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Recenzja rozprawy doktorskiej
pt. ,, Wlasciwosci fizykochemiczne mieszanin i kompozytow
dwu- i trojskladnikowych na bazie chitozanu, kolagenu i
fibroiny jedwabiu”
autorstwa mgr Sylwii Grabskiej-Zielinskiej

Wydziat Chemii

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr Sylwii Grabskiej-
Zielinskiej zatytutowana ,,Wlasciwosci fizykochemiczne mieszanin i
kompozytow dwu- i trdjskladnikowych na bazie chitozanu, kolagenu i
fibroiny jedwabiu” zostala wykonana w Katedrze Chemii Biomateriatow i
Kosmetykow na Wydziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Aliny Sionkowskiej. Promotorem

pomocniczym rozprawy byla dr hab. Katarzyna Lewandowska, prof. UMK.

Ze wzgledu na starzenie si¢ spoleczenstw, w szczegdlnosci krajow wysoko
rozwinigtych, jak roéwniez na niewlasciwy, siedzacy tryb zycia i
nieprawidlowa diete, prowadzgce do otylosci i zwyrodnien kostnych,
systematycznie ros$nie liczba osoéb z chorobami zwyrodnieniowymi kosci
takimi jak osteoporoza, osteomalacja czy nowotwory kosci. Jednoczesnie ze
wzgledu na gwaltowny rozwoj motoryzacji zwieksza sie rowniez ilo$¢ urazéw
kostnych spowodowanych wypadkami. Stad naukowcy nieustannie poszukuja
nowych, lepszych wypelnien kostnych, w tym takich, ktére nie tylko zastepujg
utracony lub usuniety fragment kosci, ale stanowia tymczasowe, rusztowanie
dla komoérek kostnych. Takie rusztowanie moze stanowi¢ $rodowisko Ul Gronostajowa 2
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usuwaniu wprowadzonego, obcego materialu. Takie wypelnienia, o ile
spelniajg odpowiednie wymogi, sg znacznie lepsze od popularnie stosowanych
implantow metalicznych i ceramicznych. Jednak wymagania stawiane takim
materialom sg bardzo wysokie: muszg one by¢ biozgodne, biodegradowalne z
odpowiednig szybkoscia, posiada¢ dobre wlasciwosci mechaniczne zblizone
do tkanki kostnej oraz tworzy¢ odpowiednie warunki do namnazania komérek
kostnych (osteoblastow), takie jak wysoka porowato$¢, duze (200-300 pm) i
polaczone pory czy zdolnos¢ do aktywowania procesow biomineralizacji. W
ramach swojej pracy doktorskiej Pani mgr Sylwia Grabska-Zielinska zbadata
szereg biomaterialow opartych na polimerach pochodzenia naturalnego:
fibroinie jedwabiu (SF), kolagenie (Coll) oraz chitozanie (CTS) w celu
znalezienia optymalnego rusztowania komoérkowego moggcego stanowic
wypelnienie niewielkich ubytkow kostnych. Mozliwo$é zastosowania
wspomnianych polimeréow oraz niektérych ich polgczen dwuskladnikowych
zostala juz opisana w literaturze. Nowos$cig proponowanej pracy byly
kompozyty trojsktadnikowe oraz opracowanie i poréwnanie réznych metod
sieciowania lancuchow wspomnianych polimeréw w celu uzyskania

materiatoéw o pozadanych wiasciwosciach.

Przedmiotem rozprawy doktorskiej bylo 5 powigzanych tematycznie
artykutow naukowych opublikowanych w czasopismach z Listy Filadelfijskiej
o sumarycznym wskazniku cytowan (Impact Factor) IF = 16,883 oraz tacznej
ilodci punktéw ministerialnych rownej 560. Wszystkie artykuly sg scisle ze
sobg zwigzane tematykg i metodyka badan i stanowig spojny cykl publikacji
opublikowanych w latach 2020-2021. Z wyjatkiem jednego artykulu we
wszystkich pozostatych Pani Grabska-Zielinska jest pierwszym autorem, za$
w 3 z nich — autorem korespondencyjnym. Zgodnie z os$wiadczeniami
Doktorantki oraz wspotautorow jej udzial w jednej pracy oznaczonej D2 byt
na poziomie 60 %, za$ w pozostatych byt w zakresie 80% - 90 %. Moge wiec
jednoznacznie stwierdzi¢, ze Pani Grabska-Zielinska miala wiodacy
udzial we wszystkich publikacjach cyklu stanowigcego podstawe
przedlozonej mi do oceny pracy doktorskiej, oraz ze prace te zostaly
opublikowane w bardzo dobrych, recenzowanych czasopismach o zasi¢gu

mi¢dzynarodowym.
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Doktorantka moze si¢ pochwali¢ bardzo dobrym dorobkiem naukowym —
opublikowata dotad 27 artykuléw, z czego 21 w czasopismach z listy
Filadelfijskiej, jak rowniez 7 rozdzialéw w ksigzkach i monografiach (jeden w
wydawnictwie Taylor & Francis oraz szes¢ w wydawnictwach
uniwersyteckich); swoje wyniki prezentowata réwniez w formie 14
komunikatow ustnych i 23 posteréw na krajowych i miedzynarodowych
konferencjach  naukowych. Pani  Grabska-Zielinska byla réwniez
kierownikiem grantu Preludium, dwoéch grantow NAWA oraz czterech
grantow Dziekana Wydzialu Chemii UMK dla Mlodych Naukowcow, a takze
wykonawcg w grancie OPUS. Odbyla tez dwa staze naukowe w Universidade
de Porto (Portugalia) pod opieka prof. F.J. Monteiro oraz w Katedrze Chemii
Biomateriatow i Kompozytéw AGH w Krakowie pod opiekg prof. Elzbiety
Pamuty. Doktorantka uzyskata rowniez 5 Zespotowych Nagrod rektora UMK
za osiagnigcia w dziedzinie naukowo badawczej oraz nagrode Rektora UMK

za wysoko punktowang publikacje w czasopi$mie Materials.

Praca doktorska jest ztozona z 20-stronnicowego, krotkiego opracowania, w
ktérym Doktorantka przedstawila motywacje badan i stan wiedzy dotyczacy
rusztowan komorkowych i fibroiny jedwabiu, a nastepnie cel rozprawy
doktorskiej i krotkie oméwienie prac, na ktorych oparta dysertacje. W
tabelach 2-8 przedstawita poréwnanie wihasciwosei fizykochemicznych
wszystkich otrzymanych w ramach pracy rusztowan. Opracowanie zakonczyla
krotkimi wnioskami. Opracowanie jest dosé¢ skrétowe, co jest w pewnym
stopniu uzasadnione obecno$cia w cyklu obszernej pracy przegladowej
przedstawiajacej stan wiedzy dotyczacy materialow opartych na fibroinie
jedwabiu do zastosowan biomedycznych. Wrydaje si¢, ze rozdzial 2
opracowania jest bardziej ogdlny niz sugeruje to jego tytut - dotyczy raczej
rusztowan do naprawy kosci opartych na hydrozelach z polimerow
naturalnych niz fibroiny jedwabiu i mégtby z powodzeniem zostaé wlgczony
do Wprowadzenia. Cele badan zostaly jasno sformulowane, za$ krétkie
omoéwienie otrzymanych ukladéw (rozdzial 4) jest bardzo dobrym,
syntetycznym opisem eksperymentéw wykonanych w ramach zataczonych
publikacji. Dolaczenie tabeli zbierajacych wiasciwosei fizykochemiczne

wszystkich materialéw bylo bardzo dobrym pomystem, poniewaz pozwalaja
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one na pordéwnanie tych wlasciwosdci réwniez pomiedzy publikacjami na

ktorych oparta jest rozprawa.

Publikacja D1 moze z powodzeniem stanowi¢ odpowiednik czgscei
literaturowej klasycznych prac doktorskich, zwlaszcza, ze Doktorantka
zadeklarowata 90 % udzial autorski w tym artykule. Przedstawia ona stan
badan nad zastosowaniem fibroiny jedwabiu jako biomateriatu, gléwnie w
zastosowaniach z dziedziny inzynierii tkankowej i w kompozytach z innymi
polimerami naturalnymi, choé¢ nie tylko. Autorzy omawiaja wymagania
dotyczace materialow stanowigcych rusztowania komoérkowe w inzynierii
tkankowej, budowe i sposoby otrzymywania fibroiny jedwabiu, a nastepnie
rozne formy materialow otrzymywanych z jej udzialem — wiokna, czastki,
porowate struktury tréjwymiarowe takie jak rusztowania, pianki czy gabki,
filmy oraz hydro- i aerozele. Duzy rozdziat publikacji poswigcony jest
dwusktadnikowym blendom fibroiny jedwabiu z polimerami stosowanymi w
pracy (chitozanem i kolagenem), jak rowniez z alginianem sodu, kwasem
hialuronowym oraz innymi polimerami naturalnymi i syntetycznymi.
Omoéwione zostaly takze opisane juz w literaturze rusztowania na bazie
mieszanin tréjsktadnikowych fibroiny z innymi polimerami oraz stosowane
domieszki nieorganiczne. Kolejno Autorzy przedstawili sposoby sieciowania
wezedniej omodwionych ukladow (chemiczne 1 fizyczne oraz z

wykorzystaniem enzymow).

Publikacja D2 stanowi niejako wstep do dalszych badan nad ukladami
trojsktadnikowymi. Autorzy zbadali uklady dwusktadnikowe fibroiny
jedwabiu z kolagenem sieciowane chemicznie z wykorzystaniem uktadu
sprzegajacego zlozonego z 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu
(EDC) oraz N-hydroksyimidu kwasu bursztynowego (NHS). Opracowana
zostala metodyka otrzymywania fibroiny jedwabiu z kokonéw jedwabnikow.
Analiza réznych skladow oraz wplywu procesu sieciowania pozwolita
wskaza¢ uktad SF:Coll 50:50 jako najlepszy pod katem wlasciwosci
mechanicznych, oraz wskazala na istotng i1 pozytywng role procesu

sieciowania.
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Publikacja D3 omawia wyniki badan nad ukladem tréjsktadnikowym, w
ktérym jako $rodek sieciujacy zastosowano utleniony polisacharyd, skrobie
dialdehydowa (DAS). W badaniach poréwnano materialy otrzymane z
fibroiny jedwabiu (SF), z kolagenu (Coll), z blendy SF/Coll w stosunku
wagowym 50/50 oraz z blendy SF:Coll 50/50 z 25 % domieszka chitozanu
(CTS), w tym uklady sieciowane DAS oraz niesieciowane. Otrzymane
materialy poréwnano pod katem ich porowatosci, gestosci, mikrostruktury,
zdolnosci do pochlaniania wody oraz cytotoksycznosci wobec komorek MG-
63 stanowigcych model osteoblastow. Materialy dwu i trojskladnikowe
charakteryzowaty si¢ wigkszym pecznieniem i porowato$cig; wykazano
rowniez, ze rusztowania SF/Coll i SF/Coll/CTS maja wiasciwosei
odpowiednie dla inzynierii tkankowej. Zwigzek sieciujgcy wplywal na
wlasciwosci  fizykochemiczne materialow, zmniejszajac porowato$é i
zwigkszajac ~ pgcznienie, natomiast nie powodowal  zwigekszonej
cytotoksycznosci wzgledem osteoblastow. Jednoczesnie proces sieciowania

znaczgco zwigkszal trwato$¢ materiatdw.

Publikacje D4 i DS byly rozszerzeniem badan wykonanych w ramach pracy
D3 pod katem zaréwno analizowanych sktadow mieszanin tréjsktadnikowych
oraz stosowanego Srodka sieciujacego, jak 1 wykonanej charakterystyki
fizykochemicznej. Autorzy zbadali 9 réznych blend zawierajgcych wszystkie
trzy pary polimeréw tj. SF/Coll, SF/CTS i Coll/CTS w stosunku wagowym
50/50 oraz domieszke trzeciego ze stosowanych polimeréw w ilosci 10, 20 i
30 %. Wszystkie materialy byly nastgpnie sieciowane z wykorzystaniem
glioksalu (publikacja D4) lub czynnikéw EDC i NHS (publikacja D5). Obok
badan porozymetrycznych, stopnia pecznienia i mikrostruktury rusztowan
Autorzy zbadali réwniez wlasciwosci mechaniczne otrzymanych materiatow,
co bylo bardzo trafng decyzjg w kontekécie proponowanych zastosowan w
naprawie ubytkéw kostnych. Zauwazono, ze gdy =zastosowala uktad
EDC/NHS do sieciowania, obecnos$¢ kolagenu w otrzymanych w ten sposéb
rusztowaniach poprawiala stopiei specznienia — najwyzsze jego wartosci
uzyskiwane byly dla matryc zawierajacych najwickszg ilo$¢ kolagenu,
zwlaszcza wowcezas, gdy znaczny udzial w sktadzie hydrozelu miata réwniez

fibroina jedwabiu. Nieco zaskakujgce byly natomiast wyniki uzyskane dla

5

ey

57
&~

%

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydziat Chemii

ul. Gronostajowa 2
30-387 Krakow

tel. +48 12 686 26 00
fax +48 12 686 27 50
sekretar@chemia.uj.edu.pl

www.chemia.uj.edu.pl



uktadow Coll/CTS zawierajacych rozne ilosci SF — najwigksze pecznienie
obserwowano dla zawarto$ci fibroiny réwnej 20 %, za$ mmniejsze, gdy
zawartosci te wynosily odpowiednio 10 % i 30 %. W przypadku materiatow
sieciowanych glioksalem obserwowana tendencja byla inna — najszybciej i
najlepiej peczniaty usieciowane glioksalem materialy SF/CTS z domieszka
kolagenu. A zatem nie tylko sktad rusztowania, ale i rodzaj zwigzku
sieciujgcego ma istotny wplyw na pecznienie badanych materiatow. Lepsze
whasciwosci mechaniczne uzyskano dla materiatow zawierajgcych chitozan
oraz fibroing jedwabiu, za$ kolagen wplywal negatywnie na wytrzymatosé
rusztowan, i to bez wzgledu na zwiazek sieciujgcy. 7 kolei badania
biologiczne wskazaly na kolagen oraz fibroing jedwabiu jako sktadniki
matrycy rusztowania sprzyjajace przezywalnosci i namnazaniu osteoblastow.
Jednoczesnie wszystkie otrzymane materialty pozwalaly na proliferacjg
komérek osteoblastycznych, co pozwolito Autorom wysungé uzasadniony
wniosek, iz stosowane sieciowacze (glioksal i EDC/NHS) nie wplywaja

negatywnie na przezywalnos¢ tych komorek.

Oméwione badania w sposOb rzetelny i systematyczny charakteryzuja szereg
nowych materialow opartych na trojsktadnikowych blendach polimerow
naturalnych: fibroiny jedwabiu, kolagenu i chitozanu. Polimery te, ze wzgledu
na ich szczegélne wlasciwosci, w tym biozgodnoéé i bioaktywnosé, sg
powszechnie uznane za bardzo dobre skladniki rusztowan komorkowych, W
pracy Doktorantka szczegdtowo zbadala wiasciwosci kilkudziesigciu roznych
hydrozeli, co pozwolilo na wykazanie pewnych zaleznosci pomiedzy sktadem
materialu i $rodkiem sieciujgcym, a wiasciwosciami istotnymi dla
zastosowania w inzynierii tkankowej, a takze wyselekcjonowanie materialow

najbardziej obiecujacych w kontekscie potencjalnych aplikacji.

Do roli recenzenta nalezy, obok ogodlnej oceny pracy, rowniez przedstawienie
uwag polemicznych i wskazanie ewentualnych uchybien. W zwigzku z tym

chcialabym ponizej zebraé kilka watpliwos$ci i uwag dotyczacych pracy.

Doktorantka wyizolowala z materialow biologicznych zaréwno fibroine

jedwabiu (z kokondéw jedwabnika morwowego), jak i kolagen (z ogonow
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szczurzych), co nalezy doceni¢, gdyz stanowito to dodatkowe wyzwanie i
wkiad w przedstawione prace. Szkoda jednak, ze nie pojawily sie w pracy
informacje na temat charakterystyki wyekstrahowanych polimeréw — ich
czystosci czy typu otrzymanego kolagenu. Zabraklo mi rowniez wyjasnienia,
dlaczego po uzyskaniu mieszaniny polimeréw, przed procesem liofilizacji lub
sieciowania przeprowadzano dialize, cho¢ domyslam sie, iz chodzilo o
usuni¢cie kwasu i soli uzytych do rozpuszczenia skladnikow (SF i CTS).
Doktorantka zwrécita réwniez uwage na stronie 16 Opracowania, ze
procedura sieciowania byla inna w przypadku ukladu sprzegajgcego
EDC/NHS niz w przypadku pozostatych zwigzkéw sieciujacych, ale nie

wyjasnita powodu tej zmiany.

Troche szkoda, ze bioragc pod uwage proponowane zastosowania
otrzymywanych materiatbw Doktorantka nie zbadala szerzej ich
bioaktywnosci - przyktadowo czy na proponowanych rusztowaniach zachodzi
1 w jakim zakresie proces biomineralizacji w warunkach symulujgcych
fizjologiczne np. w medium SBF (Simulated Body Fluid). Wiadomo, ze
kolagen sprzyja zachodzeniu tego procesu. Wazne bytoby réwniez okreslenie

szybkosci degradacji otrzymanych materiatow.

W Tabeli 1 ten sam uklad, tj. SF i Coll zmieszane w stosunku wagowym
50/50, jest wymieniony dwa razy z dwoma réznymi oznaczeniami — nawet
jesli w dwu roznych publikacjach ten sam uklad zostal oznaczony réznie,
sadzg, ze lepiej byloby zaznaczy¢ go w tabeli raz i wskaza¢ dla niego po
prostu dwa rézne oznaczenia. W publikacji D4 znalaztam réwniez skroty
Coll/CTS oraz SF/CTS, zatem jesli skrét SF/Coll znalazt sie w Tabeli 1, to
pozostale roéwniez nalezalo w niej uwzglednié. Na stronie 18 Opracowania
Doktorantka pomytkowo uzyta skrétu SF90:10SF, zapewne chodzilo o
SF90:10Coll. Podobnie, na rysunku 5 (Figure 5) w publikacji D4 panel dolny
powinien by¢ oznaczony 500x, a nie 150x. Oba te bledy sg typowymi
pomyltkami edytorskimi, ktérych trudno unikngé.

Wszystkie powyzsze uwagi majg jedynie charakter polemiczny lub wskazuja

na drobne bledy, ktore sg nieuniknione podczas pisania tego typu obszernej
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pracy i nie majg wplywu na mojg pozytywna ocen¢ zarowno dokonan

naukowych Doktorantki opisanych w recenzowanej pracy jak i samej pracy.

Podsumowujgc, badania przeprowadzone przez Panig mgr. stanowia istotny
wkiad w opracowanie i szczegbtowa charakterystyke nowych biomateriatow
w postaci rusztowan utworzonych z trojskladnikowych blend fibroiny
jedwabiu, kolagenu i chitozanu. Biomaterialy te wykazuja wysoki potencjal
jako rusztowania komoérkowe do zastosowania w leczeniu niewielkich

ubytkéw kostnych.

Stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wszelkie wymogi
stawiane pracom doktorskim okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 nr 65 poz 595, z pozniejszymi
zmianami) oraz w Rozporzgdzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z
dnia 22 wrzesnia 2011 r. w sprawie szczegdtowego trybu przeprowadzania
czynnosci w przewodach doktorskim i habilitacyjnym oraz w postepowaniu o
nadanie tytulu profesora i wnioskuj¢ o dopuszczenie Pani mgr Sylwii

Grabskiej-Zielinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dr hab. Anna Karewicz | gnuj‘l. : Lﬂ
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