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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Dominiki Czerwinskiej-
Glowki pod tytulem "Elektroaktywne powierzchnie polimerowe do

sterowania wzrostem biofilmu bakteryjnego i komorkowego"

Praca doktorska Pani mgr inz. Dominiki Czerwinskiej-Gtowki pod tytulem
"Elektroaktywne powierzchnie polimerowe do sterowania wzrostem biofilmu bakteryjnego 1

komorkowego " zostala zrealizowana w Katedrze Fizykochemii i Technologii Polimerow
Wydziatu Chemicznego Politechniki Slaskiej pod kierunkiem Pani dr hab. Katarzyny
Krukiewicz, prof. ucz.

Rozprawa dotyczy otrzymywania przewodzacych warstw polimerowych i badania ich
wpltywu na osadzone na nich komérki bakteryjne i/lub nerwowe. W zatozeniu polimery te
mialyby umozliwia¢ kontrolowanie zywotno$ci bakterii i komorek, tak aby ich warstwy
mogly by¢ wykorzystane do pokrywania implantow neurologicznych. W szczegdlno$ci
powloki miatyby mie¢ wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, a jednoczesnie dobrze
integrowac si¢ z tkankg nerwowa. Ze wzgledu na elektroaktywnos$¢ 1 mozliwos¢ inkorporacji
molekul, warstwy moglyby umozliwia¢ dozowanie lekow (antybiotykow) poprzez ich
spontaniczne lub stymulowane elektrycznie uwalnianie. Tym samym, ze wzgledu na duzy
potencjat aplikacyjny, tematyka pracy doktorskiej mgr inz. Czerwinskiej-Glowki jest
aktualna, wazna i1 dobrze wpisuje si¢ w rozwijane obecnie trendy badawcze.

Praca doktorska sklada si¢ z pigciu publikacji naukowych poprzedzonych 30-

stronicowym komentarzem, ktéry ma na celu systematyzowac tresci zawarte w publikacjach.
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W owym komentarzu zawarto cel pracy, procedury eksperymentalne, jak rowniez
przedstawiono najwazniejsze wyniki z ich dyskusja oraz wnioski i bibliografi¢. Autorka
zamieszcza rowniez spis swoich najwazniejszych osiggnie¢ naukowych.

Swoj komentarz do cyklu publikacji Doktorantka rozpoczyna 5-stronicowym
wstepem. Przedstawia w nim tto badan, zwracajac uwage na znaczenie problemow leczenia
chorob uktadu nerwowego, w tym chordéb neurodegeneracyjnych. Przedstawia w tym celu
szereg danych statystycznych dotyczacych liczebnosci chorych, jak rowniez czestotliwosci
powiktan wywotywanych infekcjami bakteryjnymi po zastosowaniu implantéw medycznych.
Mgr inz. Czerwinska-Gtowka omawia tez materiaty stosowane wspotczesnie do konstrukeji
implantow dyskutujac ich zalety i wady. Szczegdlng uwage zwraca na polimery przewodzace,
ktére w ostatnich latach zostalty zaproponowane do wykorzystania jako powtoki
neuroimplantéw. Nastepnie Doktorantka przedstawia cel pracy. Zostat on sformutowany
jasno 1 precyzyjnie; wskazane zostaly wszystkie najwazniejsze zadania jakie postawita przed
sobg Doktorantka.

W  dalszej cze$ci mgr inz. Czerwinska-Glowka przedstawia opis procedur
eksperymentalnych. Jest to w zasadzie powielenie informacji zawartych w publikacjach
naukowych, tym samym zapewne moglby zosta¢ pominigty. W jakim§ sensie powtarza
informacje z publikacji rowniez rozdzial ,,Wyniki”. Zapewne w zamierzeniu mial on w
syntetyczny sposob przestawia¢ najwazniejsze dane eksperymentalne, niestety jest on bardzo
mato czytelny. Znajdujg si¢ w nim rysunki i tabele bez zadnego komentarza (cho¢ z
podpisami), ktore wywotuja u osoby czytajacej raczej konfuzj¢. Dezorientacja nieco mija, gdy
czytelnik dochodzi do rozdziatu ,,Dyskusja”, gdzie Autorka w do$¢ syntetyczny sposob
streszcza 5 publikacji, ktére stanowig podstawe pracy doktorskiej. W ocenie recenzenta
zamieszczenie danych doswiadczalnych bezposrednio w rozdziale z dyskusja bytoby znacznie
klarowniejsze 1 utatwialoby lekture tekstu. Sam tekst ,,Dyskusji” nie budzi wigkszych
zastrzezen, natomiast uwagi merytoryczne recenzent pozwoli sobie zglosi¢ przy omawianiu
poszczegolnych publikacji. Co najwyzej mozna w tym miejscu zwrdci¢c uwage na
niezrgcznos$ci jezykowe takie jak np. ,,otrzymatam krzywe CV o r6znej powierzchni” (str. 33),
czy wzbudzajace trwoge zwigzki frazeologiczne, takie jak ,,dekskryptory morfometryczne”
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(str. 39). Autorka powinna tez pami¢ta¢, ze w naukach do$§wiadczalnych nie weryfikuje si¢
hipotez naukowych (str. 37), a jedynie potwierdza je lub falsyfikuje w testach
eksperymentalnych.

Pierwsza publikacja (A1) jest przegladem literaturowym omawiajagcym wybrane
zagadnienia dotyczace efektow elektrycznych w organizmach zywych, w szczegoélnosci w
bakteriach. Przeglad rozpoczyna krotki rys historyczny, w ktorym wskazano na przetomowe
prace Galvaniego sprzed ponad dwustu lat w tej dziedzinie. Autorka dyskutuje efekty
elektryczne w organizmach zywych, wymieniajagc w tym aspekcie krolestwa zwierzat, roslin i
bakterii. Czy istniejg jakie§ doniesienia literaturowe odnos$nie organizmow dwoch
pozostatych krolestw: grzybow 1 protistow? Czy jakiekolwiek efekty obserwuje si¢ u
wirusoOw? Ta cze$¢ przegladu literaturowego jest wyczerpujaco i poprawnie napisana. Na
pewno jednak podpis do Schematu 1 nie jest poprawny.

Kolejny rozdziat dotyczy omowienia metod elektrochemicznej analizy biofilméw
bakteryjnych. Doktorantka przytacza tu np. pomiar potencjatu czynno$ciowego biofilmu,
podajac szereg szczegdtow eksperymentu opisanego w cytowanej publikacji, ale niestety nie
przedstawia zasady takiego pomiaru. Podajac przyktady wykorzystania woltamperometrii
cyklicznej, woltamperometrii pulsowej réznicowej 1 elektrochemicznej spektroskopii
impedancyjnej, nie wspomina o skaningowym mikroskopie elektrochemicznym, ktory jest
do$¢ czgsto stosowany w badaniach biofilmow bakteryjnych, a jest niewatpliwie metoda
elektrochemiczng. Pewien chaos wkradt si¢ do Tabeli 1 (publikacja A1), gdzie podawanych
jest mnoéstwo czesto mato istotnych parametréw, i to w sposob niekonsekwentny (np. w
przypadku woltamperometrii cyklicznej ,,sampling interval” podany jest w odniesieniu tylko
do publikacji oznaczonej numerem [42], podobnie jak ,,equillibrium time” tylko w przypadku
publikacji [35]).

W rozdziale 4 (publikacja Al) mgr inz. Czerwinska-Gléwka omawia procesy
elektrycznej stymulacji komorek bakteryjnych, cho¢ biorac pod uwage przytaczane przyklady
chodzi raczej o inhibicje, a nie stymulacje.! Wymienione s3 przyktady inhibicji

! Zgodnie ze Stownikiem Jezyka Polskiego PWN, jedno ze znaczen terminu stymulacja to ,,pobudzajgce
dziatanie bodzcow zewngtrznych na organizm zywy”. Podobnie w jezyku angielskim ,,stimulation” to ,,an action
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bezposredniej, gdzie w wyniku przeptywu pradu nastepuje Smier¢ komorki poprzez
uszkodzenie btony bakteryjnej lub blokowane jest namnazanie komorek bakteryjnych.
Inhibicja posrednia obejmuje takie procesy jak wywotana przeptywem pradu zmiana pH, czy
generowanie toksycznych produktow reakceji elektrochemicznych (H205).

Rozdziat 5 zatytulowany ,,Specific applications of electro-bacteriology” podzielony
jest na dwa podrozdzialy. W pierwszym (5.1) omawiane s3a zagadnienia wywotywanego
elektrycznie dziatania przeciwdrobnoustrojowego. Mozna si¢ zastanawiaé, czym wlasciwie
rozni si¢ ten podrozdzial od rozdzialu 4, gdzie omawiana byta inhibicja wzrostu bakterii. Z
drugiej strony w podrozdziale 5.1 Autorka pisze o wplywie pola elektrycznego na ruch
komorek bakteryjnych. Czy nie nadaje si¢ to lepiej do rozdziatu 4, ktéry zgodnie z tytulem
mial dotyczy¢ elektrycznej stymulacji komorek bakteryjnych.

Niezaleznie od tego, ktore tresci powinny znalez¢ si¢ w ktorym rozdziale, zwraca uwagg kilka
niescistosci 1 niekonsekwencji. Str. 6 (publikacja Al): ,,Since the bacterial membrane is
charged, the presence of opposed charge on the surface of biomaterial can lead to the situation
when bio- material and bacteria repel one another.” Ladunki r6znoimienne chyba powinny si¢
przyciggac? Str. 7 (publikacja Al). Co to jest ,field intensity of current”? Natezenie pola
pradu?

Drugi podrozdziat rozdziatu piatego (5.2) zatytulowany jest ,,Bacteria-based electro-
technologies”. Mgr inz. Czerwinska-Glowka omawia w nim procesy oczyszczania $ciekow 1
gleby z wykorzystaniem bakterii, przy wspotudziale zjawisk takich jak elektrokoagulacja,
elektroforeza i elektroosmoza. Ogodlnie opis jest merytorycznie poprawny, ale i tu znalez¢
mozna niescistosci, np. napigcie wyrazone jest w jednostkach V/em (strona 9, publikacja Al).

Rozdziat 6 dotyczy mikrobiologicznych ogniw paliwowych. Doktorantka omawia
zasade dziatania takich ogniw, ich zalety, ale rowniez wady, ktére powoduja wzglednie
ograniczone ich uzycie w praktyce. Porownujac efektywno$¢ ogniw opisywanych w
cytowanych publikacjach mgr inz. Czerwinska-Gléwka zamiennie stosuje pojgcia mocy i

gesto$ci mocy, a przeciez nie s to synonimy.

or thing that causes someone or something to become more active or enthusiastic, or to develop or operate
(Cambridge Dictionary).
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Artykut Al konczy rozdziatl ,,Wnioski i perspektywy”. Wnioski podsumowujace sa
napisane klarownie i przekonujaco, perspektyw jednak jakby nieco zabrakto.

Druga publikacja (A2) sktadajaca si¢ na rozprawe doktorska dotyczy badan hodowli
bakterii Escherichia coli na cienkich warstwach platyny osadzonej na powierzchni szkta.
Celem pracy byto sprawdzenie czy podtoze platynowe bedzie wykazywacé wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe, co mozna bylo domniemywac¢ na podstawie dotychczasowych
doniesien literaturowych. W efekcie przeprowadzonych badan Doktorantka ustalita, ze wptyw
warstw platyny na bakterie nie jest jednoznaczny, ale raczej promuje ona rozwoj
drobnoustrojow, niz przeciwdziata mu.

Wstep do artykutu jest poprawnie napisany i nie budzi zastrzezen. Mozna mie¢ co
najwyzej watpliwo$ci czy uzywanie terminu ,,Jlogarithmic phase” dla okreslenia fazy rozwoju

hodowli komorek bakteryjnych, w ktorym nastgpuje eksponencjalny wzrost liczby bakterii

jest uzasadnione. Oczywiscie w literaturze termin ,Jlogarithmic phase” jest powszechnie
uzywany, ale niektorzy autorzy wolg okreslenie ,,exponential phase”. Moze warto wspiera¢
dobre praktyki w nauce i wykorzystywa¢ nazwy adekwatne do rzeczywistosci?

Rozdziat ,,Materiaty i metody” wyczerpujaco podaje stosowane odczynniki, materiaty
1 aparature. Opis procedur doswiadczalnych jest przejrzysty i kompletny. Recenzent ma
jedynie drobng watpliwo$¢, na jakiej podstawie formulowany jest wniosek, ze sterylizacja
roztworem etanolu przez 1 godzing nie wptywa na wilasciwosci powierzchniowe badanych
materiatow  (platyny, szkla) (str. 3, publikacja A2)? Czy bylo to sprawdzane
eksperymentalnie?

Rozdziat ,,Wyniki i1 dyskusja” rozpoczyna charakterystyka stosowanych podtoz,
warstwy platyny na szkle oraz samego szkta. Autorka stosuje m.in. skaningowa mikroskopi¢
elektronowa do okreslenia chropowatosci powierzchni wyrazanej jako parametr Sa. Czy przy
wykorzystywanych niewielkich powiekszeniach z mikroskopu uzyskany wynik jest
wiarygodny? Na zdjgciu SEM nie widaé zbyt wielu szczegotow (co akurat specjalnie nie
dziwi). Czy analiza obrazu SEM przy wigckszym powigkszeniu daje zblizong warto$¢

parametru S,? Jak szacowany byt btad pomiaru?
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Kolejng stosowang metoda byt pomiar kata zwilzania, z ktérego wynika, ze powierzchnia
platyny jest bardziej hydrofilowa niz powierzchnia szkla. W oparciu o dane literaturowe
Doktorantka dochodzi do wniosku, Zze mniejsza chropowato$¢ powierzchni platyny powinna
utrudnia¢ kolonizacj¢ przez bakterie (w porownaniu do szkla), natomiast nalezatoby
oczekiwa¢ efektu odwrotnego jesli chodzi o hydrofilowo$¢ (w przypadku E. coli).
Rozumowanie wydaje si¢ rozsadne, cho¢ jak mozna sadzi¢ na efektywno$¢ rozwoju bakterii
moze tez wptywac sktad chemiczny podtoza. Przeprowadzone w dalszej czgsci artykutu
badania biologiczne pokazuja, ze liczby komorek osadzonych na powierzchni platyny i szkta
sg porownywalne. W tym miejscu warto jednak zauwazy¢, ze pomiary liczby komorek
bakteryjnych na powierzchni platyny byty dokonywane ponownie w tych samych warunkach
na potrzeby publikacji A3 oraz A4. Przyktadowo dla czasu hodowli 3 h, liczba bakterii na
powierzchni platyny (na 200 um?) w publikacji A2 wynosi 12,9+2,1, w publikacji A3 —
27.9+£3,8, a w publikacji A4 — 11,5+1,0 . Dla innych czaséw hodowli rozrzut wynikow jest
podobny, a nawet wigkszy, mimo ze we wszystkich przypadkach podane biedy sa relatywnie
niewielkie. Ktére wyniki sa wobec tego najblizsze rzeczywistosci obiektywnej? To rodzi tez
pytania natury ogolniejszej. Czy inne wyznaczone eksperymentalnie wielkosci tez sg
obarczone tak duzymi btedami (mimo deklarowanych matych wartosci btedow), a jesli tak, to
ktére? Czy wnioski wysnuwane na podstawie takich danych sg wiarygodne?

Wracajac do publikacji A2. W oparciu o wartosci liczby komorek bakteryjnych
przypadajacych na pole powierzchni Doktorantka wysnuwa wniosek, ze w poczatkowym
okresie (3 h) na platynie rozwija si¢ mniej bakterii niz na szkle (cho¢ zaznacza, ze réwnice te
nie sg istotne statystycznie). Czy gdyby uwzglednila dane z publikacji A3, wniosek bylby
odwrotny? Wyznaczona liczba komorek bakteryjnych zasiedlajacych podiloza bylaby
zapewne jeszcze inna, gdyby uwzgledni¢ dane z mikroskopu konfokalnego. Czy Doktorantka
moglaby podczas obrony pracy doktorskiej pokaza¢ te dane? Z filmu wideo prezentujacego
wyniki z mikroskopu konfokalnego (Supplementrary material, A2) wynika, Ze szereg
komorek bakteryjnych znajduje si¢ w pewnej odleglosci od powierzchni, niektére
zorientowane sg prostopadle do podioza. Dodatkowo analiza LIVE/DEAD pokazuje, ze
znaczaca liczba bakterii przytwierdzonych do powierzchni jest martwa. Moze wigc w

ul. Ludwika Pasteura 1, 02-093 Warszawa
tel.: 22 55 26211 (Biuro Dziekana), 22 55 26230 (Administracja)
e-mail: dziekan@chem.uw.edu.pl, chemia@chem.uw.edu.pl, www.chem.uw.edu.pl



= WARSZAWSKI Wydzial Chemii

e Wydziat Chemii

(& ) H
“3% &% UNIWERSYTET ‘ WCh

Uniwersylet Warszawski

analizach nalezaloby uwzglednia¢ jedynie bakterie zywe? Zamiast operowa¢ w dyskusji
warto$ciami procentowymi poda¢ wartosci liczby Zzywych bakterii przypadajacych na
jednostke powierzchni?

Wyniki przedstawione w publikacji A2 pokazuja, jak trudna jest praca z materialem
biologicznym 1 na jakie niespodzianki narazony/a jest badacz/ka. Niezaleznie od uwag
polemicznych recenzenta nalezy podkresli¢, ze publikacja jest bardzo warto$ciowa i stanowi
dobry punktu wyjscia do badan przedstawionych w kolejnych dwoch pracach.

Praca A3, opublikowana w bardzo dobrym czasopi§mie Materials Science and
Engineering C, dotyczy badan warstw PEDOT z inkorporowang tetracykling. W zalozeniu,
warstwa PEDOT ma stanowi¢ matryce dla antybiotyku i uwalnia¢ go spontanicznie albo pod
wplywem potencjatu elektrycznego, co ma zapobiega¢ wzrostowi bakterii. Dzigki takim
wlasciwosciom, a takze dobrej integracji z tkankami, warstwy takie moglyby stanowié
pokrycia implantéw medycznych.

Wstep do artykutu jest rozbudowany, cytuje rozsadng liczbe trafnie dobranych pozycji
literaturowych 1 dobrze wprowadza w tematyke badawcza. Cze$¢ eksperymentalna
(Experimental) tez nie budzi wigkszych zastrzezen, zapewniajac wszystkie szczegoty
niezb¢dne odtworzenia badan przez inne osoby. Pewne pytania rodzi sposéb sterylizacji
probek. Inaczej niz w pracy A2, warstwy polimeru osadzone na powierzchni platyny/szkta
sterylizowane sa poprzez naswietlanie promieniowaniem UVC przez 1 h. Czy naswietlanie
wysokoenergetycznym promieniowaniem nie wywoluje zmian degradacyjnych w polimerze i
zainkorporowanym leku? Czy bylo to sprawdzane eksperymentalnie? Czy ewentualna
degradacja moze wptywac na p6zniejsza dyskusje wynikéw?

Rozdziat ,,Wyniki i dyskusja” rozpoczyna omowienie wynikow elektrochemicznego
osadzania polimeru 1 inkorporacji tetracykliny. Polimer (w obecnosci lub bez tetracykliny)
otrzymywany jest metodg woltamperometrii cyklicznej z wodnego roztworu monomeru. O ile
otrzymywanie samego polimeru jest znane i nie budzi watpliwosci, mozna si¢ zastanawiaé
jaki wpltyw na polimeryzacj¢ EDOT ma dodatek tetracykliny. Jak wynika z danych
literaturowych tetracyklina ulega reakcjom utleniania (np. Han i wsp, Electroanalysis 2022,
34, 735). Autorka pokazuje krzywa woltamperometryczng Tc, na ktorej dobrze widoczne sg
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piki w zakresie potencjatow ujemnych (redukcja Tc), ale jak si¢ wydaje nie jest widoczny
sygnat utleniania? Dlaczego? Przy jakim potencjale zachodzi utlenianie tetracykliny w
badanych przez Doktorantke warunkach? Powyzsze watpliwosci rodza pytanie, czy w trakcie
elektropolimeryzacji tetracyklina nie reaguje w jakims$ stopniu w kationorodnikami EDOT
(sama Autorka pisze o ,,deteriorating effect of Tc on the electrochemical polymerization of
EDOT”) ? W eksperymentach uwalniania Tc, rejestrowane widmo elektronowe jest podobne
do wzorca, ale metoda UV VIS jest do§¢ malo specyficzna.

Do okreslenia ,,jakosci elektrochemicznej” Pani Czerwinska-Gltowka wykorzystuje
wielkos¢, ktora nazywa ,.charge storage capacity”. Wielko$¢ ta moéwi zapewne co$ o
polimerze (czy mozna ja powigzac ze stopniem domieszkowania?), ale czy nie lepsze bytoby
podanie jego przewodnictwa wlasciwego? Jaka jest zawarto$¢ zainkorporowanej Tc w
przeliczeniu na mas¢ polimeru? W jaki sposob mierzona byta grubos¢ warstw polimerowych
(brak informacji w Experimental). Jaka jest grubo$¢ warstw bez inkorporowanej Tc?

Do potwierdzenia inkorporacji tetracykliny wykorzystywana jest spektroskopia w
podczerwieni - obecno$¢ pasm charakterystycznych Tc ma potwierdza¢ jej obecno$¢.
Poréwnanie widma PEDOT/Tc z widmem samej Tc nie jest jednak jednoznaczne. Np. dublet
w widmie Tc wokot 1600 cm™ zamienia sie w do$é szerokie, pojedyncze pasmo w widmie
PEDOT/Tc. Inne pasma Tc tez sg stabo widoczne w widmie PEDOT/Tc. Moze §wiadczy to o
degradacji tetracykliny podczas elektropolimeryzacji EDOT?

W dalszej czesci artykutu Pani Czerwinska-Gtowka przedstawia wyniki uwalniania Tc
z warstw polimerowych. Pomiary przeprowadzane sg poprzez pomiar absorbancji roztworu
bedacego w kontakcie z warstwg. Jak wykazano ilo§¢ uwalnianej spontanicznie tetracykliny
zalezy od poczatkowego ste¢zenia w roztworze polimeryzacyjnym oraz liczby cykli
woltamperometrycznych podczas elektropolimeryzacji, cho¢ nie jest to prosta relacja.
Tetracyklina moze by¢ réwniez uwalniana poprzez zmiang potencjatu elektrody. W celu
uwolnienia Tc stosowano skok potencjatowy od -0,6 V do -0,5 V przez 600 s. Skad taki
wybor potencjaldéw? Doktorantka pisze, ze zmniejszenie objetosci polimeru pod wpltywem
potencjatu powoduje uwalnianie Tc. Czy wtedy tetracyklina nie zostaje jeszcze silniej
putapkowana w polimerze? Jaki mialby by¢ dokladny (nawet hipotetyczny) mechanizm
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uwalniania? Ilo§¢ uwalnianej poprzez zmiang potencjatu tetracykliny jest ok. 3 razy wigksza
niz w przypadku uwalniania spontanicznego, ale kinetyka tych procesow jest jak si¢ wydaje
dos¢ zblizona.

Do badania wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych warstw PEDOT (z i bez Tc) Autorka
wykorzystuje, podobnie jak w publikacji A2, hodowle bakterii E. coli. Liczba komorek
bakteryjnych przypadajaca na jednostke powierzchni jest wykorzystywana jako miara
skuteczno$ci przeciwbakteryjnej warstw. Pokrycie powierzchni platyny PEDOT zmniejsza
liczebno$¢ komorek, a jesli w warstwie zainkoroporowana jest tetracyklina, to efekt ten jest
jeszcze silniejszy, co wydaje si¢ w pelni zrozumiale. Analizujac jednak kinetyke
spontanicznego uwalniania Tc warto sobie uswiadomi¢, ze wigkszo§¢ Tc przechodzi do
roztworu w ciggu pierwszych 15 min. Skoro tak, to podczas inkubowania probek z bakteriami
przez 3, 24 1 48 godzin, praktycznie przez caty czas Tc pozostaje w roztworze. Pojawia si¢
wiec pytanie o sensowno$¢ wykorzystania matrycy polimerowej do inkorporacji, a nastepnie
uwalniania leku, skoro prawdopodobnie analogiczny efekt mozna uzyska¢ poprzez zwykle
dodanie tetracykliny do roztworu? Bedzie taniej, prosciej i zgodnie z zasadami zielonej
chemii.

Nie ma jednak watpliwosci, ze zaprezentowane w publikacji A3 wyniki sg niezwykle
interesujace. Szkoda, ze Autorka w wigkszym stopniu nie skupita si¢ na badaniach uwalniania
poprzez zmiang potencjatu elektrody. Recenzent zdaje sobie jednakze sprawe, ze pomiary
bylyby znacznie trudniejsze do przeprowadzenia, w szczegdlnosci pomiary biologiczne.

Kolejna publikacja (A4) w ramach rozprawy doktorskiej mgr inz. Czerwinskiej-
Glowki jest w pewnym sensie kontynuacja i rozwini¢gciem pracy A3. Zamiast PEDOT,
Autorka stosuje mniej znany polimer PEDOP, dodatkowo oprécz hodowli bakteryjnych
wykorzystuje hodowle komoérek nerwowych, aby zbada¢ wlasciwosci neuroprotekcyjne
pokry¢ polimerowych (z lub bez tetracykliny).

Od strony merytorycznej publikacja nie rodzi zasadniczo innych nowych uwag niz te
zgloszone uprzednio w przypadku prac A2 i A3. Nalezy natomiast podkresli¢ warto$ciowe i
uzyteczne badania adhezji warstwy polimerowej do podiloza, pomiary AFM oraz analizg
impedancyjng. Bardzo dobre wrazenie robig tez badania biologiczne, w tym testy MTT na
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linii komoérkowe] nerwiaka niedojrzatego B35, analiza cyklu komorkowego, okreslenie
rodzaju $mierci komorkowej oraz analiza morfologii komoérek nerwowych. Uzyskane wyniki
badawcze okazaly si¢ na tyle nowe i innowacyjne, ze staly si¢ podstawg przygotowania
krajowego zgloszenia patentowego, co z duzym prawdopodobienstwem powinno prowadzic¢
do uzyskania patentu.

Oczywiscie mozna tez pusci¢ wodze fantazji. Na warstwie polimerowej z
inkorporowang tetracykling hodowane sa komorki nerwowe zainfekowane bakteriami E. coli.
Pod wpltywem impulsu elektrycznego antybiotyk jest uwalniany, powodujac obumieranie
bakterii oraz wspomagajac rozwdj neuronow. Nastepnie eksperyment przeprowadzany jest in
vivo na zwierzg¢tach, a zakonczone sukcesem badania kliniczne na ludziach umozliwiaja
wprowadzenie wyrobu medycznego na rynek. W mig¢dzyczasie dr inz. Dominika Czerwinska-
Gtowka zaktada spotke akcyjna, ktorej debiut na amerykanskiej gietdzie NASDAQ zapewnia
inwestorom 1000-krotny zysk.

Ostatnia z cyklu publikacji (AS) ma ponownie charakter przegladu literaturowego.
Omawia ona metody przygotowania probek oraz analizy zdj¢¢ obiektéw biologicznych
wykonanych skaningowym mikroskopem elektronowym.

Na metody przygotowania probek do SEM sktadaja si¢ procedury utrwalania, dehydratacji i
pokrywania warstwami przewodzacymi. S3 one dobrze omodwione, a dobor pozycji
literaturowych nie budzi zastrzezen. Autorka blizej opisuje zoptymalizowang przez siebie
metode preparacji oparta na utrwalaniu w 3% roztworze aldehydu glutarowego, a nastgpnie
dehydratacji w szeregu mieszanin wodno-etanolowych, o stopniowo zwigkszanej zawartosci
alkoholu. Szkoda, ze Autorka nie pokazala, jak wygladataby probka pod mikroskopem
elektronowym (np. komorki bakteryjne E. coli), gdyby poming¢ procedur¢ preparatywng i
ograniczy¢ si¢ do nakroplenia zawiesiny bakterii, wysuszenia jej, a nastgpnie napylenia
cienkg warstwa metalu? Czy ,,deskryptory morfometryczne” jako§ zasadniczo by si¢
zmienity?

Druga cze$¢ artykulu A5 omawia metody analizy obrazoéw mikroskopowych w celu
uzyskania skwantyfikowanych parametréw, ktore mozna odnie$¢ do cech fizjologicznych i
fizykochemicznych obiektow biologicznych. Szczegodlnie interesujgce sg rozdzialy dotyczace
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analizy fraktalnej i teksturalnej. Ta cze$¢ artykutu jest bardzo dobrze opracowana, cho¢ na
stronie 6 (publikacja AS) pojawia si¢ tajemnicza formuta matematyczna, w ktorej objetos¢ ma
wymiar odleglo$ci. Pozostaje tez problem wiarygodno$ci wyznaczania liczby komorek
przypadajacych na jednostkowe pole powierzchni, co bylo juz sygnalizowane w recenzji
wczesniej - artykut taki jak ten bytby chyba dobrym miejscem do dyskus;ji tego typu kwestii.
Nie zmienia to faktu, ze publikacja, zgodnie z tytutem (Guidelines for a Morphometric
Analysis...), jest wySmienitym przewodnikiem po zagadnieniach preparatyki i analizy
materiatlow biologicznych z wykorzystaniem mikroskopii elektronowe;.

Whioski koncowe

Po zapoznaniu si¢ z pracg doktorska Pani mgr inz. Dominiki Czerwinskiej-Glowki
stwierdzam, ze cel rozprawy zostal jasno sformutowany, a zastosowana metodologia
badawcza 1 materialty umozliwity jego realizacj¢ z sukcesem. W publikacjach naukowych
sktadajacych si¢ na rozprawe doktorska mgr inz. Dominika Czerwinska-Gtowka ma
dominujacy indywidualny wktad. Uktad pracy doktorskiej jest prawidlowy, a zastosowane
pisSmiennictwo nie budzi zastrzezen. Rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego 1 potwierdza szerokg wiedze teoretyczng Doktorantki w dyscyplinie
oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Rozprawa Pani Czerwinskiej-Gtéwki wlacza si¢ w dynamicznie rozwijany na catym
swiecie nurt poszukiwan materiatow wielofunkcyjnych do zastosowan w medycynie.
Interdyscyplinarne podejscie, konieczno$¢ znajomosci roznych dziedzin nauki, w tym technik
eksperymentalnych, $wiadczy o wartosci pracy, a w konsekwencji kompetencjach
Doktorantki. Jestem pod ogromnym wrazeniem Jej pomystowosci, erudycji i dojrzatosci
naukowej. Oprocz wybitnego poziomu naukowego praca ma ogromny potencjal aplikacyjny,
gdyz opracowywane warstwy polimerowe moga znalez¢ zastosowanie jako powtloki
implantéw neurologicznych.

Chcialbym bardzo wyraznie zaznaczy¢, ze uwagi krytyczne zawarte w recenzji maja
charakter wylacznie polemiczny i w zadnym wypadku nie wyplywaja na moja bardzo wysoka
ocene rozprawy doktorskiej. Uwagi 1 komentarze bedg mam nadziej¢ okazja do poglebionej
dyskusji podczas publicznej obrony.
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Biorgc powyzsze pod uwage stwierdzam, ze rozprawa doktorska speinia wszystkie
wymogi ustawowe i wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Politechniki Slaskiej o
dopuszczenie mgr inz. Dominiki Czerwinskiej-Gtowki do dalszych etapow postepowania
doktorskiego.

Jednoczesnie, ze wzgledu na bardzo wysoka ocen¢ merytoryczng rozprawy
doktorskiej, zaproponowane unikalne, nieoczywiste rozwigzania i znaczacy wymiar

aplikacyjny wnioskuje o jej wyrdznienie.
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