulowano tezy
rozprawy doktorskiej. Mam jednak nadzieje, ze podczas obrony doktorant ja
sformutuje skoro ma jej bronié.

Nastepnie, czytelnik wprowadzany jest w tematyke badan. Obszerny
wstep  charakteryzuje problem jakim Jest zanieczyszczenie $rodowiska
naturalnego  niedegradowalnymi  materialami  a nastgpnie  nastepuje
wprowadzenie do biomaterialow. W rozdziale tym, Autor bardzo przystepnie
dokonuje charakterystyki materiatow ~Przysztosci” jakimi' niewatpliwie s3
biopolimery degradowalne. Opisano procesy syntezy i zastosowania
poszczegolnych, wykorzystywanych w pracy, polimerow. Opisano wlasnogci
podtozy wykorzystywanych do hodowli komorkowych, budowe cytoszkieletu
komérkowego oraz zjawisko migracji komorek.

W rozdziale po$wigconym materiatom i metodom badawczym, doktorant
opisuje proces przygotowania probek, hodowli komoérkowych — do badan
wybrano linie komoérkowa fibroblastow mysich (MEF 3T3), oraz
wykorzystywang aparature i stosowane metody. Do badan wykorzystano
mikroskopie fluorescencyjna, mikroskopie optyczna, konfokalna,
nanoindentacje oraz mikroskopie sit atomowych.

Obszerny i przemyélany rozdziat zawierajacy wyniki bardzo dobrze
oddaje charakter prowadzonych prac i konsekwentnie prowadzi czytelnika
Sciezkg poznawania tajnikdw parametrow charakteryzujacych badane materiaty.
Zakres wykonanych prac potwierdza konsekwencje realizacji zatozeh i celow
rozprawy. Autor udowadnia, Ze jest ckspertem w swojej dziedzinie
a prowadzone prace zaplanowano w starannie przemyslany sposob. Na bazie
zestawionych wynikow, czytelnik ma mozliwosé oceny przydatnosci polimeru -
polihydroksyoktanianu (PHO) do zastosowan biomedycznych.

Rozdzial opisujgcy praktyczne i ekonomiczne cele badan stanowi
naturalne zamknigcie poruszanej we wstepie tematyki zanieczyszczenia
Srodowiska. Autor wskazuje na obecne i przyszte zastosowania polimerdw
z grupy PHA co stanowi pewnego rodzaju podsumowanie dyskusji w aspekcie
»ideologicznym”. Natomiast podsumowanic badaf znajduje sie w ostatnim
rozdziale rozprawy Dyskusja.
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Dyskusja otrzymanych wynikéw stanowi podsumowanie badan, wskazuje
na najistotniejsze ich wyniki. Musze przyznac, ze troche brakuje mi postawienia
przystowiowej kropki nad 1. Albowiem spodziewalem si¢ nie tylko
podsumowania i wykazania osiggnigcia celéw pracy ale w niektorych
przypadkach az prosi si¢ o wyciggnigcie wnioskow z otrzymanych wynikow.
Chocby w zakresie stwierdzonych roznic w budowie cytoszkieletu komorek
hodowanych a réznych podiozach. Czy zmiany te sg istotnie dla komoérek, ich
proliferacji, czy funkcjonalno$ci?

Nalezy podkresli¢, Zze rozprawa jest przygotowana bardzo starannie. Jest
przemyslana, napisana poprawnym, nieskomplikowanym jezykiem i czyta sie ja
z wielkg przyjemnoS$cig. Napisanie rozprawy w jezyku angielskim zapewnia jej
szersza poczytnos¢ a tym samym przydatno$¢ dla Srodowiska naukowego.
Zatozone cele rozprawy zostaty osiagnigte. Na uwage zastuguje zastosowanie
roznych uzupelniajacych si¢ technik analitycznych, w tym obrazowania
fluorescencyjnego, w wyniku ktérych otrzymano kompleksowy obraz
wlasciwosci r0znych podlozy polimerowych. Autor rozprawy udowodnil, ze
PHO jest materiatlem biozgodnym, biodegradowalnym i moze mie¢ roznorodne
zastosowania nie tylko w medycynie ale takze innych gateziach przemystowych.

Jednakze z obowigzku recenzenta musze zwrdci¢ rOwniez uwage na
drobne bledy edytorskie, ktore jednak nie umniejszaja wartosci rozprawy. Mam
tez par¢ drobnych uwag i pytafi, na ktére z pewno$cia doktorant odpowie
podczas obrony. I tak:

e str. 10 — 4 linijka od dotu — powinno by¢ ,,dwuoctanem”.

estr. 34 tabela 1. i nastepne. Opis tabeli powinien by¢ nad tabels
w przeciwienstwie do opisu rysunkow.

e str. 39 — Tab. 2 powinno by¢ ,,MPa”.

e str. 80 — pod wzorem definiujgcym wspotezynnik tarcia zapisano ,,6-7". Prosze
0 wyja$nienie co te cyfry oznaczaja.

e str. 83 — poprawna nazwa Instytutu Fizyki Jadrowej PAN w jezyku angielskim
brzmi ,,The Henryk Niewodniczanski Institute of Nuclear Physics Polish
Academy of Sciences”, Dopuszcza si¢ uzycia skrotu tej nawy i wtedy
przyjmuje ona brzmienie ,,Institute of Nuclear Physics PAN".
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ostr. 89 — Rys 47 przedstawia histogramy dla lokalnych modutéw Yang’a
okre$lonych technika AFM dla PHO. Prosz¢ wyjaéni¢ dlaczego nie
przedstawiono wynikdw dla PLLA?

estr. 89 — Autor stwierdza, ze “In this study, the results obtained for both
techniques were fairly well covered, however, it should be remembered that
AFM is not a technigue dedicated to Young’s modulus measurements,
therefore nanoindentation is more reliable method” — Zatem, prosze wyjasnié
w Jakim celu wykonano pomiary AFM skoro a priori wiadomo, Ze technika ta
nie jest dedykowana do takich pomiaréw co moze prowadzi¢ do nie
wiarygodnych wynikéw. Polemizowat bym tez z tym stwierdzeniem,
albowiem w literaturze mozna znalezé wiele prac prezentujgcych wyznaczanie
warto$ci modutu Younga technikag AFM.

e str. 92 — Prosze wyja$ni¢ co autor rozumic przez ,wczesng apoptoze — early
apoptosis” 1 w jaki sposob zostala ona stwierdzona. Czy nie stwierdzano
innych faz apoptozy?

o str. 94 — brak referenc;i.

e str. 99 Rys. 53 Dlaczego pokazano 3 obrazy? Co reprezentuja przedstawione
obok obrazow komorek kolorowe rozklady? Jakos¢ tych ostatnich nie pozwala
odczytac opisu osi, stad trudno okreslié i poréwnac je migdzy soba.

estr. 103 Rys 60. Prosze skomentowaé dwusktadnikowy charakter rozktadu
zaprezentowanego na rys 60A.

e str. 105, 107 W tytule powinno byé ,,on” zamiast ,,0d”.

estr. 111 Nie podano formuly (wzoru), na podstawie ktorej dokonano obliczen
przemieszczenia komorek.

estr. 111 Rys 68. Prosze skomentowaé oznaczenia na rysunkach. Brak w opisie.
Na rysunku po prawej zaznaczono katy odchylenia kierunku migracji
komorek. Wydaje sig, ze brak jest konsekwencji w oznaczeniach katow. Jesli
tak, to watpliwe staja si¢ wyniki zawarte w tabelach od 22 do 28. Mam jednak
nadzieje, ze moje obawy nie sg shuszne.

estr. 113 Rys 70. Szkoda, 7e¢ autor nie zamicécit chocby jednego kolejnego

obrazu przemieszczajacych sie komérek,

e str. 169 Nalezato podaé rok (2018) dyrektywy Parlamentu Europejskiego.

ul. Radzikowskiego 152, 31-342 Krakéw centrala: +48 12 662 8000
www.ifj.edu.pl

Strona | 4



sy INSTYTUT FIZYKI JADROWE]
~ im. Henryka Niewodniczafiskiego

POLSKIE] AKADEMII NAUK

o str. 171 Autor stwierdza, ze biopolimer nie wywiera dodatkowego wplywu
na zmiany morfologiczne komérek, a ponadto komorki silnie przylegaja do
podioza. Na jakiej podstawie wyciagnicto taki wniosek? Co to Znaczy
,,silnie” przylegaja?

e str. 171 Autor dokonat poréwnania wielkosci i rozklad widkien aktynowych
oraz mikrotubul w komérkach hodowanych na réznych podtozach i zauwazyt
roznice. Natomiast zabraklo konkluzji o czym te roznice swiadczg
w aspekcie choéby biozgodnosci. Zatem prosze o komentarz celu
przeprowadzonych badan.

Podsumowujgc stwierdzam, ze wyniki z przeprowadzonych badan
potwierdzajg realizacje ich celow, porzadkuja stan naszej wiedzy w zakresie
biodegradowalno$ci i biozgodnosci polimeru — polihydroksyoktanianu (PHO)
oraz wskazuja na rézne aspekty jego zastosowan. Uwazam, ze waznym
osiggnigciem niniejszej rozprawy jest przeprowadzenie kompleksowych badan
wiasnosci fizycznych i biozgodno$ci, majacych na celu wskazanie uzytecznosci
polimeréw PHO w zastosowaniach biomedycznych.

Biorgc pod uwage osiagnigcie oraz zakres prac jaki zostat wykonany
przez pana mgr. Tomasza Witko w zaplanowanie i przeprowadzenie badan
stwierdzam, ze pomimo drobnych uwag, przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska spefnia wymagania stawiane pracom doktorskim jakie okreslono
w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz w Rozporzqdzeniu Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyziszego z dnia 22 wrzesnia 2011 r. w sprawie
szczegolowego trybu przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskim
[ habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora i wnioskuje
0 dopuszczenie pana mgr. Tomasza Witko do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
hab. Wojciech M. Kwiatek
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