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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Klaudii TREMBECKIEJ-WOJCIGI
pt.: ,,Biomimetyczne powloki na bazie wegla aktywujace komorki macierzyste z krwi
w warunkach dynamicznych”

zrealizowanej pod kierunkiem promotora dr. hab. inz. Romana Majora

Recenzja rozprawy doktorskiej zostata opracowana na podstawie uchwaty Rady Naukowe;j
Instytutu Metalurgii i Inzynierii Materiatlowe]j Polskiej Akademii Nauk w Krakowie z dnia
23.03.2017 roku oraz zlecenia Dyrektora Instytutu Metalurgii i Inzynierii Materialowej PAN
prof. dr. hab. inz. Pawta Zigby (pismo IMIM/DP/915/2017).

1. Charakterystyka ogodlna pracy

Powodzenie zabiegéw z udzialem biomaterialow oddziatywujacych bezposrednio z prze-
ptywajaca krwia uzaleznione jest od wielu czynnikow, do ktorych zaliczy¢ nalezy posta¢ kon-
strukcyjng implantu oraz wtasciwosci fizyczne 1 chemiczne jego powierzchni, gwarantujace
wymagang hemokompatybilnos¢ w srodowisku tkanek uktadu krwionosnego.

Jedna z najwazniejszych cech powierzchni implantow powinna by¢ wysoka atrombogen-
no$¢, dzieki ktérej ograniczona jest odpowiedz komdrkowa na jego obecnos¢. Ogranicza ona
prawdopodobienstwo powstania skrzepu, ktorego pierwszymi etapami jest adsorpcja bialek
osocza do powierzchni oraz aktywacja procesOw krzepniecia krwi 1 adhezji elementéw morfo-
tycznych. Oczywiscie proces ten warunkowany jest rowniez wlasciwosciami uktadu krazenia
1 krwi: mechanicznymi, elektrycznymi i magnetycznymi.

Najczestszym sposobem zapobiegania powstawaniu skrzepow jest podawanie Srodkow
przeciwzakrzepowych, co powoduje ryzyko krwotoku, w nastepstwie nawet matego urazu.
Stad tez prowadzone sg badania majace na celu modyfikacje powierzchni implantow lub wy-
tworzenia warstw wierzchnich w celu zapobieganiu temu niebezpiecznemu procesowi. Jed-
nym z bardzo obiecujacych kierunkow badan jest wytwarzanie biomimetycznych powtok.
Efektem tego procesu jest modyfikacja topografii powierzchni celem wytworzenia nisz ko-

moérkowych. Dzigki temu mozliwe jest zapewnienie korzystnego srodowiska do wzrostu, pro-
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liferacji i r6znicowania komorek macierzystych. Najkorzystniejszym w uktadzie krwiono-
$nym kierunkiem réznicowania komorek macierzystych, kontaktujgcych si¢ z biomateriatem,
jest érodblonek. Srodblonek w kontakcie z krwia wykazuje male powinowactwo do biatek
osocza, a nawet zaadsorbowane nie pobudzaja kaskady krzepnigcia krwi. Ponadto jest zro-
dlem substancji przeciwdziatajacych krzepnigciu krwi: heparyny, prostacykliny, tlenku azotu,
trombomoduliny.

Doktorantka w swojej pracy porusza tematyke wptywu biomimetycznych powtok na bazie
wegla na réznicowanie komorek macierzystych w kierunku $rédbtonka, analizujac jednocze-
$nie wplyw parametrow wytwarzania faldowanych powtok na ich wlasciwosci fizyczne oraz
kontakt w krwig.

Problematyke recenzowanej pracy uwazam za aktualng i uzasadniong oraz dobrze ukierun-
kowang, zardowno w aspekcie poznawczym, jak i utylitarnym. Wymagata ona przeprowadza-
nia badan z zakresu inzynierii biomateriatow, inzynierii powierzchni oraz oceny biologicznej
proponowanych rozwigzan.

Rozprawa doktorska ma tradycyjny uktad i sktada si¢ czesci literaturowej (str. 7-58) oraz
czesci doswiadczalnej (str. 59-168). Spis literatury obejmuje 314 pozycji. Zaprezentowany
przeglad piSmiennictwa jest bardzo obszerny i1 zostat opracowany na podstawie pozycji litera-
turowych w wiekszosci obejmujacych ostatnie dziesieciolecie. Swiadczy to o dobrym przygo-
towaniu merytorycznym Doktorantki do podjg¢cia problematyki badawczej. Prace uzupehia
aneks zawierajacy protokoty nanoszenia powtok, wykaz oznaczen 1 skrotow, spis rysunkow
(100 pozycji) i tabel (18 pozycji) oraz podzigkowania. Praca zostata zrealizowana w ramach
projektu 2014/13/B/ST8/04287 2014-2016; pt. ,,Inspirowane biologicznie materialy cienko-
warstwowe o kontrolowanym udziale napr¢zen wtasnych w aspekcie odtwarzania mikrosro-
dowiska dla komorek macierzystych”, finansowanego ze srodkéw Narodowego Centrum Na-
uki oraz przy wspotpracy z Joanneum Materials Research, Laser And Plazma Processing

z Leoben w Austrii.

2. Ocena czesci literaturowej rozprawy

Czes¢ literaturowa podzielona jest na sze$¢ podrozdzialdéw. W pierwszym stanowigcym
»Wprowadzenie” przedstawiono podstawowe informacje na temat biomaterialdéw stosowa-
nych w medycynie i dokonano ich podzialu oraz charakterystyki. W drugim podrozdziale
(3.1) Doktorantka charakteryzuje komorki macierzyste, opisuje ich klasyfikacje oraz witasci-
wosci, szczegolny nacisk ktadgc na komorki progenitorowe srédbtonka oraz indukowane ko-
morki $rddblonka. Bardzo obszerny podrozdziat trzeci (3.2) poswigcony jest opisowi nisz
komorkowych, ich strukturze fizycznej oraz czynnikom regulujagcym funkcje zyciowe komo-
rek macierzystych w obrgbie niszy. Zagadnienia te analizowano na przyktadzie macierzystych
komorek hematopoetycznych. Ponadto oméwiono wptyw wiasciwosci modeli materiatowych

nisz komérkowych, w szczeg6lnosci podloza, na réznicowanie komorek. Szczegotowe omo-
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wienie wplywu parametréw podtoza na ukierunkowane réznicowanie komorek stanowit tresé¢
czwartego podrozdziatu (3.3). Przedstawiono w nim wplyw topografii powierzchni oraz
sztywnosci podtoza na omawiane zagadnienie, analizujac ponadto wptyw naprezen $cinajg-
cych wywotanych czynnikami hydrodynamicznymi na réznicowanie komorek. W kolejnym
podrozdziale Autorka (3.4) omawia zagadnienia faldowania powierzchni cienkowarstwowych
oraz teoretycznego opisu ich parametroéw. Koncowy podrozdziat (3.5) stanowi opis procesu
wykrzepiania krwi w kontakcie z biomateriatem oraz testu mutagennosci biomateriatow.
Cze$¢ literaturowa rozprawy oceniam pozytywnie. Stanowi ona wystarczajaca podstawe
teoretyczng do opracowania podjetego tematu rozprawy. Jednoczes$nie uwazam, ze proporcje
pomiedzy szeroko rozumianymi zagadnieniami biologicznymi a materialowymi sg nieco za-
chwiane. Poniewaz oceniana praca nalezy do zakresu nauk technicznych oczekiwatbym szer-
szego omowienia metod modyfikacji powierzchni biomaterialow i wptywu na ich wtasciwo-

Sci.

3. Ocena czesci merytorycznej rozprawy

W rozdziale czwartym doktorantka formutuje zatozenia pracy oraz tez¢ w brzmieniu:

,Procesy inzynierii materiatowej, poprzez sterowanie mikrostrukturg i topografig po-
wierzchni umozliwiaja odtworzenie funkcji nisz komoérkowych, co pozwala na wychwyt
1 aktywizacj¢ komorek macierzystych z przepltywajacej krwi.”

Cze¢s¢ badawcza pracy podzielona jest na trzy rozdzialy.

Pierwszy z nich (rozdziat 5) pos§wigcony jest opisowi materialdéw stosowanych w pracy
oraz metodyce badawczej, wykorzystywanej w celu udowodnienia postawionej tezy. Materiat
badawczy stanowily powtoki na bazie wegla amorficznego 1 wegla diamentopodobnego nano-
szone technikami fizycznego osadzania z fazy gazowej na rézne podioza, w tym poddane
wstepnemu odksztatceniu. Interdyscyplinarny charakter pracy wymagal zastosowania wielu
nowoczesnych metod badawczych m.in. z zakresu inzynierii biomateriatéw 1 powierzchni,
a takze oceny biologicznej wytworzonych powtok.

Wyniki eksperymentow przedstawiono w rozdziale 6, podzielonym na cztery podrozdzia-
ty. Podrozdziat pierwszy (6.1) zawiera wyniki badan powlok, wytworzonych na ptaskim pod-
tozu, przeznaczonych do kontaktu z krwig w warunkach dziatania duzych sit $cinajacych.
Okreslono wtasnos$ci fizyczne cienkich powtok amorficznego wegla (a-C:H) oraz diamento-
podobnych, dotowanych krzemem (Si-DLC), o zréznicowanej grubosci, wytworzonych na
krzemie. Badania obejmowaty pomiary: nanotwardosci, modutlu sprezystosci, adhezji oraz
zwilzalno$ci powtok. Na podkreslenie zastuguje bardzo doktadnie przeprowadzona przez
Doktorantke ilo§ciowa analiza oddzialywania krwi z powtokami, przeprowadzona na podsta-
wie badan wptywu naprezen $cinajacych na proces wymywania komorek zadherowanych do
powierzchni. Obejmowala ona migdzy innymi wyznaczenie wartosci naprezen krytycznych
(dla ktorych prawdopodobienstwo oderwania lub pozostania komorki na podtozu jest rowne)



oraz szybkos$ci spontanicznego odrywania si¢ komoérek (przy braku naprgzen $cinajacych).
Nastepnie dla dwoch rodzajach powtok przeprowadzono probe funkcjonalizacji powierzchni,
metoda laserowej litografii interferencyjnej w celu rekonstrukeji funkcji nisz komoérkowych.
Jednakze badania z udziatem komorek progenitorowych wykazaty staby stopien ich réznico-
wania w kierunku $rodblonka. Po analizie tresci rozprawy uwazam, ze podrozdziat ten, beda-
cy wstepnym (jak to okres§lono w pracy), jest luzno zwigzany przewodnig tematyka pracy.
Stad tez sugestia o jego nieumieszczanie go w opracowaniu ksigzkowym.

Tres¢ dwoch kolejnych podrozdziatow (6.2., 6.3.) stanowia wyniki badan cienkich fatdo-
wanych powlok osadzonych na podtozu poliuretanu PU oraz polieteroeteroketonu PEEK
z wykorzystaniem wysokoenergetycznych metod fizycznego osadzania z fazy gazowej. Ce-
lem faldowania powlok bylo topograficzne odtworzenie wtasciwosci nisz komodrkowych.
W podrozdziale 6.2. badano powtoki diamentopodobne (DLC) oraz powtoki amorficznego
wegla (a-C:H) o zroznicowanych grubosciach oraz powtoke amorficznego wegla domieszko-
wang azotem (a-C:N). Okreslono topografie, mikrostrukture, wtasnos$ci tribologiczne, twar-
dos¢, modut Younga oraz zwilzalno$¢ powlok. Szczegdlnie interesujace sa wyniki badan to-
pografii powtoki prowadzone dla wielko$ci obszaréw odpowiadajacych polu powierzchni
przylegania pojedynczej komorki oraz fragmentu monowarstwy komorek. Jak réwniez wyniki
badan mikrostruktury wykazujace wystepowanie fatd w skali nanometrycznej, umozliwiajace
ponadto oszacowanie maksymalnej warto$ci naprgzen wilasnych, powstatych w wyniku od-
ksztalcenia, nie powodujacych powstawania peknig¢. Zdaniem recenzenta omawiamy frag-
ment pracy powinien zosta¢ rozszerzony o wyniki badan wlasciwosci powierzchni podtoza.
W podrozdziale tym przedstawiono rowniez bardzo obszerne wyniki badan biologicznych
obejmujace testy umozliwiajgce ocen¢ biokompatybilnosci powtok. Obejmowatly one badania
cytotoksycznosci, adhezji, proliferacji, efektywnosci formowania monowarstwy komoérkowej
(endotelializacji). Badania przeprowadzono w wykorzystaniem komorek $rodbtonka. Ponadto
okreslano hemozgodnos$¢ oraz adsorpcje biatka z krwi. Analiza wynikoéw badan umozliwila
okreslenie nie tylko wptywu powlok lecz rowniez parametrow osadzania na ich biokompaty-
bilnos¢.

Wnhioski wynikajace z powyzszego podrozdziatu pracy wykorzystano do wytypowania
powlok do badan, wyniki ktorych przedstawiono w podrozdziale 6.3. Badano trzy fatldowane
powtoki, dwie amorficznego wegla (a-C:H) o jednakowym sktadzie chemicznym i grubosci,
jednakze naniesione przy réznych parametrach procesu oraz amorficznego wegla domieszko-
wanym azotem (a-C:N) naniesione na podloze poliuretanowe. Przeprowadzono, z wykorzy-
staniem testow dynamicznych, analiz¢ oddzialywania krew-materiat dla powtok oraz powtok
z komorkami indukowanymi (iCells), gdzie analizie podlegata powierzchnia powlok oraz
krew pobrana znad probki. Ponadto wykonano badania wptywu powloki na réznicowanie
komorek progenitorowych w kierunku $§rodbtonka. Na podstawie analizy wynikow badan
Doktorantka wybrata do badan genotoksyczno$ci, w odniesieniu do aktywacji uktadu krzep-

nigcia, powloke cechujacg si¢ najlepsza hemozgodnos$cia - powtoke amorficznego wegla (a-
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C:H) o grubosci 100 nm. Wyniki badan wykazaty brak cech mutagennych powtoki. W tym

miejscu nasuwa si¢ pytanie: jakie wtasciwosci powtok amorficznego wegla (a-C:H) o grubo-

$ci 100 nm uzyskanych przy zréznicowanych parametrach osadzania decyduja o zré6znicowa-
nych wynikach analiz odziatywania krew-materiat i badan komérkowych?

W ostatnim podrozdziale 6.4. przedstawiono wyniki badan powtok faldowanych powsta-
tych na odksztatlconym podtozu poliuretanowym. Analizie poddano wptyw grubosci powtok
na amplitude fal przy statych wartosciach wstepnego odksztatcenia podloza. Wykorzystujac
wyniki badan mikrostruktury oraz réwnanie Stoney’a oszacowano wielko$¢ naprezen wia-
snych w warstwie. Pordwnujac wyniki naprezen wilasnych nieodksztatconych powtok z pod-
rozdzialu 6.2, (str. 96: amorficzny wegiel a-C:H - 2,79 GPa oraz diamentopodobny wegiel
domieszkowanych krzemem Si-DLC 6,83 GPa) z wynikami napr¢zen powtoki nieodksztatco-
nej z podrozdzialu 6.4, (str. 150, 241,31 GPa) nasuwa si¢ pytanie o przyczyng tak duzych
roéznic wartosci naprezen. Podrozdziat uzupetniaja wyniki badan topografii powierzchni oraz
réznicowania komoérek progenitorowych w kierunku §rodbtonka na powierzchni fatdowanych
powlok. Zaobserwowano korzystny wpltyw wstepnego odksztalcenia podtoza na proces rdzni-
cowania komoérek macierzystych progenitorowych w kierunku $rédbtonka. Jednakze przekro-
czenie warto$ci odksztalcenia wynoszacej 5% skutkuje oslabieniem réznicowania komorek.

Prac¢ konczy rozdziat siodmy obejmujacy podsumowanie wynikéw badan oraz wnioski
wynikajace z ich analiz.

Do gtownych osiagnige¢ Doktorantki zaliczam:

e opracowanie innowacyjnych koncepcji modyfikowania powierzchni biomaterialoéw do
kontaktu z krwia, przez fatdowanie cienkich powtok, zapewniajacych duza hemozgodnos¢
oraz poprzez ich topografi¢ rekonstrukcje funkcji nisz komérkowych wplywajaca na roézni-
cowanie komorek macierzystych progenitorowych w kierunku $rédbtonka,

e opracowanie programu i1 przeprowadzenie interdyscyplinarnych badan umozliwiajacych
okreslenie korelacji pomiedzy struktura, wtasnosciami fizycznymi, hemokompatybilno$cia
powlok a ich stopniem réznicowania komorek macierzystych w kierunku srodbtonka,

e okreslenie wptywu wielko$ci odksztatcen wstgpnych podtoza na zdolno§¢ wytworzonych,
technikami fizycznego osadzania z fazy gazowej, powlok weglowych do réznicowania

komorek oraz efektywnos$¢ formowania na ich powierzchni monowarstwy srodbtonka.
4. Zagadnienia polemiczne i uwagi
Uwagi posiadajace w wigkszos$ci charakter dyskusyjny przedstawione zostaly w czesciach

poswieconych ocenie czesci literaturowej 1 merytorycznej rozprawy. Uwagi edycyjne oraz
drobne niescistosci zostaly doktorantce przekazane podczas osobistej dyskusji.



5. Ocena koncowa

Recenzowang praca oceniam pozytywnie. Na podstawie analizy uzyskanych przez Dokto-
rantke wynikow badan oraz wnioskow z niej wyptywajacych uwazam, ze cel pracy zostat
osiggniety, a teza wystarczajaco udowodniona. Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscia pla-
nowania badan, doboru i stosowania nowoczesnych, obejmujacych wiele dyscyplin metod

badawczych oraz analizy wynikéw badan i wnioskow z nich wynikajacych.

Whiosek koncowy

Na podstawie analizy rozprawy doktorskiej mgr inz. Klaudii TREMBECKIEJ-WOICIGI
pt. ,,Biomimetyczne powtoki na bazie wegla aktywujgce komorki macierzyste z krwi w warun-
kach dynamicznych” stwierdzam, ze zawiera ona warto§ciowe wyniki poznawcze wnoszace
wklad do inzynierii materialowej, a w szczegdlnosci inzynierii biomateriatow. Oceniang prace
cechuje oryginalna tematyka, a udowodnienie postawionej tezy wymagalo zastosowania no-
woczesnych metod badawczych. Swiadczy to o dobrym przygotowaniu Doktorantki do roz-
wigzywania problemow z zakresu inzynierii materialowej, a w szczeg6lnosci inzynierii bio-
materialow.

Podsumowujac stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska spelnia wymagania
Ustawy o Stopniach Naukowych 1 Tytule Naukowym oraz Stopniach i1 Tytule w zakresie
sztuki z dnia 14.03.2003 r. (Dz. U. poz. 595 z p6zn. zm.) 1 wnioskuj¢ do Rady Naukowej In-
stytutu Metalurgii 1 Inzynierii Materiatlowej PAN o dopuszczenie mgr inz. Klaudii
TREMBECKIEJ-WOJICIGI do publicznej obrony rozprawy doktorskie;.

W przypadku pozytywnego przebiegu obrony pracy, Recenzent stawia wniosek o rozpa-
trzenie wyrozZnienia pracy doktorskiej, uzasadniajgc swojq propozycje kompleksowym po-

dejsciem do bardzo aktualnej problematyki obejmujqcej szerokie spektrum badawcze.

Zabrze, 08.06.2017 r.



