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1. Tematyka rozprawy

Recenzowana rozprawa doktorska dotyczy aktualnej i waznej tematyki badawczej
zwigzanej z poszukiwaniem nowych rozwigzan materiatowych wspomagajgcych
procesy naprawcze uszkodzonych tkanek i narzadéw. Koncentruje sie na nowych
rozwigzaniach do regeneracji tkanki kostnej, aby odpowiedzie¢ na rosngce
zapotrzebowanie na metody leczenia ubytkéw kostnych. Wpisuje sie w nowe trendy
naukowe dotyczgce inzynierii tkankowej (IT), interdyscyplinarnej dziedziny,
wykorzystujgcej podstawy nauk inzynieryjno-technicznych, nauk biologicznych,
chemicznych oraz nauk medycznych w celu pozyskania biologicznych zamiennikéw,
ktére przywracajg, utrzymujg lub poprawiajg funkcjonowanie tkanki lub narzadu. W IT
z tkanki pacjenta pobiera sig¢ komérki, najczesciej komérki macierzyste. Nastepnie

izoluje sie je, namnaza, ewentualnie réznicuje i zasiedla sig¢ nimi specjalny porowaty



implant (rusztowanie) petnigcy role nosnika komérek oraz rusztowania tkankowego.
Dodatkowo rusztowanie wzbogaca sie w czynniki wzrostu wspomagajgce odbudowe
tkanki. Tak przygotowane rusztowanie zwane réwniez produktem inzynierii tkankowe;j
wszczepia sig¢ do miejsca uszkodzonego. Z czasem w miejscu ubytku odbudowuje sie
brakujgca tkanka, a rusztowanie rozpuszcza sie.

Jednym z najwazniejszych czynnikow warunkujgcych odbudowe tkanki jest
bioaktywne i biofunkcjonalne tréjwymiarowe podioze komoérkowe. Petni ono role
zastgpczej macierzy pozakomorkowej, ktéra jest nosnikiem komérek a jednoczesnie
tworzy dla nich $rodowisko do rozwoju i tworzenia nowej tkanki. Do jego wytwarzania
mozna uzy¢ biomateriatéw syntetycznych lub pochodzenia naturalnego, ktore
sprzyjajg wtasciwej adhezji, proliferacii i réznicowaniu komorek, a po spetnieniu swojej
roli ulegng biodegradacji. W przypadku regeneracji tkanki kostnej, na podtoza do
hodowli komoérek bada sie polimery naturalne ;. kolagen, zelatyne, chitozan, kwas
hialuronowy oraz syntetyczne tj. PCL, PLGA, PLLA, PHBV, etc. Rozwaza sie rowniez
zastosowanie bioceramiki apatytowej lub materiatéw metalicznych. Najnowsze trendy
wskazujg zalety stosowania potgczenia polimeréw z bioceramika tworzgc kompozyty.
Ksztatt i strukture rusztowania mozna nada¢ stosujgc typowe metody inzynierskie
stosowane do wytwarzania konstrukcji porowatych. Najpopularniejsze z nich to
preznie rozwijajgce sig techniki przyrostowe (druku 3D), w tym biodrukowanie, lub
technika elektroprzedzenia. W ostatnich latach podejmowane sg rowniez proby
tgczenia obu metod w celu wytwarzania rusztowan hybrydowych.

Doktorantka w swojej pracy koncentruje sie nad opracowaniem nowych
tréjwymiarowych rusztowan do odtworzenia ubytkéw tkanki kostnej. Do ich
wytworzenia wykorzystuje stusznie zaréwno polimery naturalne jak i ceramike,
syntezujgc z nich nanokompozyty. Wybrane polimery naturalne: kolagen, chitozan, czy
kwas hialuronowy uzywa do syntezy materiatéw hydrozelowych. Materiaty i metode
sieciowania opracowuje w taki sposéb, aby zapewni¢ mozliwo$é wstrzykiwania
materiatu do ubytku, gdzie ostatecznie nastgpi jego usieciowanie. Jest to interesujace
podejscie, réwniez opisywane w literaturze przedmiotu, ktére zaktada, ze wraz z
degradacjg bioaktywnego materiatu nastgpi odbudowa tkanki kostnej.

Zastosowanie wstrzykiwalnych hydrozeli umozliwia rowniez lokalne podawanie lekow
bezposrednio do miejsca leczenia. Doktorantka zamierza wykorzystac¢ te ceche do
dostarczenia znanego leku wspomagajgcego leczenie osteoporozy - alendronianu

sodu. W celu lepszej kontroli szybko$ci uwalania, Pani Magister proponuje zgodnie z



literaturg uzycie jako no$nika leku krzemionki z wytworzong na niej warstwg
apatytowg. Zmodyfikowana krzemionka z lekiem umieszczona zostata w osnowie
hydrozelowe;j.

Praca jest wielowgtkowa. Kandydatka do stopnia doktora zajeta sie w doktoracie takze
materiatami o wtasciwo$ciach magnetycznych, podkreslajgc role pola magnetycznego
w odbudowie tkanki kostnej. Tworzy nanokompozyty o wspomnianej wczesniej
osnowie hydrozelowej z dodatkiem nanoczastek magnetycznych na bazie tlenku
zelaza i bada ich wptyw na zachowanie komorek.

Oprocz form wstrzykiwalnych rusztowania tkankowe majg postaé 3D porowatych
struktur, wytwarzanych typowymi metodami inzynierskimi stosowanymi do
wytwarzania materiatow porowatych. Najpopularniejsze z nich to preznie rozwijajgce
si¢ techniki przyrostowe (druku 3D), w tym biodrukowanie. Ta ostatnia metoda
pozwala na wytworzenie w jednym procesie zasiedlonego komorkami konstruktu,
gotowego do dalszej hodowli tkanek in vitro lub in vivo. Doktorantka bedgc na stazu w
grupie Profesora Gelinsky’ego zapoznaje sie z technikami druku 3D i biodruku oraz
sprawdza mozliwosci wytworzenia tymi metodami rusztowan kostnych z materiatéw
kompozytowych wczesniej opracowanych. Tym samym wzbogaca merytorycznie

prace o ten watek badawczy.

W Swietle tych rozwazan mozna stwierdzié, ze tematyka recenzowanej pracy
doktorskiej jest obszerna a zarazem aktualna. Zas wielowgtkowe prace badawcze
zaplanowane i zrealizowane przez Panig Doktorantke bardzo dobrze wpisujg sie w
nowe trendy naukowe zwigzane z rozwojem biomateriatéw i rusztowan dla leczenia

uszkodzen tkanki kostne;j.

2. Struktura, cel i zakres pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani Adrianny Gilarskiej jest napisana
w jezyku polskim. Jest obszerna i liczy az 243 stron. We Wstepie Doktorantka
formutuje gtéwny cel pracy, ktory brzmi nastepujaco: ,zaprojektowanie, otrzymanie i
scharakteryzowanie bioaktywnych nanokompozytéw, potencjalnie przydatnych jako

rusztowania (skafoldy) do hodowli komérkowych dla potrzeb inzynierii tkankowej, w



szczegolnosci do regeneracji tkanki kostnej.” W duzym skrécie opisuje takze zakres
pracy oraz formutuje hipoteze, ze ,mozliwym jest zaprojektowanie i otrzymywanie
bioaktywnych nanokompozytéw przydatnych jako rusztowanie do hodowli
komorkowych dla potrzeb inZynierii tkankowej kosci.” Hipoteza ta wydaje sie by¢ zbyt
ogolna.

Rozprawa sktada sie wiasciwie z 2 gtéwnych czesci: Wprowadzenie oraz Czesc
Eksperymentalna, ktére sg podzielone na rozdziaty i podrozdziaty. We Wprowadzaniu
Autorka wprowadza czytelnika w tematyke pracy na podstawie przeprowadzonego
przegladu na podstawie 228 pozycji literaturowych. Liczaca 42 stron czesSC pracy
stanowi poprawny opis stanu zagadania w tematyce rozprawy. Znajdujg sie w nim
informacje na temat inzynierii tkankowej, macierzy pozakomorkowej, rusztowan
tkankowych. Doktorantka opisuje takze wybrane w pracy materiaty hydrozelowe oraz
nanokompozyty. Konczy Wprowadzenie oméwieniem metod druku 3D. Do stabych
stron tej cze$ci pracy nalezy zaliczy¢ do$¢ skromny opis opublikowanych rozwigzan
materiatowych stosowanych w inzynierii tkanki kostnej. Brakuje wyraznego
podkreslenia jakie sg wady obecnie stosowanych rozwigzan i przede wszystkim jakich
rozwigzan brakuje. Mogtoby to stanowi¢ dobre uzasadnienie (motywacje) podjecia
zaplanowanych w pracy badan.

Badania wiasne Doktorantka opisuje w Czesci Eksperymentalnej. Jest to
najobszerniejsza cze$¢ rozprawy, ktdra liczy 139 stron. Zostata podzielona na 4
gtéwne rozdziaty: ,Nanokompozyty oparte na hydrozelowej matrycy i czastkach
krzemionki”, ,Wielofunkcyjne nanokompozyty przydatne w leczeniu osteoporozy”,
~Nanokompozyty oparte na hydrozelowej matrycy i nanoczgstkach magnetycznych’,
oraz ,Nanokompozyty otrzymane metoda druku 3D”. Juz na podstawie tego podziatu
mozna podkresli¢ wielowgtkowos¢ recenzowanej rozprawy.

Cztery rozdziaty podzielone sg na podrozdzialty. Kazdy z nich zawiera krotkie
wprowadzenie, a nastepnie podrozdziaty z opisem materiatéw i metod badawczych,
wynikéw wraz z dyskusjg oraz podsumowaniem. Na uwage zastuguje fakt, ze
wigkszo$¢ prezentowanych wynikéw zostata juz opublikowana w uznanych
czasopismach naukowych, o czym we wprowadzeniu wspomina Doktorantka, i co

potwierdzajg przytoczone przez Autorke publikacje.

Pierwszy rozdziat dotyczy kompozytéw o hydrozelowej osnowie i wypelnieniu w

postaci czgstkach krzemionki. Czerpigc do$wiadczenie z prac realizowanych w



zespotach badawczych Prof. Marii Nowakowskiej oraz Prof. Joanny Lewandowskiej-
tancuckiej, Promotorek recenzowanej rozprawy, Doktorantka opracowata materiat
osnowy, w ktdrego sktad weszly powszechnie stosowane w inzynierii tkankowej
kolagen, chitozan i kwas hialuronowy. Badata wptyw sktadu mieszaniny polimerowe;j
CoChHA oraz stezenia $rodka sieciujgcego - genipiny, na wybrane wasciwosci
fizyczne i chemiczne oraz biologiczne otrzymanych hydrozeli. Wykazano, ze wyzsze
stezenia genipiny i diuzsze czasy sieciowania powodowaly wzrost wiasciwosci
mechanicznych oraz spowolnienie procesu degradacji. Do wytworzenia materiatow
kompozytowych uzyto najbardziej obiecujgcego wg Doktorantki hydrozelu, CoChHA
4/1 (50:40:10), sieciowanego najwyzszym stezeniem genipiny (20mM). Jako
wypetniacz zastosowano sfunkcjonalizowane grupami aminowymi submikronowe
czagstki krzemionkowe. Czastki krzemionkowe znane sg ze swoich wilasciwosci
osteogennych. Funkcjonalizacja krzemionki miata za zadanie umozliwié kowalencyjne
przytaczenie czgstek do osnowy hydrozelowej. Po scharakteryzowaniu morfologii,
rozmiaru, porowatosci i potencjatu zeta wypetniacza wprowadzono go do roztworu
biopolimeréw w 3 réznych stezeniach. Tak przygotowane uktady poddano sieciowaniu
geniping. Otrzymane materiaty kompozytowe wykazaty spadek stopnia pecznienia
wraz ze wzrostem zawarto$ci ceramiki. Uzyskano niewielkie réznice w module
zachowawczym w badanych prébkach. Badania degradacji w PBS wskazaly na
najwigkszy ubytek masy po pierwszym dniu degradacji. Znacznie szybciej przebiegata
utrata masy kompozytéw w obecnosci enzymu - kolagenazy. W obu przypadkach
degradacja kompozytéw z najmniejszym udziatem krzemionki przebiegata najszybciej.
Wiasciwosci bioaktywne otrzymanych materiatéw hybrydowych zbadano prowadzac
siedmiodniowg inkubacje w roztworze SBF. Dodatek krzemionki stymulowat tworzenie
si¢ warstwy apatytowej na hydrozelach. Co potwierdzato pewng bioaktywno$é tych
materiatéw. Ze wzgledu na przyszte aplikacje istotna byta ocena zywotnosci/proliferacji
komorek oraz ich aktywnosci ALP. Do badan uzyto czesto stosowanych w takich
badaniach komoérek osteoblastopodobnych - MG-63. Liczba komoérek wrastata w
kolejnych dniach hodowli (1,3 i 7). W poréwnaniu z kontrolg dla badanych materiatéw
uzyskano wigkszg aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej. Jej podwyzszony poziom
towarzyszy wczesnym etapom réznicowania w kierunku fenotypu komoérek
kosciotworczych.

Drugi rozdziat dotyczy wytwarzania i badania kompozytéw, ktére moglyby byé

przydatne w leczeniu osteoporozy. Podobnie jak w rozdziale pierwszym Doktorantka



rozpoczefa prace od opracowania materiatu osnowy. W tym przypadku zaproponowata
uzycie w uktadzie z kolagenem i chitozanem zmodyfikowanego lizyng kwasu
hialuronowego. Modyfikacja kwasu doprowadzita do utworzenia w jego strukturze grup
aminowych, ktére pozwolity na jego sieciowanie geniping. W wyniku sieciowania
uktaddw o réznych udziatach biopolimeréw (takich jak w rozdziale pierwszym)
wytworzono porowate materiaty hydrozelowe o duzej porowatosci rzedu 85-95%, co
jest korzystne dla rusztowan tkankowych. Materiaty z najwiekszg zawarto$cig HAmod
charakteryzowaty sie najwigkszym stopniem pecznienia. Zmierzone katy zwilzania
miescity sie w zakresie 65-91 stopni, co wskazuje na hydrofilowy charakter
powierzchni hydrozeli. Na podstawie przeprowadzonych badan reologicznych
stwierdzono, ze modut zachowawczy materiatu hydrozelowego wzrastat wraz ze
wzrostem czasu sieciowania i stgzenia genipiny. W badaniach degradacyjnych, juz po
4 godzinach inkubacji hydrozeli w medium z dodatkiem kolagenazy widoczna byta
znaczna utrata ich masy. Materiaty z ukladu ColChHAmes2/3 (50:20:30) ulegaty
catkowitej degradaciji po 144 godzinach. Zbadano réwniez wtasciwosci biologiczne in
vitro wytworzonych hydrozeli. Test Alamar Blue wykazat, ze liczba komérek MG-63
pozytywnie wzrastata wraz z ich czasem hodowli. Aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej
rowniez wrastata z czasem hodowli i byla znaczgco wyzsza dla hydrozeli w
porownaniu z kontrolg. W badaniach mikrobiologicznych zauwazono, Zze hydrozele
wykazywaty wtasciwosci antybakteryjne w stosunku do S. aureus i E. Coli, ktére stabty
wraz ze zmniejszaniem zawartosci chitozanu w materiale.

W kolejnym etapie, otrzymane hydrozel wzbogacono w znany lek
przeciwosteoporotyczny - alendronian w celu nadania im wtasciwos$ci leczniczych. Lek
ten osadzono na czgstkach krzemionki dekorowanej apatytem. Jest to intersujgce
rozwigzanie, ktére oprécz wtasciwosci przeciwosteoporotycznych. bedzie wspomagaé
odbudowe tkanki kostne;.

Opisane w rozdziale pierwszym czgstki SiOz sfunkcjonalizowane grupami aminowymi
podane zostaty inkubacji w roztworze SBF, w celu wytworzenia na ich powierzchni
zwigzkow apatytowych. Na tak przygotowanych czgstkach osadzono alendronian.
Otrzymany proszek (SiO2-Ap-ALN), zawieszono w trzech réznych stezeniach w zolu
z uktadu ColChHAm.42/3 (50:20:30) i usieciowano geniping otrzymujgc materiaty
kompozytowe. Przeprowadzono szereg wiasciwie zaplanowanych badan w celu
scharakteryzowania wifasciwosci zaréwno nosnikow leku jak i bioaktywnych

materiatbw kompozytowych. Badania nosnikow z zastosowaniem spektroskopii



fotoelektronéw XPS oraz termograwimetrii TG potwierdzity obecnosé i efektywnosé
przytaczenia  alendronianu. Obserwacje  mikroskopowe SEM  materiatéw
kompozytowych potwierdzity wystepowanie w ich strukturze, najczesciej w postaci
mniejszych lub wiekszych aglomeratow, SiO2-Ap-ALN. Otrzymane materiaty
posiadaty pozgdane witasciwosci fizyczne i chemiczne. Byly to materiaty hydrofilowe,
ktore wykazywaty zdolno$¢ do pecznienia malejgcg wraz ze wzrostem zawarto$ci
napetniacza. Alendronian uwalniat sie¢ z hydrozelu na zasadzie dyfuzji, co umozliwi
jego przedtuzone dostarczanie do miejsca leczenia. Bioaktywny dodatek w
kompozycie sprzyjat tworzeniu sie warstwy apatytu na materiale inkubowanym w
roztworze  SBF.  Potwierdzono  réwniez  wzrost aktywnosci  komorek
osteoblastopodobnych MG-63 oraz ostabienie aktywnosci komorek
osteoklastopodobnych (J774A.1). Przeprowadzone badania in vivo Apoprzez
wszczepienie hydrozeli pod skérg myszom, nie wykazaty toksycznosci opracowanych
materiatdw. Zaobserwowano jedynie miejscowe stany zapalne. Materiaty
kompozytowe ulegaty szybkiej degradacji. Na uwage zastuguje fakt, ze opracowany
materiat przebadany w warunkach in vitro oraz in vivo objety zostat krajowym i
miedzynarodowym zgtoszeniem patentowym.

W rozdziale trzecim pracy Doktorantka opisuje wyniki badan dotyczace
nanokompozytow hydrozelowych o wiasciwosciach magnetycznych. Umiescita w
osnowie hydrozelowej chitozanowo-kolagenowej o dwéch réznych stosunkach
objetosciowych tych polimeréw wytworzone nanoczastki superparamagnetyczne -
optaszczone kationowg pochodng chitozanu (SPION-CCh), co umozliwito ich
potgczenie z osnowg podczas sieciowania geniping. Strukture oraz proces sieciowania
otrzymanych materiatéw analizowano z zastosowaniem NMR. Badania wykazaty
tworzenie sie usieciowanej struktury hydrozeli o bimodalnym rozktadzie wielkosci
poréw. Pomiary natgzenia $wiatta przechodzacego przez prébki potwierdzity dobrg
dyspersje czgstek w osnowie oraz stabilno$¢ wytworzonych kompozytéw. Pomiary
magnetometryczne wykazaty, ze hydrozele wzbogacone w SPION-CCh posiadajg
wiasciwosci magnetyczne. Okazato sie, ze sktad osnowy wptywa na ulozenie
superparamagentycznych nanoczgstek w kompozycie, co moze zmieniaé rowniez ich
oddziatywanie magnetyczne. Podobnie jak wcze$niej omawiane kompozyty hydrozele
magnetyczne ulegaty znacznemu pecznieniu w PBS. Obecno$¢ czgstek SPION-CCh
w hydrozelach nie wptyneta znaczaco na stopien pecznienia. Degradacja materiatow

byta zalezna zaréwno od sktadu osnowy (stosunku kolagenu do chitozanu) jak i



dodatku nanoczgstek. Podobnie bylo w przypadku zmierzonego modutu
zachowawczego. Modut ten malat wraz z dodatkiem kolagenu i SPION-CCh. Hodowla
MG-63 na powierzchni wytworzonych materiatéw nie wykazata negatywnego wptywu
dodatkéw na proliferacje komérek. Proliferacja MG-63 byta zaburzona w 7 dniu dla
materiatow z nanoczgstkami oraz pod wptywem przytozonego pola magnetycznego.
Efekt ten powinien by¢ zweryfikowany, co wtasciwie interpretuje Doktorantka.

W rozdziat IV pracy doktorskiej Pani Adrianny Gilarskiej opisuje badania zrealizowane
przez Doktorantke w ramach stazu w TU Drezden, w grupie Profesora Michaela
Gelinsky'ego. Dotyczyly one wytwarzania metodg druku 3D rusztowan kostnych z
wykorzystaniem biopolimeréw oraz materiatbw nieorganicznych, ktére zostaty
opracowane we wczesniejszych etapach doktoratu. Na wstepie zoptymalizowano
sktad atramentéw - lepkich past w celu nadania im wfasciwosci wymaganych w
procesie kontrolowanego wyttaczania. W celu zwiekszenia lepkosci Doktorantka
dodata do mieszanin biopolimerowych metyloceluloze. Ostatecznie do druku
rusztowan z samych hydrozeli uzyto nastepujgcych uktadéw: ColChHA 4/1 MC9,
ColChHAmod 2/3 MC9 oraz ColCh 25:75 MC9. Badania stabilnosci rusztowan w 3
roznych mediach PBS, DMEM i HPLM wykazaty, ze jedynie konstrukcje wytworzone
z ColCh 25:75 MC9 byty stabilne we wszystkich mediach inkubacyjnych. Dlatego do
dalszych badan zastosowano ten rodzaj osnowy. Z jej udziatem opracowano
atramenty do druku zawierajgce rozne czagstki: SiO2, SiO2-Ap, oraz SPION-CCh.
Atramenty wykazywaly pozadane wiasciwosci typowe dla cieczy rozrzedzanych
$cinaniem - ich lepko$¢ malata wraz ze wzrostem szybkosci $cinania. Po procesie
druku mozna byly wnioskowaé, ze opracowane tusze umozliwity wytworzenie
zaktadanych geometrii rusztowan. Ponadto dodatki nieorganiczne wptywaty korzystnie
na stabilno$¢ wydrukéw podczas inkubacji w symulowanym sztucznym osoczu
(HPLM). Wstepne badania biologiczne z uzyciem komoérek macierzystych wykazaty,
ze opracowane atramenty lepiej nadajg sie do drukowania rusztowan i ich zasiedlania
komorkami niz do biodrukowania komérek. Zaproponowane w pracy biotusze
wymagajg dalszej optymalizacji.

W ostatnim rozdziale rozprawy Pani Magister w spos6b syntetyczny podsumowuje
uzyskane wyniki, wymienia najwazniejsze wedtug niej osiggnigcia pracy. Nie nakresla

jednak przysztych kierunkéw badan w tematyce pracy.



Na szczegoing uwage i podkreslenie zastuguje przytoczony w pracy dorobek naukowy
Doktorantki. Wymienia 8 publikacji w wysokopunktowanych czasopismach, ktére
powstaty w ramach realizacji pracy doktorskiej (6), magisterskiej (1) i inzynierskiej (1).
Jest tez wspdtautorkg kilku zgtoszen patentowych. Wyniki badan prezentowata na
licznych konferencjach migdzynarodowych (19) i krajowych (12). Byta kierownikiem
projektu NCN ETIUDA 8 oraz brata udziat w realizacji innych 2 grantéw. Przytoczony

dorobek Doktorantki $wiadczy o Jej wyrdzniajgcej aktywnosci naukowe;.

Rozprawa zakoriczona jest bogatg bibliografig. Spis zawiera 293 pozycii
literaturowych, aktualnych i zgodnych z tematykg pracy. Sg wsréd nich ksigzki oraz

artykuty naukowe.

Praca doktorska jest przygotowany z duzg starannoscig. Jej ukfad, uzyty jezyk,
stfownictwo i terminologia sg poprawne. Jest wzbogacona licznymi ilustracjami,
wykresami i tabelami co podnosi czytelno$¢ i jako$¢ przygotowanego opracowania.

Do uwag krytycznych dotyczacych strony edytorskiej pracy mozna zliczy¢ uzywanie
przez Dyplomantka stéw ,matryca” zamiast ,osnowa”, ,ilo$¢ komorek”, zamiast ,liczba
komorek”. Mozna znalezé tez drobne btedy jezykowe. Duza cze$é rysunkow

prezentujgcych wyniki z SEM jest mato czytelna.

3. Ocena merytoryczna i uwagi krytyczne

Tematyka rozprawy jest aktualna i wazna, zaréwno z punktu widzenia zdobywania
nowej wiedzy w dyscyplinie jak i rozwoju biomateriatéw oraz inzynierii tkankowe;.
Znakomicie wpisuje si¢ w nowoczesne kierunki badan w obszarze bioaktywnych
materiatéw dla potrzeb medycyny regeneracyjnej kosci.

Na podkreslenie zastuguje obszerny oraz interdyscyplinarny zakres badan
zrealizowanych w pracy, ktéry obejmowat wytwarzanie typowych uktadow
kompozytowych polimer-ceramika, wzbogacanie ich w leki czy tez czastki
magnetyczne, az po ocene mozliwosci druku 3D opracowanych nanokompozytéw. Do
ich wykonania Doktorantka wykorzystata szereg interesujgcych metod syntezy
materiatéw hydrozelowych, czgstek ceramicznych Iub magnetycznych oraz

nanokompozytéw polimerowych. Wiasciwie dobrata i poprawnie zastosowata liczne



metody badawcze niezbedne do charakteryzacji wytworzonych materiatéw pod katem
ich struktury oraz wtasciwosci chemicznych i fizycznych. Wielowatkowosé podjetej
tematyki wymagata od Doktorantki wykorzystania metod i urzadzen badawczych tj.
SEM, STEM, EDS, AFM, FTIR, XRD, XPS, NMR, pomiary potencjalu zeta,
porowatosci i kata zwilzania, DLS, BET, badania wiasciwosci reologicznych,
pecznienia, degradacji, biomineralizacji, oraz badania wtasciwos$ci magnetycznych.
Przeprowadzita réwniez z duzg starannoscig badania biologiczne in vitro oraz in vivo
opracowanych materiatdw. Wykonata badania zywotnosci i morfologii komorek,
aktywnosci fosfatazy alkalicznej, analizy hematologiczne krwi, histologie, oraz badania
wtasciwosci antybakteryjnych.

Do najwazniejszych osiggnie¢ Doktorantki nalezy zaliczyé opracowanie nowych
bioaktywnych materiatébw kompozytowych o osnowie hydrozelowej i napemiaczach
ceramicznych. Osnowa sktadata sig¢ z biopolimerow tj. kolagen, chitozan oraz kwas
hialuronowy, sieciowanych geniping. Z szeroko zakrojonych badan okazato sie, ze
optymalnym sktadem byta mieszanina Col:Ch:HA=50:40:10. To w niej zawieszono
czastki krzemionki sfunkcjonalizowanej grupami aminowymi w celu uzyskania stabilnej
struktury kompozytowej. Zastosowanie naturalnych hydrozeli oraz aktywne;
krzemionki wptyneto na korzystne wtasciwosci biologiczne nanokompozytw.

Na szczeg6lng uwage zastugujg takze rezultaty prac badawczych dotyczgce
wzbogacenia materiatu kompozytowego w lek przeciwosteoporetyczny. Do czgstek
krzemionkowo-apatytowych przytagczono alendronian sodu i umieszczono je w
osnowie ColChHAmod. Wstgpne badania wskazaty na dziatanie terapeutyczne tak
przygotowanych materiatéw uwalniajgcych lek.

Warte podkreslenia sg réwniez osiggniecia Doktorantki zwigzane z wytwarzaniem
kompozytbw o  wiasciwosciach  magnetycznych.  HydroZzele z  super-
paramagentycznymi czgstkami tlenku zelaza miaty wptyw na zachowanie komérek bez
i w obecnosci pola magnetycznego.

Nalezy tez podkresli¢ warto$¢ poznawczg prac dotyczgcych przystosowania
opracowanych materiatéw do druku 3D. Stosujgc metode ekstruzji wytworzono ze
zmodyfikowanych kompozytéw tréjwymiarowe struktury, ktére mogg petnié role
rusztowan.

Podsumowujgc, cel pracy zostat osiggniety - zaprojektowano, otrzymano i
scharakteryzowano bioaktywne nanokompozyty, potencjalnie przydatnych jako

rusztowania (skafoldy) do hodowli komérkowych dla potrzeb inzynierii tkankowej, w
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szczegolnosci do regeneracji tkanki kostnej. Tym samym wykazano ogdlnie
sformutowang hipotezg, ze ,mozliwym jest zaprojektowanie i otrzymywanie
bioaktywnych nanokompozytéw przydatnych jako rusztowanie do hodowli

komérkowych dla potrzeb inzynierii tkankowej kosci.”

Mimo wysokiej jakosci przeprowadzonych prac badawczych, czytajac rozprawe
nasuwajg si¢ pewne uwagi i pytania zaréwno do przyjetej metodyki jak i uzyskanych
wynikow:

1. Doktorantka uzyta do sieciowania hydrozeli genipine. W wielu doniesieniach
literaturowych wykazano, ze duze stezenia tej substancji mogg byé toksyczne.
Dalsze badania genotoksycznosci bylyby wskazane w celu sprawdzenia
skutkow dziatania stosowanego $rodka sieciujgcego.

2. Nasuwa si¢ takze pytanie jaki uzyskano stopier usieciowania hydrozeli.
Sieciowanie prowadzono w réznych czasach. Jaki czas byt najwtasciwszy i
dlaczego?

3. Badania degradacji enzymatycznej przeprowadzono z udziatem kolagenazy.
Wiadomo jednak, ze w przypadku chitozanu wtasciwszym enzymem jest
lizozym.

4. Badania pgcznienia prowadzono w 24 godziny. Dlaczego w takim okresie? Czy
Doktorantka sprawdzita, ze wydtuzenie czasu ponad 24h nie zmienia stopnia
pecznienia hydrozeli?

5. Charakteryzujgc materiaty kompozytowe zwykle podaje sie udziat %
napetniaczy. Tego zabrakio w pracy, co utrudnia poréwnanie kompozytéw
otrzymanych w pracy. Brakuje réwniez wymiarow wytworzonych prébek do
dalszych badaniach. Korzystne bytoby réwniez pokazanie wynikéw EDS, np. w
postaci map rozmieszczenia obecnych w materiale pierwiastkéw.

6. Badania mikroskopowe dotyczyty charakteryzacji powierzchni. Trudno z takich
obrazdw wnioskowa¢ o rozmieszczeniu napetniacza w cafej osnowie
polimerowej. Rownomierne rozmieszczenie czgstek w catej objetosci osnowy,
bez obecnosci aglomeratéw, jest kluczowa cechg materiatéw kompozytowych.

7. W ocenie zywotnosci komoérek nie podano liczby komérek i wynikéw ich
proliferacji na probkach kontrolnych. Jest to konieczne w celu okreslenia

potencjatu uzytych w badaniach komorek.
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8. DosC dyskusyjna jest zastosowana metoda badania adhezji komoérek do
powierzchni wytworzonych materiatéw. Nie jest jasne jak z tak niewyraznych
mikrofotografii SEM obliczono powierzchnie zajmowang przez komorki.

9. Oprocz badan reologicznych, ze wzgledu na przewidziane zastosowanie w
regeneracji tkanki kostnej, wytworzone materiaty powinny zosta¢ zbadane z
uzyciem testow mechanicznych umozliwiajgcych wyznaczenie ich sztywnosci i
wytrzymatoéci. Badania mechaniczne przeprowadzono jedynie dla
przygotowywanych do druku 3D. Powstaje jednak pytanie jak wyznaczono
modut Younga wydrukowanych rusztowan i czy test jednoosiowego $ciskania
jest najwiasciwszg metodg wyznaczenia tego modutu? (str. 200-201).

10.Poréwnujgc wyniki badan wtasciwosci podobnych materiatéw opisywanych w
réznych rozdziatach pracy tj. pgcznienie, modut zachowawczy, kat zwilzania
mozna zauwazy¢ nieuzasadnione roznice. Skgd one wynikajg?

11. Doktorantka podsumowuje, ze otrzymane materiaty posiadajg obiecujgce
wtasciwosci na potrzeby inzynierii tkankowej kosci. Dlaczego nie
przeprowadzono innych badan biologicznych potwierdzajgcych przydatnosé

opracowanych materiatow w regeneracji tkanki kostnej.

Nieliczne, jak na tak obszerne i warto$ciowe opracowanie naukowe, uwagi krytycznych
nie obnizajg mojej wysokiej oceny recenzowanej pracy doktorskiej. Opiniowana
rozprawa doktorska posiada wiele aspektéw poznawczych i stanowi oryginalny wktad
Autorki w rozw¢j inzynierii biomateriatéw oraz inzynierii tkankowej. W szczegélnosci
zawiera oryginalne wyniki badan dotyczace bioaktywnych materiatéow kompozytowych

na podtoza do hodowli tkanek w medycynie regeneracyjnej.

4. Wniosek koncowy

Biorgc pod uwage powyzsze rozwazania, uwazam, ze rozprawa mgr inz. Adrianny
Gilarskiej pod tytutem: ,Bioaktywne nanokompozyty dla potrzeb inzynierii
tkankowej”, spetnia wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim w Ustawie z dnia
14 marca 2003 roku ,,0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule

naukowym w zakresie sztuki”. Wnioskuje wiec do Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne
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Akademii Gorniczo-Hutniczej o przyjecie niniejszej rozprawy i dopuszczenie
Doktorantki do publicznej obrony.

Ponadto, biorgc pod uwage obszerny zakres badan naukowych, ich wysoki poziom
merytoryczny i duze znaczenie dla rozwoju dyscypliny naukowej, jak réwniez udziat w
realizacji projektéw badawczych, oraz wyrézniajgca aktywnos¢ naukowg i publikacyjna
mgr inz. Adrianny Gilarskiej, ktére moim zdaniem znacznie przekraczajg zwyczajowe

wymagania stawiane pracom doktorskim, wnioskuje do Rady Naukowej o wyréznienie
recenzowanej pracy doktorskiej.

Wojciech Swieszkowski

B .
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