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Pomimo wielu wysitkéw i zakrojonych na szeroka skale badan
naukowych oraz prac wdrozeniowych realizowanych na catym $wiecie,
jak dotad nie udato sie opracowac idealnego i wszechstronnego
opatrunku, ktéry stymulowatby pozadane procesy naprawcze. Duze
nadzieje poktada sie w opatrunkach hydrozelowych, ktére zapewniajq
wilgotne $rodowisko ranie, sg tatwe w aplikacji, wymianie i sq dobrze
tolerowane przez pacjentéw. Jednakze leczenie ran troficznych oraz
rozlegtych uszkodzen skéry, oparzen czy zaopatrywanie ran
pooperacyjnych wymaga réwniez dostarczenia odpowiednich
substancji farmakologicznych, ktére bedaq w stanie modulowac stan
zapalny w ranie i powodowac wlasciwe jej gojenie. Idealnie bytoby,
gdyby substancje te mogty by¢ uwalniane w sposob kontrolowany.
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Pani mgr Agnieszka Rojewska w ramach pracy doktorskiej
zajeta sie opracowaniem opatrunkéw hydrozelowych na bazie
modyfikowanej bionanocelulozy, wzbogacajac je w polisacharydowe
nanometryczne i submikronowe systemy dostarczania lekow
i substancji biologicznie aktywnych. Szczegodlnie skupita sig na
leczeniu dwdch stanéw patologicznych, a mianowicie bliznowcdw i ran
troficznych. W pierwszym przypadku konieczne jest dostarczenie do
rany lekéw, ktére hamowalyby reakcje immunologiczng i stan
zapalny, a co za tym idzie nadmierne namnazanie fibroblastow
i synteze kolagenu. W drugim natomiast, wskazane jest pobudzenie
proliferacji fibroblastéw i sekrecji przez nie skfadnikéw substancji
miedzykomdrkowej, w tym kolagenu. Tematyka podjeta w doktoracie
ma istotne znaczenie w kontekscie wytwarzania nowej generacji
,Szytych na miare” opatrunkéw, przeznaczonych do leczenia
okreélonych standéw patologicznych. Dlatego uwazam, ze wybor
tematyki rozprawy doktorskiej jest jak najbardziej trafny, aktualny
i wlasciwie uzasadniony.

Praca doktorska pani mgr Agnieszki Rojewskiej ma typowy
ukfad i liczy 153 strony. Na poczatku pracy zamieszczono Wykaz
skrétéw | oznaczeri stosowanych w pracy, Streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, Spis ilustracji, Spis tabel, a takze Wprowadzenie
i cel pracy. Dalej jest Czes¢ literaturowa zamieszczona na 30
stronach oraz Czes$é do$wiadczalna zamieszczona na 66 stronach.
Prace koriczg rozdziaty obejmujace Wnioski, Podsumowanie, Plany na
przysztoéé a takze rozdziat prezentujacy Dorobek naukowy Autorki.
Prace zamyka spis 223 pozycji bibliograficznych. Chciatabym
podkresli¢, ze rozprawe charakteryzuje bardzo dobra proporcja
pomiedzy czescia literaturowg a doswiadczalna.



Na poczatku rozprawy doktorantka krotko wprowadzita
czytelnika w zakres badan i przedstawita hipoteze badawcza, ze
kowalencyjne przytaczanie polisacharydowych nosnikéw substancji
biologicznie aktywnych do modyfikowanej bionanocelulozy pozwoli na
otrzymanie materiatu bioaktywnego wspomagajacego leczenie trudno
gojacych sie ran.

W czeéci literaturowej doktorantka najpierw dokonata
prezentacji stanu wiedzy na temat procesu gojenia i aktualnie
dostepnych opatrunkéw. Dalej odniosta sie do zagadnien
kontrolowanego dostarczania lekdéw i mechanizméw ich uwalniania
z matryc oraz skrupulatnie opisata trzy najwazniejsze modele
kinetyczne: Hagichi'ego, Peppasa i Weibulla. Nastepnie wymienita
metody otrzymywania czastek polimerowych jako nosnikéw lekéw.
W kolejnych  podrozdziatach opisata  wszystkie najwazniejsze
materiaty, odczynniki i leki stosowane w czesci eksperymentalnej.
Kolejno byty to polisacharydy (bionanaoceluloza, alginian sodu,
hydroksypropylceluloza, chitozan), surfaktanty (Pluronic i Tween)
i substancje czynne (kurkumina, deksametazon i jego pochodne oraz
pioglitazon). Na podkreslenie zastuguje skrupulatny opis roli
i mechanizmoéw dziatania powyzszych lekéw w gojeniu ran.

Powyzsza cze$C pracy zostata przygotowana w oparciu
o aktualne doniesienia literaturowe, stanowi wiec bardzo wartosciowy
przeglad najnowszej bibliografii przedmiotu. Autorka nie ustrzegta sie
jednak dwéch btedébw nomenklaturowych, ktére chciatabym
przytoczyé z obowigzku recenzentki: zamiast terminéw ,poli(tlenek
etylenu)” i ,poli(tlenek propylenu)” uzywane sa terminy ,tlenek
polietylenu” i ,tlenek polipropylenu” (str. 7, 8 i 47). Ponadto mam
jeszcze jedng drobng uwage redakcyjna - znak % pisze sig za liczbg
bez spacji, natomiast w pracy doktorantka czasami pisze go ze spacjg
a czasami prawidlowo - bez spacji.

Te drobne uwagi nie obnizajg w zadnym stopniu wartosci
merytorycznej tej czesci rozprawy a przytaczam je tylko po to, aby
w przysztosci doktorantka nie powielata ich w swoich kolejnych
pracach naukowych.



Nastepny rozdziat pracy doktorskiej mgr Agnieszki Rojewskiej
to Cel pracy. Zostat one wiasciwie sformutowany i nie mam do niego
zastrzezen.

W Czeéci eksperymentalnej w rozdziale 8 doktorantka
skrupulatnie opisata uzyte odczynniki, zastosowang aparaturg
i metody badawcze uzyte do scharakteryzowania uzyskanych probek.

W rozdziale 9 doktorantka opisala preparatyke bioaktywnych
filméw na bazie bionanocelulozy do kontrolowanego dostarczania
kurkuminy a takze ocenita potencjal opracowanych przez nig
materiatbw w kontekécie opatrunkéw do leczenia bliznowcow.
W rozdziale tym umieécita wyniki badan strukturalnych 'H NMR
stosowanego przez nig alginianu sodu, aby okresli¢ zawartos¢ blokow
kwasu B-d-mannuronowego i a-l-guluronowego, co ma istotne
znaczenie w kontekécie przetwérstwa i koncowych wiasciwosci
otrzymanych przez nig nanoczastek. Za szczegdlne oryginalne
uwazam dwuetapowe podejécie do samego sposobu enkapsulacji
kurkuminy, ktéra jest hydrofobowa, przez co nierozpuszczalna
w wodzie i niekompatybilna z polisacharydami (mieszaning alginianu
sodu i hydroksypropylocelulozy). Autorka zastosowata wigc surfaktant
Pluronic aby poprawi¢ solubilizacje kurkuminy i zamkna¢ ja
w micelach a potem dopiero wprowadzi¢ do matrycy hydrozelowej.
Badania za pomoca mikroskopii konfokalnej wykazaty obecnos¢
kurkuminy w czastkach. Efektywnos¢ enkapsulacji (EE) wynosita 50-
60% i byla zadowalajaca, jednak zatadowanie leku w czastkach
wynosito od 0,15 do 0,21%. Tu mi sie nasuwa pytanie: czy mozliwe
jest uzyskanie wiekszego zatadowania kurkuminy w badanym
uktadzie?

Za bardzo ciekawy uwazam zastosowany przez doktorantke
pomyst pokrycia czastek polimerowych chitozanem, ktéry z jednej
strony wplynal na zahamowanie uwalniania kurkuminy z czastek,
a z drugiej pozwolit na ich immobilizacje na powierzchni
zmodyfikowanej bionanocelulozy z wykorzystaniem reakcji EDC/NHS.
Badania za pomoca SEM i AFM wykazaly obecnos¢ czastek na
powierzchni, jednak chciatabym dowiedzie¢ sie czy - a jesli tak, to



w jaki sposob = doktorantka wyznaczyta stezenie
zaimmobilizowanych czastek na powierzchni bionanocelulozy, a tym
samym catkowitg ilos¢ kurkuminy w ukfadzie?

Nastepnie autorka zaprezentowata wyniki badan zywotnosci
komoérek fibroblastycznych hodowanych w kontakcie z czastkami
polisachardowymi pustymi i zaladowanymi kurkuming. Badania
wykazaty, ze obecno$¢ czastek do stezenia 20 mg/ml jest bezpieczna
dla komorek, jednak wieksza zawartos¢ jest dla nich cytotoksyczna,
szczegdlnie po diuzszym czasie hodowli (42 h). W tym miejscu
chciatabym zauwazyé, ze wskazane byloby przeprowadzenie analizy
statystycznej wynikéw badan biologicznych (Rys. 29 i 30). Czy
autorka przeprowadzita albo planuje w przysziosci przeprowadzic
hodowle komoérek bezposrednio na zmodyfikowanej bionanocelulozie
zawierajacej nanoczastki polisacharydowe zatadowane kurkuming?

W rozdziale 10 doktorantka opisata preparatyke bioaktywnych
filméw na bazie bionanocelulozy do kontrolowanego dostarczania
fosforanu deksametazonu i — podobnie jak w rozdziale 9 - ocenita
potencjat opracowanych przez nig materiatdbw w kontekscie
opatrunkéw do leczenia bliznowcow. W rozdziale tym zastosowano
podobne podejscia i podobne techniki badawcze, z tym, ze nie
stosowano micelizacji w roztworze surfaktantu, gdyz sam lek miat
wiasciwosci hydrofilowe.

W rozdziale tym podano juz wymiary prébki bionanocelulozy
wykorzystanej w eksperymencie (powierzchnia 4 cm?) i ze ja
inkubowano w zawiesinie, w ktorej byto 100 mg czastek. I tu mam
podobne pytanie jak w przypadku poprzedniego rozdziatu: czy
wszystkie czastki ulegty immobilizacji a jesli nie, to jaka byla
efektywno$¢ ich immobilizacji? Chciatabym tez dowiedzieC sie czy
badana byta stabilno$é immobilizacji nanoczastek, czy nanoczastki
ulegaty odptukaniu?

Badania biologiczne wykazaty, ze nanoczaski przy stezeniu 40
i 80 mg/ml obnizaty proliferacje komérek. Pomijajac fakt, ze nie
przedstawiono analizy statystycznej wynikéw, to jednakowy spadek



wystepowat zaréwno dla czgstek zatadowanych jak
i niezatadowanych. Czym wg doktorantki mozna to wytlumaczyc?

Za osiagniecie tej czesci pracy uwazam optymalizacje ilosci
odczynnikéw EDC i NHS i czterokrotne zmniejszenie ich stezenia, przy
takiej samej skutecznosci przytgczania nanoczastek do powierzchni.

W rozdziale 11 autorka opisala preparatyke bioaktywnych
filmow na bazie bionanocelulozy do kontrolowanego dostarczania
pioglitazonu - a takze ocenita potencjal opracowanych przez nig
materiatdw w kontekscie opatrunkéw do leczenia zmian troficznych,
np. stopy cukrzycowej i owrzodzen podudzi.

W tym wypadku, poniewaz substancja czynna jest
hydrofobowa, zamknieto ja w micelach z dwoéch surfaktantéw
(Pluronic i Tween) a potem zaenkapsutowano w nanoczastkach
polisacharydowych. Wspétczynnik enkapsulacji (EE) wynosit od 43%
do 86%, zas zatadowanie (LE) od 0,5% do 1,35%. Wyniki te byly
znacznie lepsze niz w przypadku enkapsulacji hydrofobowej
kurkuminy, ale znacznie gorsze niz w przypadku hydrofilowego
fosforanu deksametazonu. Oprécz wszystkich zastosowanych metod
badawczych jak w rozdziatach 9 i 10, zastosowano réwniez w tym
rozdziale badania rentgenograficzne i termiczne, ktére potwierdzity
obecno$¢ pioglitazonu w nanoczastkach. Badania in vitro wykazaty,
ze obecno$¢ nanoczastek przy stezeniu 80 mg/ml w kontakcie
z komoérkami  fibroblastycznymi  wptywata korzystnie na ich
proliferacje w 4 dniu eksperymentu. W tym rozdziale - co chcialabym
podkreslic - autorka juz przeprowadzita analize statystyczng
uzyskanych wynikow. Badania symulujace gojenie rany in vitro,
wykazaty wiekszg migracje fibroblastow w przypadku obecnosci
czgstek zatadowanych pioglitazonem. Na Rys. 50 brakuje skali, wiec
jesli w czasie publicznej obrony pracy doktorskiej autorka planuje
zaprezentowac ten rysunek, to prosze wstawi¢ odpowiednig skale.

W rozdziatach 12 i 13 doktorantka krotko podsumowata
najwazniejsze z uzyskanych wynikdéw i nakreslita dalsze kierunki

badan.



Na wymienione w recenzji niewielkie niedociggniecia, gtéwnie
natury edytorskiej, zwrécitam uwage z obowigzku recenzentki, aby
doktorantka nie powielata ich w przysziosci w kolejnych swoich
pracach. Uwagi te w zaden sposéb nie umniejszaja mojej wysokiej
oceny merytorycznej recenzowanej pracy. Pozostate pytania
i komentarze sg zaproszeniem doktorantki do dyskusji naukowej
w czasie publicznej obrony.

Chciatabym podkresli¢, ze praca doktorska mgr Agnieszki
Rojewskiej pt. "“Bioaktywne filmy na bazie bionanocelulozy do
zastosowan biomedycznych” w pelni spetnia warunki stawiane
rozprawom doktorskim w dyscyplinie nauki chemiczne okreslone
w art.13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.
z 2017 r. poz. 1789) oraz art.179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz. U. z 30 sierpnia 2018 r. poz. 1669).

Wnosze wiec o jej przyjecie oraz dopuszczenie pani mgr

Agnieszki Rojewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Praca pani mgr Agnieszki Rojewskiej dostarcza nowych
i wartosciowych informacji na temat projektowania nowoczesnych
materiatéw opatrunkowych na bazie hydrozeli, ktére sq wzbogacone
w nosniki lekdow umozliwiajace ich kontrolowane uwalnianie.

Na podkreslenie zastuguje, ze wyniki zawarte w pracy zostaty
juz przez doktorantke opublikowane w postaci trzech artykutow
w recenzowanych prestizowych czasopismach, a wiec przeszly
wnikliwy proces recenzji. Sumaryczny wspoétczynnik oddziatywania IF
tych trzech publikacji jest powyzej 10. Doktorantka jest tez
wspotautorka jednego patentu i 21 doniesien konferencyjnych.

Badania naukowe doktorantki byty finansowane z projektu
NCBiR INNOTECH i projektu z funduszy Uniwersytetu



Jagiellonskiego. Pani mgr Agnieszka Rojewska wykazuje sie duzg
aktywnoécia naukowg i moze pochwali¢ sie bardzo dobrym
dorobkiem, jak na ten etap rozwoju naukowego.

Biorac powyzsze pod uwage stwierdzam, ze praca doktorska

pani mgr Agnieszki Rojewskiej zastuguje na wyrdznienie.



