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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Natalii $migiel-Gac
pt. ,Bioresorbowalne kopoliestry przeznaczone do zastosowan

w inzynierii tkankowej, synteza i préby aplikacji”

Praca doktorska Pani mgr Natalii Smigiel-Gac pt. ,Bioresorbowalne kopoliestry
przeznaczone do zastosowan w inzynierii tkankowej, synteza i proby aplikacji” zostata
wykonana w Centrum Materiatéw Polimerowych i Weglowych Polskiej Akademii Nauk w
Zabrzu pod opiekg naukowa Pana prof. dr hab. Piotra Dobrzynskiego (promotor) i Pani

dr inz. Anny Smola-Dmochowskiej (promotor pomocniczy).
Znaczenie problematyki

Tematyka przedstawionej do oceny pracy doktorskiej dotyczy intensywnie
rozwijanego w ostatnich latach obszaru badawczego, jakim sg nowe bioresorbowalne
materialy polimerowe do zastosowan biomedycznych. Obecnie jako bioreserbowalne
materiaty polimerowe w zastosowaniach implantacyjnych i inzynierii tkankowej
powszechnie stosowane sg polimery z grupy poliestréw, takie jak polilaktyd, poli(laktyd-
ko-glikolid) czy poli(e-kaprolakton). Jednakze nie sg one materiatami pozbawionymi wad.
Zatem celowe jest poszukiwanie nowych polimeréw biodegradowalnych o wiasciwosciach
polepszonych w stosunku do obecnie juz stosowanych. W literaturze opisywane sg rézne
koncepcje i metody pozwalajace na modyfikacje wybranych wlasciwosci poliestrow
biodegradowalnych. Jedng z nich jest kopolimeryzacja z wykorzystaniem wybranych
monomerdéw funkcyjnych, ktoérych wprowadzenie do struktury fancucha poliestrowego
pozwala na znaczg modyfikacje wtasciwosci fizykochemicznych otrzymanego kopolimeru w

poréwnaniu do polimeru wyjsciowego i odpowiedzi komérkowej. W szczegdbinosci dotyczy
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to monomeréw, ktére pozwolg na wprowadzenie do fancucha gtéwnego grup
hydroksylowych, karboksylowych lub aminowych. W S$wietle przestawionych informaciji,
zastosowanie jako monomerdw funkcyjnych zwigzkdéw takich jak kwas cytrynowy, kwas
bursztynowy czy winowy jest jak najbardziej celowe. W petni uzasadnia to réwniez wybdr

tematyki badawczej recenzowanej pracy doktorskiej.

Uktad rozprawy doktorskiej i zastosowane pi$émiennictwo

Rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Smigiel-Gac liczy tgcznie 229 stron i sktada sie
z dziewieciu rozdziatdw. Na poczatku pracy umieszczono spis tresci, streszczenie w jezyku
polskim i angielskim oraz wykaz stosowanych skrétéw i symboli. Pierwszy rozdziat stanowi
kilkustronicowe wprowadzenie do pracy. Rozdziat drugi zawiera czes¢ literaturowg pracy,
a w rozdziale kolejnym zapoznac sie mozna z celem i zakresem pracy. Kolejng, zasadniczg
cze$¢ pracy stanowi czes$¢ doswiadczalna zawierajaca spis stosowanych materiatdw, opis
procedury modyfikacji grup funkcyjnych w monomerach, opis syntez makroiniciatoréw,
syntezy terpolimeréw L-laktydu i glikolidu zawierajgcych w tafcuchu bloki poliestrow i
poliestroamin, syntezy poliamidoamin oraz procedury odblokowywania grup funkcyjnych
w syntezowanych polimerach. Rozdziat ten zawiera réwniez informacje dotyczace metod
badawczych stosowanych do charakterystyki otrzymywanych oligomeréw i polimeréw na
poszczegdlnych etapach prac badawczych, jak roéwniez opis metod formowania
otrzymanych polimeréw oraz badan procesu degradacji hydrolitycznej oraz badan
biologicznych. Rozdziat piaty pracy zawiera prezentacje uzyskanych wynikéw badan wraz
z ich opisem, a rozdziat siddmy podsumowanie i wnioski. Dalej kolejno znajdujg sie: wykaz
dorobku naukowego Doktorantki, spis rysunkéw, schematoéw i tabel oraz wykaz cytowanej
literatury.
Czes¢ literaturowa pracy obejmuje 43 strony i zawiera podstawowe informacje dotyczace
problematyki badawczej poruszanej w niniejszej rozprawie doktorskiej. Pierwszy
podrozdziat poswiecony jest tematyce zwigzanej z inzynierig tkankowg, w tym
rusztowaniom przeznaczonym do hodowli komorek, zagadnieniom zwigzanym z
bioresorbowalnoscig, biozgodnoscig i wiasciwosciami antybakteryjnymi biomateriatow
polimerowych, jak réwniez polimerom stosowanym w inzynierii tkankowej wraz ze
wskazaniem wptywu poszczegdlnych grup funkcyjnych w strukturze polimeru na wybrane
wilasciwosci biomateriatdw polimerowych. Kolejny podrozdziat dotyczy monomerdéw
funkcyjnych, ktérych uzycie moze w znaczacy sposdb zmieni¢ wiasciwosci otrzymywanych
biomateriatéw, np. kwasu cytrynowego, kwasu bursztynowego i kwasu L-winowego.
Omédwiono réwniez mozliwo$¢ zastosowania w inzynierii tkankowej dietyloaminy oraz
poliamin. W podrozdziale 2.3 omdwiono sposoby modyfikacji materiatdw polimerowych, w

tym zabezpieczania grup hydroksylowych i aminowych w monomerach oraz mechanizmy




tworzenia karboamin i imin. Kolejny podrozdziat poswiecony zostat metodom
otrzymywania bioresorbowalnych poliestréw - omdwione zostaty procesy, polikondensacji,
polikondensacji w stopie i miedzyfazowej, polimeryzacji z otwarciem pierscienia (ROP),
transestryfikacji oraz polimeryzacji enzymatycznej. Ostatnie dwa podrozdzialy tej czedci
pracy zawierajg informacje dotyczace degradacji biomateriatow i formowania polimeréw w
celu otrzymania rusztowan do hodowli komérek. Ta cze$é pracy stanowi interesujace
kompendium wiedzy dotyczace biodegradowalnych poliestréw i metod ich modyfikacji w
kontekscie zastosowan w inzynierii tkankowej. Czes$¢ literaturowa pracy zostata wtasciwie
zaplanowana, stanowi rzeczowe i poprawnie ujete wprowadzenie do zagadnien i probleméw
poruszanych w dalszych rozdziatach pracy. Wykaz literatury liczy 185 pozycji. Doktorantka
piszac prace korzystata gtéwnie z najnowszych doniesien literaturowych opublikowanych w
uznanych czasopismach z ostatnich pietnastu lat. Dobdr zrodet literaturowych jest zgodny
z omawiang tematyka badawcza.

Praca napisana jest poprawnym jezykiem. Autorka nie ustrzegta sie jednak drobnych
bteddéw, np.

e str. 12, wykaz stosowanych skrétéw oraz str. 72, spis odczynnikéw - pojawiajg
sie nadmiarowe odstepy pomiedzy poszczegdlnymi cztonami nazw chemicznych
zwigzkéw, np. poli L-laktyd, trietylo cytrynian,

e str. 12, wykaz stosowanych skrotéw - braki fragmentéw nazw lub
nieprawidtowa odmiana nazwy, np. Boc - t-butoksykarbonylowa, PBS -
polibursztynian, PAA - poli(kwasu akrylowego), Ti(Obu)4 - butyloksy tytanu (IV),
TEC - kwasem trikarboksylowym;

e str. 20, Rys. 2.1 - niezbyt fortunny podpis rysunku: ,Etapy medycyny
regeneracyjnej...”;

e brak ttumaczen rysunkéw zaczerpnietych z literatury anglojezycznej na jezyk
polski;

e numeracja rysunkdéw, schematow i tabel - zastosowany sposdb numeracji moze
by¢ nieco mylacy dla czytelnika, przyktadowo na jednej stronie znajdujg sie

obiekty o takim samym numerze rysunek i schemat (np. na str. 40).

Cel pracy i zastosowana metodyka badawcza

Zasadniczym celem pracy byto ,uzyskanie bioresorbowalnych materiatdw
polimerowych (kopolimeréw i terpolimeréw alifatycznych poliestréw, poliestroamin,
poliamidoamin) zgodnych biologicznie, o zoptymalizowanych witasnosciach, majacych
potencjalne zastosowanie w inzynierii tkankowej, jako tréjwymiarowe podioza

komérkowe”. Zakres realizowanych prac badawczych obejmowat:
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e przeglad literatury naukowej (w szczegdlnosci z ostatnich kilkunastu lat) dotyczacej
inzynierii tkankowej oraz biodegradowalnych poliestréw, sposobéw ich modyfikacji
i formowania;

e otrzymanie monomerédw funkcyjnych - dokonano modyfikacji wybranych
monomerow poprzez selektywne blokowanie grup hydroksylowych,
pierwszorzedowych i drugorzedowych aminowych;

e otrzymanie makroincjatorébw o zalozonej masie czasteczkowej i fancuchach
zakonczonych grupami hydroksylowymi;

e otrzymanie makroinicjatorow dligoamidoimin z zablokowanymi grupami aminowymi
w aminach endogennych metodg polimeryzacji na granicy faz;

e synteze kopolimeréw i terpolimerdw metodg polimeryzacji ROP wychodzac z
cyklicznych monomeréw L-laktydu i glikolidu z wykorzystaniem otrzymanych
wczesniej oligomerdéw jako makroinicjatoréow;

e modyfikacje otrzymanych terpolimeréw poprzez odblokowanie zabezpieczonych
grup hydroksylowych oraz usuniecie grup tert-butylowych w celu otrzymania
aktywnych grup aminowych;

e proby otrzymania rusztowan metoda elektroprzedzenia oraz wymywania porogenu;

e badania degradacji hydrolitycznej i enzymatycznej oraz zwilzalnoéci otrzymanych
materiatéow;

e badania biologiczne na wybranych liniach komérkowych oraz badania
bakteriobdjczosci.

Na poszczegdlnych etapach badan otrzymywane oligomery i polimery badano za pomoca
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR), spektroskopii w podczerwieni
(FTIR), réznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC), chromatografii zelowej (GPC) oraz
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM). Ponadto wykonywano pomiary kata
zwilzania, lepkosci zredukowanej, oznaczano grupy hydroksylowe, jak réwniez ocene
wiasciwosci biologicznych.

Wyniki badan i dyskusja

W czesci doswiadczalnej rozprawy doktorskiej zawarto spis uzywanych materiatéw i
odczynnikéw, opis prowadzonych syntez, formowania otrzymanych kopolimeréw oraz opis
uzywanej aparatury badawczej. Na uwage zastuguje szeroki zakres prac, jakie Pani mgr
Natalia émigiel-Gac wykonata prowadzac kolejne syntezy oraz konsekwentnie
charakteryzujgc otrzymywane produkty przy zastosowaniu wybranego zestawu metod
badawczych.

Rozdziat pigty poswiecony jest prezentacji wynikédw badan i ich oméwieniu. W

podrozdziale 5.1 przedstawiono badania zwigzane z syntezg i charakterystykg




terpolimeréw L-laktydu i glikolidu zawierajacych blok bursztynianu butylenu i/lub
cytrynianu butylenu, w podrozdziale 5.2 terpolimeréw L-laktydu i glikolidu zawierajacych
grupy hydroksylowe oraz aminowe. Rozdziat 5.3 poswiecony jest syntezie i charakterystyce
poliamidoamin otrzymanych w reakcji dichlorku sebacynowego z pochodnymi wybranych
poliamin. Kolejny podrozdziat zawiera wyniki badarn biokompatybilnosci otrzymanych
poliamidoamin oraz ich wlasciwosci bakteriobdjczych. Dwa ostatnie podrozdziaty dotyczg
badania proceséw biodegradacji hydrolitycznej i enzymatycznej otrzymanych materiatéw
oraz podjetych préb formowania rusztowan do hodowli komérkowych.

Analizujgc czes$¢ doswiadczalng pracy mozna stwierdzi¢, ze zostata ona wilasciwie
zaplanowana, a uzyskane wyniki odpowiednio opracowane i wiasciwie zinterpretowane.
Dowiedziono, ze poprzez odpowiedni dobér monomerdw i wprowadzanie wybranych grup
funkcyjnych mozna otrzymac réznorodne polimery biodegradowalne o kontrolowanych
wiasciwosciach fizycznych, szybkosci biodegradacji i dobrej biokompatybilnosci. W efekcie
przeprowadzonych badan otrzymano szereg bioresorbowalnych materiatédw polimerowych
takich jak kopolimery i terpolimery alifatycznych poliestréw, poliestroaminy i
poliamidoaminy, charakteryzujgce sie obiecujgcymi wiasciwosciami w kontekscie
zastosowah w inzynierii tkankowej. W odniesieniu do tej czesci pracy nasuwajg sie
nastepujace komentarze i uwagi:

e str. 88 - prowadzac badania DSC nalezy stosowaé nawazki o zblizonych
masach, podczas gdy Doktorantka stosowata nawazki 10-20 mg, a zatem w
skrajnych przypadkach jedne prébki moglty by¢ nawet dwukrotnie wieksze od
drugich; ponadto zgodnie z zaleceniami norm ISO masa prébki powinna
wynosi¢ 5 do 10 mg;

e sir. 97 - nieprawidtowa jednostka na osi Y;

e str. 101, Tabela 5.1.1.1 - jak wyttumaczy¢ tak duze réznice w dyspersyjnosci
otrzymywanych oligomeréw?

e str. 103 - poréwnujac dane z Tabeli 5.1.1.1 z przebiegiem odpowiednich
krzywych DSC trudno zauwazy¢ wskazany w tabeli trend - w jaki sposob
wyznaczano temperature zeszklenia badanych uktadéw (jako punkt przegiecia
pierwszej pochodnej krzywej DSC czy jako tzw. midpoint)?

¢ w wielu miejscach w pracy pojawia sie odniesienie do krystalicznosci
otrzymywanych materiatdw - czy obliczano stopien krystalicznosci? Trudno
bezposrednio poréwnywaé ciepta topnienia i na tej podstawie wyciggac
whnioski odnosnie krystalicznosci, ze wzgledu na rézny udziat poszczegdlnych
komonomeréw w otrzymywanych kopolimerach;

e badania FTIR - czy analizowano uzyskane wyniki po katem oddziatywan
wodorowych i ich wplywu na strukture i wiasciwosci otrzymywanych

materiatéw?




e str. 189 - na przedstawionych rysunkach brak jest stupkéw btedéw, jakie byto
odchylenie standardowe dla zaprezentowanych badan?

e str. 199 - niezbyt fortunne okreslenie ,silnie semikrystaliczne domeny”, raczej
powinno méwic sie o domenach o wysokim stopniu uprzadkowania faficuchéw
polimerowych lub mniej zdefektowanych krystalitach w obrebie fazy
krystalicznej, itp.

e str. 206 - ,w obecnosci jednostek cytrynianowych i bursztynianach powstaje
silna transestryfikacja miedzyczgsteczkowa”?

Powyzsze uwagi krytyczne i komentarze, do ktérych jak sadze Kandydatka odniesie
sie podczas obrony pracy, nie wptywajg na zdecydowanie pozytywna ocene catej pracy,
w ktdrej zaplanowane i poprawnie przeprowadzone badania doprowadzity do zrealizowania
postawionego na poczatku celu pracy. Mgr émigiel-Gac otrzymata szereg kopoliestrow o
zréznicowanych wiasciwosciach oraz wykazata, ze na drodze kopolimeryzacji poprzez
odpowiedni dobdr sposobu syntezy oraz monomeréw mozliwe jest sterowanie
wiasciwosciami poliestréw, takimi jak hydrofilowoé¢/hydrofobowosé, szybkogé degradaciji,
krystalicznos¢ czy aktywnos$¢ biologiczna. Na szczegéing uwage zastuguje szerokie ujecie
zaprezentowanej tematyki, przeprowadzenie szeregu syntez oraz systematyczna i
obszerna charakterystyka otrzymywanych oligomerdéw i polimeréw. Zakres pracy oraz
jakos¢ uzyskanych wynikéw $wiadczy o tym, ze Kandydatka opanowata metody syntezy
polimeréw, ich formowania, jak réwniez metody charakteryzowania przy uzyciu
réznorodnych technik badawczych. Potwierdza to rdéwniez odpowiednie teoretyczne
przygotowanie oraz umiejetnos¢ prowadzenia badarn naukowych przez Doktorantke w
uprawianej dyscyplinie nauki.

Gtéwnym osiggnieciem Doktorantki bedacym oryginalnym rozwigzaniem problemu
naukowego byto otrzymanie i scharakteryzowanie szeregu nowych kopoliestrow o
wtasciwosciach pozadanych pod katem zastosowan biomedycznych poprzez wprowadzenie
do gtéwnego faricucha grup amidowych, peptydéw, sekwencji estréw kwaséw obecnych w
cyklu Krebsa (kwas cytrynowy, kwas bursztynowy) czy grup hydroksylowych Ilub
aminowych. Tego rodzaju modyfikacja moze pozwoli¢ na wyciszenie odpowiedzi zapalnych,

jak réwniez wspomaga¢ adhezje i proliferacje komérek.
Whnioski konncowe

Wyniki przeprowadzonych badan, opisane w recenzowanej pracy, majg duze
znaczenie naukowe i wnoszg istotny wkiad w wiedze w zakresie otrzymywania nowych
kopoliestrébw. Opracowanie metod syntezy i scharakteryzowanie nowych kopoliestréw
zawierajacych wybrane monomery funkcyjne (kwas cytrynowy, kwas bursztynowy, kwas
L-winowy) stanowi element nowosci naukowej, a uzyskane wyniki badaih moga by¢

wykorzystane w przysztosci w praktyce, w szczegdlnosci w zastosowaniach biomedycznych
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w miejsce obecnie stosowanych powszechnie poliestréw, takich jak PLA i PLGA. Tematyka
rozprawy korzystnie wpisuje sie w aktualne trendy w badaniach nad opracowaniem
kolejnych generacji nowoczesnych biomateriatéw polimerowych.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani
mgr Natalii émigieI-Gac pt. ,Bioresorbowalne kopoliestry przeznaczone do zastosowan w
inzynierii tkankowej, synteza i préby aplikacji” spetnia wymagania stawiane pracom
doktorskim okresine Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z 16.04.2003 r., wraz z
pézniejszymi zmianami) i wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Natalii Smigiel-Gac do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, ze wzgledu na bardzo szeroki zakres wykonanych badan potgczony z
doktadng charakterystyka otrzymanych uktadéw, nowatorski charakter przeprowadzonych
prac oraz znaczacy dorobek naukowy doktorantki wnosze o wyrdznienie rozprawy

doktorskiej Pani mgr Natalii Smigiel-Gac.
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