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1. Tre$¢ i zakres rozprawy doktorskiej

Praca przedstawiona do oceny po$wigcona jest sprawdzeniu mozliwosci pokrywania
no$nikow stalych jedno-, dwu- lub trojsktadnikowa monowarstwa z wykorzystaniem metody
przeniesienia z fazy cieklej. Celem takich dziatan jest pokrycie powierzchni np. stentow,
zwigzkami, ktore bedg nie tylko naSladowaly naturalne struktury komorkowe
(np. fosfolipidy), lecz takze bedg mogly uwalnia¢ do organizmu zwigzki o charakterze
terapeutycznym.

Implantologia, cho¢ poczynita w ostatnich latach znaczne postgpy, to ciggle stoi przed
szeregiem wyzwan. Jednym z tych wyzwan jest znalezienie takich pokry¢ dla implantow,
ktore zapobieglyby negatywnej odpowiedzi ukladu immunologicznego skutkujacej tworzeniu
stanu zapalnego i/lub odrzuceniu implantu. Implanty wykonuje si¢ zazwyczaj z metalu
lub tworzyw, np. poli(tereftalanu etylenu). Poli(tereftalan etylenu), PET, wykorzystywany jest
do rekonstrukcji naczyn krwiono$nych lub jako pokrycia dla np. metalowych stentow.
Niestety PET nie jest biokompatybilny i czesto wywoluje negatywng odpowiedz
immunologiczna. Z tego wzgledu implanty wykonane z PET powinny by¢ pokryte zwigzkami
gwarantujgcymi biozgodno$é. Takim zwigzkiem moze by¢ wybrany w badaniach Doktorantki
chitozan. Chitozan to polisacharyd bedacy pochodng chityny. Bardzo liczne badania
potwierdzily jego biokompatybilno$¢ oraz brak cytotoksyczno$ci. Dodatkowo ma on dobre
whasnosci sorpcyjne, co moze byé wykorzystane do wigzania, a nastepnie powolnego
uwalniania lekow w organizmie. Przeszkoda do wykorzystania chitozanu jako pokrycia jest
fakt, Ze staje si¢ on polikationem w kontakcie z krwia, co sprzyja adhezji sktadnikow krwi
i tworzeniu skrzepu. Jednak mozliwe jest polaczenie chitozanu z substancjami
immunosupresyjnymi, przeciwutleniajagcymi i/lub przyjaznymi dla skladnikow krwi
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czy komorek i bton biologicznych. Te wiasno$ci chitozanu nasungty Doktorantce pomyst
wykorzystania chitozanu, jako pokrycia dla PET wzbogaconego w cyklosporyne A
(CsA, zwigzek immunosupresyjny), galusan laurylu (LG, zwigzek przeciwutleniajacy)
i fosfolipidy (DOPC i DPPC). Pokrycia wykonywano metoda przeniesienia monowarstwy
z fazy ciekle;.

Zakres pracy obejmowal scharakteryzowanie wilasnosci fizykochemicznych ciektych
filméw jedno-, dwu- i trojsktadnikowych zawierajacych CsA, LG lub/i DOPC utworzonych
na fazie wodnej, fazie zawierajacej roztwor kwasu octowego, fazie zawierajacej roztwor
kwasu octowego i chitozan. W nastepnej kolejnosci okre$lono mechanizmy oddzialywan
migdzy czasteczkami sktadajacymi si¢ na poszczegolne ukfady. Okre$lono takze wplyw
chropowato$ci powierzchni ciata stalego na monowarstwy przeniesione na faze stalg.
Prac¢ zakonczono scharakteryzowaniem wtasno§ci fizykochemicznych monowarstw
przeniesionych na cialo state pod katem struktury i oddziatywan miedzyczasteczkowych.

Praca podzielona zostala na trzy czeSci: cze$¢ literaturowg (5 rozdzialy), czesé
cksperymentalng (6 rozdzialéw) oraz cze$¢ opisu i dyskusji wynikéw (4 rozdzialy)
uzupehione spisem literatury i dorobkiem naukowym Doktorantki. W cze$ci literaturowej
Doktorantka przedstawila ogolne informacje o biomateriatach (Rozdziat 1.), materialy
stosowane do projektowania powierzchni biokompatybilnych (Rozdzial 2.), metody
wykorzystywane do preparatyki filméw i ich charakteryzacji na granicy powietrze/ciecz
(Rozdzial 3.), opis metody aktywacji powierzchni przy uzyciu plazmy (Rozdzial 4.)
oraz metody wykorzystywane do charakteryzacji powierzchni stalych (Rozdzial 5.).
Czg$¢ eksperymentalna poswigcona jest przedstawieniu substancji stosowanych w badaniach
(Rozdziat 6.), sposobu przygotowania roztworéw (Rozdziat 7.), sposobu otrzymywania
monowarstw 1 ich charakteryzacji (Rozdzial 8.), otrzymywaniu monowarstw Langmuira-
Blodgett (LB, Rozdzial 9.), sposobu przygotowania piytek PET (Rozdzial 10.)
oraz przedstawieniu sposobu badania wlasciwosci fizykochemicznych monowarstwy LB
(Rozdzial 11.). Ostatnia cze§¢ pracy zawiera badania przedstawiajace otrzymywanie
i charakteryzacje monowarstw na powierzchni fazy cieklej (Rozdziat 12.), dobér warunkow
przenoszenia filmow z granicy faz ciecz/powietrze na noénik staly (Rozdziat 13.)
oraz charakteryzacje monowarstw przeniesionych na noénik staty (Rozdzial 14.).Wyniki
badan zostaty podsumowane w Rozdziale 15.

Praca ma dobra konstrukcj¢ i prowadzi czytelnika przez zagadnienia omawiane i badane
w pracy. Na uwage zashiguje przywolanie danych literaturowych przy omawianiu
uzyskanych wynikoéw badan.

Cel i zakres rozprawy zostaly wyraznie okreSlone, za§ przedstawione wyniki badan
pozwalajg stwierdzi¢, ze zamiary zostaly osiagnigte. Badania zaprezentowane w pracy zostaly
dobrze przemyslane, umotywowane i rzetelnie zrealizowane przez Doktorantke.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska p. mgr Klaudii Szafran liczy 229 stron
z licznymi rysunkami, tabelami, streszczeniem w j. polskim i angielskim, spisem literatury
(292 pozycje) i dorobkiem naukowym Doktorantki.

2. Ocena merytoryczna rozprawy
Recenzowana rozprawa doktorska miala na celu zbadanie mozliwosci tworzenia
monowarstwowych pokry¢ implantow metoda przeniesienia z fazy cieklej. Doktorantka



rozpoczeta badania od scharakteryzowania monowarstw Langmuira jedno- (DOPC, CsA,
LG), dwu- (DOPC-CsA) lub trojsktadnikowych (DOPC-CsA-LG) tworzonych na granicy faz
powietrze/ciecz. Jako subfaze wykorzystano wode, roztwér kwasu octowego oraz roztwor
chitozanu w roztworze kwasu octowego. Badania realizowane w subfazie wodnej miaty
na celu okre§lenie optymalnych proporcji pomiedzy skladnikami a takze okre$lenie
wzajemnych oddziatywan pomigdzy skfadnikami monowarstwy. Ze wzgledu na to,
ze roztwér kwasu octowego stanowi rozpuszczalnik dla chitozanu, Doktorantka
scharakteryzowata takze monowarstwy w $rodowisku kwasu octowego. Konczac ten etap
badan przeprowadzono charakteryzacje monowarstw w $rodowisku zawierajacym chitozan.
Doktorantka stwierdzila, ze wszystkie monowarstwy znajduja si¢ w stanie ciektym
rozprgzonym lub posrednim LE-LC, obecno$¢ chitozanu wplywa na zmiane upakowania
monowarstw, lecz nie wplywa na wzajemne oddzialywania skladnikéw monowarstwy
a chitozan oddzialywujac ze sktadnikami monowarstwy zwieksza jej stabilnosé.

W kolejnym etapie eksperymentéw okreslono optymalne warunki przenoszenia
monowarstwy z fazy cieklej na no$nik staly przy uzyciu techniki Langmuira-Blodgett.
Jako staty no$nik zastosowano PET aktywowany plazmg niskotemperaturowg (PET,), mike,
mikg pokryta ztotem oraz szklo pokryte zlotem. Takie zroznicowanie powierzchni pozwolito
na okresleniec wplywu wlasciwosci powierzchni (a szczegélnie jej chropowatosci)
na charakterystyke¢ osadzanych na niej monowarstw. Doktorantka okreslita optymalne
warunki przenoszenia wykazujac, Ze monowarstwa DOPC-CsA-LG 0,50 wykazuje
najwickszg stabilno§¢ w fazie cieklej. Wspoétczynnik przeniesienia dla wszystkich
powierzchni byt bliski jednoéci, co $wiadczy o ilo$ciowym przeniesieniu monowarstw.

Ostatnia  czgS¢  pracy  przedstawiala  charakterystyke monowarstw  jedno-
1 wieloskfadnikowych przeniesionych na PET aktywowany plazma niskotemperaturowa,
na mik¢ i na mike¢ pokrytg zlotem. Doktorantka stwierdzila, ze chropowato$¢ pokrytej
powierzchni silnie zalezy od struktury czgsteczek tworzacych monowarstwe, od jej skladu
oraz od rodzaju podloza, na ktore monowarstwa jest przenoszona. Obecno§é chitozanu
W przenoszonej warstwie w wigkszosci przypadkoéw zwigksza chropowato$é powierzchni,
lecz wyznaczona warto$¢ miesci si¢ w optymalnym zakresie okreslonym dla materiatow
hemokompatybilnych. Podobnie zwilzalnos¢é powierzchni PET, pokrytej filmem
chitozanowym i/lub monowarstwg jedno- lub wieloskladnikowa miesci sie w optymalnym
zakresie zwilzalno$ci powierzchni materialéw stosowanych w inzynierii tkankowe;.

Podsumowujgc badania Doktorantki moina stwierdzié, ze opracowane pokrycia
wieloskladnikowe ofrzymane metoda przeniesienia z fazy cieklej sa odpowiednie
do uzyskania powierzchni biokompatybilnej o szerokim spektrum  zastosowan
biomedycznych.

Stwierdzam, Zze mgr Klaudia Szafran zrealizowata wyznaczone w pracy cele, wykazata
si¢ umiej¢tnodcig planowania i wlasciwej realizacji prac badawczych, a uzyskane wyniki
stanowig istotny wkiad w rozw6j badah nad tworzeniem pokryé hemokompatybilnych.
Niewatpliwg zaleta pracy jest wykorzystanie i stosowanie przez Doktorantke szeregu
nowoczesnych technik analitycznych (pomiary potencjalu powierzchniowego, pomiar kata
Brewstera, AFM, TOF-SIMS, CA, QCM, CV), co pozwolito na precyzyjna analize
zachodzacych zjawisk. Wyniki badan Doktorantki zostaty opublikowane w 9 publikacjach
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zamieszczonych w czasopismach z tzw. ,,Listy filadelfijskiej” i 2 publikacji zamieszczonych
w czasopi$émie spoza ,listy” (indeks Hirsha 6, liczba cytowan 126 wg Scopus)

Oceniajac  aspekty poznawcze rozprawy doktorskiej, za istotne osiggnigcia
Doktorantki mozna uznaé:
- zaprojektowanie i scharakteryzowanie nowoczesnych powlok dla implantow/stentow
o szerokim potencjale aplikacyjnym w inzynierii tkankowe;j,
- scharakteryzowanie wiasciwo$ci monowarstw jedno- i wielosktadnikowych badanych
zwigzkéw (DOPC, CsA, LG) otrzymanych na cieklej fazie noénej (woda, roztwor kwasu
octowego, roztwor chitozanu w roztworze kwasu octowego),
- okreslenie organizacji czasteczek podczas sprezania oraz okre§lenie ich wzajemnych
oddziatywan,
- okreslenie optymalnych warunkow przenoszenia monowarstw na podtoze state (PET), mike,
mike pokryta ztotem, szklo pokryte ztotem),
- scharakteryzowanie monowarstw przeniesionych na faz¢ stala z wykorzystaniem
nowoczesnych technik analitycznych, ktoére potwierdzily, Ze opracowane nowatorskie
pokrycia sg odpowiednie do uzyskania powierzchni biokompatybilnej o szerokim spektrum
zastosowan biomedycznych.

W trakcie czytania pracy nasuwajg si¢ jednak pewne pytania:

1. Monowarstwy jedno- i wielosktadnikowe przenoszono z fazy ciekle] na fazg¢ stals.
Jaka jest stabilno$¢ otrzymanych pokry¢é uzyskanych na PET, przy ponownym
umieszczeniu w $rodowisku wodnym np. w $rodowisku krwi; czy mozliwa jest desorpcja
pokry¢ do fazy ciekle;?

2. W badaniach stosowano chitozan o masie czasteczkowej 100-300 kDa i stopniu
deacetylacji 82%. W jaki sposob masa czgsteczkowa i stopien deacetylacji beda wptywaty
na tworzenie monowarstwy na granicy ciecz/powietrze?

3. Czy wykonano testy cytotoksycznosci uzyskanych pokry¢?

Uwagi o charakterze edytorskim:

1. Przeglad danych literaturowych nie zawiera informacji dotyczacych tworzenia
monowarstw na granicy faz powietrze/ciecz i przenoszenia ich na ciato stale (dane
literaturowe przywotywano jedynie przy omawianiu wynikéw badan). Czy takie badania
byly juz prowadzone dla podobnych lub innych zwiazkow?

2. Rozdziat 11.3.: w opisie metody pomiaru zwilzalnosci nie podano jaka objetos¢ miala
kropla nanoszona na powierzchni¢ badang za pomocag mikrostrzykawki

3. Zdjecia obrazujace wyniki badan zamieszczone w pracy sg zbyt mate i trudne do analizy,

Uwagi przedstawione powyzej, poczynione z obowigzku recenzenta, nie umniejszaja wartosci
pOzZnawczej rozprawy.

3. Wnhniosek koncowy

Praca nie budzi zastrzezen zaréwno pod wzgledem formalnym, jaki i merytorycznym.
Zostala sformulowana poprawnie i wnosi wiele elementéw nowo$ci naukowe;j.
Analiza danych do$wiadczalnych jest prawidlowa. Uzyskane wyniki poszerzaja wiedze
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na temat tworzenia pokry¢ do zastosowan w inzynierii tkankowej. Opracowanie stanowi
oryginalny dorobek autorki.

Stwierdzam, Ze rozprawa doktorska p. mgr Klaudii Szafran spelnia wymagania
formalne w odniesieniu do pracy doktorskiej, odpowiada wymogom ustawy
o tytule i stopniach naukowych z dnia 20 lipca 2018 (Dz.Ustaw 2018 poz, 1668 wraz
z pozniejszymi zmianami). Zwracam si¢, zatem do Rady Instytutu Nauk Chemicznych
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o przyjecie pracy oraz dopuszczenie
p. mgr Klaudii Szafran do dalszych etapéw postgpowania przewidzianego w przewodzie
doktorskim. Jednocze$nie wysoko oceniajgc przedstawiong do oceny prace wnioskuje o jej
wyrdznienie.
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