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Aktualno$¢ tematu pracy

Inzynieria tkankowa stanowi obecnie jedng z najbardziej zaawansowanych dziedzin
nauki ukierunkowanych na wytwarzanie substytutow tkankowych z wykorzystaniem
najczeéciej polimeréw syntetycznych lub naturalnego pochodzenia oraz komoérek wiasnych
pacjenta. Rozwijana w laboratoriach badawczych od zaledwie kilku dekad, doczekata si¢ juz
wprowadzonych na rynek wyrobéw medycznych, takich jak sztuczna skora czy sztuczna kosc.
W tym ostatnim obszarze obserwuje sie niezwykle dynamiczny rozwdj, gtéwnie pod katem
doboru materiatéw, ktére spelnilyby wymagania zwigzane z nie tylko z ich biozgodnoscia,
osteokonduktywnoscia, kontrolowang biodegradacjg i porowato$cia ale rowniez odpowiednimi
wiasciwosciami mechanicznymi dopasowanymi do wlasciwosci tkanki kostnej. Doktorantka
na podstawie dokonanego przegladu literatury wskazata, ze najwigkszy potencjat w sprostaniu
tym wymaganiom mogg spelni¢ odpowiednio potaczone ze soba polimery syntetyczne, takie
jak poli(l-laktyd) (PLLA) czy kopolimery kwasu metakrylowego oraz polimery naturalne, m.in.
chitozan i alginian wapnia. Analiza literatury przeprowadzona przez Doktorantke wykazata
réwniez, ze kluczowa role w regeneracji tkanki odgrywaja bioaktywne molekuty, gtownie
proteiny i peptydy. Naturalng strukture kosci gabczastej mozna odtworzy¢ poprzez
wytworzenie porowatych skafoldow z wykorzystaniem metod, sposrod ktérych Autorka jako
najwazniejsze uwaza inwersje faz, elektroprzgdzenie, tugowanie czy spienianie gazem.
Doktorantka stwierdzita rowniez, ze kluczowym czynnikiem decydujacym o oddziatywaniach
na styku: biomaterial-tkanka sg wlasciwosci powierzchniowe skafoldow, ktorych uzyskanie
zapewniajg rézne metody modyfikacji warstwy wierzchniej. Gruntowny przeglad literatury
pozwolil Doktorantce poroéwna¢ wady i zalety najpopularniejszych metod modyfikacji
powierzchni materialow w celu nadania im bioaktywnosci, w tym przede wszystkim
osteoindukcyjnosci. Na podstawie tak gruntownie dokonanego przegladu literatury zawartego
na 30 stronach, Doktoranta sformutowata cel pracy jakim bylo opracowanie przestrzennego
(tr6jwymiarowego) substytutu kosci gabczastej o zdefiniowanych wilasciwosciach, w tym
biozgodnosci, mikro- i makroporowatosci oraz odpowiedniej elastycznosci, ktdory mozna
przesacza¢ osoczem bogatoptytkowym w celu uzyskania zdolnosci do pobudzania
mineralizacji kosci. Aktualno$¢ tematyki pracy, ze wzgledu na potencjalne wykorzystanie w

regeneracji kosci, jest bezdyskusyjna.



Elementy nowoSci w pracy

W literaturze mozna znalez¢ przyklady réznych materiatéw i metod ich wytwarzania w
celu uzyskania substytutoéw kosci. Cho¢ PLLA jest polimerem powszechnie stosowanym do
wytwarzania réznych wyrobow medycznych, zwlaszcza w implantach kosci ze wzgledu na
dobre wlasciwosci osteokondukeyjne, to zastosowanie osocza bogato plytkowego w celu
nadania implantom cech osteoindukcyjnych jest oryginalnym pomystem Doktorantki. Poprzez
osadzanie fosforanéw wapnia réznymi metodami, Doktorantka zaplanowata uzyskanie efektu
poprawionej zwilzalnosci powierzchni materiatow, a w efekcie, biozgodnosci 1 bioaktywnosci.
Wytwarzanie struktur przestrzennych z PLLA jako substytutow kosci i ich modyfikacja
poprzez dodatek kopolimeréw kwasu metakrylowego na etapie wytwarzania, nanoszenie na
gotowe struktury przestrzenne polimeréw naturalnych oraz powlok fosforanowo-wapniowych
stanowig o0 nowosci pracy, co zostalo udokumentowane trzema zgloszeniami patentowymi.

Autorka wykazata, ze zastosowanie metody ekstrakcji rozpuszczalnika z wymrazaniem
(freeze-extraction) pozwala na otrzymanie struktur przestrzennych o wielkosci poréw
dopasowanych do rozmiaru komoérek tkanki kostnej. Dzigki zastosowaniu kopolimeru kwasu
metakrylowego do modyfikacji PLLA oraz metanolu jako porofora, Doktorantka otrzymata
materiaty charakteryzujgce si¢ wysoka nasigkliwosciag masowg dzieki wysokiej porowatosci.
Wykorzystanie polimeréw naturalnych, m.in. alginianu sodu i chotozanu oraz ich mieszanin do
modyfikacji powierzchni struktur z PLLA pozwolito na uzyskanie zadowalajacych wynikow
badan cytotoksycznosci in vitro. Doktorantka wykazata, ze uzyskanie bioaktywnej powloki w
calej objetosci struktur przestrzennych bylo mozliwe dzigki biomimetycznemu osadzaniu
fosforanéw wapnia na powierzchni skafoldow wstepnie zhydrofilizowanych etanolem. Dzieki
zastosowaniu wirowania podczas nasgczania struktur przestrzennych osoczem uzyskano
polepszenie nasigkliwosci w poréwnaniu do procesu statycznego. Efekt ten ulegl poprawie
stosujagc modyfikacje powierzchni struktur przestrzennych fosforanami wapnia. Co istotne,
wprowadzanie osocza do tak zmodyfikowanych skafoldéw byto mozliwe réwniez podczas
stosowania warunkow statycznych. Doktorantka wykazata, ze tak zmodyfikowane skafoldy z
PLLA wykazuja najwigksza bioaktywnos¢ w tescie biomimeralizacji in vitro, wskazujgc tym

samym na wysoki potencjal w procesie mineralizacji tkanki kostne;j.



Analiza doboru technik eksperymentalnych i metodyk badawczych

Zgodnie z opisem zawartym w rozdziale 9, Doktorantka zastosowala szereg
nowoczesnych metod badawczych i analitycznych do scharakteryzowania struktury i
wlasciwosci wytworzonych materiatéw polimerowych, m.in. spektroskopie w podczerwieni,
spektrometri¢ ICP-OES, chromatografi¢ zelowa czy skaningowg mikroskopie elektronowa z
analiza EDS. Metody mikroskopowe, w tym skaningowej mikroskopii elektronowej z
rozpraszaniem energii, pozwolily na zbadanie morfologii i ocene topografii powierzchni
struktur przestrzennych. Zastosowanie metody statycznego $ciskania pozwolito na
wyznaczenie modutu Young’a wytworzonych struktur, a miareczkowanie wolumetryczne
Kara-Fischera dostarczylo informacji o zawartosci wody. Zastosowane metody badawcze, w
szczegolnoscei analiza EDS, pozwolity Doktorantce wykazaé efektywnos¢ procesu nasgczania
porowatych materialéw osoczem, co stanowito jeden z kluczowych elementéw bardzo
szerokiego planu preparatywnego nad otrzymywaniem struktur o potencjalnej skutecznosci
kosciotworczej in vivo. Skuteczno$¢ opracowanej metody modyfikacji polilaktydowych
struktur ~ przestrzennych  fosforanami  wapnia  zostala  potwierdzona  metodami
spektroskopowymi, analizg pierwiastkowa i w testach komérkowych.

Podsumowujgc, nalezy stwierdzi¢, ze zastosowane techniki eksperymentalne i metody
badawcze zostaly dobrane w sposob trafny i odzwierciedlajacy eksperymentatorski charakter

pracy doktorskie;j.

Uwagi dyskusyjne

W pracy poruszono szereg zagadnien zwigzanych z wytwarzaniem i charakterystyka
porowatych struktur przestrzennych z poli(l-laktydu) i jego réznych modyfikacji w celu
wytworzenia materialdbw o potencjalnym zastosowaniu w regeneracji kosci. Zbadane
wlasciwosci skorelowano z rodzajem porofora uzywanego do procesu wytwarzania struktur,
stezeniem roztwordw polimeréw wykorzystywanych do preparatyki materialow czy sposobem
oczyszczania finalnych produktéw. Praca zawiera olbrzymi material do§wiadczalny, dobrze i
logicznie opracowany. Niedosyt budzi brak postawionej hipotezy badawczej i rozwazan natury
poznawczej.

Dyskusja wynikéw i wnioski s dobrze sformulowane i w pelni odzwierciedlaja
bogactwo wynikéw z prac preparatywno-eksperymentalnych zawartych w pracy. Niektére z

nich zostaly zawarte w publikacjach, zgloszeniach patentowych i materiatach konferencyjnych.



Doktorantka zaprojektowata materiat do rekonstrukcji ubytkéw kostnych i nasigkliwos¢
struktur przestrzennych analizowata dla probek o geometrii walcéw o Srednicy 25 mm i
podobnej (lub wiekszej) wysokosci. Czy wytworzone materialy moga nadawaé sie do
rekonstrukcji duzych ubytkdéw (tzw. critical-size defects), gdzie wazne jest przenoszenie
naprezen, skoro wlasciwosci mechaniczne zostaly zweryfikowane na niestandardowych
ksztaltkach?

Doktorantka wykorzystywata do badan komoérkowych ekstrakty przygotowane z
porowatych prébek o wymiarach 25 mm x 1 mm. Jaki ewentualny wplyw mialy roznice w
porowatosci probek na wyniki testdw, skoro norma zaleca wykonanie testdOw na materiatach o
zdefiniowanej powierzchni?

Podsumowujac stwierdzam, ze nie wnoszg zasadniczych uwag do interpretacji wynikow
1 sposobu przeprowadzenia badan. Przedstawione uwagi o charakterze dyskusyjnym nie

umniejszaja w sposob znaczacy wartosci pracy.

Whioski koncowe

Doktorantka zrealizowala bardzo obszerny program badan eksperymentalnych,
uzyskujgc interesujgce wyniki o niepodwazalnych znamionach nowosci naukowej. Praca wnosi
cenny wklad w poznanie wlasciwosci nowych struktur przestrzennych wytworzonych
oryginalng technikg freeze-extraction i poddanych r6znym modyfikacjom w celu wytworzenia
materialow o potencjalnym zastosowaniu jako implanty kostne. Doktorantka znaczaco
poszerzyta wiedze¢ na temat wplywu parametréw wytwarzania i modyfikacji struktur
przestrzennych z poli(l-laktydu) na ich morfologi¢, wlasciwosci sorpcyjne, mechaniczne i
biologiczne w warunkach in vitro.

Bioragc pod uwage osiagnigte wyniki, stwierdzam iz przedlozona do recenzji praca
doktorska mgr inz. Moniki Budnickiej spetnia warunki przewidziane ustawa z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (art. 192 ust. 2, Dz.U. poz. 1668, z pézn. zm.)
oraz art. 180 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. poz. 1669, z p6zn. zm.). Dlatego wnosze o przyjecie
rozprawy i dopuszczenie Pani mgr inz. Moniki Budnickiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego oraz publicznej obrony.
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