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1. Tres¢ i zakres rozprawy doktorskiej

Praca przedstawiona do oceny poswigcona jest sprawdzeniu mozliwogci wykorzystania
termowrazliwych hydrozeli wytworzonych na bazie chitozanu do zastosowan jako rusztowania
dla hodowli komorek zwierzecych. Glownym celem pracy bylo sprawdzenie wplywu
5’-monofosforanuurydyny (UMP) oraz obecnosci tlenku grafenu na wiasnosci fizyczne,
chemiczne i biologiczne wytworzonych hydrozeli.

Duzym wyzwaniem dla wspolczesnej medycyny jest leczenie uszkodzen tkanek
powstatych w wyniku urazéw, przewleklego stanu zapalnego czy zmian zwyrodnieniowych.
Uszkodzenia te wymagajg czesto zastosowania rozwigzaf z zakresu inZynierii tkankowe;.
Przy takim podejsciu nalezy zastosowaé w miejscu zmienionym chorobowo rusztowania
do hodowli komoérkowych wspomagajace namnazanie sic  wlasciwej  tkanki.
Material rusztowania musi by¢ biokompatybilny, nietoksyczny, nie moze wywolywaé stanu
zapalnego a dodatkowo powinien umozliwia¢ adhezje, proliferacje oraz réznicowanie sie
komorek. Doktorantka swoja uwage skierowala na termowrazliwe zele chitozanowe
spelniajace wigkszo$¢ wymagan dotyczacych materialéw na scaffoldy. Termozele chitozanowe
cechuje przejscie zol-zel w temperaturze zblizonej do temperatury ciala ludzkiego.
W literaturze przedmiotu szeroko omawiane sa scaffoldy chitozanowe wykorzystujace jako
srodek sieciujacy s6l sodowa B-glicerofosforanu (B-GP), natomiast Doktorantka
zaproponowata  wykorzystanie soli sodowej 5’-monofosforanu urydyny (UMP).
UMP to zwigzek organiczny, nukleotyd pirymidynowy, budujacy czasteczke RNA, biorgcy
udzial w syntezie glikogenu, fosfolipidéw, a sama urydyna ma znaczenie dla prawidlowego
funkcjonowania ukladu nerwowego. Dodatkowo termowrazliwe scaffoldy chitozanowe
sieciowane UMP wzbogacono nanostrukturalnym materialem weglowym w postaci tlenku

i’



grafenu. Tego typu rusztowania, poza pracami Doktorantki, nie byty prezentowane w literaturze
przedmiotu.

Uwazam badania podjete przez Doktorantke za wazne zaré6wno ze wzgledow
poznawczych jak i ze wzgledow spotecznych i aplikacyjnych.

Zakres pracy obejmowatl scharakteryzowanie wlasnoéci fizykochemicznych
i biologicznych hydrozeli chitozanowych utworzonych z wykorzystaniem kwasu solnego
lub kwasu mlekowego jako rozpuszczalnika dla chitozanu oraz wykorzystanie B-GP lub UMP
jako $rodka sieciujacego, przeprowadzenie badar reologicznych w celu okreslenia temperatury
przejscia zol-zel oraz czasu Zelowania, scharakteryzowanie struktury hydrozeli na bazie analizy
widm FTIR, analize morfologii hydrozeli z wykorzystaniem zdje¢ uzyskanych z SEM, analize
termiczng wykorzystujagc DSC, okreSlenie uwalniania zwigzku sieciujacego w trakcie
kondycjonowania hydrozeli w wodzie wykorzystujac widma FTIR oraz dyfraktogramy XRD,
przeprowadzenie badafi cytotoksycznosci i genotoksycznoéci przygotowanych hydrozeli.
Po zmodyfikowaniu hydrozeli nanoczastkami weglowymi w postaci tlenku grafenu wykonano
charakterystyke otrzymanych hydrozeli wykonujac ponownie wszystkie wymienione powyzej
analizy.

Praca podzielona zostata na trzy czesci: czg$é literaturows (7 rozdziatow), czesé badaweza
pos$wigcona niemodyfikowanym termowrazliwym hydrozelom chitozanowym (5 rozdziatow)
oraz czgs¢ badawcza poswigcong modyfikowanym (nanokompozytowym) termowrazliwym
hydrozelom chitozanowym (5 rozdziatéw) uzupelnione spisem literatury, spisem tabel, spisem
rysunkéw. Praca ma dobra konstrukcje i prowadzi czytelnika przez zagadnienia poruszane
i badane w pracy, szczeg6lowo omawiajac wszystkie kroki i uzasadniajac podjecie kolejnych
badar/analiz.

Cel i zakres rozprawy zostaly wyraznie okreslone, za$ przedstawione wyniki badan
pozwalaja stwierdzi¢, ze zamiary zostaly osiggni¢te. Badania zaprezentowane w pracy zostaty
dobrze przemyslane, umotywowane i rzetelnie zrealizowane przez Doktorantke.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska p. mgr inz. Katarzyny Pieklarz liczy
232 strony z licznymi rysunkami, tabelami, streszczeniem w jezyku polskim i angielskim,
spisem literatury (337 pozycji) i dorobkiem naukowym Doktorantki.

2. Ocena merytoryczna rozprawy

Recenzowana rozprawa doktorska miala na celu wytworzenie nowych struktur
chitozanowych w postaci termowrazliwych hydrozeli, formujacych sie w temperaturze
zblizonej do fizjologicznej temperatury ciata ludzkiego, przeznaczonych do zastosowania
w inzynierii tkankowej.

Nalezy szczegblnie podkresli¢ fakt, ze Doktorantka bardzo umiejetnie wybrala
i przedstawita dane literaturowe prezentujac jedynie te informacje, ktore sa niezbedne
dla $ledzenia toku pracy. Biorac pod uwagg, ze tematyka hydrozeli chitozanowych jest bardzo
obszerna, umiejetnos¢ wybrania informacji istotnych dla rozprawy byla niezwykle wazna.
Doktorantka w pelni sobie z tym poradzila, w dojrzaty i analityczny sposob prezentujac
najwazniejsze  informacje  dotyczace zar6wno = wykorzystywanych  materialow
jak i stosowanych w pracy metod analitycznych.

Czgs¢ badawcza podzielono na 2 etapy: charakterystyke niemodyfikowanych hydrozeli
oraz charakterystyke hydrozeli modyfikowanych tlenkiem grafenu. Kazda z tych czesci
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rozpoczyna si¢ zaprezentowaniem bardzo szczegotowych informacji dotyczacych stosowanych
materialéw (chitozan, rozpuszczalniki, $rodki wspierajace sieciowanie, tlenek grafenu),
preparatyki hydrozeli chitozanowych i metod badawczych (pomiary reologiczne, NMR, FTIR,
XRD, SEM, DSC, badania cytotoksycznosci, badania genotoksycznosci).
Badania poswigcone niemodyfikowanym hydrozelom Doktorantka rozpoczeta prezentujac
wyniki badan reologicznych. Badania przeprowadzono w warunkach nieizotermicznych
(z rosnaca temperaturg w zakresie 5° - 60°C), co pozwolilo na wyznaczenie modulu
zachowawczego i modutu stratnosci, a w nastgpnym kroku okre$lenie temperatury przejscia
zol-zel. Temperatura przejécia zalezala od zastosowanego rozpuszczalnika oraz
od zastosowanego zwigzku sieciujacego. Doktorantka zaobserwowata podwéjne przejscie
zel-zol-zel dla chitozanéw sieciowanych UMP. Struktury te cechowaly sie takze krotszym
czasem Zelowania w temperaturze 37°C w por6wnaniu ze strukturami sieciowanymi B-GP.
Pomiary reologiczne zostaty potwierdzone w oparciu o pomiary NMR. Struktura przestrzenna
hydrozeli zostata zobrazowana z wykorzystaniem SEM pokazujac duza porowatos¢ struktur
otrzymanych z UMP jako $rodka sieciujacego. Stanowi to wazng obserwacje, gdyz takie
struktury sg preferowane w inzynierii tkankowej.
Kolejnym waznym etapem badan bylo okreslenie mechanizmu formowania hydrozeli
chitozanowych. Doktorantka przeprowadzila analizy widm FTIR zeli chitozanowych,
zeli po sieciowaniu B-GP i UMP oraz zeli po badaniach uwalniania $rodkow sieciujacych,
Analiz¢ widm uzupeiniono analizg termiczna z wykorzystaniem DSC i analiza dyfraktogramow
XRD. Na tej podstawie Doktorantka zaproponowata mechanizm tworzenia termowrazliwych
zeli chitozanowych sieciowanych B-GMP wyjasniajac mechanizm przejécia zol-zel
oraz zaproponowata mechanizm tworzenia termowrazliwych zeli chitozanowych sieciowanych
UMP wyjasniajac mechanizm przejscia zel-zol-zel.
W celu potwierdzenia mozliwosci wykorzystania opracowanych hydrozeli w inzynierii
tkankowej, Doktorantka przeprowadzilam badania cytotoksycznosei i genotoksycznosci.
Badania cytotoksycznosci przeprowadzono z wykorzystaniem linii komoérkowej ludzkich
komorek gruczolaka okreznicy HT-29. Komérki te wykazuja duza wrazliwo$é na zwigzki
cytotoksyczne. Badania genotoksycznosci wykonano z wykorzystaniem prawidtowej linii
komorek fibroblastéw ludzkich BJ. Oba badania wykonano zgodnie z odpowiednia norma
opisujagcg metode biologicznej oceny wyrobéw medycznych. W obu przypadkach
(cytotoksycznosci i genotoksycznosci) wykazano brak dzialan szkodliwych zaréwno
w przypadku hydrozeli sieciowanych B-GP jak i UMP.

Badania poswigcone hydrozelom modyfikowanym tlenkiem grafenu prowadzono przy
3 stezeniach nanoczgstek: 0,028 mg/mL, 0,055mg/mL i 0,1 mg/mL. Przygotowano hydrozele
z kwasem solnym lub kwasem mlekowym jako rozpuszczalnikiem chitozanu oraz z B-GP
lub UMP jako zwiazkiem sieciujacym. Przygotowane scaffoldy poddano analizie reologiczne;j.
Obecno$¢ weglowych nanoczgstek wplynela na obserwowane temperatury przejsécia (zel)-zol-
zel jednoczes$nie wplywajac na poprawe wilasciwosci mechanicznych hydrozeli. Analiza widm
FTIR wykazata, iz bez wzgledu na rodzaj zastosowanego rozpuszczalnika oraz uzytego srodka
wspierajacego  sieciowanie, w widmach nie zaobserwowano pasm absorpcyjnych
charakterystycznych dla tlenku grafenu. Swiadczy to o dobrym zdyspergowaniu nanoczastek
w strukturze polimeru. Moze to takze wskazywaé na dzialanie synergiczne wigzan wodorowych
i oddziatywan elektrostatycznych wystepujacych pomiedzy chitozanem a tlenkiem grafenu.
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Zdjecia SEM nie wykazaly istotnych réznic w strukturze hydrozeli niemodyfikowanych
i modyfikowanych tlenkiem grafenu. Podobnie jak badania cytotoksycznosci
i genotoksycznosci. Dla wszystkich hydrozeli uzyskano przezywalno$é komorek na poziome
co najmniej 80% oraz brak genotoksycznosci lub genotoksycznos$¢ w stopniu niewielkim.

Reasumujgc przedstawiony materiat mozna stwierdzi¢, ze opracowane przez Doktorantke
nowatorskie hydrozele termowrazliwe przygotowane z roztwor6éw mleczanu chitozanu z B-GP
i z UMP zaréwno niemodyfikowane jak i modyfikowane tlenkiem grafenu maja duzy potencjal
aplikacyjny jako scaffoldy w inzynierii tkankowe;.

W pracy w sposob szczegoélowy przedstawiono stosowane metody analityczne, sposdb
wytwarzania niemodyfikowanych i modyfikowanych termowrazliwych hydrozeli
chitozanowych oraz sposob prowadzenia badafi. Wszystkie elementy zostaly przedstawione
W sposéb wyczerpujacy, pozwalajacy na odtworzenie i powtdrzenie przeprowadzonych
eksperymentéw. Dodatkowo metody wykorzystywane w analizach fizyko-chemicznych byty
oparte o najnowsze techniki analityczne (GPC/SEC, FTIR, NMR, DSC, DMTA, SEM). Metody
wykorzystywane w badaniach biologicznych byly metodami publikowanymi w normach.
Doktorantka swobodnie porusza si¢ we wszystkich technikach i to zaréwno fizyko-
chemicznych jak i biologicznych. Sposob wykonywania analiz jest doktadnie opisany
i $wiadczy o duzej znajomosci wykorzystywanych technik

Stwierdzam, ze mgr inz. Katarzyna Pieklarz zrealizowala wyznaczone w pracy cele,
wykazata si¢ umiejetnoscia planowania i wlasciwej realizacji prac badawczych, a uzyskane
wyniki stanowig istotny wktad w rozwdj badan nad tworzeniem termowrazliwych hydrozeli
chitozanowych przeznaczonych do zastosowan w inzynierii tkankowej. Wyniki badan
Doktorantki zostaly opublikowane w 4 publikacjach zamieszczonych w czasopismach
z tzw. ,Listy filadelfijskiej” i 5 publikacji zamieszczonych w czasopi$mie spoza , listy”
(indeks Hirscha 6, liczba cytowan 126 wg Scopus), Doktorantka jest takze wspotautorka
2 patentéw oraz laureatkg 10 nagrod, brata udzial w 6 konferencjach miedzynarodowych
oraz 29 konferencjach krajowych.

Oceniajgc aspekty poznawcze rozprawy doktorskiej, za istotne osiggniecia Doktorantki
mozna uznac:

- opracowanie metody otrzymywania termowrazliwych zeli chitozanowych z UMP jako $rodka
wspierajacego sieciowanie,

- Wyznaczenie temperatury i czasu zelowania dla uktadow z UMP,

-zaproponowanie mechanizmu przejscia zol-zel dla zeli z B-GP jako $rodka wpierajacego
sieciowanie,

- zaproponowanie mechanizmu przejscia zel-zol-zel dla zeli z UMP,

- wykazanie braku cytotoksycznosci oraz genotoksycznoscei przygotowanych hydrozeli,
-opracowanie metody tworzenia termowrazliwych hydrozeli chitozanowych zawierajacych
nanoczgstki weglowe w postaci tlenku grafenu i ich charakteryzacja fizykochemiczna
i biologiczna.

W trakcie czytania pracy nasuwaja si¢ jednak pewne pytania, ktére moga stanowi¢ podstawe
dyskus;ji:



1. W pracy wykorzystano 5’-monofosforan urydyny jako zwiazek wspomagajacy sieciowanie.
Czy mozliwe jest wykorzystanie innych nukleotydéw w tworzeniu termowrazliwych zeli
chitozanowych?

2.Rys. 12.20112.21: Na wykresach przedstawiajacych termogramy DSC z UMP jako érodkiem
wspomagajacym sieciowanie zaobserwowano efekt endotermiczny przy temperaturze
56-57°C. Z jakim efektem jest zwigzane to pasmo??

3. Obecnos¢ tlenku grafenu wplynela na temperature Zelowania obnizajac nawet znacznie jej
wartos¢ co przedstawiono w Tabeli 16.1. Czy istnieje korelacja miedzy stezeniem tlenku
grafenu a temperaturg przejscia zol-zel?

4. Rysunki 16.7 i 16.8 przedstawiajg zmiany wspélczynnika thumienia w funkcji temperatury.
Wykresy dla probek zawierajacych tlenek grafenu w stezeniu 0,1 mg/mL leza w calos$ci
W obszarze zelu. Czy to oznacza, ze proces zelowania zachodzit juz w momencie dodania
GO do roztworu?

5. Doktorantka na podstawie widm FTIR hydrozeli z tlenkiem grafenu wnioskuje, ze czgstki
weglowe byty dobrze zdyspergowane. Czy obecnos¢ GO mogla wplywaé na strukture
krystaliczng wytworzonych hydrozeli?

Uwagi o charakterze edytorskim:

1. Tabela 9.1 i 13.1.: przywotany w tabeli wz6r sumaryczny chitozanu odnosi si¢ do dimeru
a nie do czasteczki chitozanu

2. Tabela 12.1.: W tabeli zamieszczono temperature zelowania hydrozeli oraz czas zelowania.
Brakuje informacji, ze czas zelowania byt mierzony w 37°C a nie w zamieszczonych
temperaturach. Brak tej informacji jest mylacy dal czytelnika

Uwagi przedstawione powyzej, poczynione z obowigzku recenzenta, nie umniejszajg wartosci

pOZnawczej rozprawy.

3. Wniosek konicowy

Praca nie budzi zastrzezen zar6wno pod wzgledem formalnym, jaki i merytorycznym.
Zostala sformulowana poprawnie i wnosi wiele elementéw nowosci naukowej.
Analiza danych doswiadczalnych jest prawidtowa. Uzyskane wyniki znacznie poszerzajg
wiedz¢ na temat tworzenia termowrazliwych hydrozeli chitozanowych do zastosowan
w inzynierii tkankowej. Opracowanie stanowi oryginalny dorobek autorki.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska p. mgr inz. Katarzyny Pieklarz spelnia wymagania
formalne w odniesieniu do pracy doktorskiej, odpowiada wymogom aktualnej ustawy
o tytule i stopniach naukowych. Zwracam sie, zatem do Zwracam sie, zatem do Rady ds. Stopni
Naukowych Politechniki £.6dzkiej w dyscyplinie nauki chemiczne, inzynieria chemiczna,
technologia Zywnosci i zywienia o przyjecie pracy oraz dopuszczenie p. mgr inz. Katarzyny
Pieklarz do dalszych etapéw postepowania przewidzianego w przewodzie doktorskim.
Jednoczesnie wysoko oceniajac przedstawiona do oceny prace¢ wnioskuje o jej wyrdznienie.
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