Dr hab. Krzysztof Szczubialka, prof. UJ
Wydziat Chemii

Uniwersytet Jagiellonski

Ingardena 3

30-060 Krakéw

Tel. 12 6632062

Email: szczubia@chemia.uj.edu.pl .

Krakéw, 22 grudnia 2015

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani Mgr Lidii Libowicz-Nadobny
pt. ,,Nanostrukturalne materialy hybrydowe

dla potrzeb regeneracyjnej terapii ortopedycznej”

Celem pracy doktorskiej Iiani Mgr Lidii Libowicz-Nadobny bylo otrzymanie i
zbadanie wilasciwosci fizykochemicznych nanostrukturalnych hybrydowych ukladow
polimerowo-nieorganicznych oraz okreslenie ich wiasciwosci biomedycznych pod katem
mozliwosei ich zastosowania w regeneracji tkanki kostne;.

Regeneracja tkanki kostnej jest skomplikowanym procesem, zachodzacym w sposéb
ciggly podczas zycia czlowieka. Staje sic on szczegélnie wazny w przypadku rozleglych
uszkodzen szkieletu spowodowanych przez uraz, infekcje, proces nowotworowy i patologie
ukladu kostnego takie jak np. osteoporoza. Obecnic istnieje bardzo wiele réznych metod
wspomagania procesu regeneracji  kosci, wérdd ktér.ych zlotym standardem wydaje si¢ by¢
autologiczny przeszczep kodci. Alternatywne metody obejmujg przeszczep allogeniczny oraz
zastosowanie substytutdw kosci, takich jak np. rusztowania bgdace tematem pracy doktorskiej
Pani Mgr Lidii Libowicz-Nadobny. Rozwigzania tego typu zyskuja na znaczeniu ze wzgledu
na coraz mniejsza dostepnos¢ organéw nadajacych sie do przeszczepdéw. Trudno jest wige
przeceni¢ znaczenie tematyki badawczej, kiorej dotyczy praca doktorska Pani mgr Lidii
Libowicz-Nadobny.

Otrzymane i badane przez Doktorantke rusztowania byly ukladami hybrydowymi.

Skladnikiem nieorganicznym otrzymanych przez Doktorantke rusztowan byly nanoczastki



hydroksyapatytu, ktéry jest rowniez nieorganicznym sktadnikiem kosci. Nanoczastki te
stabilizowane byly biopolimerami, ktérymi byly pochodne polisacharydéw - chitozanu i
hydroksypropylocelulozy (HPC). Doktorantka otrzymata zardwno kationowe jak 1 anionowe
ich pochodne. Kationowa pochodng chitozanu otrzymata w reakeji tego polimeru z chlorkiem
glicydylotrimefyioamoniowym, natomiast anionowg pochodna byt chitozan podstawiony
grupami sulfonianowymi otrzymany w reakcji kompleksu tlenku siarki (V1) z trimetyloamina.
W przypadku HPC Doktorantka zastosowala odmienng metod¢ modyfikacji otrzymujac
odpowiednie polimery szczepione. Otrzymang przez Doktorantke kationowa pochodng HPC
byl ten polimer szczepiony poli(chlorkiem 3-akrylamidopropylo)trimetyloamoniowym,
natomiast pochodng anionowa HPC Doktorantka otrzymata poprzez szczepienie jej
poli(styrenosulfonianem sodowym). Otrzymanie tych pochodnych Doktorantka potwierdzila
metodami  spektroskopowymi, ktore postuzyly jej rowniez do wyznaczenia stopnia
modyfikacji otrzymanych polimeréw, wyrazonego jako procent grup glukozowych
podstawionych odpowiednio grupami amioniowymi i sulfonianowymi. Aby umozliwi¢
zastosowanie metod wykorzystujacych zjawisko fluorescencji (spektroskopia fluorescencyjna,
konfokalna mikroskopia fluorescencyjna) Doktorantka otrzymata réwniez polimery znaczone
fluorésceina.

Jako matryce rusztowan Doktorantka otrzymata szereg polimerowych materiatoéw
hydrozelowych opartych na chitozanie usieciowanym geniping - naturalnym i nietoksycznym
zwiazkiem sieciujgcym.

Ciekawym rozwigzaniem zastosowanym przez Doktorantke bylo wprowadzenie do
tych rusztowan nanoczastek hydroksyapatytu stabilizowanych réwniez chitozanem lecz
zmodyfikowanym kationowo. Dzigki takiemu doborowi skladnikéw Doktorantce udato sig
uzyska¢ uklad, w ktorym wigzania koordynacyjne pomig¢dzy grupami aminowymi w
chitozanie a wapniem wystepujgcym w strukturze hydroksyapatytu hamuja wzrost krysztatéw
pozwalajgc na otrzymanie materiatéw w nanometrycznym zakresie rozmiarow.

Inng cickawg metodg syntetyczng wykorzystang przez Doktorantke bylo polaczenie
syntezy nanoczastek hydroksyapatytu z procesem koécerwacji anionowej 1 kationowej
pochodnej hydroksypropylocelulozy. Zastosowanie tej metody pozwolilo na uzyskanie
nanoczastek o odmiennej morfologii i mniejszych rozmiarach niz te stabilizowane
pochodnymi chitozanu oraz o potencjale zeta, ktéry mozna byto kontrolowaé¢ w szerokim
zakresic wartodci. Doktorantka scharakteryzowata zalezno$¢ wielkosci 1 potencjatu zeta

powstatych nanoczgstek od stosunku polianion/polikation.



Otrzymane przez Doktorantke uklady zawieraly réwniez nosniki substancji
biologicznie aktywnych, w ktérych immobilizowane zostaly: enzym - fosfataza alkaliczna i
hormon - insulina. Oba te biatka wywierajg istotny wplyw na proces réznicowania si¢
komérek‘macierzystych w kierunku komérek kostnych. W przypadku fosfatazy alkaliczne;
no$nikami tymi byly sieciowane. jonami wapnia mikrosfery na bazie alginianu i
hydroksypropyiocelulozy, natomiast do uwalniania insuliny Doktorantka uzyla mikrosfer
otrzymanych ze zmodyfikowanego kationowo chitozanu i siarczanu chondroityny.
Doktorantka wyznaczyta zardwno wydajno$é enkapsulacji tych biakek, jak i szybko$¢ ich
uwalniania z otrzymanych mikrosfer, Wykazala tez, ze na profil uwalniania fosfatazy
alkalicznej z mikrosfer korzystnie wplywa umieszczenie ich w matrycy polimerowej na
skutek osadzenia sie warstwy dodatnio natadowanych laincuchow chitozanowych tworzacych
matrycg na ujemnie natadowanych mikrosferach. Autorka stusznie zauwazyla, ze na profil ten
ma rowniez wplyw stopien usieciowania polimeru stanowigcego matryce.

Doktorantka klasycznie podzielila rozprawe na czeéé literaturows i eksperymentaing.
W czgsei literaturowej opisata zagadnienia chemiczne, biologiczne 1 medyczne zwiqiane ze
badanymi przez siebie materialami. W czesci eksperymentalnej dokladnie opisata
zastosowane techniki badawcze, przeprowadzone syntezy oraz szczegblowo opisala

wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne otrzymanych ukladow.

Piszgc rozprawg Doktorantka nie ustrzegla si¢ jednak od pewnych niedociggnigc i

niejasnosci merytorycznych, W szczegdlnosci:

1. Doktorantka nie podata, w jakich warunkach otrzymano stabilizowane nanoczgstki
hydroksyapatytu o wiasciwosciach podanych w Tabeli 3. Poniewaz stwierdzita Ona,
ze potencjal otrzymanych nanoczastek silnie zalezy od stgZenia reagentow i stosunku
polikation/polianion i ze tylko nicktére otrzymane przez Nig nanoczastki sg stabilne,

podanie tych informacji byloby bardzo celowe.

2. Dane pokazane na Rysunkach 34, 40 i 61 nie podaja btedu poszczegélnych pomiardéw,
dlatego trudno jest ocenié¢ jak istotne statystycznie s wyciagnig¢te na ich podstawie
wnioski. W szczegdlnosci nie mozna oceni¢ czy widoczny na Rysunku 40 efekt

zwigkszenia liczby komorek przy wigkszych stgzeniach nanoczgstek jest rzeczywisty.



~ Podobne uwagi dotycza Rysunku 61 i kilku innych poZniejszych rysunkow

- podajacych zaleznos¢ liczby komérek od roznych czynnikow.

3 "W rozdziale 9.1.1. Doktorantka stwierdza ,,Pomimo, ze nanoczastki HAP posiadaja na
. 'swojej powierzchni liczne grupy hydroksylowe uklad ten jest niestabilny”. O
i stabilnosci decyduje jednak potencjal zeta, a nie obecnosé zdolnych do tworzenia

L ;- : w1qzan wodorowych grup hydroksylowych.

4, f: Wzér na stronie 65 - brak jest opisu zmiennych wystepujacych we wzorze

: 5. :W oplsle pomlaru kata zwilzania na stronie 66 brak jest informacji, w jaki sposob

e ----'3'otrzymano warstwy polimerowe

- 6. Bardziej poprawna jest nazwa ,,testy cytotoksycznosci” niz ,testy cytotoksyczne”,

R -A_‘ChCIa%bym jednak podkre$li¢, ze uwagi powyzsze maja w duzym stopniu charakter
"-"'-."usmslen uzupelien i komentarzy, w tym tez takich, ktére wyrazajg subiektywna opinig

o -'recenzenta, w zaden wiec sposéb nie podwazaja merytorycznej wartosci pracy.

Stw1erdzam wn;c ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani Mgr Lidii

' :L1bow1cz Nadobny spetnia warunki okreélone w ustawie o stopniach paukowych i tytule
naukqum oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2013 r. z pdzniejszymi
. gmianami. Zwracam sie zatem do Wysokiej Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu

'Jagi'ell(:)r"lskiego z wnioskiem o dopuszczenie Pani Mgr Lidii Libowicz-Nadobny do dalszych

étapéw przewodu doktorskiego.
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