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Informacje ogélne

Podstawa ubiegania si¢ mgr inz. Damiana Kobylarza o stopien naukowy doktora sg
badania dotyczace tematyki zatytutowanej ,,Opracowanie ‘biatej’ metody in situ oznaczania
wybranych pierwiastkéw toksycznych metoda pXRF w kosciach na potrzeby laboratoryjne;
toksykologii sgdowej”.

Rozprawa doktorska zostala przygotowana w formie tradycyjnej, czyli monografii
obejmujacej 104 strony i skladajacej si¢ ze wstepu bedgcego wprowadzeniem do aspektu
biologicznego i analitycznego tematu, celu pracy, opisu zastosowanej metodologii, wynikéw
badan, wnioskéw z uwzglednieniem odpowiedzi na zadane pytania badawcze, bibliografii
skladajgcej si¢ ze 172 pozycji ulozonych w sposob alfabetyczny oraz streszczenia w jezyku
polskim i angielskim.

Ocena rozprawy doktorskiej

Przedmiotem badan pracy doktorskiej mgr inz. Damiana Kobylarza bylo opracowanie
metody oznaczania wybranych pierwiastkéw toksycznych, takich jak Pb, Cd i Sr z
zastosowaniem przenosnego urzadzenia wykorzystujgcego fluorescencje rentgenowska
(pXRF)w kosciach, w aspekcie potencjalnego zastosowania tej metody w toksykologii sgdowe;j
na rzecz wymiaru sprawiedliwosci i organdw $cigania. Oceniana praca doktorska zostala



wykonana w Zaktadzie Toksykologii Regulacyjnej i Sadowej Instytutu Ekspertyz Medycznych
w t.odzi pod kierunkiem Promotora dr hab. Kamila Jurowskiego, prof. UR, prof. I[EM oraz
Promotora pomocniczego dr n. med. Agaty Michalskie;.

- W czeSci teoretyeznej pracy Doktorant przedstawil informacje naswietlajace zakres
tematyczny podj¢tych badan oraz wprowadzono czytelnika w temat pierwiastkow toksycznych,
ktore wykazujg potencjal do kumulacji w kosciach, w tym Pb, Sr i Cd. Poniewaz narazenie na
metale cigzkie jest powszechnym problemem, a krew jest tradycyjnie wykorzystywang matryca
do eznaczania pierwiastkow toksycznych, Doktorant podjat si¢ zadania opracowania i walidacji
metody oznaczania wybranych metali w kosciach. Z uwagi na fakt, ze metale wbudowuja si¢
w strukture kosci, dlatego tez kosci sg czgsto jedyng dostepng matrycg w procesach sagdowych,
a stezenie tych pierwiastkdw mozna zmierzy¢ przy uzyciu przenos$nych technik analitycznych.
Do takich technik zaliczana jest przenosna fluorescencja rentgenowska, dzieki ktdrej mozliwe
jest szybkie i nieinwazyjne oznaczanie metali ciezkich w matrycach biologicznych bez
koniecznosci transportowania probek do laboratorium analitycznego.

W bazie PubMed znajdujemy jedng prace przeglagdowg opublikowang w Current
Environmental Health Reports (2024) dotyczaca oznaczania Pb w kosciach, nie znajdujemy
prac dokumentujgcych oznaczanie Cd i Sr w tej matrycy z zastosowaniem urzadzenia pXRF,
dlatego tez zagadnienia analityczne poruszane przez Autora sg oryginalne. Niezwykle istotne
Jjest zwrdcenie przez Doktoranta uwagi na brak metod analitycznych, ktére pozwolityby na
szybkie 1 wiarygodne oznaczanie metali cigzkich w kosciach, w tym rowniez badania
przesiewowe, W sposOb nieniszczacy materiatu, z zachowaniem integralnosci strukturalnej
probki. W tym aspekcie brakuje jednolitych rozwigzan, co jest jednym z istotnych problemow
wspotczesnej toksykologii.

Z uwagina udokumentowang toksycznos¢ metali cigzkich, w rozdziale tym podkreslono
konieczno$¢ opracowania czutych, specyficznych i selektywnych metod analitycznych celem
przeprowadzenia pelnych badan toksykologicznych na potrzeby wymiaru sprawiedliwosci. W
tym aspekcie Doktorant zwrdcil uwage na Zrodla narazenia na pierwiastki toksyczne,
mechanizm wbudowywania si¢ pierwiastkow w strukture kosci, stabilno$¢ metali ciezkich w
srodowisku naturalnym, w szczegolnosci na fakt, ze pierwiastki toksyczne nie ulegajg
biodegradacji. Poniewaz Autor poshuguje si¢ pojeciem ,toksykologia sadowa i regulacyjna”
prosz¢ o wyjasnienie czy dost¢pne sg poziomy lub limity dopuszczalnych stezen oznaczanych
metali w probkach kosci.

We wstepie pracy poruszono zagadnienia dotyczgce m.in. toksykokinetyki Pb. Na Ryc.
1 przedstawiono schemat toksykokinetyki tego pierwiastka, jednak w moim odczuciu jest to
schemat dyspozycji tego metalu w organizmie po narazeniu doustnym. Poruszajac si¢ wokdt
zagadnien toksykokinetyki Pb, prosze o wyjasnienie zalezno$ci pomiedzy stezeniem tego
pierwiastka w srodowisku, a st¢zeniem we krwi, tkankach migkkich i kosciach. Czy jest znany
okres pottrwania Pb w tkankach i narzadach? Jak przebiega eliminacja Pb w przypadku
nieliniowosci proceséw kinetycznych? Jakimi parametrami kinetycznymi mozna opisac
toksykokinetyke tego pierwiastka? Jakie sg subtoksyczne 1 toksyczne stezenia Pb? Czy znana
jest toksykokinetyka Cd 1 Sr? Czy sg dostepne normy regulujace zawartos¢ metali cigzkich we
krwi 1 tkankach? Jakie sa wskazania regulacyjne zawartosci metali ciezkich w organizmie, w
tym w kosciach?



W celu pracy Autor przedstawit zatozenia podjetych badan, w tym zidentyfikowanie
pierwiastkow toksycznych o najwigkszym znaczeniu dla uktadu kostnego cztowieka wraz z
zakresami stezen w kosciach ludzi, opracowanie 1 walidacja metody pozwalajgcej na analizy
przesiewowe duzej ilosci probek w  krotkim czasie, z zachowaniem integralnodci
analizowanego materiatu dowodowego, z mozliwoscia jego ponownego zastosowania w innych
analizach toksykologicznych oraz opracowanie i optymalizacja techniki otrzymywania
wzorcow stalych, odzwierciedlajgcych matryce kostng. Cele badan zostaty jasno sformutowane
1 dotyczg problemow istotnych z punktu widzenia analiz toksykologicznych metali cigzkich.

W czedci poswigconej materialom i metodom Doktorant wymienil odczynniki uzyte
do przygotowania wzorcdw statych, procedury badawcze, ktore pozwolily na sledzenie
zaplanowanych etapow badan 1 uzyskane wyniki. Zapoznajac si¢ z tym rozdzialem, prosz¢ o
wyjasnienie dla jakich materialow popidt kostny moze by¢ uzyty jako certyfikowany materiat
odniesienia? Dlaczego popiol kostny o scisle zdefiniowanej zawartosci metali nie nadaje si¢ do
kalibracji urzgdzenia pXRF? W moim odczuciu wydaja si¢ zbedne zdj¢cia pomocniczych
urzadzen laboratoryjnych, takich jak suszarka laboratoryjna, waga analityczna czy mikser
laboratoryjny. W rozdziale tym wprowadzono wiasne, zargonowe pojecia, takie jak LODy (str.
51), wysoki baseline (str. 51) czy silnie uzalezniony (str. 51). Proszg o podanie wytycznych na
podstawie ktorych przeprowadzono walidacje metody. Wyznaczajac precyzj¢ metody czy
mierzono wielokrotnie (ile razy?) jedng probke, czy rézne probki? Z opisu wynika, ze
wykonano wielokrotne pomiary jednorodnej probki, co potwierdza precyzj¢ urzadzenia ale nie
metody. W tym aspekcie, Autor wyznaczajgc granicg oznaczalno$ci wskazuje na wytyczne
Amerykanskiej Agencji Ochrony Srodowiska (EPA) nie podajgc stosownej referencji. Dlaczego
Autor wskazuje 5% jako wartos¢ graniczng wzglednego odchylenia standardowego? W
wytycznych dotyczacych walidacji metod analitycznych precyzja metody nie powinna
przekracza¢ 15%, z wyjatkiem stezenia przyjetego za LOQ), dla ktorego dopuszczalny jest 20%
rozrzut. '

Kolejna czg$é pracy stanowig wyniki z przeprowadzonych badan, zebrane w postaci 8
wykresow oraz 12 tabel. Aspekt nowatorski przeprowadzonych badan wigzal si¢ z
przygotowaniem odpowiednich wzorcow kosci celem kalibracji urzadzenia pXRF. Krytyczne
podejscie do opracowania metody analitycznej jest szczegdélnie wazne gdyz pokazuje
zrozumienie istotnosci tego etapu prac i jego wptywu na wyniki badan wlasciwych probek, a
tym samym interpretacjc biologiczng uzyskanych wynikow oraz dowodzi jako$ci
przeprowadzonych badan. Na wykresach 1, 3, 41 5 przedstawiono liniowe zalezno$ci pomiedzy
stezeniem teoretycznym a st¢zeniem oznaczonym pierwiastkow, co nazwano krzywg
kalibracyjng. Krzywa kalibracyjna jest zaleznoscia pomiedzy odpowiedzig detektora a
stezeniem/iloscig analitu w probee. Podpisy pod wykresami 1 i 2 sg takic same. Prosze¢ o
wyjasnienie w jaki sposob przygotowano krzywe wzorcowe oraz jaka jest rdznica pomigdzy
wykresami 1 i 2. Prosze wyjasni¢ réznice pomiedzy granicg oznaczalnosci (LOQ) a dolng
granica oznaczalnosci (LLOQ). Pojecia te sg przez Autora uzywane zamiennie (str. 64). Autor
uzywa pojecia ,,0znaczanie precyzji”, str. 65. Czy precyzj¢ metody mozna oznaczy¢ czy racze;
wyznaczy¢? W moim odczuciu jest to dos¢ istotna roznica. Czy analizowano wplyw
zanieczyszczen matrycy kostnej innymi pierwiastkami na wyniki oznaczen metali? Innymi
stowy, czy badano efekt matrycy? Jesli tak, to jaki byl wplyw matrycy na wyniki walidacji
metody? Czy Doktorant moze wskaza¢ metody pozwalajace zminimalizowa¢ efekt matrycy 1
skomentowaé wplyw tego zjawiska na otrzymane wyniki swojej pracy? Na jakiej podstawie
dobrano parametry techniczne do przygotowywania formulacji kostnej? Prosz¢ o podanie
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danych dokumentujacych wplyw sily nacisku, czasu prasowania oraz temperatury na wyniki
oznaczen metali cigzkich. Czy oceniono strukture¢ przygotowanego materiatu kostnego? Jesli
tak, za pomocg jakiej techniki analitycznej? Jaka byta powtarzalnos¢ i odtwarzalno$é metody
analitycznej? W pracy nie zamieszczono danych z badania stabilnosci wzorcow
hydroksyapatytowych z zawieszonymi w tej matrycy pierwiastkami toksycznymi. Jak dtugo
probki wzorcow sa stabilne? Na jakiej podstawie zdecydowano o warunkach przechowywania
wzorcow uzytych w pracy? Czy wyniki badan poréwnano z technikg referencyjna, np. z ICP-
MS? Czy opracowana metoda zostala uzyta do oznaczenia metali w probkach rzeczywistych?

. Dyskusja wynikéw zaréwno w aspekcie analitycznym jak i biologicznym
przéprowadzona zostata poprawnie. Autor odniést si¢ do wynikéw opisanych w literaturze. W
moim odczuciu fragmenty tekstu ze str. 77 1 78 dotyczace rozproszenia rentgenowskiego
bad#nych pierwiastkéw zamieszezone w dyskusji wynikow powinny zosta¢ przeniesione do
metodyki badaf. Pod wzgledem edytorskim, pomimo kilku potkni¢é, praca zostata
zrec'fagowana starannie, w sposob estetyczny 1 przejrzysty. W pracy nie znaleziono bleddéw
interpunkeyjnych, ortograficznych lub gramatycznych, jedynie drobne bledy literowe lub
niescistosel, takie jak wyjasnienia skrotéw i konsekwentne postugiwanie si¢ nimi w dalszych
czgsciach pracy. Pomocnym z punktu widzenia recenzenta bytby wykaz skrotéw uzytych w

pracy.

W przedstawionej do recenzji pracy, zaplanowane badania sg nowatorskie i bez
watpienia wypetniaja luke w obszarze metod analitycznych mozliwych do zastosowania w
toksykologii regulacyjnej. Dyskusja wynikow jest merytoryczna i oparta na odpowiednio
dobranych anglojezycznych pozycjach literaturowych. Uzyskane wyniki badan w znacznym
stopniu poszerzajg wiedz¢ w obszarze metod do przesiewowego oznaczania metali ciezkich w
kosciach i majg potencjalng wartos¢ aplikacyjng do zastosowania w kryminalistyce i medycynie
sadowej, a takze na potrzeby organow regulacyjnych.

Podsumowanie

Reasumujac nalezy stwierdzié, ze rozprawa doktorska mgr inz. Damiana Kobylarza jest
oryginalnym opracowaniem dotyczacym optymalizacji i walidacji metody oznaczania trzech
metali cigzkich (Pb, Cd, Sr) w kosciach z zastosowaniem przenosnego urzadzenia pXRF.
Badania zostaty wykonane z uzyciem odpowiednich narzedzi badawczych, wypetniajac luke w
obszarze analiz przesiewowych pierwiastkéw toksycznych. Wyniki badan byly prezentowane
na jednej konferencji miedzynarodowej: 6th International Conference on New Frontiers in
Engineering, Science, Law, Management, Humanities and Social Sciences INFES 6.0-
2024, Development of a direct, non-invasive and rapid method for determining selected toxic
elements using pXRF (portable X-ray fluorescence spectrometer) in bones for the purposes of
Jorensic laboratory toxicology (30 — 31.08.2024) oraz dwoch konferencjach krajowych: 1) 1
Interdyscyplinarna Konferencja Naukowa "Nauki medyczne w stuzbie wymiaru
sprawiedliwosci 1 organdw $cigania", Instytut Ekspertyz Medycznych w Lodzi (wrzesien
2023) Opracowanie 'bialej' metody in situ oznaczania wybranych pierwiastkow toksycznych
metodg pXRF w kosciach na potrzeby laboratoryjnej toksykologii sqdowej oraz 2) XIV
Konferencja Naukowo-Szkoleniowa Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego pt.:
~Perspektywy 1 wyzwania wspotczesnej toksykologii”, 4-6.09.2024 r., Development of an
direct, non-invasive and rapid methods for determining chosen toxic elements using pXRI
(portable X-ray fluorescence spectrometer) in bones for forensic laboratory toxicology



purposes. Doktorant jest pierwszym autorem publikacji przegladowej w TrAC Trends in
Analytical Chemistry opublikowanej w 2023 r. w ktérej poruszono zagadnienia zwigzane z
zastosowaniem urzadzenia pXRF w badaniach kryminalistycznych.

Podjete badania sg niezwykle wazne ze wzgledu na mozliwos¢ aplikacji uzyskanych
wynikow w obszarze bezpieczenstwa ludzi i srodowiska. Wymiernym efektem dysertacji mgr
inz. Damiana Kobylarza jest dostarczenie pilotazowej metody pozwalajgcej na szybkie
oznaczanie Pb, Sri Cd w probkach kosci w efekcie ostrej lub przewleklej ekspozycji cztowieka
na metale ciezkie. Z uwagi na dziatania toksyczne pierwiastkéw stanowigcych przedmiot
badan, podjete w pracy doktorskiej zadanie opracowania 1 walidacji metody do szybkiego
skryningu metali cigzkich w ko$ciach wpisuje si¢ w aktualny nurt badan, a tematyka poruszana
przez Autora ma znaczenie praktyczne, w dziedzinach zwigzanych z krymmahstykq,
toksykologia sadowa, kliniczng i regulacyjna.

We wniosku koncowym stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska,
pt. ,,Opracowanie ‘bialej’ metody in situ oznaczania wybranych pierwiastkéw toksycznych
metoda pXRF w kosciach na potrzeby laboratoryjnej toksykologii sagdowej” cechuje si¢
istotnymi walorami, do ktorych zalicza si¢ adekwatng do postawionych zadan metodyke oraz
aktualnos¢ 1 warto$¢ aplikacyjng uzyskanych wynikow. Rozprawe doktorskg uwazam za wazng
w kontekscie zagrozen toksykologicznych, jakie powoduja metale cigzkie oraz koniecznoscia
opracowywania nowych metod analitycznych, ktore nie niszcza materialu dowodowego.
Dysertacja mgr inz. Damiana Kobylarza odpowiada warunkom okreslonym w ustawie z dnia
20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, art. 187. - [Rozprawa doktorska] i
wnosz¢ do Rady Naukowej Kolegium Nauk Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego o
dopuszczenie mgr inz. Damiana Kobylarza do publicznej obrony tez przedstawionych w
dysertacji.
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