Zachodniopomorski r{ Katedra

Uniwersytet Inzynierii Polimerow
Technologiczny i Biomateriatow

w Szczecinie

Al. Piastow 45, 71-311 Szczecin

prof. dr hab. inz. Mirostawa El Fray

tel: (+48) 91 499 48 28
fax: (+48) 91 499 40 98
Email: mirfray@zut.edu.pl

Ocena pracy doktorskiej Pani mgr inZ. Beaty Niemczyk-Soczynskiej

pt.: ,Thermosensitive hydrogels loaded with bioactive
nanofibres as scaffolds for tissue engineering”

zrealizowanej pod kierunkiem promotora,
prof. dr hab. inz. Pawta Lukasza Sajkiewicza
oraz promotora pomocniczego,
dr inz. Arkadiusza Gradysa

w dziedzinie nauk inzynieryjno-technicznych i w dyscyplinie inZynieria materiatowa

Recenzja zostata opracowana na podstawie uchwaty Rady Naukowej Instytutu
Podstawowych Probleméw Techniki PAN z dnia 3 lipca 2023.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata napisana w jezyku angielskim
i ma forme przewodnika do siedmiu publikacji, z ktdorych dwie majg charakter prac
przegladowych, a pozostatych pie¢ dotyczy przeprowadzonych prac badawczych. Praca
sktada sie z 9 rozdziatéw poprzedzonych streszczeniem (brakuje jednak streszczenia w
jezyku polskim), a nastepnie Autorka zamieScita wprowadzenie, przedstawita cel pracy i
hipotezy badawcze, zastosowane materialy i metody badawcze oraz w sposéb zwiezty
omowita zawarto$¢ poszczegélnych artykutéw, przedstawiajac wyciggniete wnioski i
wykaz literatury. Prace koncza przedruki publikacji oraz o$wiadczenia Doktorantki
dotyczace Jej wktadu w przygotowanie publikacji, poSwiadczone przez wspotautorow i
promotora. Niniejsza recenzja zawiera ocene merytoryczng i naukowg pracy doktorskiej
w odniesieniu do aktualno$ci i nowosci podejmowanych zagadnien badawczych,
poprawnosci doboru metod badawczych oraz technik eksperymentalnych.



Aktualno$c¢ tematu pracy

Rozwdj inzynierii tkankowej ukierunkowanej na wytwarzanie substytutéw
tkankowych z wykorzystaniem najczes$ciej polimeréw naturalnych lub polimeréw
syntetycznych ulegajacych biodegradacji oraz komérek wiasnych pacjenta i czynnikéw
wzrostu, w co raz wiekszym stopniu przyczynia sie do wytwarzania substytutow
tkankowych, ktore sg zdolne do przejmowania funkcji chorych lub uszkodzonych tkanek
lub narzadéw. Stopien skomplikowania wielu narzadéw, takich jak mézg lub rdzen
kregowy znaczaco zaweza mozliwoSci wspétczesnej medycyny, gtéwnie do stosowania
implantéw i leczenia bolu. Problemem jest zdolno$¢ do spontanicznej i funkcjonalnej
regeneracji uktadu nerwowego oraz jego ztozona budowa anatomiczno-histologiczna.
Dlatego tak waznym zadaniem inZynierii tkankowej centralnego uktadu nerwowego jest
wytworzenie takich biomateriatow, ktére bedg sprzyjaty wzrostowi i réznicowaniu sie
komorek nerwowych. Na podstawie dokonanego przegladu literatury, Doktorantka
stwierdzita, ze najwiekszy potencjat w tym obszarze majg hydrozele o odpowiednich
wilasciwoSciach mechanicznych, przewodnictwie elektrycznym, biomimetycznej
topografii (nasladujacej wtékna nerwowe) i polepszonych wtasciwos$ciach biologicznych,
gtownie dzieki wprowadzonym substancjom leczniczym, komérkom lub czynnikom
wzrostu. Co wiecej, hydrozele wstrzykiwalne, ktére mozna wprowadza¢ za pomoca
metod matoinwazyjnych stanowig najwieksze wyzwanie, zwtaszcza je$li bytyby
dodatkowo modyfikowane/wzbogacane r6znymi dodatkami, takimi jako nanoczastki lub
nanowtdkna. Sposrdd hydrozeli, Doktorantka szczegdlnie zainteresowata sie polimerami
termoczutymi, ktére wykazujga zdolno$¢ sieciowania pod wpltywem temperatury. Takie
polimery naturalne, jak kwas hialuronowy, agaroza lub alginian wzbogacone réznymi
dodatkami (mikro- i nanoczgstkami, mikrosferami, wi6knami lub czynnikami wzrostu)
powinny mie¢ najwiekszy potencjat w regeneracji centralnego uktadu nerwowego. Co
istotne, Doktorantka stwierdzita, Ze zastosowanie pojedynczej metody funkcjonalizacji
nanoczastek lub nanowtokien moze by¢ niewystarczajace dla tak ztozonych i
wymagajacych zastosowan, jak inzynieria tkankowa i na podstawie kolejnego przegladu
literatury stwierdzita, ze potaczenie kilku metod funkcjonalizacji, np. aminolizy i
pOZniejszej immobilizacji biomolekut lub hydrolizy, a nastepnie metody ,layer-by-layer”
(LBL), moze przynie$¢ synergiczny efekt poprawy hydrofilowosci i biokompatybilnosci
wtdkien poprzez zapewnienie aktywno$ci biologicznej na ich powierzchni.

Doktorantka, na podstawie dokonanego przegladu literatury, ktéry byt
przedmiotem publikacji w czasopismach J. Neural Eng. (2018) i Polymers (2020) zajeta sie
badaniami nad wytwarzaniem termoczutych i wstrzykiwalnych systemow
hydrozelowych zawierajgcych krétkie bioaktywne nanowtékna wytworzone metodg
elektroprzedzenia, stanowigce rusztowanie do zastosowan w inzynierii tkankowej lub
potencjalnie jako modele 3D dla hodowli komérkowych guza mézgu w projektowania
innowacyjnych terapii przeciwnowotworowych.

Redakcja dwoéch artykutéow przegladowych $wiadczy o tym, Ze Doktorantka
porusza sie ze swoboda w tematyce materiatow hydrozelowych, zaréwno biorac pod
uwage uwarunkowania anatomiczne tkanek centralnego ukiadu nerwowego jak i



wtasciwos$ci materiatéw hydrozelowych, ktére powinny zosta¢ spetnione w spelnieniu
oczekiwanych wtasciwosci regeneracyjnych, i ktore sg obecnie szeroko wykorzystywane
w badaniach nad inzynierig tkankowg tego zlozonego uktadu. Autorka zwrécita
szczeg0Olng uwage na hydrozele napetnione ré6znymi mikro- i nanoczgstkami, jako tymi o
najwiekszym potencjalne aplikacyjnym oraz zgtebita metody modyfikacji
powierzchniowej wtdkien.

W oparciu o przeprowadzong analize stanu wiedzy, Doktorantka zaplanowata i
wykonata badania, ktérych gtéwnym celem byto opracowanie metody wytwarzania
termowrazliwych hydrozeli na podstawie metylocelulozy i agarozy, zawierajacych
krétkie wtékna poli(L-kwasu mlekowego)(PLLA) funkcjonalizowane lamining, ktére
mogtyby stanowi¢ po wstrzyknieciu kompozytowe rusztowanie nasladujace macierz
zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix, ECM) dla regeneracji centralnego uktadu
nerwowego. Celem prac Doktorantki byto znalezienie odpowiednich stezen i udziatu
sktadnikéw tworzacych hydrozel oraz ocena szybkosci sieciowania, wtasciwosci
termicznych i lepkosprezystych uzyskanych materiatow. Ponadto, istotng cze$¢ badan
stanowito wytwarzanie nanowtdkien PLLA metodg elektroprzedzenia oraz ich p6Zniejsza
fragmentacja za pomoca ultradZwiekéw. Opracowanie efektywnego sposobu
funkcjonalizacji nanowtékien lamining i wytworzenie kompozytéw hydrozelowo-
witoknistych wraz z badaniami ich wstrzykiwalnosci oraz oceng wtasciwosci
biologicznych tak wytworzonych materialéw stanowit zwienczenie przeprowadzonego,
obszernego programu badawczego. Aktualno$¢ tematyki pracy jest bezdyskusyjna ze
wzgledu na wartoSci poznawcze i potencjalne wykorzystanie wstrzykiwalnych
kompozytdw hydrozelowych w medycynie regeneracyjnej centralnego uktadu
nerwowego i ewentualnie innych obszarach medycznych.

Analiza doboru technik eksperymentalnych i metodyk badawczych

Kluczowym elementem prac badawczych zrealizowanych przez Doktorantke byto
opracowanie termowrazliwych hydrozeli polimerowych napetnionych bioaktywnymi
nanowloknami o potencjalnym wykorzystaniu jako rusztowania w inzynierii tkankowej,
zwlaszcza tkanek uktadu nerwowego. Na podstawie przeprowadzonego przegladu
literaturowego, Doktorantka wytypowata naturalne zwiagzki, polisacharydy:
metyloceluloze i agaroze jako sktadniki termoczutych hydrozeli, ktore z kolei napeiniata
krétkimi wiéknami uzyskanymi po sonikacji nanowtékien PLLA. Co wiecej, poprzez
modyfikacje nanowtékien lamining nadata im bioaktywno$¢, ktérg udowodnita w testach
biologicznych. Doktorantka bardzo skrupulatnie zaprojektowata program badawczy,
zaczynajac od opracowania roztworow metylocelulozy oraz mieszanin metylocelulozy i
agarozy w celu ustalenia ich lepkos$ci, termozelowania, szybko$ci sieciowania i oceny ich
wilasciwosci  biologicznych.  Ponadto, = Doktorantka  wykorzystata  metode
elektroprzedzenia do wytwarzania nanowtoékien z PLLA, ktére nastepnie poddawata
fragmentacji za pomoca ultradzwiekéw. Ustalita warunki, ktére zar6wno byty korzystne
dla wytwarzania nanowtd6kien, jak i potem nie powodowaty redukcji mas czasteczkowych
podczas ich fragmentacji. Finalnie, poprzez optymalizacje wzajemnego udziatu
sktadnikow mieszaniny oraz zawarto$ci krotkich wtékien PLLA modyfikowanych
lamining, Doktorantka sprawdzita wstrzykywalno$¢ wytworzonych ukladéw



nasladujacych strukture ECM. Do badania wytworzonych hydrozeli, nanowtdkien
polimerowych i ostatecznie materiatéw kompozytowych na podstawie tych sktadnikow,
Doktorantka wykorzystata szereg nowoczesnych i adekwatnych metod do oceny
wiasciwosci fizyko-chemicznych, termicznych i biologicznych, w tym chromatografie
wykluczania  (zelowa)(GPC), dynamiczng analize mechaniczng  wlasciwosci
lepkosprezystych (DMA), rdéznicowa kalorymetrie skaningowa (DSC), skaningowgq
mikroskopie elektronowag (SEM), szerokokatowe rozpraszanie promieniowania X
(WAXS), analize wtasciwosci powierzchniowych metoda osadzonej kropli i testy
cytotoksycznosci in vitro z wykorzystaniem komorek fibroblastow linii L929 i ludzkich
mezenchymalnych komoérek macierzystych/stromalnych pochodzacych ze szpiku
kostnego (hBM-MSCs).

Doktorantka przeprowadzita réwniez badania degradacji hydrolitycznej
wybranych materiatbw w buforowanej fosforanem soli fizjologicznej (PBS) w
temperaturze 37 °C. Kluczowymi analizami byty testy wstrzykiwalno$ci wykonane na
specjalnie skonstruowanej przystawce do maszyny wytrzymatos$ciowej. Uzyskane wyniki
pozwolity na iloSciowe okreSlenie sity, jaka jest niezbedna do wycis$niecia ze strzykawki
materiatu kompozytowego.

Doktorantka w sposéb bardzo umiejetny dobrata techniki badawcze, co wskazuje
na Jej bardzo dobre poruszanie sie w przedmiocie rozprawy. Co wiecej, zastosowane
metody badawcze wskazujg na interdyscyplinarny charakter pracy doktorskiej
Doktorantki.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, Ze zastosowane techniki eksperymentalne i
metody badawcze zostaty dobrane w sposéb trafny i odzwierciedlajacy bardzo bogaty,
eksperymentatorski charakter pracy doktorskiej.

Elementy nowosci w pracy

Wytwarzanie termowrazliwych hydrozeli polimerowych o potencjalnym
wykorzystaniu jako rusztowania w inzynierii tkankowej jest dosy¢ dobrze poznanym
obszarem badawczym, cho¢ sukcesy aplikacji takich produktow w praktyce klinicznej sa
wcigz niezbyt liczne. Dlatego Doktorantka zwrécita uwage na kompozyty hydrozelowe,
ktére zawieraja dodatki w postaci cienkich (nanometrycznych) bioaktywnych wtdékien, i
kombinacja ktérych w potaczeniu z termowrazliwymi hydrozelami na podstawie
metylocelulozy i agarozy, nie byla wcze$niej opisana w literaturze. Doktorantka
przeprowadzita nowatorskie badania, ktérych wyniki zostaty opublikowane w 5
oryginalnych publikacjach, w takich czasopismach jak Polymers (2019, 2022), Micron
(2021) oraz RCS Advances (2022, 2023). Wazna baza dla przeprowadzonych prac
badawczych byly dwie publikacje przegladowe, ktére ukazaly sie w czasopismach J.
Neural Eng. (2018) i Polymers (2020).

Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorantka wykazata, Ze metyloceluloza
wykazuje odwracalne, kompleksowe sieciowanie termiczne w szerokim zakresie stezen,
wynikajace z natury nizszej temperatury krytycznej roztworu (LCST). Doktorantka
zaobserwowatla nieopisane wcze$niej w literaturze efekty cieplne, ktore przypisata
oddziatywaniom molekularnym metylocelolozy w rozpuszczalniku oraz ktore
towarzyszg zmianom w oddziatywaniach polimer—rozpuszczalnik i polimer—polimer.



Na podstawie badan wtasciwosci lepkosprezystych i biologicznych, Doktorantka
wyznaczyta réwniez optymalny zakres stezen metylocelulozy (2-5% wag.), ktore zostatly
wybrane do dalszych, bardziej zaawansowanych badan biokompatybilno$ci.

Waznym osiggnieciem Doktorantki byto réwniez wykazanie, Ze przeprowadzenie
fragmentacji ultradZwiekowej nanowtdokien PLLA wytworzonych w procesie
elektroprzedzenia, nie wptywa na wielko$¢ mas czasteczkowych oraz ich dyspersyjnos¢
na podstawie wynikéw GPC. Wyniki wskazuja, Ze procesy te nie prowadza do degradacji
polimeru. Przeprowadzita funkcjonalizacje krétkich elektroprzedzionych wtékien PLLA
za pomocg lamininy, stosujac uprzednio obrobke etanolem, w wyniku czego powstaty
bioaktywne wtdkna. Ponadto, na podstawie przeprowadzonych badan lepkosci uktadu
hydrozelowego, zaré6wno natywnego, jak i napelnionego wtéknami PLLA, Doktorantka
wykazata stabilno$¢ hydrozelu i niewielki wzrost lepkosci po dodaniu wtdkien,
umozliwiajgcy wstrzykiwanie za pomocg igty 22G.

Kolejnym osiggnieciem Doktorantki byto wykazanie efektu inicjowania
sieciowania metylocelulozy poprzez zastosowanie dodatku agarozy, manifestujace sie
szybszym sieciowaniem i polepszonymi wtaSciwoSciami lepkosprezystymi uktadu
hydrozelowego. Dodatkowo, dodatek agarozy poprawit adhezje komérek w wybranych
wariantach hydrozelowych.

Finalnie, Doktorantka wykazata zdolno$¢ do wstrzykiwania uzyskanych
materiatdbw kompozytowych, ktérag oszacowata na podstawie sily potrzebnej do
wyci$niecia roztworu wynoszacej nie mniej niz 30 N w przypadku wykonywania
wstrzykniecia przez igte 23 G.

Uwagi dyskusyjne

Przedstawiona do recenzji praca zawiera bogaty materiat eksperymentalny, ktory
postuzyt do realizacji gtbwnego celu pracy, jakim byto zaprojektowanie wstrzykiwalnego
i termoczutego systemu hydrozelowego napeilnionego krétkimi wiéknami
polimerowymi, ktéry mégtby stuzy¢ jako rusztowanie do zastosowan w inzynierii
tkankowej. Zatozeniem byto dobranie takiego sktadu i procesu wytwarzania aby powstaty
materiat zapewniat nie tylko wstrzykiwalnos¢ i sieciowanie in situ po wstrzyknieciu, ale
takze nasladowat ECM. Doktorantka zajeta sie dobraniem odpowiednich sktadnikéw, ich
stezenia i proporcji, procesu wytwarzania i jego parametréw, a takze metod oceny
wlasciwosci materiatéw. Dyskusja uzyskanych wynikéw badan i wnioski sg dobrze
sformutowane i w peini odzwierciedlajg bogactwo materiatu do§wiadczalnego zawartego
w pracy.

Przedstawiona do oceny rozprawa ma forme autoreferatu podsumowujacego 7
prac wchodzacych w cykl publikacyjny, z ktérych dwie stanowig prace przegladowe. W
pracy brakuje streszczenia w jezyku polskim i jest to dosy¢ wazne uchybienie formalne,
gdyz wymog takiego streszczenia okres$la Ustawa z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce, art. 187, p.4. Brakuje réwniez spisu symboli i skrotéw,
ktére znaczaco utatwitoby poruszanie sie po przygotowanym opracowaniu.

Doktorantka wykorzystala metode DSC do zbadania procesu termozelowania
metylocelulozy oraz materiatéw kompozytowych. Na ile warunki pomiaréw (szybkos¢
grzania/chtodzenia) majg wptyw na pojawienie sie konkretnej przemiany, a jaki wptyw



majg parametry fizyko-chemiczne hydrozelu? Pytanie ma charakter dyskusyjny i nie
umniejsza walorom poznawczym przedstawionym w dysertacji, opartej na
zrecenzowanych juz publikacjach.

Podsumowujac stwierdzam, Ze nie wnosze zasadniczych uwag do interpretacji
wynikéw i sposobu przeprowadzenia badan.

Whnioski koncowe

Doktorantka zrealizowata bardzo obszerny program badan eksperymentalnych,
uzyskujac interesujace wyniki o niepodwazalnych znamionach nowos$ci naukowej. Praca
wnosi cenny wkiad w aspekty poznawcze dotyczace zagadnien z obszaru inzynierii
materiatéw hydrozelowych i kompozytéw zawierajacych krotkie struktury widkniste dla
potrzeb inzynierii tkankowej. Doktorantka wykazata, Ze mozliwe jest uzyskanie
termoczutego i wstrzykiwalnego kompozytu hydrozelowego wykonanego z wodnego
roztworu metylocelulozy i agarozy wzmocnionego krotkimi witoknami PLLA,
otrzymanymi metoda elektroprzedzenia i ultradzwiekéw oraz funkcjonalizowanymi
laminina.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Kandydatka do stopnia doktora nauk
inzynieryjno-technicznych jest wspétautorem siedmiu artykutow opublikowanych w
indeksowanych czasopismach, bedac pierwszym Autorem we wszystkich. W dorobku
Doktorantki znajduje sie sumarycznie 10 publikacji, ktére byty cytowane ponad 160 razy,
a wspotczynnik h=6.

Biorgc pod uwage osiggniete wyniki, stwierdzam iz przedtozona do recenzji praca
doktorska mgr inz. Beaty Niemczyk-Soczynskiej spetnia warunki przewidziane ustawg z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (art. 187, Dz.U.z 2022 r., poz.
574, z pdzn. zm.). Dlatego wnosze o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr inz.
Beaty Niemczyk-Soczynskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego oraz publicznej
obrony.

Ponadto, biorgc pod uwage, ze (i) recenzowana praca dostarcza nowych i
wartosciowych informacji na temat procesu sieciowania metylocelulozy oraz
korzystnego wptywu dodatku agarozy na szybko$¢ sieciowania metylocelulozy,
wtasciwo$ci mechaniczne i interakcje komdrka-materiat, (ii) wskazuje na mozliwosci
praktycznego wykorzystania wytworzonych materiatdw w inzynierii tkankowej lub jako
modele 3D dla hodowli komérkowych guza mézgu w projektowaniu innowacyjnych
terapii przeciwnowotworowych oraz (iii) udowadnia, Zze Doktorantka porusza sie ze
swoboda w wykorzystaniu réznych narzedzi badawczych stosowanych nie tylko w
inzynierii materiatlowej, ale i w naukach chemicznych i biologicznych, wnosze o
wyrdznienie pracy doktorskiej Pani mgr inz. Beaty Niemczyk-Soczynskie;j.
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