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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Doroty Kotbuk
pt.: Wplyw warunkow elektroprzedzenia na strukture i wkasciwosci jedno- i
dwusktadnikowych nanowtékien polimerowych stosowanych w inzynierii
tkankowej

1. Tematyka rozprawy

Wraz z rozwojem nanotechnologii pojawity sie mozliwosci wywarzania i
charakteryzowania widkien o bardzo matych Srednicach - wyrazonych w
nanometrach, ktére nazywamy nanowtéknami. Nanowtdkna w poréwnaniu do
widkien standardowych majg zasadniczo rézne wtasciwosci, przede wszystkim ze
wzgledu na duzy stosunek powierzchni do masy, co daje duzg powierzchnie
wiadciwg i zapewnia doskonate wiasciwosci mechaniczne. Inna tez jest reakcja
komérek biologicznych na kontakt z elementami struktury o rozmiarach
nanometrycznych, a takze zwilzalno$¢ nanowtdkien przez rézne ciecze.

W ostatnich latach, coraz wiecej badan prowadzonych jest w kierunku poszukiwan
innowacyjnych zastosowan nanowitékien polimerowych, ktére znajdujg szerokie
zastosowanie zarbwno w medycynie, biotechnologii jak i inzynierii. Stosowane sg
jako materiaty na rusztowania do regeneracji tkanek i systemy dostarczania lekéw,
oraz materiaty opatrunkowe. Wytwarza sie z nich réznego rodzaju filtry i membrany
np. filtry wodne, filtry antybakteryjne. Znalazty réwniez potencjalne aplikacje jako
materiaty na odziez ochronng, czy tez sensory do wykrywania toksycznych gazéw.
Niniejsza praca dotyczy zastosowania nanowtékien w inzynierii tkankowej. Inzynieria
tkankowa niesie nowe mozliwosci w zakresie wspomagania proceséw naprawczych
tkanek i narzadéw cztowieka. Znaczaca role w inzynierii tkankowej odgrywajg
rusztowania tkankowe. Sg to porowate implanty wykonane przewaznie z materiatow
biodegradowalnych, ktére zasiedlone komérkami, wszczepiane sg w miejsce ubytku




tkanki. Majg petni¢ role sztucznej macierzy pozakomérkowej (ECM) zanim komorki
nie wytworzg witasciwej, naturalnej substancji miedzykomoérkowej. Wiekszos¢
wytwarzanych rusztowan tkankowych posiada strukture mikrometryczng, jednak
gtéwne sktadniki ECM naszych tkanek tj. kolagen sg wtbknami o nanometrycznych
rozmiarach. Spostrzezenie to przyczynito sie do intensyfikacji badan nad
rusztowaniami tkankowymi o tréjwymiarowej strukturze nanometrycznej, w celu
odtwarzania budowy macierzy pozakomaérkowej.

Jedng z najefektywniejszych metod wytwarzania podobnych do biologicznych
struktur tréjwymiarowych jest metoda elektroprzedzenia. Elektroprzedzenie jest
procesem otrzymywania wiékien ze stopionych polimeréw lub ich roztwordw z
wykorzystaniem pola elektrycznego. W szczegdlno$ci elektroprzedzenie z roztworu
okazuje sie by¢ najbardziej popularng metodg umozliwiajgcg wytwarzanie z ré6znych
materiatdw polimerowych nanowiéknin o kontrolowanej morfologii, geometrii i
utozeniu widkien.

Mimo, ze stanowisko do elektroprzedzenia jest do$¢ proste (zrédto wysokiego
napiecia, podajnik roztworu polimerowego — najczesciej strzykawka zakoriczona igta,
pompa, i kolektor), wytwarzanie wiékien o zgdanych parametrach sprawia trudnosci,
ze wzgledu na szereg czynnikdbw wptywajgcych na proces formowania sie nano-
obiektow w wysokim polu elektrycznym.

Sposréd tych czynnikbw mozna wyrézni¢ witasciwosci roztworu polimerowego (np.
masa czgsteczkowa, lepkosé, przewodnos¢), parametry procesu (napiecie, odlegtos¢
dyszy od kolektora) lub warunki zewnetrzne tj. temperatura, wilgotno$é. Morfologia
uzyskiwanych witdkien jest funkcjg wielu parametrow. Zity ich dobér skutkuje
tworzeniem sie witdkien z tzw. koralikami, wiékien posiadajacych pory, lub wstgzek
zamiast widkien. Sterujgc pramateriami procesu mozna otrzymaé widkna
mikrometryczne, sub-mikrometryczne ale takze widkna o $Srednicach rzedu
pojedynczych nanometréw. Dzieki zas§ odpowiedniemu zaprojektowaniu kolektora
mozliwe jest otrzymanie réznego utozenia widkien we widkninie. Na typowym
ptaskim odbiorniku w postaci ptyty powstajgca witdknina ma nieuporzgdkowane
wibkna. Zastosowanie obracajgcego sie kolektora wspomaga uzyskiwanie
zorientowanych, ukierunkowanych widkien.

Oprécz wptywu na parametry geometryczne witdkien, istotne sg réwniez zmiany jakie
wywotuje proces elektroprzedzenia w samym polimerze. W trakcie wyciggania strugi
roztworu polimerowego moze nastepowaé orientowanie i porzadkowanie jego




czgsteczek. Zmieni sie jego struktura nadmolekularna, stopien krystalicznosci czy
orientacja molekularna wtdékien. Tym samym zmianie ulegng jego witasciwosci
funkcjonalne i biologiczne. Jednak prac na ten temat w literaturze jest niewiele.

W szczegdlnosci brak jest szerszych doniesien na temat ilosciowej oceny wptywy
elektoroprzedzenia na orientacje molekularng witékien wykonanych z poliestru
alifatycznego jakim jest poli(e-kaprolakton). Jest to obiecujagcy materiat na
rusztowanie tkankowe ulegajacy powolniej hydrolizie w organizmie cztowieka. Jedng
z wad tego materiatu jest jego duza hydrofobowo$¢. Dlatego w wielu pracach prébuje
sie obnizy¢ tg hydrofobowos$¢ poprzez zastosowanie dodatku w postaci biopolimeru
ti. kolagenu czy zelatyny tworzac wtékniny dwusktadnikowe.

Istotne jest wiec okreslenie wptywu parametréw procesu elektroprzedzenia zaréwno
na morfologie jak i na strukture nadmolekularng nanowtdékien z czystego PCL lub
PCL z dodatkiem kolagenu lub zelatyny.

W S$wietle tych rozwazan mozna stwierdzi¢, ze tematyka pracy bardzo dobrze
wpisuje sie w obecne trendy badan naukowych, ktérych celem jest wytwarzanie z
zastosowaniem procesu elektroprzedzenia optymalnych nanowtéknin polimerowych

na rusztowania komaérkowe dla inzynierii tkankowej.

2. Struktura, cel i zakres pracy

Recenzowana praca napisana jest w jezyku polskim. Praca jest obszerna i liczy 135
stron. Sktada sie z 5 gtébwnych rozdziatéw, ktére sg podzielone na klika
podrozdziatow. Zakonczona jest bogatg bibliografia, zawierajacg 168 pozycji
literaturowych, $ciSle zwigzanych z tematykg rozprawy. Praca jest bogata w
ilustracje. Zawiera 93 rysunki oraz 13 tabel. Uktad pracy jest poprawny i logiczny,
zachowujgcy wiasciwg proporcje czesci wprowadzajgcej do tematu i czeSci badan
wiasnych Autorki.

Rozdziat |, Wprowadzenie, opisuje geneze pracy oraz jest streszczeniem
najistotniejszych tresci, ktére zawierajg kolejne rozdziaty pracy.

Rozdziat Il zawiera stan wiedzy w tematyce rozprawy na podstawie przegladu
literaturowego. Autorka w sposéb wiasciwy przedstawia dotychczasowe osiagniecia
w zakresie inzynierii tkankowej, funkcji naturalnej i sztucznej macierzy
pozakomérkowej oraz interakcji komoérka-rusztowanie komérkowe. Wskazuje
réwniez obecne kierunki rozwoju materiatow polimerowych, podkreslajac zasadno$é
prowadzenia prac badawczych nad syntetycznymi i naturalnymi polimerami




biodegradowalnymi, w celu zastosowania ich w inzynierii tkankowej. Charakteryzuje
rowniez proces elektroprzedzenia jako jedng z najbardziej wydajnych metod
wytwarzania nanowtdkien. W szczegélnosci analizuje parametry procesu
wptywajgce na jakos$¢ otrzymywanych nano-obiektow. Podkresla rowniez, ze barak
jest ilosciowych wynikow wptywu elektoroprzedzenia na strukture molekularng i
nadmolekularng przetwarzanych tg metoda polimeréw.

W kolejnym rozdziale Autorka definiuje gtéwne 2 cele pracy oraz zakres badan.
Pierwszym celem pracy byto (s.48 cytat) ,okreSlenie parametréw procesu
elektroprzedzenia majgcych istotny wplyw na morfologie oraz strukture
nadmolekularng widkien jednosktadnikowych”. Drugim, definiowany przez Autorke
celem nadrzednym, byto (s.48 cytat) ,okresSlenie wptywu dodatku biopolimeru na
morfologie, hydrofobowos$¢ oraz strukture molekularng oraz nadmolekularng wtékien
dwusktadnikowych w konteks$cie funkcjonalnosci wiékien w badaniach in vitro”.

Cele pracy sformutowano poprawnie. W pracy nie postawiono zadnej tezy.

Rozdziat IV zawiera opis cze$ci doswiadczalnej. Autorka opisuje uzyte materiaty
(PCL, zelatyna, kolagen, kilka rozpuszczalnikbw) oraz zastosowang metode
formowania wtdknin jedno i dwuskfadnikowych o dwéch réznych utozeniach widkien
ukierunkowanych i nieukierunkowanych. Do  wytwarzania  nanowidkien
jednosktadnikowych z PCL oraz dwusktadnikowych PCL z zelatyng lub kolagenem
zastosowata elektroprzedzenia o réznych parametrach procesu. Uzyta réznych
rodzajéw rozpuszczalnikbw. Stosowata rézne stezenia i szybkosci przeptywu
przedzonego roztworu oraz rézne napiecia pola elektrycznego. Na podkreslenie
zastuguje zaproponowana i zrealizowana metodyka badan otrzymanych witdkien.
Obejmowata szeroki program badan, m.in. szczegdtowe badania morfologii,
struktury molekularnej i nadmolekularnej, oraz wiasciwosci fizyko-chemicznych i
biologicznych. Morfologie wibékien okreslono z zastosowaniem skaningowego
mikroskopu elektronowego (SEM); strukture molekularng — spektroskopii w
podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR) oraz rentgenowskiej spektroskopii
fotoelektronéw (XPS); hydrofobowo$¢é za pomocg pomiaru kata zwilzania; strukture
nadmolekularng metodami  réznicowej kalorymetrii  skaningowej (DSC),
szerokokatowej dyfrakcji rentgenowskiej (WAXS) oraz polaryzacyjno-referencyjnego
mikroskopu optycznego (MPI); modut sprezystosci w klasycznej prébie rozciggania.

Badania biologiczne obejmowaty ocene cytotoksycznosci z zastosowaniem




typowych do tego celu komérek fibroblastéw mysich 3T3, oraz badania morfologii i
proliferacji ludzkich komérek mezenchymalnych macierzystych MSC.

W kolejnym podrozdziale Autorka prezentuje wyniki przeprowadzonych badan dla
jedno i dwusktadnikowych wiékien wraz z ich szczegétowa dyskusjg i
podsumowaniem. Przeprowadzone badania pozwolity Autorce na sformutowanie

najwazniejszych wnioskdéw koncowych, ktére zamiescita w rozdziale V pracy.

3. Ocena merytoryczna i uwagi krytyczne

Jak juz wczesniej nadmieniono tematyka rozprawy jest aktualna i wazna, zaréwno z
punktu widzenia zdobywania nowej wiedzy jak i praktycznego zastosowania wynikoéw
badan. Znakomicie wpisuje sie w nowoczesne kierunki badan w obszarach
nanotechnologii, inzynierii biomateriatéw i inzynierii tkankowe;j.

Bardzo ambitny program badanh zostat w petni zrealizowany. Autorka wykazata sie
wiedzg i umiejetnosciami zarébwno w zakresie wytwarzania jedno i
dwusktadnikowych materiatéw nanowtoknistych jak i ich doktadnej charakteryzacji z
zastosowaniem zawansowanych technik badawczych, co podnosi znaczgco poziom
naukowy rozprawy. Stosujgc szeroki wachlarz badan, Autorka scharakteryzowata
morfologie, strukture molekularng i nadmolekularng, witasciwosci hydrofilowe i
mechaniczne uzyskanych materiatbw polimerowych wytwarzanych w réznych
warunkach procesu elektroprzedzenia. Przeprowadzita ocene wptywu parametréw
procesu na morfologie i strukture nanowtékien co ze wzgledu na ztozono$¢ procesu
jak tez silne powigzania pomiedzy jego parametrami jest bardzo ztozonym
problemem. Tym samym zrealizowata pierwszy cel pracy. Na podstawie tych badan
sformutowata intersujgce wnioski. Stwierdzita, np. ze (str. 81. cyt.) ,parametry
aparaturowe tj. przytozone napiecie nie wplywajq tak silnie jak parametry roztworu
na morfologie nanowtdkien”. Wykazata réwniez, ze na morfologie i strukture
nadmolekularng ma takze wptyw rodzaj kolektora. Wi6kna zbierane na obracajgcym
sie bebnie cechowaty sie wyzszym stopniem krystalicznosci i orientacjg molekularng
niz witékna zbierane na nieruchomej ptycie. Badania stopnia orientacji molekularanej
oraz préba oceny iloSciowej czynnika orientacji molekularnej metodg oceny
dwéjtomnosci optycznej pojedynczych widkien mozna zaliczy¢é do najistotniejszych
osiggnie¢ pracy. Istotne z punktu aplikacyjnego sg réwniez wyniki badan
biologicznych. Autorka potwierdzita niski stopien adhezji oraz proliferacji komérek na
czystych wtéknach z PCL, wynikajacy z hydrofobowego charakteru tego polimeru.




Doktorantka opracowata optymalne warunki formowania jedno i dwusktadnikowych
witdkien zapewniajgce wtasciwg (bez obecnosci koralikéw) morfologie i odpowiedz
biologiczng komorek.

Istotne spostrzezenie stanowi wniosek, ze krystaliczno$¢ i orientacja molekularna
widkien dwusktadnikowych zalezy od udziatu biopolimeru (zelatyny lub kolagenu)
oraz od sposobu odbierania witokien. Dodatek zelatyny w ilosci 20% znacznie
podwyzsza krystaliczno$¢ oraz orientacje molekularng krysztatéw PCL. Dodatek
biopolimeru zwiekszyt hydrofilowo§é wiékien. Dzieki temu jak réwniez zawartos$ci
naturalnych polimeréw wiékna dwusktadnikowe korzystniej niz jednosktadnikowe
wplywaty na reakcje i proliferacje komérek na nich hodowanych. Najkorzystniejsze
warunki komérkom zapetnity witdkniny z 20% dodatkiem zelatyny. Prezentowane
osiggniecia sg potwierdzeniem, ze Autorka zrealizowata réwniez drugi nadrzedny,
ktéry postawita w swojej cel pracy tj.: (cyt. str. 48) "okreSlenie wptywu dodatku
biopolimeru na morfologie, hydrofobowo$¢ oraz strukture nadmolekularng witbkien
dwusktadnikowych w kontekscie funkcjonalno$ci w badaniach in vitro.”

Do osiggnie¢ w pracy nalezy zaliczyé réwniez prébe wyjasnienia mechanizmu
poprawy wiasciwosci biologicznych w wyniku dodatku polimeru naturalnego do PCL,
a takze poparte wlasnymi wynikami ustosunkowanie sie do dyskusiji literaturowej

dotyczgcej zasadnosci stosowania kolagenu w miejsce zelatyny.

Czytajgc prace nasuwajg sie pewne uwagi krytyczne i pytania:

1) Brakuje konkretnego zastosowania opracowywanych jedno i
dwusktadnikowych nanowtdkien. Do regeneracji jakiej tkanki otrzymane
widékna mogtyby by¢ uzyte? Zdefiniowanie tkanki docelowej pozwolitoby
Autorce lepiej oceni¢ bioaktywno$é opracowanych widkien analizujgc np.
kierunek réznicowania sie MSC lub biologicznych sktadnikéw naturalnych
macierzy pozakomoérkowych.

2) W pracy brakuje petnej analizy statystycznej wynikow. Autorka czesto podaje,
ze wielkosci réznig sie znaczaco dla dwéch réznych materiatéw, jednak nie
podaje na jakim poziomie istotno$ci byto to wyznaczone.

3) Podane stwierdzenie na str.17, ze czas degradacji in vivo jest dtuzszy niz in
vitro nie zgadza sie z przyjetymi powszechnie danymi

4) Podana na tej samej stronie temp. topnienia dla PLLA wynoszaca 65°C, jest
réwniez zaskakujgca — zwykle wynosi ona ok 170°C.




5) Stwierdzenie ze str. 37, ze w literaturze nie ma danych opisujacych wptyw
przyktadanego napiecia na krystalicznos¢ PCL nie jest do korica stuszne,
lepiej napisaé Autorka nie znalazta w literaturze danych opisujgcych taki
wptyw.

6) Jaki typ kolagenu byt uzyty w badaniach?

7) Jak byly przygotowywane rozwory do przedzenia — czy byly one
podgrzewane?

8) Jak byty dobierane parametry procesu z tab. 3?

9) Prosze opisa¢ model uzyty do wyznaczenia sredniej wielko$¢ porow.

10) Czy wiékna byty po procesie elektroprzedzenia poddawane suszeniu? | czy
byta sprawdzana obecno$¢ rozpuszczalnika w otrzymanych wtéknach?

11) Rozdziat. 3 powinien byé zatytutowany cel i zakres pracy. | zakres pracy
powinien by¢ lepiej sformutowany.

12) Jak udato sie uzyskac jednakowg grubos¢ wszystkich wtéknin (0,1mm)?

13) Jaka byta przewodno$¢ elektryczna zastosowanych roztworéw z PCL? | czy
ta przewodno$S¢ i szybko$é odparowywania rozpuszczalnika nie ma
znaczacego wptywu na strukture molekularng i nadmolekularng?

14) Na Rys. 38 brak jest wartosci dla roztworu o stezeniu12%.

15) Czy widoczny byt wptyw rodzaju rozpuszczalnika na strukturc—é molekularng
witdékien PCL, krystaliczno$¢ oraz Tg i Tm?

16) Autorka pisze czesto, ze modut Younga okre$la sprezysto§é materiatu. W
rzeczywisto$ci Modut Younga Swiadczy o sztywno$ci materiatu.

17) Czy stuszne jest zastosowanie do wyliczania wielkosci poréw tego samego
wzoru dla wiéknin zbieranych na ptyte i na beben?

18) Brak jest korelacji pomiedzy $rednig gruboscig wtdkien a porowatoscig Rys.62
i Rys.63.

19) W ilu punktach pomiarowych badano stezenie C, N, O dla poszczegdlnych
wiékien? Mata liczba punktéw pomiarowych mogta sie przyczyni¢ do
niescistych wynikbw na Rys. 67. Stezenie N dla PG1:1 mniejsze niz dla
PG4:1.

20) Zaskakujacy jest zerowy kat zwilzania dla uktadu PG4:1. Zwykle jest to kat
>0.




21) Dyskusyjny jest rowniez wynik wzrostu krystalicznosci z dodatkiem
biopolimeru do PCL. Wiekszo$¢ prac podaje, ze zelatyna czy kolagenu obniza
krystalicznos¢.

22) Dlaczego wyznaczony modut Younga dla zelatyny jest >1000MPa (Rys.81)?
Zwykle jest on <100MPa.

23) Jak wyttumaczy¢ stabszg proliferacje komérek na PC4:1 w poréwnaniu do
PG4:1 (Rys.90, Rys.91 i Rys.92)?

24) Na str. 114 wystepuje stwierdzenie dotyczgce szybkosci degradacji widkien
mimo, ze takich badan nie przeprowadzono. Badania degradacji sg
niezbedne jezeli mysli sie o zastosowaniu wtékien w inzynierii tkankowe;.

25) We wnioskach koncowych nie powinno byé stwierdzenia, (str. 116 cyt.)
~yznaczenie czynnika orientacji molekularnej w pojedynczym wibknie,
wytworzonym metodg elektroprzedzenia, jest nieopisane dotychczas w

literaturze”. Gdyz nie jest to najwazniejszy wniosek z badan.

Biorgc pod uwage strone edytorskg pracy, stwierdzam, ze praca napisana jest
starannie oraz poprawnie pod wzgledem jezykowym. Autorka nie ustrzegta sie
jednak drobnych btedéw np.
- nastr. 7, 13 zamiast nazwy macierz pozakomérkowa Autorka stosuje matryca
miedzykomorkowa, zamiast wiasciwosci - wtasnosci mechanicznych (str.13).
- podpis pod rys. 7 — powinno by¢: utrata masy i masy czgsteczkowej
- str. 19, zdanie pod tabelg — brakuje ,wyznacza”
- na str. 22 jest referencja do rozdz.9, ktéry nie istnieje w tej pracy
- str. 29 - pojecie ciezar czgsteczkowy powinno byé zastgpione przez masa
czgsteczkowa
- podpis pod rys. 27 — wtdkien wygrzewanych nie rozcigganych
- str. 44 str. 45 — przewodnictwo kontaktowe jest lepszym stwierdzeniem niz
przewodnictwo adhezyjne
- str. 46 — uzyto zastawania zamiast zastosowania

- Rys. 54 niewtasciwa skala zamiast 1mm jest 1um.

Chce podkresli¢ jednak, ze powyzsze uwagi i usterki nie obnizajg mojej wysokiej
oceny rozprawy doktorskiej mgr inz. Doroty Kotbuk. Autorka wykazata sie duzg
wiedzg teoretyczng oraz praktyczng z zakresu wytwarzania i charakteryzowania




nanowitdkien polimerowych z polimeréw syntetycznych i naturalnych. Na uwage
zastugujg umiejetnosci  Autorki dotyczace planowania i realizacji badan
eksperymentalnych. Wielowatkowo$¢ problematyki badawczej wymagata od
Doktorantki wykorzystania szeregu nowoczesnych metod i urzadzen badawczych (t;.
SEM, FTIR, DSC, WAXS, MPI, badania mechaniczne i zlozone badania
biologiczne). W konsekwencji badan, zoptymalizowano proces elektroprzedzenia
pod katem wytwarzania witékien z PCL i PCL z zelatyng i kolagenem o zadanej
morfologii, stopniu krystalicznos$ci, sztywnosci i orientacji molekularnej, ktory
potencjalnie moze znalez¢ praktyczne zastosowanie w medycynie regeneracyjne;.

To jeden z elementéw nowatorskich w tej pracy, ktéry wart jest podkres$lenia.

Podsumowujac stwierdzam, ze opiniowana rozprawa doktorska posiada wiele
aspektow poznawczych i stanowi oryginalny wktad Autorki w rozwoéj dziedziny
biomateriatbw, w szczegélnosci wytwarzania i charakteryzowania jedno i

dwusktadnikowych nanowtékien polimerowych dla inzynierii tkankowe;.

4. Wniosek koncowy

Uwzgledniajac powyzszg opinie, uwazam, ze rozprawa Pani mgr inz. Doroty Kotbuk
pt.. ,Wptyw warunkéw elektroprzedzenia na strukture i wiasciwosci jedno- i
dwuskfadnikowych nanowt6kien polimerowych stosowanych w inzynierii tkankowe;j”,
spetnia wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim zgodnie z Ustawg o
Stopniach Naukowych i Tytutach Naukowych z dnia 14.03.2003r. i moze by¢

dopuszczona do publicznej obrony.




