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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Guzdek-Zajac
pt. ,Bioaktywne wielowarstwowe membrany nanocelulozowe jako potencjalne materiaty
opatrunkowe”

Powierzona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Guzdek-Zajgc zostata
wykonana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Marii Nowakowskie] i opiekg promotor
pomocniczej Pani dr hab. Joanny Lewandowskiej-tancuckiej w Zaktadzie Chemii Fizycznej
i Elektrochemii, w Zespole Nanotechnologii Polimerdw i Biomaterictow na Wydziale Chemii
Uniwersytetu  Jagiellornskiego w  Krakowie. Tytut  dysertacji  sugeruje  podjecie
interdyscyplinarne] tematyki badan, ktéra doskonale wpisuvje sie w bardzo dobrze
ugruntowane zagadnienia naukowe macierzystej jednostki Doktorantki. Tego typu badania
od wielu lat z sukcesami prowadzone sq w grupie Pani prof. Marii Nowakowskie] —
niekwestionowanej ekspertki w obszarze funkcjonalnych materiatdéw  polimerowych
i hybrydowych, o skrojonej na miare strukturze molekulamnej i ogromnym potencjale
w zakresie aplikacji biomedycznych.

Zagadnienia zwigzane z szeroko pojetg medycyng regeneracyjng i inzynierig
materiatowg sqg aktualnie intensywnie eksplorowanymi obszarami poszukiwan wielu
interdyscyplinarnych  grup  badawczych na catym  $wiecie. Zakres badahn dotyczy
opracowania metod ofrzymywania nowych materiatéw dla inzynierii tkankowej, ale rowniez
poszukiwania zaleznosci pomiedzy budowg o witaiciwosciami  fizykochemicznymi
i biologicznymi. W te retoryke wpisujg sie ambitne badania Doktorantki, ktére dotyczyty
opracowania metod  ofzymywania bioaktywnych — materiatdw  wielowarstwowych
bazujgcych na modyfikowanej chemicznie bionanocelulozie (BNC) oraz kompozytu BNC
z karboksymetylocelulozg (BNC-CMC) w kontekicie opracowania bioaktywnych, wilgotnych
opatrunkdw umozliwiajgcych leczenie ran przewlektych, w tym ran cukrzycowych.
Tak postawiony cel uwazam za ciekawy i nacechowany elementami nowosci naukowej.

Rozprawa doktorska powstata na podstawie dwoéch artykutéw opublikowanych
w renomowanym czasopismie z listy Journal Citation Reports (JCR) 1. w Applied Surface
Science (2020, 516, 146108; 2018, 459, 80) o wysokim wspotczynniku wptywu wynoszgcym
(IF2019) 6,182. Prace Kandydatki majg charakter interdyscyplinarny, w ktérych swobodnie

przenikajg sie watki chemiczne, biologiczne oraz z zakresu inzynierii biomateriatowe].
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Dysertacja, przygotowana w formie monografii, ma klasyczny podziat tresci, na ktoéry sktadajg
sie dwie zasadnicze czeci: literaturowa i doswiadczalna. Ponadto, do dokumentadii
dotgczone zostaty informacje na temat dorobku naukowego Doktorantki, spis publikagii,
wystapien konferencyjnych oraz wykaz udziatu w projektach naukowych finansowanych
przez Narodowe Centrum Nauki (NCN), Narodowe Cenfrum Badan i Rozwoju (NCBIR)
oraz z dotacji celowej Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyiszego.

Czes¢ literaturowa pracy doktorskiej zostata podzielona na kika rozdziatdw.
Na wstepie Autorka wprowadza czytelnika w tematyke zwigzang z polisacharydami
dokonujgc ich klasyfikacji i omawiajgc ich wystepowanie. Nastepnie opisuje wiasciwoici
celulozy oraz dokonuje przeglgdu wybranych pochodnych celulozy, takich jok octan
celulozy, metylo- i etyloceluloza, hydroksyetyloceluloza, hydroksypropyloceluloza,
czy karboksymetyloceluloza, dle najwiecej miejsca poswieca biocelulozie (BC)
i bionanocelulozie (BNC) kierujgc uwage czytelnika na metody otrzymywania, wiasciwosci
i zastosowania tego polisacharydu. Kolejny rozdziat pracy opisuje materiaty polisioksanowe
(silikony), w ktorym w lapidamy sposéb  opisano ich  ofrzymywanie, wiasciwosci
i zastosowania, ze szczegdinym naciskiem na bioaplikacje.

Dobdr rozdziatoéw i fre$¢ w nich zawarta sq logicznie utozone w catosé i stanowig
solidne wprowadzenie w tematyke rozprawy. Autorka w czesci literaturowe] powotuje sie na
329 anglojgzycznych i aktualnych odnosnikéw literaturowych. Natomiast duzym
niedostatkiem tej czedci jest uboga szata graficzna, co jest szczegdlnie dotkliwe
w rozdziatach podwieconych rodzajom opatrunkdw i ran o podtozu cukrzycowym. Ponadtio,
wiele rysunkéw, w szczegolnodci umieszczonych w rozdziatach dotyczgeych celulozy i jej
pochodnych oraz silikonow jest nieestetycznych, co wynika z niskiej jakosci, a ponadio nie
majq spojnego stylu, ktéry bytby kontynuowany w catej pracy. Jest to szczegdinie widoczne
w czesci dotyczgcej zwigzkdw krzemu. Doktorantka nie ustrzegta sie réwniez niefortunnych
sformutowan lub literéwek, np. ,,Powszechno$¢ celulozy wynika z jej obecnoici w scianach
komoérkowych rodlin..." (str. 19, rozdziat 2.1), czy ,Celuloza jest przyktadem liniowego
homopolimeru o unikanych wiasciwosciach..." (sfr. 20). Ponadto, niektére podpisy pod
rysunkami, w mojej ocenie, nie sq kompletne, np. na rysunku 2 nie wiadomo w jakim medium
odbywa sie inkubacja hydrozelu na bazie biocelulozy. Poza tym, niektdre rysunki wystepujgce
w tej czegdci rozprawy niosq ze sobg niskg wartod¢ poznawczqg, np. rysulnek 16. Sg to
oczywiscie moje subiektywne odczucia, ktére nie muszg by¢ w ten sam sposdb odbierane
przez innych czytelnikdw monografii. Natomiast wymieniam je z obowigzku jaki na mnie

spoczywa i jednoczesnie zaznaczam, ze nie wplywajg one na bardzo dobry odbiér tej czeici
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rozprawy. Uwazam, ze Dokforantka dokonata rzetelnego przeglgdu literaturowego,
dobierdjgc adekwatne do tematu pracy informacje naukowe, ktére stanowiq odpowiednie
wprowadzenie w zagadnienia omawiane w czesci doéwiadczalnej rozprawy. Ponadto,
przeglad literatury napisany jest w dojrzaty sposéb wskazujgcy na bardzo dobrg znajomoéé
aktualnego stanu wiedzy. Cytowana literatura uwzglednia dawne i obecne frendy badah
oraz najistotniejsze, reprezentatywne publikacje zwigzane z tematykq rozprawy doktorskie.

Najbardziej warto§ciowqg moim zdaniem czescig pracy jest ta opisujgca wyniki badan
wtasnych Autorki. Pomyst na te cze$¢ jest dla mnie dos$¢ nietypowy, natomiast jak najbardziej
przekonujgcey i utatwiajgcy analizowanie tresci. Doktorantka dokonata tutaj podziatu na kilka
rozdziatéw, ktore stanowiq odrebne, ale spdjne w kontekicie rozprawy zagadnienia. Kazdy
z rozdziatéw jest kompletny, 1j. zawiera wprowadzenie, informacje dotyczgce stosowanych
odczynnikéw chemicznych, przeprowadzonych pomiaréw oraz dyskusie wynikéw wraz
Z wnioskami.

W pierwszym rozdziale, Pani mgr Guzdek-Zajgc opisata  charakterystyke
fizykochemiczng niemodyfikowane] BNC i kompozytu BNC-CMC. Wybrane biomateriaty
w postaci wilgotnych arkuszy, ktére pozyskano do badan z zewngtrz, stanowity baze
w projektowaniu i ofrzymaniu innowacyjnego opatrunku. 7 informacji zamieszczonych
w opisie tej czesci wynika, ze natywng bionanoceluloze otrzymano z hodowli bakterii
Gluconacetobacter xylinus, natomiast kompozyt z karboksymetylocelulozg wytworzono
w oparciu o metode opatentowang przez Zespdt Bionanocelulozy kierowany przez Pana
prof. dr. hab. inz. Stanistawa Bieleckiego z Instytutu Biochemii Technicznej Politechniki
todzkiej. W zwigzku z tym, zadaniem Doktorantki byta andliza morfologii z zastosowaniem
mikroskopii optycznej i skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) oraz ilo$ciowe i jako$ciowe
oznaczenie grup karboksymetylowych obecnych w kompozycie. Nastepnie zbadano stopien
pecznienia BNC i BNC-CMC. Zauwazalng réinicq pomiedzy bionanocelulozg i jej
kompozytem jest wigksza zawartos¢ wody oraz stopien pecznienia w przypadku tego
drugiego materiatu, co ftumaczy sie obecnoscig zakotwiczonych do celulozy grup
karboksylowych.

Celem kolejnego etapu badan, opisanego w rozdziale drugim czesci doswiadczalnej,
byta modyfikacja powierzchni bionanocelulozy i kompozytu BNC-CMC, polegajgca na
funkcjonalizacji jednej ze stron membrany uznanej za zewnetrzng, za pomocg dwdch
zwiqzkéw krzemu takich jak winylotrietoksysilan (VES) i alllometoksysilan (ATMS). Reakcje te
prowadzono w obecnosci chlorowodorku N-(3-dimetyloaminopropylo)-N'-etylokarbodiimidu

(EDC) jako inicjatora otrzymujgc warstwe polisiloksanowqg o kontrolowanej grubosci.
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Modyfikacje powierzchni przeprowadzono w dwdch etapach, przy czym dla kompozytu
w pierwszej kolejnosci przeprowadzono reckcje grup karboksylowych
z 3-aminopropylofrietoksysilanem (APS) otrzymujgc pochodne amidowe, a nastepnie
funkcjonalizowano podstawionymi silanami (VES i ATMS). Strategia ta miata na celu
potgczenie natywnej BNC i BNC-CMC wigzaniem kowalencyjnym z warstwg silikonowq
o okredlonej grubosci. Schematy tych reakcji przedstawiono odpowiednio na rysunkach 25.
i 26, natomiast w przypadku tego pierwszego proponowana struktura  powierzchni
BNC-CMC-silikon pomija obecnos¢ grup hydroksylowych przytgczonych do atomdw krzemu,
co nie jest poprawne (ten sam niefortunny rysunek wystepuje w publikaciji z 2018 r.). Proces
modyfikacji $Sledzono za pomocq szeregu metod fizykochemicznych, 1. spektroskopiqg
w podczerwieni (FTIR), skaningowym mikroskopem elekfronowym (SEM), rentgenowskg
spekirometriq fotoelekironow (XPS) i pomiarami kgta zwilzania. Otrzymane przez Doktorantke
materiaty charakteryzujqg sie duzym uwodnieniem oraz majg postaé poéttransparentnych
arkuszy, © ograniczonym stopniu wysychania, co zapewnia cienka zelowa warstwa
silikonowa. Za najwazniejszy wniosek wynikajacy z tych badan uvwazam, ze wytworzenie
sfunkcjonalizowanej za pomocq zwigzkdw krzemu warstwy, doprowadzito do utworzenia
wilgotnych materiatow. Ponadto, powstata warstwa ochronna zmniejsza ich pecznienie,
co w konsekwencji ogranicza tfransport wody z zewnghz do wnetrza potencjalnego
opatrunku oraz zdecydowanie wydtuza okres zachowania wilgotnoici zapobiegajgc
wysychaniu i przyklejaniu opatrunku do ran. W przypadku uzycia samego APS jako
modyfikatora powierzchni warstwa jest zbyt cienka, natomiast uktady otrzymane po
modyfikacji za pomocg VES i ATMS mogg by¢ bardziej efektywne w  kontekscie
terapeutycznym.

W trzecim etapie badan, Kandydatka podjeta proby modyfikacji natywnej
bionanocelulozy i kompozytu BNC-CMC za pomocg kowalencyjnie zwigzanych
z powierzchniq zmodyfikowanej celulozy substancji bioaktywnych, takich jak insulina (INS)
i heparyna (HEP), co bardzo przejrzyscie zilustrowano na rysunku 38. Wybdr biomolekut
podyktowany byt doniesieniami literaturowymi, w kitoérych podano, ze INS wspomaga
i przyspiesza gojenie ran, a HEP hamuje reakcje zapalne, poprawia ukrwienie i wykazuje
dziatanie antybakteryjne. Przytgczenie tych substancji monitorowano technikg XPS,
a reprezentatywne widma Doktorantka przedstawita na rysunku 39 (niestety jako$é rysunku
jest niska, co uniemotzliwia odczytanie wartosci energii wigzania). Doktorantka wykazata,
7e obecno$¢ przytgczone] heparyny, oprocz swojego podstawowego przeznaczenia,

wptywa réwniez na spowolnienie procesu desorpcji i parowania wody. Ponadto, testy
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przeprowadzone w warunkach fiziologicznych wykazaty, ze bionanoceluloza nie obniza
diugoterminowej stabilno$ci membran oraz ze modyfikacja membran BNC i BNC-CMC za
pomocqg biomolekut wyraznie ogranicza pecznienie badanych materiatéw. Zdecydowana
zaletq opracowanych przez Doktorantke potencjalnych opatrunkéw jest to, ze nie zmieniajg
swoich witadciwodci podczas przechowywania, co ma niezaprzeczaing zalete z punktu
widzenia komercjalizacji.

Ostatnim etapem badan, ktére zostaty opisane w rozdziale czwartym, byto okreslenie
wptywu wszystkich materiatow celulozowych na zywotno$é¢ i proliferacje wybranej linii
komorkowej. Badania in vitro przeprowadzono w obecnosci mysich embrionalnych
fibroblastow (MEF), ktére wybrano jako modele stuzgce ocenie wptywu otrzymanych
kompozytéw na ich adhezje, morfologie i namnazanie. W wyniku badan zaobserwowano,
ze komorki wykazujq przezywalno$c¢ na wszystkich opracowanych materiatach celulozowych,
przy czym nieco lepsze wyniki ofrzymano dla materiatéw bazujgcych na niezmodyfikowanej
grupami  karboksymetylowymi  bionanocelulozie. Ponadto, zaden z biomateriatéw
nie wykazat zwiekszonej cytotoksycznosci w stosunku do hodowli komdrkowych, co jest
perspektywiczne w kontekicie aplikacyjnym, w szczegolnosci do zastosowania ofrzymanych
uktadow jako opatrunkdw do leczenia ran przewlektych.

Warto  tutaj réwniez  wspomnie¢, ze sterylizacja materiatdw przy  uzyciu
promieniowania w zakresie ultrafioletu nie wptywa na pogorszenie ich aktywnosci
biologicznej. Zatem uwaizam, ze badania Doktorantki zakohczyty sie  sukcesem,
a opracowane przez Nig materiaty sqg kompletne i wykozujg zauwazalny potencjat
aplikacyjny.

Pozostaty dorobek naukowy Pani mgr Katarzyny Guzdek-Zajgc jest wyrdznigjgey.
Doktorantka oprécz 2. prac wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej, legitymuje sie
2. publikacjami z listy JCR, m.in. w International Journal of Biological Macromolecules 2020,
155, 938 (IF2019 = 5,162) oraz w RSC Advances 2016, 6, 72586 (IFao19 = 3,119). Ponadto, dorobek
ten dopetnia 1. zgtoszenie patentowe z 2017 r. oraz niezwykle aktywne uczestnictwo
w konferencjach naukowych (20 wystgpien konferencyjnych w kraju i zagranicq) prezentujgc
wyniki badan wtasnych w formie plakatéw. Doktorantka byta kierownikiem projekiu
+Polisacharydowe  bioaktywne rusztowania do hodowli komodrkowej”  finansowanego
w ramach Wydziatowego Funduszu Projektéw Doktoranckich (2018 r.), wykonawcg
w projekcie SONATA Narodowego Centrum Nauki (2017-2019), INNOTECH Narodowego
Centrum Badan i Rozwoju (2014-2016) oraz pracowata jako wolontariuszka (2013-2014)

w projekcie zatytutowanym ,Srédbtonek naczyniowy w chorobach cywilizacyjnych:
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od badan poznawczych do oferty innowacyjnego leku o dziataniu srédbtonkowym'
finansowanym ze Srodkéw Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego (Program Operacyjny Innowacyjna Gospodarka, Dziatanie 1.1.2). Ponadto,
Kandydatka zostat wyrdzniona przez macierzysty Wydziat za opublikowanie artykutu
n. W Czasopismie o najwyzszym wspotczynniku oddziatywania...", 1. w Applied Surface
Science 2018, 459, 80, ktéry wchodzi w sktad rozprawy doktorskie;.

Na podstawie uwainej andlizy przestanych do recenzji dokumentéw stwierdzam,
ze przedtozona rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Guzdek-Zajgc spetnia wszystkie
wymogi i warunki okre$lone w art, 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. ,,O stopniach
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” oraz w § 5 ust. 1 ,Rozporzgdzenia
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyiszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegotowego
trybu i warunkdw przeprowadzenia czynnosci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu
habilitacyjnym  oraz  w  postepowanivu o nadanie  tytutu  profesora”  (Dz. U.
z 2018 r. poz. 261) oraz na podstawie art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. ,Przepisy
wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce"” (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669)
stawiane pracom sktadanym przez osoby ubiegajgce sie o stopien naukowy doktora nauk
chemicznych i stgd wnioskuje o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapdéw przewodu
doktorskiego.

Ponadto, biorgc pod uwage wysoki poziom merytoryczny pracy doktorskiej,
aktualnos¢ podjetego tematu oraz udokumentowany dorobek publikacyjny Doktorantki
- w tym przypadku sg to dwa artykuty zwigzane z rozprawqg doktforskg opublikowane w
prestizowym czasopismie o zasiegu miedzynarodowym — wnosze do odpowiednie] Rady
Dyscypliny Naukowej wniosek o wyrdznienie pracy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Guzdek-

Zajqc.
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