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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Anny Grzeczkowicz
zatytulowanej: ,Immobilizacja materialu biologicznie aktywnego z wykorzystaniem nano-
cienkiej membrany dla celéw terapeutycznych”

1. Podstawa opracowania

Podstawa opracowania recenzji jest pismo Dyrektora Instytutu Biocybernetyki i
Inzynierii Biomedycznej im.Macieja Natecza d.s. Naukowych prof. dr hab. Jacka Waniewskiego,
z dnia 12.03.2018 r., z prosba o wykonanie recenzji zataczonej pracy zgodnie z Ustawa o
Stopniach 1 Tytule Naukowym z 14 marca 2003 r. Recenzja zostala zredagowana zgodnie z

wytycznymi opracowanymi przez Rad¢ Naukowa IBIB z dnia 5 listopada 2013 roku.

2. Forma rozprawy doktorskiej i jej zagadnienie naukowe

Rozprawa doktorska mgr Anny Grzeczkowicz zostata wykonana pod kierunkiem dr
hab.inz. Ludomiry Granickiej, profesora Instytutu Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej
PAN w Warszawie. Rozprawa stanowi zestaw pigciu, wieloautorskich prac, w tym 3 prac
opublikowanych, jednego manuskryptu zaakceptowanego do druku i jednego manuskryptu
przygotowanego do publikacji, spdjnych tematycznie, pod wspdlnym tytutem ,,Immobilizacja
materiatu  biologicznie aktywnego z wykorgystaniem nano-cienkiej membrany dla celow
terapeutycznych”. Zakres tematyczny tych prac bedacych przedmiotem rozprawy dotyczyt
opracowania zestawu biozgodnych membran o grubosciach nanometrycznych do budowy
uktadow do regulacji procesow biologicznych. W dokumentacji rozprawy znajduja si¢ kopie 5
artykutéw opublikowanych i przeznaczonych do publikacji, stanowiacych osiagnigcie naukowe,
a takze =zalacznik zawierajacy os$wiadczenia wspolautorow poszczegdlnych —artykutdéw
informujace o ich wkladzie merytorycznym.

Pierwsza publikacja zatytulowana ,,The experimental study of the performance of nano-

thin polyelectrolyte shell for dental pulp stem cells immobilization” dotyczy ukltadu do
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wspomagania odbudowy miazgi z¢ba zawierajacego nanocienka membrang do immobilizacji
komorek macierzystych miazgi i przeznaczona do wspolpracy z materiatami stosowanymi w
stomatologii. Zadaniem tego ukfadu jest umozliwienie transportu substancji produkowanych
przez komorki w obrgbie leczonego miejsca, przy jednoczesnym odseparowaniu komorek od
bakterii wystgpujacych w jamie ustnej. Praca zostata opublikowana w czasopi$mie Journal of
Nanoscience and Nanotechnology 1 wedtug listy Journal Citation Reports z roku publikowania
pracy Impact Factor tego czasopsima, wynosi 1,483, natomiast wg listy publikacji punktowanych
MNiSW 20 punktéw. Udzial Doktorantki, bgdacej pierwszym autorem w powstanie tej
publikacji wg zalaczonej dokumentacji przedstawiajacej w sposob opisowy wkiad
poszczegbdlnych autordéw, jest dominujacy.

Druga praca zatytutowana ,, Cytotoksycznos¢ materiatu Nanocare Gold w badaniu in
vitro-badania pilotazowe” dotyczyla okreSlenia cytotoksycznos$ci materiatu Nanocare Gold, w
obecnos$ci wybranych systemow wiazacych do wypekien ubytkéw w warunkach in vitro. Praca
ta zostala opublikowana w czasopismie Dental and Medical Problems, wydawanym przez
Polskie Towarzystwo Stomatologiczne. Czasopismo to jest na licie czasopism punktowanych
MNiSW z liczba punktéw 11 za rok 2015, a Index Copernicus wynosi 109,28. Doktorantka jest
drugim autorem publikacji i jej udzial w powstanie tej pracy podany opisowo jest porownywalny
z pozostatymi autorami.

Trzecia praca przyjeta do druku i zatytutowana “An initial evaluation of cytotoxicity,
genotoxicity an antibacterial effectiveness of a disinfection liquid with silver nanoparticles
combined with a glass-ionomer cement and dentin bonding system” uzupeinia tematyke
poprzedniej pracy, i dotyczyla oceny zywotnosci i funkcji sekwestracyjnych komorek
macierzystych miazgi zgba w odpowiedzi na $rodek dezynfekujacy zawierajacy nanoczastki
srebra 1 zlota, rézne systemy wiazace i ich potaczenie ze srodkiem dezaktywujacym. Praca
zostala przyjeta do druku w czasopi$mie Advances in Clinical and Experimental Medicine, w
roku 2016. Czasopismo wydawane jest przez Uniwersytet Medyczny im. Piastow Slaskich we
Wroctawiu. Na liscie czasopism punktowanych MNiSW czasopismo figuruje z liczba punktéw
15 za rok 2016, a Index Copernicus wynosi 155,19. Impact factor tego czasopisma wg Journal
Citation Reports z roku 2016, wynosi 1,179. Publikacja ta powstata w wyniku wspoipracy 10
autorow, a udziat Doktoranki w jej powstanie mozna uzna¢ za porownywalny z pozostatymi

autorami.



Kolejna praca pt. ,,Detection of nano-thin polyelectrolyte shells on biological
material”, opublikowana w czasopi$mie Membranes and membrane proceses in Environmental
Protection. Monographs of the Environmental Engineering Committee, PAN, opisuje obecnos¢ i
wlasciwosci powlok mebranowych na enkapsulowanych komoérkach, przy zastosowaniu
réznorodnych technik. Udzial Doktorantki w badaniach i powstanie tej publikacji jest znaczacy,
poczawszy od jej udzialu w zaprojektowaniu badan, doswiadczeniach dotyczacych hodowli
komorkowych, badan przy uzyciu réznych metod badawczych, do udzialu w opracowaniu
wynikow manuskryptu. Czasopismo wydawane jest przez Polska Akademi¢ Nauk i nie znajduje
si¢ na liscie czasopism punktowanych.

Ostatni, piaty manuskrypt pt. ,,Polyelectrolyte membrane scaffold for neural cells

growth  sustaining” dotyczy badan nad wytwarzaniem 1 ocenga przydatnosci
polielelektrolitowych rusztowan polimerowych do immobilizacji i hodowli komoérkowych. Praca
zawiera wyniki badan hodowli komoérek neuralnych. Jest to do$¢ obszerna praca
eksperymentalna, a na podstawie o$wiadczenia Promotora, udzial Doktorantki w jej powstanie
mozna uzna¢ za dominujacy. Jest to manuskrypt jeszcze przed wystaniem do publikacji.
Doktorantka brata udzial we wszystkich etapach powstawania tej pracy.
Dokumentacja rozprawy zawiera o$wiadczenia wspotautorow poszczegélnych prac, jak i
oSwiadczenia Promotora, prof. Ludomiry Granickiej przedstawiajacej opisowo wkitad
Doktorantki w prace stanowiace tres¢ jej rozprawy. Sumaryczny Impact Factor cz¢sci publikacji
stanowiacych rozprawe doktorska, wedtug listy Journal Citation Reports z roku publikowania
pracy, wynosi 2,662.

Zagadnienie naukowe podjete w rozprawie Autorka formutuje w formie celu i tez pracy.
Autorka postawita sobie za cel opracowanie biozgodnej nano-cienkiej membrany do
immobilizacji materialu biologicznego, jako elementu uktadu majacego przeznaczenie do
regulacji procesow biologicznych, w tym ukierunkowanego/selektywnego wzrostu komorek.
Autorka w opracowaniu stanowiacym wprowadzenie do publikacji stawia dwie tezy zwiazane z
planowanym celem glownym, tj. opracowanie membrany polielektrolitowej, o wymiarze
nanometrycznym zawierajacej warstweg z modyfikowanego alginianu z inkorporowang proteina
A 1 fulerenolem, ktora jest biozgodna, zapewnia zwigkszenie wytrzymato$ci mechanicznej
powloki oraz pozwala na funkcjonowanie nanoenkapsulowanych ludzkich komoérek
macierzystych miazgi zgba w warunkach in vitro. Wedlug drugiej tezy, ktora jest uzupetnieniem
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pierwszej, wymieniona wielowarstwowa membrana, w ktérej warstwa podstawowa zbudowana
jest z polielektrolitéw pochodzenia naturalnego i pozwala na potrzymanie funkcji szczurzych

neurondéw in vitro i selektywny wzrost komoérek neuralnych.

3. Czy w rozprawie przeprowadzono w sposob wlasciwy analize Zrédel, w tym
literatury Swiatowej, stanu wiedzy i zastosowan w przemysle, Swiadczacy o
dostatecznej wiedzy autorki. Czy wnioski z przegladu zZrodel sformulowano w
sposob jasny i przekonujacy?

Uzupehieniem zbioru publikacji, stanowiacych rozprawe doktorska jest przewodnik,
zawierajacy ogolny opis wynikdw prezentowanych w wymienionych publikacjach, poszerzony
o dodatkowe komentarze. Autorka cytuje w tym opracowaniu 60 pozycji literaturowych,
tematycznie zwigzanych z prowadzonymi badaniami wlasnymi. Biorac pod uwage wymogi
czasopism, w ktorych opublikowane zostaty wyniki badan 1 konieczno$¢ dostosowania do nich
doboru 1 adekwatnos$ci zrodet bibliograficznych, uwazam, ze analiza literatury poprzedzajaca
wlasne badania jest odpowiednio dobrana i $wiadczy o dostatecznej wiedzy i odpowiednim
przygotowaniu merytorycznym Doktoranki w obszarze prowadzonych badan. Tematyka
badawcza Doktorantki jest nowa i zagadnienia dotyczace m.in. technik pomiarowych, metod
wytwarzania materialbw na podloza w hodowlach komoérkowych o wymiarach
manometrycznych, o jednorodnej budowie 1 powtarzalnych wlasciwosciach sa ciagle
przedmiotem intensywnych badan o charakterze podstawowym. W czgsci wprowadzajacej do
kazdej publikacji, analizowane sa wybrane pozycje literaturowe, ktore poprzedzaja uzasadnienie

podjecie si¢ konkretnego zagadnienia przedstawionego w formie celu pracy.

4. Czy autorka rozwiazala poprawnie postawione zagadnienie, czy uzyla wlasciwej

do tego celu metody i czy przyjete zalozenia sa uzasadnione?

Cele i metody sa jasno opisane nakreslone w poszczegodlnych artykutach. Autorzy
poszczegblnych artykulow przedstawiaja wilasne cele na tle wtasciwie dobranej literatury
prezentujacej aktualny stan wiedzy. Metody wykorzystane sa adekwatne do celow

sformulowanych w poszczeg6lnych artykutach.



5. Na czym polega oryginalno$¢ rozprawy, co stanowi samodzielny i oryginalny
dorobek autorki, jaka jest pozycja rozprawy w stosunku do stanu wiedzy, czy
poziomu techniki reprezentowanych przez literature Swiatowg?

Tematyka badawcza rozprawy mieSci si¢ w obszarze inzynierii biomaterialow i
inzynierii tkankowej i1 dotyczy opracowania kompozycji materiatowych do wytwarzania
membran o wymiarach nanometrycznych jako materiatow 1 konstrukcji immobilizujacych
materiaty biologiczne. Uktady takie maja stuzy¢ jako funkcjonalne systemy do wspomagania
selektywnego wzrostu komorek. Tematyka ta miesci si¢ takze w obrgbie takich pojeé jak
biomateriaty, nanomateriaty i nanomedycyna. Jest to dzisiaj niezwykle dynamicznie rozwijajaca
si¢ dziedzina wiedzy ukierunkowana na opracowanie nowych metod leczenia tkanek i narzadow.
Z tego wzgledu wiele publikowanych prac z tego zakresu ma charakter rozpoznawczy, i ciagle
jest to faza weryfikacji lub uzupetniania gromadzonej wiedzy. Prace publikowane Autorki w
duzym stopniu naleza do tych, ktére poglebiaja istniejaca wiedz¢ w zakresie wytwarzania i
charakterystyki materialbw na podtoza komorkowe, w szczegdlnosci w formie membran o
wymiarach nanometrycznych. Niektére wyniki badan do§wiadczalnych, ktore prowadzone byty
wspoélnie z innymi autorami, mozna uzna¢ za oryginalne, m.in. hodowle nano-optaszczonych
komorek macierzystych miazgi zgba, w aspekcie mozliwosci opracowania systemu
zawierajacego materialy stomatologiczne, czy niektére wynika badan dotyczace poznania
mechanizmow oddziatywania 1 funkcjonowania neuronéw na syntetycznych podtozach o
wymiarach nanometrycznych. Poziom naukowy czasopism, w ktorych publikowane sa wyniki
badan Autorki mozna uzna¢ za dobry (Journal Nanosci.Nanotechnol., Adv.Clin.Exp. Med.) i

akceptowalny, dotyczacy tych, ktore indeksowane sa wg listy MNiSW.

6. Czy autorka wykazala umiejetno$¢ poprawnego przedstawienie uzyskanych

wynikow i ich interpretacji?

Jak juz wspomniano, biorac pod uwage wymogi czasopism dotyczace przygotowania
manuskryptow, bedacych osiagnigciem naukowym Doktorantki, a takze fakt, ze cztery z nich
zostaly juz poddane ocenie pod wzgledem formalnym i merytorycznym przez ekspertow w danej
dziedzinie, mozna uzna¢, ze zaréwno prezentacja wynikoéw, ich interpretacja, wraz z dobrze
udokumentowana analiza statystyczna wynikéw eksperymentalnych nie budza zastrzezen.
Autorka wykazata si¢ dostateczna wiedza 1 umiejgtnoscia w postugiwaniu si¢ nowoczesnymi
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technikami badawczymi, co zostalo dodatkowo wyszczegdlnione w czgsci dotyczacej opisu
tresci publikacji. Wspdlnie z innymi autorami przeprowadzita odpowiednie badania dla realizacji
celu 1 wykazania postawionych tez w poszczego6lnych publikacjach i manuskrypcie. Badania

wykonane zostaty na dobrym poziomie naukowym

7. Jakie sg slabe strony rozprawy i ewentualnie jej gldwne wady?

Stabsza strona dokumentacji begdacej rozprawa doktorska jest fakt, ze jeden z
manuskryptow nie zostal jeszcze opublikowany. Zgodnie z wymaganiami ustawy spdjne
tematyczne publikacje bedace przedmiotem rozprawy doktorskiej powinny zosta¢ opublikowane
lub zaakceptowane do publikacji w czasopismach indeksowanych. Z tego wzgledu manuskrypt
piaty nie powinien by¢ uwzgledniany w zestawie prac. Ponadto, dokumentacja dotyczaca oceny
udziatlu Doktorantki w poszczegdlne prace publikowane nie jest tatwa do okreslenia
rzeczywistego jej udziatu. Wszystkie artykuty sa dzietem kilku autorow, np. pozycja 3 jest praca
10 osob, a udziat niektérych autoréw wg dokumentacji wydaje si¢ by¢ poréwnywalny z
udziatem Doktorantki. Uwazam, ze podanie szacunkowego parametru iloSciowego,
wyrazajacego wklad Doktorantki w powstanie poszczegoélnych publikacji znacznie utatwilby
jednoznaczna oceng. W dokumentacji dotyczacej oswiadczen Doktorantki znajduje si¢ jedno
oswiadczenie dotyczace publikacji nie bedacej w zbiorze 5 artykuldéw wymienionych na
poczatku dokumentacji, tj publikacji w czasopismie Journal of Biomedical Materials Research:

Part A, z 2014.

8. Co wniosla rozprawa do nauki i/lub techniki?

Badania, w ktorych uczestniczyta Doktorantka miaty charakter eksperymentalny i
nakierowane byly na mozliwosci praktycznego wykorzystania opracowanych biozgodnych
membran do immobilizacji komoérek, a w perspektywie do opracowania elementu systemu
zawierajacego material stomatologiczny. Rezultaty badan opublikowane w pracach bedacych
rozprawa doktorska Anny Grzeczkowicz poglebiaja wiedzg dotyczaca wybranych rozwiazan
immobilizacji komorek, w warunkach umozliwiajacych ich wlasciwe funkcjonowanie w miejscu
implantacji. Doktorantka, w opublikowanych pracach wspodtautorskich, zaproponowata nowe
uktady do immobilizacji komoérek za pomoca nanocienkich membran polielektrolitowych. W
szczegoOlnosci zaproponowane zostaty systemy materiatowe do nano-optaszczania macierzystych
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komoérek miazgi zgba oraz immobilizacji izolowanych komorek neuralnych na podtozu
zbudowanym z polielektrolitowej membrany o wymiarach nanometrycznych. Efekt praktyczny
tych badan moze by¢ wykorzystany do zastosowania opracowanych uktadow do odbudowy
miazgi z¢gba. Badania wykazaly, Ze opracowana wielowarstwowa nanopowtoka polielektrolitowa
pochodzenia naturalnego pozwala na podtrzymanie funkcji neuronéw in vitro i na selektywny
wzrost komorek neutralnych in vitro. Jak do tej pory ukazalo si¢ niewiele prac, majacych
charakter badan wstgpnych, ktoére dotyczyty immobilizacji komdrek macierzystych miazgi zgba
(DPSC-dental pulp stem cells) przy uzyciu nanoekapsulacji. Dlatego wyniki badan
przedstawione w publikacji The experimental study of the performance of Nano-thin
polyelectrolyte shell for dental pulp stem cells immobilization z roku 2015 mozna uznaé za

oryginalne.

9. Szczegolowe uwagi merytoryczne i redakcyjne, piSmiennictwo uzupelniajace

Z uwagi na forme¢ rozprawy, jej dokumentacj¢ opisujaca dorobek publikacyjny
stanowiacy rozpraw¢ uwazam, ze Doktorantka jest osoba o odpowiedniej wiedzy merytorycznej
1 przygotowaniu w zakresie inzynierii biomaterialdw, chemii i biologii, potrafigca umiejgtnie
wykorzystywac¢ nowoczesne metody badan, adekwatne do podjetej problematyki. Dokumentacja
rozprawy; grafika, jako$¢ rysunkow 1 mikrofotografii, opisy rozdzialdbw sa poprawne.
Komentarze zawarte w czg$ci poprzedzajacej zbidr publikacji sa napisane poprawnie pod
wzgledem jezykowym, z zachowaniem odpowiedniej terminologii dotyczacej podjgte]
problematyki.

Pytania i problemy majace charakter dyskusyjny, ktore nasungty mi si¢ przy studiowaniu
dokumentacji rozprawy dotycza dwdch kwestii,
- na stronie 20 Autorka pisze w swoim komentarzu, ze ,,nanocienka wielowarstwowa membrana
polielektrolitowa, zawierajaca warstw¢ z modyfikowanego alginianu z inkorporowana proteing
A 1 fulerenolem, jest biozgodna i zapewnia zwigkszenie wytrzymalo$ci mechanicznej powloki”.
Badania te prezentowane sa w publikacji pt. Detection of nano-thin polyelectrolyte shells on
biological materials, 2014. Termin ,,zwigkszenie wytrzymato$ci mechanicznej powtoki” pojawia
si¢ takze na stronie 17 w sformulowanej pierwszej tezie pracy. Wytrzymalo$¢ mechaniczna

materii (syntetycznej, naturalnej, biologicznej) jest pojeciem $cisle zdefiniowanym i ma wymiar



napr¢zenia. Co rozumie Doktorantka poprzez takie okreslenie, i czy rzeczywisci udato sig
Doktorantce wyznaczy¢ ten parametr dla badanej powtoki?

- na stronie 22 Doktorantka pisze, ze celem badan dotyczacych immobilizacji komoérek na
podlozu bylo opracowanie wielowarstwowego polielektrolitowego nanorusztowania
membranowego, pozwalajacego na ukierunkowany wzrost, z mozliwos$cia prowadzenia hodowli
dhugoterminowej. W konkluzji Doktorantka stwierdza, ze wspomniana membrana pozwala na
podtrzymanie funkcji neurondw 1 jednocze$nie pozwala na selektywny wzrost komorek
neutralnych in vitro. W terminologii zwiazanej z hodowla komérkowa na podtozu, rusztowaniu
odréznia si¢ pojecia ,.selektywnos¢”, ,ukierunkowany wzrost”. Jak te pojgcia interpretuje
Doktorantka? Wydaje sig, ze ukierunkowany wzrost komoérek wymagatby zastosowania podtoza

o specyficznej budowie przestrzennej, charakteryzujacego si¢ anizotropowa mikrostruktura.

10. Jak recenzent ocenia rozprawe?

Uwazam, ze praca spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim. .
Whiosek koncowy

Podsumowujac przedstawiona dokumentacjg, zawierajaca osiagnigcie naukowe mgr
Anny Grzeczkowicz, tj. zestaw pigciu prac, w cz¢sci opublikowanych lub zaakceptowanych do
publikacji, uwazam, ze spetnia ona wymogi rozprawy doktorskiej. Doktorantka jest pierwszym
badz drugim autorem w tych publikacjach, a jej udzial w kazdej z nich jest znaczacy.

Prace opublikowane znajduja si¢ w czasopismach naukowych, w wigkszos$ci
znajdujacych si¢ na liScie punktowanej MNiSW, a takze w bazie Web of Science.
Recenzowana praca zawiera  dostatecznie udokumentowane i wykonane wyniki badan
eksperymentalnych, dotyczacych wytwarzania biozgodnych i biofunkcjonalnych membran o
wymiarach nanometrycznych, ktére w perspektywie beda mogty stuzy¢ jako elementy systemu
materiatdéw stomatologicznych. Uwazam, Ze rozprawa spelnia wymogi ustawy o stopniach 1
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki.

Wnosze zatem do Rady Naukowej Instytutu Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej

im.Macieja Nalgcza Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Anng Grzeczkowicz do

publicznej obrony rozprawy.



