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Recenzja rozprawy doktorskiej zostata opracowana na podstawie uchwaty Rady Naukowej Instytutu Metalurgii
i Inzynierii Materiatowej im. A. Krupkowskiego PAN oraz zlecenia Dyrektora Instytutu dr hab. Joanny
Wojewody-Budka, prof. PAN z dnia 18.03.2021r. (pismo IMIM/DP/83/2020) z uwzglednieniem kryteriéw
okreslonych w Ustawie z dn. 14.03.2003 o stopniach naukowych oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.
Nr 65. poz. 595, z poin. zm.); Rozporzadzeniu MNiSW z dn. 03.10.2014 w sprawie szczegétowego trybu
i warunkéw przeprowadzenia czynnosci w przewodach doktorskich, postepowaniu habilitacyjnym oraz
w postepowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz.U. z 2014 r., poz. 1383) oraz komunikatach Centralnej Komisji
do spraw stopni i tytutu naukowego.

Rozprawa doktorska stanowi spdjny tematycznie zbidr informacji dotyczacych zagadnien zwigzanych
z realizacja problematyki badawczej (indeks skrotéw i oznaczenl, wprowadzenie, przeglad literaturowy, czesé
doswiadczalng, bibliografie (144 pozycje), streszczenie, a takze podziekowania). Praca zostata czesciowo
zrealizowana w ramach Projektu nr WND-POWR.03.02.00-00-1043/16: Interdyscyplinarne studia
doktoranckie w inzynierii materiatowej z angielskim jako jezykiem wyktadowym. Projekt byt

wspotfinansowany przez Unie Europejskg ze sSrodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego.

1. Wprowadzenie

Powodzenie zabiegéw z udziatem biomateriatéw oddziatywujgcych bezposrednio z krwig
uzaleznione jest od wielu czynnikéw, do ktdrych zaliczyé nalezy posta¢ konstrukcyjng implantu oraz
wtasciwosci fizyczne i chemiczne jego powierzchni, gwarantujgce wymagang hemokompatybilnos¢.
Aktualnie prowadzone badania nad poprawa skutecznosci w leczeniu chordb serca z wykorzystaniem
protez odwzorowujgcych naturalne zastawki majg na celu wytwarzanie biomateriatéw zdolnych do

indukowania pozadanej odpowiedzi komdrkowej na poziomie molekularnym. Funkcjonowanie
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komorek i tkanek w zywym organizmie jest mozliwe dzieki odbieraniu sygnatéw i reagowaniu na nie.
Reakcje te zachodzg gtownie poprzez wymiane informacji pomiedzy komodrky (jej wnetrzem)
a macierzg zewnatrzkomorkowg (ECM) petnigcg réwniez dla komarek funkcje podporowg. Wiekszosé
nowych technik aktualnie stosowanych do wytwarzania rusztowan 3D dla inzynierii tkankowej,
a takze medycyny regeneracyjnej ma na celu nasladowanie naturalnej postaci macierzy
zewnatrzkomodrkowej. Dlatego tez kluczowym wydaje sie by¢ zaprojektowanie materiatu
zawierajgcego biologicznie aktywne substancje oraz opracowanie mechanizmu kontrolowanego ich
uwalniania w trakcie procesu leczenia. Reakcje zachodzace po wprowadzeniu biomateriatu do
srodowiska naturalnego cztowieka na granicy faz uzaleznione sg réwniez od stanu fizykochemicznego
powierzchni, co ma bezposredni wptyw na biokompatybilno$¢, a w przypadku kontaktu z krwig na
hemokompatybilnosé. Stad tez wymadg zwigzany m.in. z witasciwosciami atrombogennymi, ktére
ScisSle zwigzane sg z kolei ze zwilzalnoscig powierzchni, swobodng energia powierzchniows,
topografig czy jej morfologia. Zwilzalno$¢ powierzchni oraz swobodna energia powierzchniowa
wptywa na kinetyke proceséw hydroksylacji, hydratacji oraz adsorpcji jonéw podczas kontaktu
implantu z ptynem zewnatrzkomérkowym, przez co wptywa réwniez na proces rdznicowania sie
komodrek. Natomiast aktualnie prowadzone badania potwierdzajg réwniez, ze komédrki moga
reagowac na sktad chemiczny warstwy powierzchniowej, jak i na zmiany jej topografii. Dodatkowo,
nalezy pamietac, ze procesy naprawcze tkanek wymagajg coraz czesciej stosowania réznego rodzaju
rusztowan (podtozy). Obiecujgcy strategia w tym obszarze wydaje sie byé biomimetyzm, czyli
nasladowanie struktur i proceséw wystepujacych naturalnie. Jednym ze sposobéw biomimetyzmu
jest wtasnie préba nasladowania chemizmu macierzy zewnatrzkomadrkowej, co oznacza zaprzegniecie
roznych metod funkcjonalizacji i modyfikacji powierzchni podiozy, tak azeby komérki nie byty
w stanie odrdzni¢ matrycy od naturalnej ECM.

Stad tez, biorgc pod uwage biezgce tendencje dotyczagce projektowania materiatow
funkcjonalnych dedykowanych konkretnemu zastosowaniu — w tym przypadku — zaprojektowanie
materiatu do odbudowy i przywrdceniu funkcjonalnosci zastawek serca, problematyke recenzowanej
pracy uwazam za aktualng i uzasadniong oraz prawidtowo ukierunkowang, zarowno w aspekcie
poznawczym, jak i utylitarnym. Doktorantka w swojej pracy porusza tematyke dotyczgcg mozliwosci
odwzorowania tkanki odzwierzecej na wzor ludzkiej zastawki serca przy wykorzystaniu rusztowania
stanowigcego biodegradowalng macierz zewnatrzkomorkowg (ECM) otrzymang w procesie
decelularyzacji.

Zagadnienia podjete w rozprawie wymagaty przeprowadzenia badan interdyscyplinarnych, m.in.
z zakresu inzynierii materiatowe]j (w tym biomateriatow), inzynierii powierzchni, inzynierii tkankowej
czy oceny biologicznej proponowanych rozwigzan. Swiadczy to o bardzo dobrym przygotowaniu

merytorycznym Doktorantki do podjecia problematyki badawczej.



2. Ocena czesci literaturowej rozprawy

Cze$¢ literaturowa podzielona jest na dwanascie podrozdziatéw. Opis w tych podrozdziatach
ukierunkowany byt gtéwnie na problematyke zwigzang z budowg anatomiczng zastawki aortalnej (na
poziomie makro, jak i mikro), wystepujagcymi wadami wrodzonymi lub nabytymi czy powstatymi
chociazby w wyniku zwyrodnield. Ponadto scharakteryzowano dostepne komercyjnie naturalne
protezy zastawek serca, a takie przedstawiono tendencje rozwojowe w tym obszarze
z uwzglednieniem zagadnien zwigzanych z inzynierig tkankowa i wykorzystaniem jej metod do
tworzenia nowych rozwigzan materiatowych dedykowanych tego typu wszczepom. Doktorantka
rowniez w sposéb szczegdtowy i czytelny charakteryzuje role m.in. srédbtonka w procesie krzepniecia
krwi, ktéry tworzy naturalng warstwe atrombogenng. Opisuje takze rézne metody wykorzystywane
w procesie usuwania komérek z tkanki oraz réznice jakie wystepujg pomiedzy nimi. Zwraca réwniez
uwage na fakt, ze kazda z nich ma charakter destrukcyjny i powoduje niekorzystny wptyw na tkanke
co uniemozliwia otrzymanie czystej macierzy zewnatrzkomorkowe;j.

Kontrolowana adsorpcja biatek, a nastepnie adhezja komérek do powierzchni jest jednym
z krytycznych etapdéw przygotowania powtok stosownych réwniez na implantach do kontaktu z krwig.
Stad tez w celu umozliwienia prawidtowego tworzenia sie $rédbtonka coraz czesciej stosuje sie
funkcjonalizacje powierzchni z wykorzystaniem rdéinych metod i materiatéw, ktére réwniez
szczegdtowo zostaty wymienione i opisane w tej czesci pracy. Dobdér metod czy rodzaju materiatu
powtokowego powinien powodowac dobrg adhezje komdrek i nie wptywaé w sposéb zasadniczy na
zmiane wtasciwosci mechanicznych protez zastawek. Hydrozele wydajg sie tu by¢ bardzo
interesujgcym rozwigzaniem, w szczegélnosci te na bazie PEO, ktéry zostat zatwierdzony przez FDA

Systemy dostarczania lekéw oparte na polimerach biodegradowalnych syntetycznych lub
naturalnych oraz zaproponowany mechanizm ich uwalniania stanowig réwniez wazny element
wspierajgcy proces leczenia. Stad tez uwzglednienie tej tematyki w ostatnim rozdziale uwazam za
trafne i istotne z punktu widzenia problemu badawczego. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze
informacje zawarte w tej czesci rozprawy opracowane zostaty przez Doktorantke na podstawie ponad
100. publikacji naukowych w wiekszosci opublikowanych w czasopismach wysoko punktowanych
o zasiegu $wiatowym i w duzej czesci wydrukowanych w ostatnich 5. latach co potwierdza aktualnosé
podjetej problematyki.

Czes¢ literaturowa rozprawy oceniam pozytywnie. Stanowi ona wystarczajacg podstawe

teoretyczng do opracowania podjetego tematu pracy.

3. Ocena czesci merytorycznej rozprawy

Rekonstrukcja pozbawionej komodrek tkanki pochodzenia zwierzecego to ztozony a zarazem
trudny temat, wymagajacy podejscia interdyscyplinarnego wykraczajacy poza klasyczne metody
stosowane w inzynierii materiatowej. Zaproszenie do wspétpracy specjalistow z zakresu medycyny
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czy biotechnologii na poszczegdlnych etapach tak ztozonego i wielowatkowego zagadnienia
badawczego byto w mojej opinii niezbedne i wptyneto pozytywnie na kompleksowe jego ujecie.

W ramach czesci eksperymentalnej pracy Doktorantka przeprowadzita analize morfologii
powierzchni, wfasciwosci mechanicznych oraz odpowiedzi biologicznej odkomodrczonej tkanki
pochodzenia zwierzecego ($winska zastawka aortalna). Nastepnie zaproponowata dwie metody
modyfikacji powierzchni ECM umozliwiajgce hamowanie procesu krzepliwosci krwi, w sposdb
posredni i bezposredni. Metoda posrednia opierata sie na zaprojektowaniu i wytworzeniu
wielowarstwowych powtok polielektrolitowych (chitosan z siarczanem chondroitiny - Chi/CS). Celem
byto utworzenie warunkéw pozwalajgcych formowanie sie monowarstwy srédbtonka. Wtasciwosci
fizykochemiczne powtok byty regulowane poprzez proces sieciowania chemicznego oraz poprzez
wprowadzenie nanoczastek na bazie wegla. Z kolei metoda bezposrednia polegata na opracowaniu
powtok w oparciu o hydrozele oraz powtok umozliwiajgcych enkapsulacje lekéw i kontrolowane ich
uwalnianie. Weryfikowanie skutecznosci w hamowaniu procesu krzepniecia krwi przeprowadzono
w oparciu o oddziatywanie na receptor glinokrzemianowy typu llb/Illa. Nosniki leku utworzono na
podstawie nanokapsut kopolimeru kwasu mlekowego i glikolowego (PLGA) oraz kompleksow
micelarnych (PECM), ktére degradujgc umozliwiajg uwalnianie leku.

Postawiona przez Doktorantke hipoteza badawcza, tu cyt. Tkanka pozbawiona komorek
pochodzenia zwierzecego moze byc¢ dobrym materiafem bazowym do przygotowania podtozy
tkankowych o wtasciwosciach zblizonych do tkanki ludzkiej. Macierz pozbawiona komdrek zapewnia
idealne rusztowanie do ponownego zasiedlenia poprzez komorki srodbtonka. Inkubacja komdrek
srodbtonka jest mozliwa tylko poprzez modyfikacje tkanki powtokami polimerowymi, ktére mogq byc
wykorzystane do regulowania procesu wykrzepiania krwi oraz jako systemy dostarczania lekéw jest
prawidtowo sformutowana i jednoznacznie wynika z podjetego problemu badawczego.

Biorgc pod uwage fakt, iz powierzchnie biomateriatu, w tym przypadku tkanki mozna tak
zmodyfikowac, aby przesytata odpowiednie sygnaty dla komadrek, dzieki czemu komérki odpowiadajg
na te sygnaty w sposdb kontrolowany — zgodnie z naszym zapotrzebowaniem, wytwarzajgc, np.
poszczegblne sktadniki ECM (ExtraCellular Matrix), tj.: cytokiny, biatka adhezyjne, strukturalne
prezentowane podejscie badawcze uwazam za prawidtowe. Dla udowodnienia przyjetej hipotezy
Doktorantka zaproponowata spdjny merytorycznie program badawczy. Réwniez dobdr badan
potwierdzajgcych  przydatno$s¢ oraz poprawnos¢ wykonanych  modyfikacji powierzchni
odkomoérczonej tkanki pochodzenia zwierzecego w ramach oceny witasciwosci fizykochemicznych
wytworzonych powtok, adsorpcji biatek, adhezji komdrek oraz interakcji krew-powtoka jest
przemyslany i odpowiednio utozony.

Opracowanie tej czesci pracy obejmujgcej badania wtasne oceniam jako dojrzate, a wysuniete
whnioski za poprawne i udokumentowane wynikami badan. Do najwazniejszych osiggnie¢ Autorki

rozprawy w gtdwnej mierze zaliczam:



modyfikacje powtoki Chi/CS poprzez wprowadzenie nanoczasteczek aC:H:N technika
plazmowg pod cisnieniem atmosferycznym, co wptyneto na zwiekszenie jej zdolnosci do
stymulacji komoérek srédbtonka, poprawe ich adhezji oraz wzrost,

opracowanie innowacyjnych  koncepcji modyfikowania struktury ECM poprzez
zaprojektowanie i wytworzenie powtok polimerowych w postaci folii z wbudowanymi
systemami dostarczania lekéw, a takze indukujgce ich rdznicowanie, majgce zarazem
pozytywny wptyw na hemokompatybilos¢,

opracowanie programu i przeprowadzenie interdyscyplinarnych badan umozliwiajgcych
okreslenie korelacji pomiedzy metodami otrzymywania polimerowych powtok, ich budowg
oraz wptywem na kinetyke uwalniania lekéw

hamowanie procesu wykrzepiania krwi poprzez dziatanie na receptor glikoproteinowy llb/llla
z wykorzystaniem powtok przyjaznych komérkom $réddbtonka oraz powtok jako nosnikow

lekow

a przede wszystkim...

opracowanie nowej metody modyfikacji powierzchni tkanki zwierzecej po procesie
decelularyzacji poprzez natozenie powtok polimerowych otrzymujgc tym samym
kompleksowe systemy dostarczania substancji aktywnych o potencjalnych wtasciwosciach
umozliwiajagcych formowanie sie monowarstwy srédbtonka co wptywa na poprawe
hemokompatybilnosci materiatu, a tym samym moze spowodowaé zwiekszenie potencjatu

aplikacyjnego szczegdlnie w medycynie regeneracyjnej i inzynierii tkankowej.

Po zapoznaniu sie z rozprawa doktorska nasuwajg sie jednak pewne pytania, mianowicie

cze$¢ metod lub procedur badawczych stosowanych przez Doktorantke jest
znormalizowanych, stad tez wydaje sie by¢ uzasadnione powotywanie sie na wytyczne w nich
zawarte w celu potwierdzenia w jaki sposéb nastgpit dobdr parametréw,

szkoda, ze Doktorantka nie wprowadzita wiekszej liczby parametréw opisujgc chropowatosc
powierzchni (jedynie uwzgledniony jest parametr Ra). Bytoby to wygodniejsze w okresleniu
jakosci przygotowania powierzchni prébek (powtarzalnosci) oraz jej wptywu lub nie na
pomiary kata zwilzania. Dodatkowo uwazam za celowe podawanie konkretnych wartosci
chropowatosci powierzchni w opisie doswiadczerr innych badaczy w podsumowaniu
rozprawy zamiast stwierdzen wieksza, mniejsza czy gtadsza,

czy dla petniejszej oceny wtasciwosci warstwy powierzchniowej polimeréw na podstawie
wyznaczonych przez ciecz pomiarowg (wode destylowang) katéw zwilzania nie bytoby
korzystne réwniez okreslenie swobodnej energii powierzchniowej. Swobodna energia
powierzchniowa jest parametrem bardziej precyzyjnym niz zwilzalno$¢, poniewaz daje
mozliwos$¢ odpowiedzi na pytanie dotyczace wzglednej wielkosci sktadowych: polarnej

i niepolarnej (dyspersyjnej). Towarzyszy ona procesowi tworzenia nowej powierzchni, jest
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rowna pracy, jaka potrzebna jest do utworzenia jednostkowe]j powierzchni podczas rozdziatu
dwéch znajdujacych sie w réwnowadze faz. Wprowadzenie pojecia SEP wptyneto by rowniez
na uszczegodtowienie whasciwosci fizykochemicznych pod katem odpowiedzi komdrkowej dla
wymagan co do powtok o zwiekszonej hemokompatybilnosci,

e pewne watpliwosci budzi réwniez pierwszy wniosek, ktéry powstat na podstawie analizy
danych literaturowych a nie badan wfasnych, poniewaz stwierdzenie, ze decelularyzacja
zmienita strukture ECM jest powszechnie znane natomiast zaproponowanie poprawy czy
naprawy do tego celu wysokowyspecjalizowanych technik inzynierii powierzchni jest moim
zdaniem stwierdzeniem zbyt ogdlnym. Jakie techniki Doktorantka by zaproponowata?

e jak Doktorantka ocenia bedacy przedmiotem pracy doktorskiej problem jego
konkurencyjnosci w stosunku do innych podobnych produktéw/technologii dostepnych na
rynku? a takze czy Autorka zamierza kontynuowac w przysztosci badania nad podejmowanym
w rozprawie problemem a nastepnie wdrozyé ich efekty (wykorzystaé opracowane

rozwigzania w praktyce klinicznej).

4. Zagadnienia polemiczne i uwagi
Uwagi posiadajgce w wiekszosci charakter dyskusyjny przedstawione zostaty w czesciach
poswieconych ocenie czesci literaturowej i merytorycznej rozprawy. Uwagi edycyjne oraz drobne

niescistosci zostaty Doktorantce przekazane podczas dyskusji.

5. Ocena koricowa

Recenzowang pracg oceniam pozytywnie. Na podstawie analizy uzyskanych przez Doktorantke
wynikéw badan oraz wnioskdw z niej wyptywajacych uwazam, ze cel pracy zostat osiggniety,
a hipoteza wystarczajgco udowodniona. Doktorantka wykazata sie umiejetnoscig planowania badan,
doboru i stosowania nowoczesnych, obejmujgcych wiele dyscyplin metod badawczych oraz analizy

wynikéw badan i wnioskdéw z nich wynikajacych.

Whiosek koricowy

Na podstawie analizy rozprawy doktorskiej mgr inz. Gabrieli Imbir pt. ,Biomechanical and
morphological effect on the acellular animal origin tissue caused by the surface functionalization”
stwierdzam, ze zawiera ona bardzo wartosciowe wyniki poznawcze wnoszace istotny wkiad do
inzynierii materiatowej, a w szczegdlnosci inzynierii tkankowej i biomateriatéw. Oceniang prace
cechuje oryginalna tematyka, a udowodnienie postawionej hipotezy wymagato zastosowania
autorskiego programu badawczego wykorzystujgcego interdyscyplinarne metody badawcze.
Swiadczy to o bardzo dobrym przygotowaniu Doktorantki do rozwigzywania probleméw badawczych

z pogranicza techniki, biologii i medycyny jakimi z catg pewnoscig sg nowe funkcjonalne powtoki



dedykowane dla macierzy zewngatrzkomdrkowej (acellularnej tkanki odzwierzecej) hamujace

dodatkowo proces wykrzepiania krwi do zastosowan w uktadzie sercowo-naczyniowym.

Podsumowujac stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia wymagania Ustawy

o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz Stopniach i Tytule w zakresie sztuki z dnia

14.03.2003 r. (Dz. U. poz. 595 z pdin. zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Metalurgii

i Inzynierii Materialowej o dopuszczenie mgr inz. Gabrieli Imbir do publicznej obrony rozprawy

doktorskie;j.

Dodatkowo, w przypadku pozytywnego przebiegu obrony pracy, biorgc pod uwage:

rozwigzanie przez Doktorantke oryginalnego i aktualnego problemu,

osiggniecie zamierzonego celu naukowego pracy,

kompetencje Doktorantki w uprawianym specjalistycznym obszarze inzynierii materiatowej
w szczegblnosci inzynierii biomateriatow,

dobrg znajomos¢ problematyki w zakresie inzynierii biomedycznej i klinicznej ze
szczegdlnym uwzglednieniem inzynierii tkankowej,

wykazang przez Doktorantke umiejetnos¢ zaplanowania i realizacji interdyscyplinarnych
badan naukowych z wykorzystaniem bogatego zestawu nowoczesnych metod badawczych,

poziom naukowy i edytorski przedstawionej pracy.

Recenzent stawia wniosek o rozpatrzenie wyrdznienia pracy doktorskiej mgr inz. Gabrieli Imbir.



