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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr inz. Oliwii Jeznach

Recenzja zostala opracowana na zlecenie Rady Naukowej Instytutu Podstawowych
Probleméw Techniki PAN z dn. 25.04.2024r. przestanej przez prof. Z. Ranachowskiego
sekretarza RN IPPT PAN.

Forma rozprawy, zakres merytoryczny, tezy i charakter pracy.

Rozprawa ma formg cyklu czterech artykulow angielskojezycznych opublikowanych
W czasopismach migdzynarodowych, poprzedzonych wprowadzeniem w jezyku polskim
i skladajgcym si¢ z nastepujacych elementow: Krotkiego wstepu, streszczenia (réwniez po
angielsku), prezentacji celu pracy, hipotez badawczych, omoéwienia uzytych materiatow
i metod, omdwienia artykutéw wchodzacych w cykl publikacji, podsumowania i wnioskéw,
wyliczenie wkladu wiasnego doktorantki oraz spisu literatury. Ostatnim 10 rozdzialem sg
kopie wszystkich czterech artykutow.
Doktorantka wymienia jako cele pracy cztery punkty:

1) poréwnanie przebiegu reakcji aminolizy dla submikronowych wiokien i folii
poliestrowych z uwzglednieniem efektywnosci przylgczania grup aminowych oraz
wpltywu reakcji na zmiany stopnia krystalicznosci, wilasciwosci mechaniczne
1 zwilzalno$¢ wiokien i folii,

2) okreslenie wplywu budowy chemicznej widkien z poliestréw alifatycznych na
efektywnos¢ aminolizy oraz optymalizacja parametréw reakcji aminolizy prowadzonej
na submikronowych wiéknach poliestrowych tak, aby uzyska¢ poprawe odpowiedzi
komorkowej bez obnizania wlasciwosei mechanicznych i zmiany morfologii wtéknin,

3) wykazanie wplywu efektywnosci aminolizy na ilo$¢ przylaczonej zelatyny do
powierzchni poliestrowych widkien i ocena wplywu tej ilosci na odpowiedz
komérkowa oraz wplywu warunkéw przylaczania na wilasciwosci mechaniczne
wiokien,

4) poréwnanie opracowanej metody przylaczania zelatyny z dwoma innymi metodami,
opartymi na hydrolizie oraz obrébce plazmg tlenows.

Jako hipotezy badawcze Doktorantka przedstawia dwa stwierdzenia:

Specyfika struktury submikronowych widkien formowanych metodq elektroprzedzenia
determinuje przebieg i efektywno$¢ procesu aminolizy inny niz w przypadku folii
poliestrowych. Dodatkowo, zréznicowanie budowy chemicznej poliestréw wplywa na przebieg
aminolizy.

Mimo to, mozliwy jest taki dobér warunkéw aminolizy, ktory prowadzi do
odpowiedniego  stgzenia grup aminowych na powierzchni widkien, warunkujgcych
przylgczenie  zelatyny w  stezeniu zapewniajgcym poprawe odpowiedzi  komdrkowe;,
pozwalajge na zachowanie morfologii widkien i ich wytrzymatosci mechanicznej.



Cze¢$¢€ teoretyczna rozprawy — analiza literatury i aktualnego stanu wiedzy.

Wstep omawiajacy wprowadzenie do tematyki rozprawy jest bardzo skromny
i zawiera jedynie 36 cytowanych odnos$nikéw. Natomiast wada ta jest zdecydowanie
wyréwnana w wstepami do artykulow oryginalnych stanowigcych zasadnicza cze$é pracy.
Praca dotyczy inzynierii tkankowej a w szczegoélnosci wykorzystanie biodegradowalnych
poliestrow i ko-poliestrow. Doktorantka wykonata krytyczng analize literatury i na tej
podstawie zidentyfikowala problemy ktére do tej pory nie zostaly wyjasnione a opisane w
literaturze w sposob jednoznacznie satysfakcjonujgcy. Obiektem przeprowadzonych badan
byty poliestrowe wldkna otrzymywane w metodzie elektroprzedzenia. Jest to metoda dobrze
znana. Nanowldkna poliestrowe wykazujg szereg korzystnych wlasciwosci — sg
biokompatybilne, biodegradowalne i latwo przetwarzalne za pomoca roéznych technik.
Formowane z nich metodg elektroprzedzenia podioza komoérkowe imitujg uktad wiokien
macierzy pozakomoérkowej. Jednak réwnoczesnie, podloza te sg hydrofobowe i nieaktywne
biologicznie, co jest niekorzystne z perspektywy adhezji i proliferacji komorek na podlozu.
Natomiast brak jest jak dotad opisow biofunkcjonalizacji takich witokien za pomoca zelatyny
—co bardzo trafnie wychwycita Doktorantka. Opierajac si¢ o analize¢ literatury wybrala Ona
jako metod¢ badawcza aminoliz¢ wldkien wybranych poliestrow jako sposob aktywacji
powierzchni wiokien. Do tak aktywowanej powierzchni planowata przylaczy¢ zelatyne jako
czynnik biofunkcjonalizujgcy nanowldkna. Tu trzeba wyraZznie zaznaczy¢, ze obrana
sekwencja reakcji jest bardzo dobrze znana w chemii organicznej. Nie jest to zarzut ale
stwierdzenie obrazujace stan faktyczny.

Cze$¢ eksperymentalna — ocena realizowanych zagadnien i metod — poprawnosé
wyciggnietych wnioskéw, sposéb przedstawiania wynikéw i formowania wnioskéw

W pierwszej publikacji przeprowadzono badania aminolizy przeprowadzono zaréwno
na widkninie jak i na foliach wylanych z tego samego roztworu. Poréwnanie wynikow dla
obydwdch form wytworzonych membran bylo ze wszech miar celowe. Jest rzecza czgsto
ignorowang, ze rézne formy produktéw wytworzonych z polimeru otrzymywane nawet za
pomocg tej samej metody (tu: inwersja faz przez odparowanie) moga si¢ w sposob istotny
rozni¢ wilasciwosciami. Za pomoca spektroskopii ATR-FTIR potwierdzono jakosciowo
zajscie reakeji aminolizy. Metoda WAXS pozwolita oceni¢ zmiany stopnia krystalicznosci
badanych materialéw. Zaobserwowano tendencj¢ do spadku napr¢zenia przy zerwaniu po
funkcjonalizacji wynoszace 7%, w przypadku folii PCL jak i 78%, jak w przypadku folii
PLCL78%, jak w przypadku folii PLCL. Bardzo ciekawa jest obserwacja, ze w przypadku
wldkniny PCL nie zaobserwowano aminolizy!

W publikacji drugiej zbadano wplyw aminolizy na wlasciwosci materialowe
i odpowiedZz komoérek i w oparciu o uzyskane wyniki dobrano najlepsze  warunki
funkcjonalizacji elektroprzedzionych widkien. Za pomocg analizy XPS oceniano zawartos¢
azotu w probkach po aminolizie. Chromatografia GPC pozwolila ustali¢ zmiany mas
czasteczkowych w polimerach poddanych aminolizie. Do oceny morfologii wiokien
wykorzystano mikroskopie SEM. W opisie brak jest istotnej informacji o grubosci warstwy
przewodnika jakim pokryto widkna przed obrazowaniem SEM. Badanie za pomoca metody
WAXS pozwolito na oceng krystalicznosci. Wzrastajacej po procesie aminolizy. Natomiast
najciekawsze sg w tej pracy badania z komoérkami fibroblastami linii L929. Obserwacje
wskazywaly, ze po aminolizie widoczna byla poprawa morfologii fibroblastow (wigksze
rozplaszczenie) w porownaniu z prébami kontrolnymi i widoczna filopodia $wiadczaca
o poprawie interakcji komorek z materialem wszystkich probek. Badania in vifro z uzyciem
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komorek linii MG-63 wykazaly wigksze rozplaszczenie komoérek dla probek PCL i PLCL
w poréwnaniu do probek wyjsciowych, natomiast dla prébki PLLA obserwowano
pogorszenie morfologii komorek. Wyniki testu aktywnosci metabolicznej komérek
PrestoBlue™ nie korespondowaly z obserwacjami morfologii komoérek. Jest to w pewnej
mierze zaskakujgca obserwacja.

W trzeciej publikacji przedstawiono poréwnanie procesu przylaczania zelatyny do
powierzchni  funkcjonalizowanych widkien otrzymanych z PCL, PLCL i PLLA
Wykorzystano wlokna o dwéch réznych stezeniach przylaczonych grup aminowych aby
oceni¢ ich wplyw na efektywnos¢ wigzania zelatyny. Jako metode wigzania z grupami
aminowymi zastosowano standardowag metode reakcji z aldehydem glutarowym. Stwierdzono
efektywne przylaczenie zelatyny do widkien poliestrow (metoda BCA) i brak zmian
morfologii widkien (za pomoca SEM). Zaobserwowano, ze przy malych stezeniach grup
aminowych (ponizej 5¥10® mol/mg) glowne znaczenie ma adsorpcja fizyczna a dopiero przy
wyzszych stezeniach wigkszg role odgrywa wigzanie chemiczne. Jest to bardzo istotne
stwierdzenie. Analizy wykonano za pomocg spektroskopii XPS. Stwierdzono réwniez, ze
warstwy przylaczonej zelatyny sa grubosci mniejszej od glebokosci wnikania wigzki XPS,
a wigc 10 nm. Na wszystkich prébkach z przylaczona zelatyna zaobserwowano poprawe
morfologii komérek linii L929. Obserwacje za pomoca SEM wskazywaty na duzo wieksze
rozplaszczenie komorek na wszystkich probkach z przylaczong zelatyna, przy czym
w przypadku wiéknin PCL i PLCL rozplaszczenie bylo wyrazniejsze dla prébek
modyfikowanych chemicznie. Zbadano roéwniez aktywno$¢ metaboliczng komérek
osadzonych na sfunkcjonalizowanych wiékninach. Wyniki aktywnosci metabolicznej
komoérek po 5 dniach hodowli wskazywaly na stopniowy wzrost od probki z fizycznie
przylaczong Zzelatyng do probki o wyzszym stgzeniu grup aminowych dla wiékniny PCL.
W przypadku PLCL i PLLA nie zaobserwowano wzrostu aktywnosci metabolicznej dla
probek z przylgczong zelatyng. Zar6éwno obserwacje mikroskopowe jak i wyniki badan
aktywnosci metabolicznej wskazujg na wigkszy wplyw modyfikacji chemicznej na poprawe
odpowiedzi komorkowej.

W czwartej publikacji poréwnano trzy metody przylaczania zelatyny do powierzchni
widkien PLCL, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem odpowiedzi komérek linii L929. Metody te
oparte byly na aminolizie, hydrolizie zasadowej z uzyciem NaOH i obrdbce
niskotemperaturowa plazma tlenowa. Zaobserwowano rozny wplyw kazdej z metod
funkcjonalizacji na morfologi¢ widkien, swiadczacy o odmiennym mechanizmie reakcji.
W przypadku hydrolizy widoczne bylo ,luszczenie si¢” powierzchni wildkien, a dla
najwyzszych stezen roztworu NaOH i czasu reakcji - takze ich sklejanie. Jak wskazano we
wezesniejszej pracy z cyklu, aminoliza przy zastosowaniu wysokich parametréw reakcji
prowadzi z kolei do pekania widkien. Dla wiékien funkcjonalizowanych za pomoca obrébki
plazma przy zastosowanych parametrach nie uwidoczniono zmian morfologii. Stwierdzono ze
zarowno aminoliza jak i obrébka plazma prowadza do spadku masy czgsteczkowej polimeru,
przy czym dla wybranych warunkéw funkcjonalizacji spadki byly wieksze w przypadku
aminolizy. Wskazuje to na wplyw aminolizy i obrébki plazma na strukture chemiczng calej
objetosci materialu, nie tylko jego powierzchni. Natomiast wyniki chromatografii i SEM
pozwalajg stwierdzi¢, ze dziatanie hydrolityczne NaOH jest jedynie powierzchniowe.

W drugiej czgsci tej pracy zbadano przylaczanie zelatyny do powierzchni
funkcjonalizowanych prébek. Wyniki spektroskopii ATR-FTIR wykazaty obecnoéé zelatyny
na powierzchni wiokien modyfikowanych kazda z trzech metod. Ustalono warunki
wszystkich metod funkcjonalizacji zapewniajace wysoka stabilno$¢ przylaczonej warstwy
zelatyny. Na podstawie badan in vitro z udzialem fibroblastow linii 1929 wykazano brak
cytotoksycznosci dla wszystkich prébek z przylaczona zelatyna. Nie zaobserwowano jednak
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jednoznacznego trendu w zmianach aktywno$ci metabolicznej komorek hodowanych na
modyfikowanych probkach. Po 3 dniach hodowli, najwigkszy wzrost aktywnosci
metabolicznej komoérek w stosunku do probki kontrolnej wykazano dla jednej z probek
poddanych obrébce plazma i probki poddanej hydrolizie w najbardziej agresywnych
warunkach. Obserwacje za pomocg SEM i mikroskopii fluorescencyjnej wykazaly poprawe
morfologii komorek linii L929 dla wszystkich probek z przylaczong zelatyng, przy czym
probki modyfikowane w najbardziej intensywnych warunkach obrébki plazmg i hydroliza,
wykazywaly najbardziej rozwiniete filopodia i lamellipodia, wskazujace na jej bardzo dobry
kontakt z danym podlozem. Na podstawie uzyskanych wynikoéw nalezy stwierdzié, ze kazda
z badanych metod moze prowadzi¢ do poprawy odpowiedzi komorkowej, przy czym
kluczowym jest dobér parametréw modyfikacji ze wzgledu na zmiany wlasciwosei podloza
takie jak morfologia wioknin, wilasciwosci mechaniczne takze stabilnos¢ przylaczonej
warstwy zelatyny.

Podsumowujac ta cze$¢ rozprawy uwazam, ze przeprowadzone badania zostaly
wykonane w pelni celowo i zgodnie z obecnymi standardami badan naukowych. Dobor metod
badawczych byl celowy i wynikat ze specyfiki badanych materialéw. Opisy i dyskusja nie
zawieraly niepotrzebnych dluzyzn. Wnioski oparte o wyniki badan eksperymentalnych
zostaty sformulowane ostroznie precyzyjnie.

Oryginalnos¢ rozprawy, aktualnos$é tematyki status uzyskanych wynikow
w odniesieniu do stanu wiedzy

Jednym z kierunkéw poszukiwan srodkéw pozwalajacych przywrdci¢ lub zastagpic
utracone funkcje organizmu jest inzynieria komorkowa. Jest to obecnie dziedzina intensywnie
rozwijana, ale mimo to nalezy stwierdzi¢, ze jest to jeszcze catkiem nowa dziedzina w ktorej
jest jeszcze bardzo wiele do zrobienia. Z tego punktu widzenia wybor celu badawczego jest
trafny i uzyskane wyniki majg walor oryginalnosci.

Pierwszym celem jaki doktorantka postawila sobie bylo poréwnanie przebiegu
aminolizy na elektroprzedzionych widknach oraz folii plaskiej otrzymanej z tego samego
roztworu. Bylo to bardzo trafne zamierzenie, poniewaz otrzymane dwoma réznymi metodami
technicznymi materiaty bardzo réznig si¢ od siebie wlasciwosciami. Dotyczy to zaréwno
morfologii samego materiatu jak i powierzchni wlasciwej. Przeprowadzenie systematycznego
pordwnania wynikow aminolizy w zaleznosci od warunkow reakcji, wypelnia luke w wiedzy
dotyczacej rej reakcji na widknach z poliestréow alifatycznych. Jest to tym istotniejsze, Ze
dotyczy az trzech typéw materiatéw poliestrowych a mianowicie PLA, PCL i ko-PLCL.
Ciekawym spostrzezeniem bylo, ze nie w kazdych warunkach przebiega aminoliza PCL, co
bylo troche zaskakujace ale jednoczesnie bardzo ciekawe..

W dalszej czgéci Doktorantka wykazala, ze podczas wigzania Zelatyny jako srodka
funkcjonalizujacego widkna poliestrowe z wprowadzonymi do nich grupami aminowymi
zachodzi zarowno wigzanie chemiczne jak adsorpcja na i we wioknach. Okreslita stezenie
graniczne grup aminowych dla ktérego zaczyna przewaza¢ wigzanie chemiczne jest nowa
1 bardzo warto$ciowa informacja. Wykazata, ze fizyczna adsorpcja nie zapewnia dostatecznie
trwalej funkcjonalizacji wildkien poliestrowych. Ta obserwacja ma specjalne znaczenie dla
wiokien z PCL, ktére nie w kazdych warunkach ulegaja aminolizie. Cechy nowos$ci ma
rowniez systematyczne zbadanie procesu modyfikacji widkien zelatyna, uwzgledniajace m.in.
stabilno$¢ warstwy 1 wplyw na odpowiedZ komoérek na modyfikacje. Biorac pod uwage, ze
tak modyfikowane widkna poliestrowe moga potencjalnie postuzy¢ do inplantacji -
w perspektywie u ludzi, to wszelkie badania nowych materialéw z uzyciem zywych komorek
i obserwacje uzyskane w tych badaniach majg bardzo istotne znaczenie poznawcze.
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Doktorantka przeprowadzita réwniez funkcjonalizacje zelatyng wykorzystujac inne metody
wigzania zelatyny. Wstepnie poddawata widkna hydrolizie wodnym roztworem wodorotlenku
sodu oraz aktywacj¢ tlenowa plazmg niskotemperaturows, a nastepnie wiazala zelatyne za
pomoca EDC/NHS. Poréwnanie odpowiedzi komorkowe] dla wszystkich trzech metod
funkcjonalizacji ma réwniez istotna wartos¢ badawcza.

Podsumowujac wnioski z omoéwienia nowosci naukowych oceniam, Zze praca jako
cato$¢ ma istotne cechy nowosci naukowej 1 stanowi istotny wktad do badan nad materiatami
mogacymi znalez¢ zastosowanie w inzynierii komorkowe;.

Pytania i problemy dyskusyjne dotyczgce rozprawy

Calo$¢ pracy zostala przygotowana bardzo starannie i nie zawiera istotnych bledow
edycyjnych czy merytorycznych. Uktad jest przejrzysty co bardo utatwia lekturg i oceng
pracy. Omoéwienie wynikéw uwydatnienie osiggnie¢ wilasnych oraz podsumowanie
przygotowane zostaly bardzo starannie. Pomimo tego znalazlem kilka drobiazgéw na ktére
chciatbym zwroci¢ uwage+

Jak grubg warstwg przewodnika byly napylane prébki do SEM? Tej bardzo istotnej
informacji nie znalaztem zaréwno w czesci polskojezycznej jak i w publikacjach drugiej
1 trzeciej. Dopiero w czwartej publikacji podano, ze prébki napylono warstwa ztota o grubosei
ok. 10 nm. Przy tak delikatnym materiale jak wtokniny z poliestréw alifatycznych grubosé
warstwy przewodnika ma zasadnicze znaczenie, bo latwo mozna doprowadzi¢ do stanu gdzie
obserwujemy przewodnik na stopionym materiale. W zwigzku z tym jaka grubos¢
przewodnika osadzono na probkach opisanych w artykule 2 1 3?

Doktorantka uzywa potocznej nazwy ,.glutaraldehyd”. W pracy doktorskiej powinno
si¢ raczej uzywac pelnej nazwy ,,aldehyd glutarowy”, a przynajmniej na wstepie nalezy podac
nazwe systematyczng pentano-1,5-diol. Szkoda, ze Doktorantka tego zaniedbala.

Co Doktorantka rozumie pod terminem ,.kruche pegkanie widkien?

Zdajac sobie sprawe — jako praktyk - z problemow technicznych chciatbym zapytaé:
czy zostala podjeta proba wykonania powigkszen SEM przetomdéw widkien, a szczegdlnie
widkien pokruszonych? By¢ moze datoby to dodatkowe ciekawe informacje.

Czy Doktorantka planuje kontynuacje¢ prac nad funkcjonalizacja  wldkien, np.
w kopolimerach zawierajgcych glikolid?

Whiosek koncowy -wklad rozprawy do nauki.

Uwazam, ze rozprawa zawiera wystarczajgce elementy nowoséci w dyscyplinie
inzynieria materialowa w zwiazku z tym:

Stwierdzam, ze przediozona do recenzji rozprawa doktorska spelnia wymagania
Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z /4 marca 2003 roku, Dziennik Ustaw
Nr 65, poz. 595 z pézn. zm. oraz Rozporzgdzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
z dnia 19 stycznia 2018 roku w sprawie szczegolowego trybu i warunkow przeprowadzania
czynnosci w przewodach doktorskich, postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu
o nadanie tytulu profesora. Wnioskuje¢ o dopuszczenie rozprawy doktorskiej mgr inz.
Oliwii Jeznach do publicznej obrony.

Jednoczesnie biorge pod uwage caly material zawarty w przedstawionej do oceny
pracy zwracam si¢ do Rady Naukowej IPPT PAN z wnioskiem o rozwazanie nadania
wyrdznienia rozprawie doktorskiej mgr inz. Oliwii Jeznach. :







