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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Doroty Kolbuk
pt. ,, Wplyw warunkéw elektroprze¢dzenia na strukture i wlasciwosci jedno-
i dwuskladnikowych nanowlékien polimerowych stosowanych w inzynierii tkankowej”

Rozprawa doktorska mgr inz. Doroty Kolbuk wykonana zostata pod kierunkiem
promotorskim dr hab. Pawta Sajkiewicza, profesora IPPT, w Pracowni Fizyki Polimer6w
7Zaktadu Teorii Oérodkéw Ciaglych IPPT PAN. Rozprawa ma charakter interdyscyplinarny i
dotyczy waznego zagadnienia ksztaltowania struktury nanowldkien polimerowych
otrzymywanych metoda elektroprz¢dzenia oraz ich zastosowania jako rusztowan w
hodowlach komérkowych inzynierii tkankowej. Znaczenie poznawcze rozprawy dotyczy
zbadania, z zastosowaniem metod doswiadczalnych, wplywu szeregu istotnych parametréw
materialowych oraz parametréw procesu elektroprzgdzenia z roztworéw polimer6w
biozgodnych i biodegradowalnych na strukture molekularng i nadmolekularng
otrzymywanych wiékien oraz strukturg wioknin tych wiokien z punktu widzenia ich
zastosowan jako podtozy w hodowlach komérkowych. Sztuczne, biodegradowalne podloza
maja na celu tymczasowe zastapienie wiokien kolagenowych wystepujacych w tkankach
organizméw i umozliwienie prawidtowego wzrostu i proliferacji komorek tkanki, az do
wytworzenia si¢ wiasnej naturalnej sieci widkien kolagenowych.

Podjeta w rozprawie tematyka oraz przeprowadzone prace badawcze wpisuja si¢ W
kierunek badan aktualnie prowadzonych na §wiecie z powigzaniem wiedzy w zakresie nauk
przyrodniczych i technicznych oraz wspélczesnej technologii w celu regeneracji tkanek,
tworzenia biozgodnych implantéw tkankowych lub wymiany uszkodzonych organéw w
organizmach zywych. Rozprawa doktorska mgr inz. Doroty Kotbuk poza istotnym
znaczeniem poznawczym ma znaczenie praktyczne wiazace si¢ z wykorzystaniem wynikow
rozprawy w inzynierii tkankowej. W zwiazku z interdyscyplinarnym charakterem rozprawy,
trudno jest mi oceniaé jej cze$¢ dotyczaca zastosowanych metod charakteryzowania postgpu
hodowli komérkowych. Moja ocena rozprawy dotyczy badan ksztaltowania si¢ struktury
molekularnej i nadmolekularnej widkien otrzymywanych metoda elektroprzgdzenia oraz
wplywu struktury wiékien i wioknin na charakterystyki postepu hodowli komérkowych.

Charakterystyka biograficzna.

Mgr inz. Dorota Kotbuk urodzita si¢ w roku 1983. Studia wyzsze ukonczyta na Wydziale
Inzynierii Materialowej Politechniki Warszawskiej w roku 2007. W tym samym roku
rozpoczeta Studia Doktoranckie w IPPT PAN pod opiekag naukowa dr hab. Pawla
Sajkiewicza. W 2006 roku przebywata na péirocznym stypendium Sokrates-Erazmus w
instytucie naukowo-badawczym ILK w DreZnie, a w roku 2010 na kilkumiesigcznym stazu
dla miodych pracownikéw naukowych w Instytucie EMPA w St. Gallen (Szwajcaria) w
ramach stypendium SCIEX, gdzie prowadzita badania struktury i wlasciwosci widkien w
zastosowaniu do hodowli komérkowych. Od roku 2011 jest zatrudniona w Pracowni Fizyki
Polimeréw IPPT. W zwiazku z interdyscyplinarnym charakterem pracy badawczej odbyla
kurs w zakresie hodowli komérek na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego oraz
szkolenie w zakresie rozwoju produktéw innowacyjnych, badan przedklinicznych i
klinicznych oraz komercjalizacji produktéw biotechnologicznych. Prowadzita wyklady i

prezentacje do$wiadczalne dla miodziezy w ramach Festiwali Nauki zorganizowanych w
IPPT.




Charakterystyka rozprawy i ocena uzyskanych wynikow.

Rozprawa doktorska mgr inz. Doroty Kotbuk liczy 135 stron i sklada si¢ z pigciu
rozdziatéw, tj. wprowadzenia, przegladu literatury, celu pracy, czesci- doswiadczalnej 1
whnioskéw koncowych. Rozdzialy poprzedzone sa streszczeniami W jezyku polskim i
angielskim. We wprowadzeniu w sposéb przejrzysty przedstawiona jest struktura pracy oraz
istota podejmowanych zagadnieh w poszczegélnych rozdziatach, ze wskazaniem
zastosowanych metod badawczych. Dos¢ obszerny przeglad literatury, przeprowadzony na
podstawie 140 pozycji literaturowych w wigkszosci z ostatnich lat, przedstawia w sposdb
czytelny stan wiedzy w zakresie tematyki rozprawy. Przeglad uwzglednia najwazniejsze
publikacje dostepne w literaturze $wiatowej dotyczace dynamiki elektroprzgdzenia wiokien z
roztwordw polimeréw, réznorodnosci struktury i morfologii oraz wlasciwosci mechanicznych
otrzymywanych wiékien i widknin. Przeglad literatury zakoficzony jest dobrze ujetym
krytycznym podsumowaniem stanu wiedzy w zakresie tematu rozprawy, Z ktorego wynika cel
i zakres podjetych w rozprawie prac badawczych. Wykazana jest fragmentarycznos$¢ i
niesp6jno$é danych literaturowych w zakresie morfologii, struktury i wiasciwosci widkien
polimerowych formowanych metoda elektroprzedzenia i ich funkcjonalnosci w hodowlach
komorkowych.

Postawienie jako celu okreslenie parametrow elektroprzedzenia majacych istotny wplyw
na morfologie i strukture widkien otrzymywanych z roztworéw polimeru syntetycznego
polikaprolaktonu (PCL) oraz z dodatkiem biopolimeru - zelatyny lub kolagenu ma znaczenie
systematyzujace i uzupelniajace wiedze w zakresie istotnym dla zastosowan w inzynierii
tkankowej. Postawione w rozprawie cele badawcze charakteryzujg si¢ oryginalnoscia w
szeregu aspektach okreslania struktury nadmolekularnej otrzymywanych widokien metoda
elektroprzedzenia oraz znaczenia struktury wiokien i widknin w efektywnosci podtozy w
hodowlach komérkowych. W dotychczasowej literaturze brakowato danych okreslajacych
wplyw parametréw elektroprzedzenia na stopien krystalicznosci i orientacj¢ molekularng
wlékien oraz znaczenie tej struktury w funkcjonalnosci biologicznej podtozy. W tym zakresie
rozprawa jest zroédtem oryginalnych danych doswiadczalnych i wnioskéw. Realizacja celu
rozprawy pozwolila na wyjasnienie mechanizméw poprawy funkcjonalnosci podioza w
hodowli komérkowej, w tym na optymalizacj¢ udziatu zelatyny lub kolagenu we widknach
dwusktadnikowych z PCL. Uzyskane wyniki moga tez shuzyé w optymalizacji efektywnosci
podtozy formowanych na bazie innych polimerow.

Zasadnicza cze$¢ rozprawy mgr inz. Doroty Kotbuk stanowi rozdzial 4. ,,Czgs¢
Do$wiadczalna”. Rozdzial ten obejmuje charakterystyke zastosowanych polimeréw i
rozpuszczalnikéw, —charakterystyke istotnych —wiasciwosci roztworéw uzywanych w
elektroprzedzeniu, opis metody elektroprzedzenia, opis zastosowanych metod badawczych
oraz analize wynikéw badania wiokien i wtoknin jedno- i dwusktadnikowych otrzymywanych
Z roztworéw o réznym stezeniu. Material do§wiadczalny rozprawy jest do$¢ obszerny, ale
zwarta i syntetyczna forma opisu wynikéw oraz uzyskanych wnioskéw sprawia, ze wyniki
pracy badawczej zawarte w tym rozdziale sa przejrzyste, co jest szczeg6lnie istotne wobec
interdyscyplinarnego charakteru pracy.

Przedstawione sa wyniki ilustrujace wplyw parametréw elektroprzedzenia z roZtworow
PCL i mieszaniny PCL z zelatyna lub kolagenem na strukturg molekularng, stopien
krystalicznosci, orientacje¢ molekularna wiokien oraz topografie wiloknin odbieranych na plyte
i obracajacy si¢ beben. Zbadano wpltyw dodatku zelatyny w ré6znych proporcjach do PCL w
celu optymalizacji parametréw formowania z punktu widzenia funkcjonalnosci
otrzymywanych widknin w hodowlach komérkowych.

Badania struktury wiokien i widknin prowadzone byly z wykorzystaniem aparatury
badawczej w kilku osrodkach w kraju oraz w EMPA, St. Gallen, z zastosowaniem dobrze
dobranych metod eksperymentalnych. Zakres badan do$wiadczalnych odpowiada




postawionemu celowi rozprawy, a przedstawione wyniki badaf dobrze ilustruja badane
efekty. Morfologia widkien i wioknin okreslona jest z zastosowaniem skaningowej
mikroskopii elektronowej SEM, struktura molekularna widkien metoda fourierowskiej
spektroskopii w podczerwieni FTIR i rentgenowskiej spektroskopii fotoelektronow XPS,
stopien krystaliczno$ci metodami szerokokatowej dyfrakcji rentgenowskiej WAXS i
kalorymetrii réznicowej DSC, orientacja molekularna metoda polaryzacyjno interferencyjnej
mikroskopii optycznej MPI, modut Younga widknin z zastosowaniem maszyny
wytrzymatosciowej Instron.

Dobér biozgodnego, biodegradowalnego poliestru syntetycznego PCL oraz biopolimerow
(zelatyny i kolagenu) jest odpowiedni w kontekscie postawionego celu badawczego ze
wzgledu na dhigi czas biodegradacji poliestru, dobre wiasciwosci mechaniczne wibkien
zawierajacych ten polimer oraz obecno$¢ grup aminokwaséw RGD w zelatynie i kolagenie,
podnoszacych funkcjonalnos¢ podtoza w hodowlach komoérkowych. Dodatek biopolimeru
podnosi wiasciwosci hydrofilowe podtoza korzystne dla adhezji i namnazania si¢ komorek.

Waznym i oryginalnym wynikiem rozprawy mgr inz. Doroty Kotbuk jest stwierdzenie
znaczacego wplywu stopnia krystalicznosci i orientacji molekularnej widkien otrzymanych
metoda elektroprzedzenia na ich funkcjonalnosé biologiczna w wyniku wplywu tej struktury
na wiasciwosci mechaniczne wiéknin. Innym waznym wynikiem jest wyjasnienie w drodze
systematycznych badan niektérych mechanizmoéw znaczacego wplywu dodatku zelatyny lub
kolagenu, w tym stwierdzenie nieliniowej zaleznosci stgzenia biopolimeru na powierzchni
wiékien dwuskladnikowych od jej dodatku objetosciowego. Efekt ten wyjasniony jest w
rozprawie W spos6b wiarygodny, jako wynikajacy z krystalizacji PCL podczas
elektroprzedzenia, ktora przy wigkszej zawartosci PCL wymusza migracj¢ czasteczek
biopolimeru poza powstajace krystality PCL prowadzac do wzrostu zawartosci zelatyny na
powierzchni witékien w przypadku 20% dodatku zelatyny. Wiokniny z zawartoscia 20%
zelatyny w PCL byly najbardziej efektywnym podiozem w rozwoju hodowli komorek
badanych w rozprawie. Przy tej optymalnej zawartosci zelatyny stwierdzono w rozprawie
zaskakujace zjawisko idealnych wlasciwosci hydrofilowych wléknin, z zerowym katem
zwilzania, oraz obnizenie tych wlasciwosci przy mniejszym lub wigkszym dodatku
biopolimeru. W moim przekonaniu, hydrofilowe wlasciwosci wléknin moga zaleze¢ nie tylko
od zawartosci grup hydrofilowych zelatyny na powierzchni widkien, ale takze od charakteru
porowato$ci wioknin i zwigzanych z tym efektow kapilarnych.

W zwiazku ze stwierdzonym w rozprawie znaczacym wplywie wielkosci i ksztalttu porow
wiékniny w efektywnosci biologicznej podloza, postawiona zostata hipoteza, ze w przypadku
wioknin dwuskladnikowych z biopolimerem moze nastgpowaé dodatkowo wzrost ich
biologicznej funkcjonalnosci podczas hodowli komoérek wskutek wzrostu porowatosci
podtoza w wyniku szybszej degradacji biopolimeru.

Interesujacy i oryginalny wynik rozprawy dotyczy tez wykazania, ze niewielki dodatek
biopolimeru prowadzi do znaczacego wzrostu stopnia krystalicznosci PCL we widknach
dwusktadnikowych, silniejszego od efektéw orientacji molekularnej wytworzonej podczas
elektroprzedzenia. Postawiona jest hipoteza, ze efekt ten moze wynika¢ z oddziatywan
hydrofobowych PCL w molekularnej mieszaninie z Zelatyna lub kolagenem. Podobnie,
oddziatywaniami hydrofobowymi tlumaczony jest tez w rozprawie obserwowany silny wpltyw
dodatku biopolimeru na wzrost orientacji molekularnej PCL we wioknach odbieranych na
obracajacy si¢ beben oraz na wzrost modutu Younga otrzymywanych wioknin. W rozprawie
analizowane sa najwazniejsze aspekty korelacji pomigdzy dodatkiem biopolimeru a
ksztattowaniem sie struktury oraz morfologii widkien i wioknin otrzymywanych metoda
elektroprzedzenia, w odniesieniu do wiéknin widkien jednosktadnikowych PCL, z punktu
widzenia ich funkcjonalnosci jako podlozy w inzynierii tkankowej.




Nowatorskim elementem rozprawy jest tez wyznaczanie czynnika orientacji molekularne]
w pojedynczych wioknach wytwarzanych metoda elektroprzedzenia, wraz z wyznaczeniem
teoretycznej dwoéjtomnosei wiasciwej w przypadku PCL. Ta czes¢ wynikow rozprawy
opublikowana jest w wysoko punktowanym czasopi$mie migdzynarodowym European
Polymer Journal. Wyniki badan uzyskanych w zakresie tematu rozprawy byly takze
przedstawione przez mgr inz. Dorot¢ Kotbuk na 3 konferencjach miedzynarodowych 1 2
konferencjach krajowych.

Whioski koficowe sformutowane sa poprawnie i maja odzwierciedlenie w uzyskanych w
rozprawie wynikach prac badawczych przeprowadzonych w sposob systematyczny, zgodnie z
postawionym celem badawczym. Uzyskane wyniki charakteryzuja si¢ znaczacym stopniem
nowosci naukowej o charakterze poznawczym i waznych mozliwo$ciach aplikacyjnych w
zakresie inzynierii tkankowe;j.

Uwagi krytyczne.

Uwagi krytyczne dotycza interpretacji niektorych wynikéw badan, niejasnosci w opisie
metodyki niektérych pomiaréw przeprowadzonych w rozprawie oraz niedociagnig¢
edytorskich tekstu rozprawy.

1). Niejasna jest interpretacja wzrostu stopnia krystalicznosci wlokien jednosktadnikowych
PCL ze wzrostem stezenia roztworu PCL (str. 69). Pominigto w niej mozliwe przyspieszenie
krystalizacji wskutek wigkszej orientacji molekularnej wytworzonej podczas rozciagania
strugi o wiekszym stezeniu w procesie elektroprzedzenia, tzw. krystalizacji orientowanej.
Pomiary wskazuja niewielki wzrost czynnika orientacji wiokien otrzymanych z roztworéw o
wiekszym stezeniu. Wzrost stopnia krystalicznosci tez jest niewielki, w zakresie 3-4%.

2). Zaobserwowana korelacja pomiedzy stopniem krystalicznosci widkien
jednosktadnikowych PCL a ich gruboscia nie jest odbiciem bezposredniej zaleznosci tych
charakterystyk od siebie i interpretacja, ze stopien krystalicznosci grubszych wiodkien jest
wiekszy wskutek krystalizacji w wigkszej masie jest w moim przekonaniu bledna (str. 81).
Moze to byé wynik dwoéch niezaleznych od siebie efektow — wigksze] grubosci widkien
otrzymywanych z roztworébw o wigkszym stezeniu jako efekt dynamiki procesu
elektroprzedzenia oraz wigkszego stopnia krystalicznosci widkien jako efekt krystalizacji
orientowanej w wyniku wiekszej orientacji molekularnej roztworu o wigkszym stezeniu
podczas elektroprzedzenia.

3). Nie jest jasna interpretacja, ze orientacja molekularna wiokien zbieranych na bgben jest
efektem rozciagania wiokien podczas ich odbioru na obracajacy si¢ begben (str. 81). Nie
wykazano w rozprawie, ze takie rozciaganie ma miejsce. Wigksza orientacja molekularna
tych wiokien, w stosunku do widkien odbieranych w sposob swobodny na plytg, moze
wynikaé z zachowania orientacji wytworzonej podczas szybkiego rozciagania strugi roztworu
w procesie elektroprzedzenia i zahamowania relaksacji tej orientacji we wloknach odebranych
na bgben. ’

4). Postawiona w rozprawie hipoteza, ze obnizenie temperatury topnienia krysztaloéw PCL we
wiéknach dwuskladnikowych z zelatyna wynika ze zmniejszenia rozmiaréw krysztatow PCL
wskutek utrudnienia krystalizacji przez zelatyne (str. 96) jest malo wiarygodna i wymaga
weryfikacji doswiadczalnej, np. metoda niskokatowe] dyfrakcji  rentgenowskiej.
Obserwowane w rozprawie obnizenie temperatury topnienia krysztatow PCL we wiokach
dwuskladnikowych moze byé tez efektem termodynamicznym wynikajacym z entropii
mieszania PCL z zelatyna i obnizenia réwnowagowej temperatury przemiany fazowej. Przy
tym rozmiary krysztaléw moga by¢ nawet wigksze wskutek mniejszego przechtodzenia w
mieszaninie z zelatyna.

5). Niezrozumiate jest zadanie (str. 115): ,,Natomiast przy wigkszej zawarto$ci Ge uwidacznia
si¢ dezorientujacy wptywania Ge na krystalicznos¢”.




6). Niejasnosci w opisie zastosowanej metodyki pomiarow doswiadczalnych:
- modul Younga okreslony jest w klasycznej prébie rozciagania, ale nie podano czego,
wiokna czy widkniny (str. 5), -
- nie podano w jaki sposob wyznaczono szybko$¢ Scinania roztworu w igle ukladu
elektroprzedzenia,
- AH® we wzorze (3) jest cieplem wlasciwym topnienia PCL, a nie strumieniem ciepla
topnienia.
- niejasne jest zalozenie, ze czynniki orientacji fazy krystalicznej i amorficzne] maja
jednakowa warto$¢ (str. 56). Czynnik orientacji krystalitow we wloknach jest zwykle
znacznie wigkszy.
- w rozdziale 4.3.5 , Wlasciwosci mechaniczne” powinno by¢ wyraznie okreslone, czego
dotycza pomiary modutu Younga, wtokien czy widknin,
- w podpisach rysunkéw 59, 60, 74, 87, 88, 89 i tabeli 7 brakuje wskazania techniki
uzyskanych obrazéw morfologii wtoknin (SEM); w podpisie rys. 16a,b — wskazania metody
szerokokatowej dyfrakcji rentgenowskiej (WAXS); w tabeli 12 — wskazania w przypadku
jakich wt6knin podano katy zwilzania, zbieranych na bgben czy plyte.
- stopien krystalicznosci na rysunku 44 podany jest blednie w [%], co prowadzi do
stukrotnego zanizenia podanych tam wartosci.
7). W tekscie rozprawy wystepuja liczne bledy literowe. Uzywane sa sformutowania
zargonowe, ktérych mimo ich skrétowego znaczenia nalezatoby unikaé. W tekscie podane sa
odniesienia do blednie podanych numeréw rysunkow na stronach 65, 84, 86, 96. Bledy tego
typu moga wynikaé z pospiechu przy pisaniu tekstu rozprawy, jednakze poza poprawnoscig
merytoryczna nalezy zwracaé uwage takze na strong edytorska tekstu.

Uwagi krytyczne przedstawione w niniejszej recenzji maja charakter drugorzedny i nie
wplywaja na moja wysoka oceng rozprawy.

Whiosek koncowy.

Rozprawe doktorska mgr inz. Doroty Kofbuk oceniam wysoko jako wnoszaca oryginalny
wktad do wiedzy w zakresie ksztattowania si¢ struktury wiokien w procesie elektroprz¢dzenia
oraz zastosowan wioknin uzyskanych ta metoda w hodowlach komérkowych in vitro w
inzynierii tkankowej. Systematycznie i dobrze dobrane badania doswiadczalne pozwolily na
wiarygodne uzyskanie znaczacych i oryginalnych wnioskow w zakresie postawionego celu
rozprawy. W moim przekonaniu rozprawa doktorska mgr inz. Doroty Kotbuk spelia
wymagania Ustawy o stopniach i tytutach naukowych. Wnioskuj¢ o dopuszczenie mgr inz.
Doroty Kolbuk do kolejnych etapéw przewodu doktorskiego majacego na celu nadanie Jej
stopnia naukowego doktora nauk technicznych w dyscyplinie Inzynieria Materiatowa.
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Warszawa, 4.01.2013 r. Prof. dr hab. Leszek Jarecki




