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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Adrianny Malgorzaty Gilarskiej pt. ,,Bioaktywne
nanokompozyty dla potrzeb inzynierii tkankowej”

Rozprawa doktorska pt. “Bioaktywne nanokompozyty dla potrzeb inZyniérii
tkankowej”, ktdrej autorkg jest mgr Adrianna Gilarska, zostala zrealizowana na Wydziale
Fizyki i Informatyki Stosowanej Akademii Gorniczo- Hutniczej oraz na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Jagiellonskiego, pod opieka prof. dr hab. Czestawa Kapusty, prof. dr hab. Marii
Nowakowskiej oraz dr hab. Joanny Lewandowskiej-Laficuckiej. Recenzowana praca ma
charakter interdyscyplinarny- obejmuje zakres nauk fizycznych oraz chemicznych. Celem
badan przedstawionych w rozprawie bylo zaprojektowanie, otrzymanie oraz dokladne
scharakteryzowanie nowych bioaktywnych nanokompozytéw o potencjalnym zastosowaniu
jako rusztowania do hodowli komoérkowych dla potrzeb inzynierii tkankowej. Tematyka prac
podjetych przez Doktorantke wpisuje si¢ zatem w bardzo wazny iintensywnie rozwijany
trend badan.

Przedlozona do recenzji rozprawa zostala przygotowana w formie monografii liczacej
243 strony. Praca zawiera kolejno ,,Streszczenie”, ,,Streszczenie w jezyku angielskim”,
Wykaz skrétow”, ,,Spis rysunkow”, ,,Spis tabel”, ,,Wstep”, a nastgpnie dwie zasadnicze
czesci, czyli cze$é literaturowg zatytulowana jako ,,Wprowadzenie” oraz ,,Czgs¢
eksperymentalng” przedstawiajagca wyniki doswiadczalne uzyskane w ramach realizacji
niniejszej pracy. Calo$¢ rozprawy wienczy ,,Podsumowanie rozprawy i wnioski”, opis
dorobku naukowego Doktorantki oraz liczaca 293 pozycje bibliografia. Jest to uklad pracy
bardziej typowy dla nauk chemicznych niz fizycznych. Brakuje tu bowiem jednego rozdziatu
dotyczacego opisu wszystkich technik i metod eksperymentalnych wykorzystywanych
podczas realizacji rozprawy, natomiast krotki opis aparatury wykorzystywanej do
charakteryzacji otrzymanych materiatéw znajduje si¢ w kazdym podrozdziale poswigconym
kolejnym otrzymanym materialom, dlatego tez pewne informacje sa tu wielokrotnie
potarzane.

Problematyka badan podjetych przez Doktorantke dotyczy organiczno-
nieorganicznych materiatéw hybrydowych do zastosowan biomedycznych. Czgs¢ organiczng
stanowia biopolimerowe matryce hydrozelowe, natomiast komponenty nieorganiczne to
czastki krzemionki Iub nanoczastki magnetyczne. Wszystkie przestawione nanokompozyty
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poddano dokladnej charakteryzacji, a szczeg6lng uwage poswiecono takim wiasnosciom jak
‘bioaktywnos$¢, stabilno$¢ w czasie, zdolno$¢ do pecznienia i degradacii.

W krotkim ,,Wstepie” Autorka w jasny i zwigzly sposéb przedstawia cel i zakres
swojej pracy. Opisane sg tu doktadne cele prowadzonych badan oraz sformulowana hipoteza
badawcza, w ktorej Pani Gilarska postuluje, ze ,,mozliwe jest zaprojektowanie i otrzymanie
bioaktywnych nanokompozytéw przydatnych jako rusztowania do hodowli komoérek dla
potrzeb inzynierii tkankowe;j”.

We ,,Wprowadzeniu” Doktorantka przedstawila aktualny stan wiedzy dotyczacy
przedmiotu rozprawy. W pierwszej kolejnosci omoéwione zostaly zagadnienia zwigzane
zinzynieria  tkankowa, macierzami  zewnatrzkomorkowymi oraz  rusztowaniami
komérkowymi. Nastepnie analizie poddano aktualny stan badan zwigzany z hydrozelami,
w szczegdlnosci tymi opartymi na trzech biopolimerach: kolagenie, chitozanie oraz kwasie
hialuronowym. Duzo uwagi Autorka poswigcita na opis nanokompozytéw, gdzie
szczegdlowo omoéwila role czastek krzemionki czy nanoczastek tlenku zelaza jako
komponentéw nieorganicznych tych nanokompozytow. W tej czgsci omoéwione sg réwniez
wlasnosci alendronianu- leku przeciwosteoporotycznego, systemy jego dostarczania oraz
opisano zjawisko superparamagnetyzmu. Ostatni podrozdzial tej czgsci pracy poswigcony jest
technice otrzymywania rusztowan komoérkowych poprzez druk 3D.

Najwazniejsza czescig pracy jest niewatpliwie ,,Czg$¢ Eksperymentalna” sktadajaca
sie¢ z czterech glownych czesci, gdzie kazda z nich zawiera  wprowadzenie, opis
zastosowanych materialtéw i technik eksperymentalnych, wyniki badan oraz dyskusje
i podsumowanie. W cze$ci pierwszej opisano syntez¢ oraz wilasnosci fizykochemiczne
i biologiczne nanokompozytéw na bazie hydrozelowych matryc oraz czastek krzemionki.
Szczegblna uwage Autorka poswiecita na optymalizacje skladu matrycy hydrozelowe;,
analizujac zalezno$é udziatu chitozanu, kwasu hialuronowego, kolagenu oraz genipiny na
wlasnosci reologiczne, degradacje enzymatyczng czy adhezje komoérek. Przeprowadzone
badania dowiodty, ze otrzymane hydrozele majg potencjat sieciowania in situ w 37 °C i mogg
byé aplikowane w formie wstrzykiwanej. W kolejnym kroku do wybranej matrycy
hydrozelowej dodano czastki krzemionki sfunkcjonalizowane grupami aminowymi.
W rezultacie otrzymano stabilny bioaktywny materiat hybrydowy, dla ktérego eksperymenty
przeprowadzone w warunkach symulujgcych ludzkie osocze wykazaty pojawienie si¢ fazy
mineralnej. W czesci drugiej opisano proces syntezy oraz wlasnosci biologiczne
i fizykochemiczne nanokompozytow opartych na matrycach hydrozelowych oraz czastkach
krzemionkowo- apatytowych z przylaczonym lekiem przeciwosteoporotycznym. Tym razem
do wytworzenia matryc hydrozelowych zastosowano sfunkcjonalizowany grupami
aminowymi kwas hialuronowy, co sprawito, ze mogt by¢ on chemicznie sieciowany geniping
razem z kolagenem i chitozanem. Otrzymane materialy hybrydowe wykazywaty
umiarkowang hydrofilowo$¢ powierzchni, zdolnos¢ do pecznienie, przedtuzony czas
degradacji oraz pozadane wiasnosci mechaniczne. Na podstawie badan biomineralizacji,
w warunkach zblizonych do ludzkiego osocza, zaobserwowano przyspieszony proces
tworzenia si¢ nowej fazy mineralnej zblizonej do struktury apatytu kostnego. Wyniki
uzyskane w tej czedci rozprawy pokazaly, ze otrzymane nanokompozyty mogg by¢
wprowadzane do ubytku kostnego, a jednoczesnie stanowi¢ system do kontrolowanego
i miejscowego dostarczania alendronianu. Jest to wazny krok w zwiekszeniu efektywnosci
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leczenia osteoporozy. W czesci III opisano hydrozele magnetyczne, w ktérych matryce
stanowitla mieszanina kolagenu i chitozanu sieciowanego geniping, a komponentem
nieorganicznym byly superparamagnetyczne nanaoczastki tlenku zelaza. Obecnos¢
nanoczastek w matrycy hydrozelowej zostata potwierdzona poprzez badania spektroskopii
mossbauerowskiej, magnetometrii oraz przy zastosowaniu skaningowej transmisyjnej
mikroskopii elektronowej. W ramach przeprowadzonych prac wykazano, ze umieszczenie
nanoczastek magnetycznych w matrycy hydrozelowej powoduje obnizenie temperatury
blokowania, co wigze si¢ z lepszg separacjg nanoczastek i zmniejszania ich wzajemnego
oddzialywania. Dodatkowo stwierdzono, ze zar6wno obecno$¢ nanoczastek magnetycznych
jak i przylozenie zewnetrznego pola magnetycznego o natgzeniu 500 Oe ma wplyw na
proliferacije komoérek (po 7 dniach zaobserwowano redukcje liczby komorek lub
zahamowanie ich wzrostu). W ostatniej czes$ci pracy poswieconej badaniom wiasnym opisano
wytwarzanie oraz analize wiasnosci biologicznych i fizykochemicznych rusztowan 3D
wytwarzanych metodg druku 3D przy zastosowaniu techniki ekstruzji. Atramenty do
drukowania 3D wytwarzano na bazie wszystkich wczesniej opisanych biopolimerow:
kolagenu, chitozanu, kawasu hialuronowego i kwasu hialuronowego sfunkcjonalizowanego
grupami aminowymi. Metyloceluloza zostala uzyta jako czynnik poprawiajacy lepkos¢, zas
do stabilizacji rusztowan wykorzystano dwuetapowe sieciowanie geniping oraz TTP.
W rezultacie jako najstabilniejsze uznano rusztowanie otrzymane jako mieszanina kolagenu
i chitozanu. Wykazano réwniez, ze dodanie komponentu nieorganicznego, nie wplywa
negatywnie na efektywne drukowanie tréjwymiarowych struktur.

Po zapoznaniu si¢ z rozprawg mam kilka uwag i pytan sformulowanych ponizej:

- Z punktu widzenia wiasnosci magnetycznych, kluczowym parametrem
charakteryzujacym SPIONy jest $rednica tych nanoczastek. W pracy pojawia si¢ tylko
zdawkowa informacja, ze ,,magnetyczne rdzenie SPION-CCh charakteryzowaty si¢ Srednicg
okoto 15 nm”. Czy wyznaczono rozktad wielkosci tych rdzeni? Czy proces syntezy tych
nanoczastek byt powtarzalny? ‘

- Na podstawie pokazanych widm mossbauerowskich nie zostaly wyznaczone
parametry struktury nadsubtelnej (pole nadsubtelne, oddziatywanie kwadrupolowe). Brakuje
tez pomiaru powyzej temperatury blokowania.

- Jaka dtugos¢ fali zastosowano w pomiarach zmiany transmitancji w czasie?

- W przypadku wyznaczenia zaleznosci ZFC-FC dla nanoczastek SPION-CCh pomiar
wykonano w zbyt waskim przedziale temperaturowym- zeby precyzyjnie wyznaczyé
temperature blokowania nalezatoby wykona¢ pomiar do 370-400K.

-Autorka wspomina 0 relaksacyjnym charakterze materiatéw
superparamagnetycznych, ale niestety nie podjeta si¢ analizy tych wiasno$ci. Czy planowane
sa dalsze badania hydrozeli magnetycznych np. w kierunku wyznaczenia czaséw relaksacji
czy energii aktywacji tych ukladéw?

Praca zredagowana jest starannie i mimo znacznej objetosci nie zawiera wielu btgdow
czy niejasnosci. Niemniej jednak Autorka nie ustrzegla sie kilku niescistosci:

-str. 57, ,,JJak wspomniano wczesniej, SMF oraz PEMF sa najczesciej badanymi
typami p6l magnetycznych.”

- str. 71, w paragrafie ,,Materialy” w zdaniu brakuje orzeczenia,
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-str. 87, ,Do plastikowej zlewki wprowadzono 700 ml wody dejonizowanej,
umieszczono ja w lazni wodnej, a calo$¢ ustawiono na mieszadle magnetycznym.”;
,.sprawdzono temperature, aby wynosita 36,5 °C”; ,, Roztwor przelano z plastikowej zlewki
do kolby i uzupetniono woda dejonizowang do kreski”; ,,Materialy hybrydowe do hodowli
komérkowej otrzymano w plytkach 24-dotkowych (po 3 powtérzenia dla kazdego
rodzaju)...”

-na wickszo$ci mikrofotografii SEM albo brakuje skali, albo jest bardzo stabo
widoczna,

Powyzsze uwagi krytyczne, nie maja istotnego wptywu na mojg wysokg oceng pracy.

Na szczegblng uwage zashuguje bardzo bogaty dorobek naukowy Pani mgr Gilarskiej.
Jest ona wspotautorka 8 publikacji naukowych o bardzo wysokich wspotczynnikach wptywu
(3.623-9.229) oraz 4 zgloszen patentowych. Doktorantka brata udzial w realizacji 3 projektow
naukowych, przy czym byta kierownikiem jednego z nich (Etiuda NCN). Ponadto Pani mgr
Gilarska odbyta dwa staze w uznanych osrodkach badawczych: Drezdefiskim Uniwersytecie
Technicznym oraz Uniwersytecie w Saragossie. Daje to mocne swiadectwo, ze Doktorantka
jest dobrg kandydatka do dalszej pracy naukowe;j.

Plan badan i metodyka prowadzonych przez Doktorantke prac nie budza zadnych
zastrzezen. Pani mgr Gilarska wykazata sie umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. Przedmiot rozprawy dotyczy niestychanie waznych i aktualnych zagadnien,
a wyniki uzyskane przez Doktorantke sg oryginalne i maja istotne znaczenie poznawcze.
Warta  podkreslenia  jest liczba  zastosowanych —metod badaf  biologicznych
i fizykochemicznych, co przyczynito si¢ do dokladnego scharakteryzowania uzyskanych
nanokompozytow.

Reasumujgc, praca doktorska Pani mgr Adrianny Gilarskiej, jest wnikliwym
studium po$wieconym badaniom nanokompozytéw dla potrzeb inzynierii tkankowej,
a uzyskane materialy mogg znalez¢ zastosowanie w regeneracji tkanki kostnej. Praca
doktorska mgr Pani Gilarskiej ma charakter oryginalnej pracy naukowej izawiera
wymagane w rozprawach doktorskich elementy nowosci naukowej, co zostalo
dodatkowo udokumentowane artykulami opublikowanymi w czasopismach z listy JRC.
Z calym przekonaniem stwierdzam, ze prezentowana rozprawa doktorska spelnia
wymagania ustawowe dla rozpraw doktorskich i dlatego wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny
Nauk Fizycznych Akademii Gorniczo-Hutniczej im. Stanistawa Staszica w Krakowie o
dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
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