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RECENZIA

Pracy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Guzdek-Zajac pt. ,.Bioaktywne wielowarstwowe
membrany nanocelulozowe jako potencjalne materialy opatrunkowe” wykonana dla potrzeb

Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Uniwersytetu Jagiellonskiego.
Ogoélna charakterystyka rozprawy

Przedtozona praca doktorska Pani mgr Katarzyny Guzdek-Zajac zostata przygotowana
na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagielloniskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Marii
Nowakowskiej oraz promotora pomocniczego dr hab. Joanny Lewandowskiej-Lancuckiej.

Rozprawa doktorska jest podzielona na klasyczne rozdzialy: wprowadzenie, cele
pracy, przeglad literatury i czes¢ doswiadczalng z dyskusjg wynikéw i wnioskami. Ponadto
rozprawa zawiera: streszezenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrétéw i symboli oraz
wykaz dorobku naukowego doktorantki.

Recenzowana rozprawa Pani mgr Katarzyny Guzdek-Zajac obejmuje 139 stron
maszynopisu, zawiera 46 rysunkéw, 6 tabel oraz 353 pozycje literaturowe.

Tytul pracy odpowiada jej tresci i zakresowl przeprowadzonych badan. Praca doktorska
przygotowana jest starannie i zawiera wiele bardzo dobrze udokumentowanych wynikéw
badan. Badania majg charakter interdyscyplinarny, a wyniki pracy i przedstawione wnioski
uzyskano stosujgc wiele uzupelniajacych si¢ metod badawczych. Rezultaty pracy doktorskiej
wskazuja, ze cele pracy postawione we wstepie rozprawy zostaly zrealizowane, a uzyskane
wyniki znacznie poszerzajg wiedzg z zakresu wytwarzania i badania nowoczesnych
materialow  opatrunkowych na bazie bioaktywnych wiclowarstwowych membran
nanocelulozowych. Od strony redakcyjnej opracowanie rozprawy jest staranne; podkreslié
nalezy wysokg estetyke pracy, w tym rysunkow, logiczng strukture rozdzialoéw i naturalny tok
wywodu. Poziom jezyka jest dobry; zauwazylam stosunkowo niewiele niedoskonatosei, bez

znaczenia dla czytelnosci tekstu. Moim zdaniem skrét APS nie odpowiada strukturze zwigzku



3-aminopropylofrietoksysilanu, wlasciwszy jest APTES stosowny zar6wno przez dostawce

odczynnikéw Sigma Aldrich jak 1 autordw licznych artykulow.

Czesc literaturowa przedstawiona jest na 38 stronach (w rozdzialach 1I-V), ta czgéc
pracy napisana jest zwig¢zle i obejmuje zagadnienia zwigzane z przedmiotem badan.
Wprowadza w zagadnienia wystgpowania i klasyfikacji polisacharydéw. Nast¢pnie
charakteryzuje jeden z nich celuloze, a bardziej szczegotowo bioceluloze 1 bionanoceluloze
produkowane przez rézne szczepy bakterii. Podrozdzialy poswigcone otrzymywaniu,
wlasciwosciom 1 zastosowaniu bionanocelulozy zostaly przygotowane w oparciu o bardzo
bogatg literature, swiadczaca o bardzo dobrym rozeznaniu tematu przez doktorantke. W
czgsei literaturowej zostaly przedstawione réwniez inne pochodne celulozy, migdzy innymi
karboksymetyloceluloza (CMC), ktorej kompozyt z bionanocelulozag byt jednym z dwdéch
podstawowych materiatéw stanowigcych baze bioaktywnych wielowarstwowych membran.
Czesé literaturowa przedstawia réwniez inne materialy wykorzystywane w projektowaniu
nowoczesnych opatrunkéw przeznaczonych dla trudno gojacych si¢ ran np. cukrzycowych,
budowe opatrunkéw, funkcje poszezegdlnych warstw i metody ich modyfikacji.

Czesé doswiadczalna sktada si¢ z IV rozdzialow przedstawionych na 59 stronach.
Rozdzial 1 dotyczy charakterystyki fizykochemicznej dwoch bazowych materiatow
opatrunkéw: bionanocelulozy BNC i kompozytu bionanocelulozy z karboksymetyloceluloza
BNC-CMC. Rozdzialy II i III dotycza modyfikacji powierzchniowej membran
bionanocelulozowych . W rozdziale IV doktorantka zbadala jak przeprowadzone modyfikacje
wplywaja na biozgodno$¢ wytworzonych opatrunkéw, Kazdy z rozdzialow konczy sig

wnioskami. Cze$¢ eksperymentalna zakonczona jest podsumowaniem calej rozprawy.

Ocena merytoryczna rozprawy

Temat podjety w przedstawionej do recenzji rozprawie dotyczy bardzo waznego aspektu
zdrowotnego z jakim borykaja sie wspolczesne spoleczenistwa-leczenie przewleklych ran.
Chociaz w tym celu opracowywano ponad 3000 produktéw medycznych, nadal co roku
miliony chorych umiera z powodu powiklan, duza czgsé pacjentéw leczonych z powodu
cukrzycy zostaje okaleczona przez amputacje konczyn. Potrzebne sa opatrunki
minimalizujace ryzyko zakazen i skracajace okres gojenia. Technologig nowych, aktywnych
opatrunkéw na bazie biopolimeréw mogg by¢ zainteresowani producenci wyrobow
medycznych, zaopatrujacy zaréwno lecznictwo cywilne jak réwniez wojskowo i stuzby.

Odbiorcami bedg chorzy na cukrzyce, pacjenci z odlezynami, poparzeniami, cierpigcy z

2



powodu trudno gojacych sie ran jak réwniez zolierze z rozleglymi uszkodzeniami skéry,
jednostki ratunkowe. Celem badan realizowanych w ramach niniejszej pracy bylo otrzymanie
bioaktywnych membran bionanocelulozowych potencjalnie przydatnych do przygotowania
aktywnych i wilgotnych materiatéw opatrunkowych, szczegdlnie wspomagajacych proces
leczenia ran przewleklych.

Badania prowadzono w oparciu o hipotezg, ze kowalencyjne przylaczenie celowo wybranych
biomolekut do jednej z powierzchni (strony) membrany bionanocelulozy pozwoli na
otrzymanie materialu aktywnie wspomagajgcego proces terapeutyczny (leczenia ran), za$
modyfikacja drugiej powierzchni (strony) kowalencyjnie zwigzana z nig cienkg warstwg
silikonowa pozwoli na ograniczenie parowania wody i utrzymanie wilgotnosci opatrunku, W
badaniach wykorzystano zaréwno czysta bionanoceluloze (BNC) jak i materiat kompozytowy
bionanocelulozy z karboksymetylocelulozg (BNC-CMC). Jako substancje biologicznie
aktywne wybrano insuling i heparyne.

W rozdziale 1 (czesci eksperymentalnej) Doktorantka najpierw zbadala wiadciwosdci
fizykochemiczne BNC oraz kompozytu BNC-CMC przy uzyciu: mikroskopii optycznej,
skaningowej mikroskopii elektronowej, badan kolorymetrycznych (z wykorzystaniem blgkitu
toluidynowego O) oraz eksperymentow dotyczacych pgcznienia i wysychania. Na podstawie
otrzymanych wynikéw sformulowata wniosek, ze materialy bazowe: BNC oraz BNC-CMC
istotnie roznig sie¢ wlasciwosciami fizykochemicznymi i strukturalnymi. Nanobioceluloza
natywna okazata si¢ by¢ materiatem bardziej jednorodnym, o mniejszym uwodnieniu i nizszej
tendencji do pecznienia niz jej kompozyt z karboksymetylocelulozg. Kompozyt BNC-CMC
charakteryzowal si¢ obecno$cia grup karboksymetylowych potwierdzona pomiarami
fluorescencyjnymi, ktérych stezenie powierzchniowe zostalo okre$lone przy uzyciu testu
kolorymetrycznego. Dodatkowo byt mocniej uwodniony 1 tatwie) peczniat, a obrazy SEM
jego struktury uwidocznity obecnod¢ widkien.

W kolejnym etapie badan (rozdziat 1I) Doktorantka przedstawila badania dotyczace
wytworzenia silikonowej warstwy na powierzchni materiatléw bazowych (BNC i BNC-CMC).
Zadaniem tej warstwy jest ochrona wilgotnego opatrunku przed czynnikami zewngtrznymi i
zbyt szybkim wysychaniem., Warstwe silikonowg Doktorantka wytwarzala w procesie
dwuetapowym.  Najpierw  nakladala  cienkg  warstwg¢ z  prekursora  3-
aminopropylotrietoksysilanu (APS), nastepnie jg pogrubiala uzywajgc dwoch innych
prekursoréw silikonowych: winylotrietoksysilanu (VES) oraz allilotrimetoksysilanu (ATMS).
Cel modyfikacji zostal osiggniety, co potwierdzily wyniki analiz FTIR, XPS, SEM oraz

pomiary pecznienia, wysychania oraz katow zwilzania. Wytworzone na powierzchni BNC lub
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BNC-CMC warstwy silikonowe efektywnie przedtuzaja utrzymanie materiatu w stanie
wilgotnym, Zaproponowany przez Doktorantke sposéb modyfikacji membran celulozowych
pozwolit na jednostronne pokrywanie ich warstwa silikonows.

Nastepny etap badan (rozdziat 1I1) dotyczyt modyfikacji drugiej strony bazowych membran
celulozowych w celu zwigkszenia aktywnoscei terapeutyczne] opatrunkéw. W ramach badan
Doktorantka opracowala metod¢ kowalencyjnego przylgczenia biomolekut insuliny i
heparyny do powierzchni materialéw celulozowych. Przy wyborze tych substancji kierowata
si¢ ich aktywnoscig biologiczng. Efektywne przylaczania biomolekul potwierdzita wynikami
analizy XPS oraz testéw kolorymetrycznych (z wykorzystaniem barwnikéw Coomassie
Brilliant Blue oraz Azur A), ktére pozwolity takze na ich ilosciowe oznaczenie.
Przeprowadzila réwnieZ testy trwalosci materiatéw w warunkach fizjologicznych oraz ich
stabilnosci w czasie.

W ostatnim etapie badan dla wszystkich otrzymanych materialéw przeprowadzono wstepne
testy biologiczne w celu okreélenia wplywu modyfikacji na przezywalnosé, proliferacje i
morfologie mysich embrionalnych fibroblastow (MEF). Wynikami tych badad Doktorantka
udowodnita, ze wprowadzenie warstwy silikonu nie wplywa negatywnie na przezywalnosé
komérek (co zostato potwierdzone testem Alamar Blue). Wprowadzenie biomolekut insuliny i
heparyny poprawia namnazanie komérek MEF na badanych materiatach,

Podsumowujge, zaprezentowane w niniejszej pracy doktorskiej badania zaowocowaly
otrzymaniem wielowarstwowych membran stanowigcych kompletny, bioaktywny, wilgotny
opatrunek potencjalnie przydatny do leczenia ran przewleklych.

Otrzymane przez Doktorantke wyniki potwierdzily przyjets hipoteze badawczg. Doktadna ich
analiza pozwolila na sformutowanie logicznych wnioskéw konicowych.

Za szezegdblne osiggnigeia Doktorantki uwazam:

1. Opracowanie wiasnej metody dwustronnej modyfikacji membran
bionanocelulozowych. Strona majgca bezposredni kontakt z rang zostata
zmodyfikowana przez kowalencyjne przylaczenie wybranych biomolekut aktywnie
wspomagajacych proces terapeutyczny (leczenia ran). Natomiast strona zewnetrzna
membrany zostata pokryta warstwg silikonowa, ktora ogranicza parowania wody i
pozwala na utrzymanie wilgotnodci opatrunku.

2. Wrykazanie mozliwosci zastosowania wytworzonego opatrunku do leczenia
przewleklych ran. Zaden z otrzymanych materiatéw nie wykazal zwickszonej

cytotoksycznosci w stosunku do linii komérkowej mysich embrionalnych fibroblastow



(MEF). Co wigcej, modyfikacja biomolekutami zwigkszyla namnazanie komodrek

MEF na badanych materiatach.

Podczas lektury czgsci eksperymentalnej nasuwajg sie i pytania i uwagi:

1.

Jakie doktadnie stezenia APS stosowano do nakladania pierwszej warstwy silikonowej?
Prosz¢ o  doprecyzowanie  zdania ze  str. 69 | Przylgczanie  (3-
aminopropylotrimetoksysilanu (APS) do powierzchni BNC-CMC. Prébki BNC-CMC
zanurzono w 10 ml roztworu zawierajgcego 17mg EDC w H,O (pH=4,5, ustalone 0,IM
HCL) i APS o roznych stezeniach (od 1% do 90%)”.

Pomiary kata zwilzania obarczone sg duzym bledem i niewykonalne dla niektorych
probek. Otrzymane wyniki kata zwilzenia pozwalajg tylko na stwierdzenie, ze membrany
modyfikowane warstwa silikonu réznig si¢ hydrofobowoscig/hydrofilowoscia. Na czym
polegata niejednorodnos¢ probek, dla ktérych nie udalo zmierzy¢ kata zwilzenia?

Jaki byt udzial Doktorantki w badaniach biologicznych? Kto przygotowywal materiaty do
hodowli komérkowych i przeprowadzat testy in vitro z wykorzystaniem linii komérkowej
MEF?

Rysunek 44 jest mato czytelny, wyniki powinny by¢ przedstawione na dwoch diagramach.
W koncowym podsumowaniu pracy padlo stwierdzenie ,,Co istotne, wykazano, Ze
sterylizacja materialow przy uzyciu promieniowania UV nie wplywa na pogorszenie ich
aktywnoscei biologiczne]”. Etap sterylizacji jest niezbedny w przypadku materialow
biomedycznych, natomiast w czedei doswiadezalne] nie ma wzmianki na ten temat i
potwierdzenia przeprowadzania takich badan.

Jakie sg dalsze plany, jak zostanie wykorzystany bardzo bogaty material badawczy? Na
jakich modelach planowane sa badania in vivo? Czy beda prowadzone badania wplywu
modyfikacji warstwa silikonowg na procesy wymiany gazowej w obrebie chorej tkanki,

w jaki sposdb mozna je realizowac?

Podsumowanie recenzji

Na dorobek naukowy Pani mgr Katarzyny Guzdek-Zajac skladaja si¢ 4 publikacje z listy JCR

obejmujgcych tematyke pracy, w dwoch jest pierwszym autorem. Na uwage zastuguje bardzo

wysoki impact factor czasopisma Applied Surface Science(>6), w ktorym Doktorantka

opublikowala wyniki. Prezentowala je rowniez na 20 konferencjach naukowych krajowych i



zagranicznych. Doktorantka brata udziat w 4 projektach badawczych, w jednym z nich pelnita

role Kierownika.

Rozprawa doktorska, przedtozona w postgpowaniu o nadaniu stopnia doktora w Dziedzinie
Naukowej Nauki Chemiczne udowodnita, ze Doktorantka posiadta umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia prac eksperymentalnych, zaplanowanych i wykonanych réznymi
metodami badawczymi oraz interpretacji otrzymanych wynikoéw badan. Uzyskane wyniki
wnoszg istotny wklad w rozwdj biomaterialow i aktywnych opatrunkéw nowej generacji.
Zamieszczone w recenzji uwagi poczynione z obowigzku recenzenta, w najmniejszym stopniu

nie podwazaja wartosci poznawczej i naukowej rozprawy. Ocena pracy jest bardzo

pozytywna.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Pani mgr Katarzyny Guzdek-
Zajac pt. ,Bioaktywne wielowarstwowe membrany nanocelulozowe jako potencjalne
materialy opatrunkowe” wykonana pod kierunkiem pod kierunkiem prof. dr hab. Marii
Nowakowskiej oraz promotora pomocniczego dr hab. Joanny Lewandowskiej-Lancuckiej
spelnia prawne wymogi stawiane pracom doktorskim zgodnie z przepisami ustawy z dnia 14
marca 2003 roku ,,0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki” (Dz. U. nr 65 poz. 595 z 2003r. z pézniejszymi zmianami) i wnioskuje do
Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Uniwersytetu Jagielloniskiego o dopuszczenie

Doktorantki do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.

opwlu{ Ka_ {L («/u\@



PROTOKOL
komisji egzaminu doktorskiego

Mgr KATARZYNA GUZDEK-ZAJAC

urodz. 7 lutego 1990 r. w Wadowicach

doktorant Zaktadu Chemii Fizycznej 1 Elektrochemii
Wydziatu Chemii UJ

zdawal egzamin doktorski z filozofii

wdniu- 10 lutego 2021 r. przed Komisjg Egzaminacyjna w sktadzie:

Przewodniczacy: Prof. dr hab. Szczepan Zapotoczny
Prof. dr hab. Maria Nowakowska

Dr hab. Jan Czerniawski, prof. UJ

Pytania Ocena odpowiedzi
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Rada Dyscypliny
Nauki chemiczne
Uniwersytet Jagiellonski

‘ 30-387 Krakow .
ul.Gronostajowa 2 . PROTOKOLF,

komisji egzaminu doktorskiego

Mgr KATARZYNA GUZDEK-ZAJAC

urodz. 7 lutego 1990 r. w Wadowicach
doktorant Zakladu Chemii Fizycznej i Elektrochemii
Wydzialu Chemii UJ
zdawata egzamin doktorski z dyscypliny podstawowej- chemii fizycznej

w dniu 22 lutego 2021 r. przed Komisjg Egzaminacyjna w skladzie:

Przewodniczacy: Prof. dr hab. Szczepan Zapotoczny
Prof. dr hab. Maria Nowakowska
Prof. dr hab. Krzysztof Szczubiatka
Dr hab. Anna Karewicz

Dr hab. Joanna Lewandowska-Fafcucka

Pytania ‘ Ocena odpowiedzi
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