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Pomimo ciggltego postgpu medycyny leczenie trudno gojacych si¢ ran nadal
pozostaje wyzwaniem, szczegOlnie w dobie wzrastajacej antybiotykoopornosci
mikroorganizméw. Wiele bakterii chorobotworczych rozwineto opornos¢ na gtéwne
klasy antybiotykow, a bakterie wielolekooporne powoduja nieuleczalne infekcje. Szacuje
sig, ze liczba zgonow powodowanych przez te mikroorganizmy moze wzrosna¢ do 2050
roku do 10 milionéw, a koszt ich leczenia do 100 biliondw dolarow. Przestanki te
powoduja, ze ciggle poszukiwane sg nowe materiaty opatrunkowe. Idealny opatrunek na
rany skorne powinien spetnia¢ wiele wymagan, m. in. powinien stanowi¢ barier¢ fizyczna
zapobiegajaca dalszym urazom i zanieczyszczeniom; by¢ no$nikiem skutecznego $rodka
bakteriobdjczego; adsorbowa¢ nadmiar wysiekdw; zapewnia¢ wymiang gazowa.
W leczeniu ran przewlektych stosuje si¢ roznorodne produkty syntetyczne, ktore jednak
nie zawsze spelniajag wszystkie stawiane im wymagania. Ze wzgledu na dostgpnosé,
biodegradowalno$¢ i nietoksycznos¢ naturalne biopolimery weglowodandow 1 biatek
mogg stanowi¢ obiecujgcg alternatywe. Materialy te czgsto cechujg sie zdolnoscig do

tymczasowego podawania czynnika antydrobnoustrojowego, dostarczania go w $cisle
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okreslonym czasie, badz cyklicznie. Wiedza na temat mechanizmow kontroli uwalniania
unieruchomionego we wngtrzu matrycy zwiazku, jak roéwniez jego wplywu na wlasnosci
materiatu opatrunkowego jest niezb¢dna w projektowaniu odpowiedniego systemu.
Analizujgc liczbe publikacji naukowych, dotyczacych zagadnien zwigzanych
z bioaktywnymi opatrunkami, mozna stwierdzi¢, ze w bazie Web of Science znajduje si¢
400 pozycji (wyszukiwanie: ,bioactive dressing” w tytule, abstrakcie, slowach
kluczowych), opublikowanych w latach 2011-2020, przy czym notuje si¢ zwickszajaca
si¢ liczbe publikacji od 2014 roku (2011 - 25; 2014 - 32; 2020 - 72), co takze $wiadczy
o aktualnosci prowadzonych przez Doktorantke badan.

Recenzowana praca obejmuje 140 stron maszynopisu. Cato§¢ poprzedzona
zostata streszczeniem w jezyku polskim 1 angielskim i podzielona jest na rozdziaty:
Aktualny stan wiedzy, Cel pracy, Materiaty 1 metody, Wyniki i dyskusja, Podsumowanie
1 wnioski, Literatura. W teks$cie pracy znajduje si¢ 14 tabel 1 25 rycin wzbogacajacych
poczatkowe rozdzialy (Aktualny stan wiedzy, Materialy i metody) jak rowniez
stanowigcych udokumentowanie uzyskanych wynikow badan. W pracy cytowanych jest
295 pozycji literaturowych, w tym okoto 57% z ostatnich pigciu lat. Prezentacja
wynikow, a takze dyskusja sg przedstawione w sposob prosty i logiczny. Pod wzgledem
formalnym rozprawa spetnia wszystkie stawiane wymogi merytoryczne — ma charakter
eksperymentalny i zawiera komplet wymaganych rozdzialéw utozonych w sekwencji
typowej dla prac o charakterze do§wiadczalnym.

W rozdziale 1, opracowanym na podstawie literatury, Autorka pokrdtce omawia
problem antybiotykoopornosci mikroorganizméw (podrozdzial 1.1) oraz fizjologie
gojenia ran wspominajac jednocze$nie zagadnienie infekcji mikrobiologicznych
(podrozdziat 1.2). W kolejnych dwoch podrozdziatach (1.3 i1 1.4) Doktorantka
przedstawia przeglad piSmiennictwa na temat materialdw opatrunkowych ze
szczegblnym uwzglednieniem polimeréw stosowanych do ich wytwarzania, w tym
pochodzenia biologicznego. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje aktualnos¢
cytowanych w tej czesci pozycji literaturowych. Zdecydowana wigkszo$¢ z nich
pochodzi z ostatnich pigciu lat. Ostatnia cze$¢ przegladu literatury (podrozdziat 1.5)
dotyczy  zwigzkow  przeciwdrobnoustrojowych stosowanych ~w  materiatach
opatrunkowych. Doktorantka omowita kolejno cieszace si¢ w ostatnich latach ogromnym
zainteresowaniem nanoczaski (AgNPs, nZnO, TiO2NP) oraz miod, olejki eteryczne

1 zwigzki fenolowe. Wedtug mojej opinii tytuty podrozdziatoéw 1.5.3 oraz 1.5.4 s3 nieco
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niefortunne, poniewaz ani miod ani olejki eteryczne nie sa zwigzkami chemicznymi,
a mieszaning tychze, co Autorka opisuje w tresci podrozdziatow. Zatuje rowniez, ze
podrozdziat ,,Zwigzki fenolowe” nie zawiera informacji na temat polifenoli stosowanych
w materiatach opatrunkowych.

W rozdziale 2 przedstawiono cel pracy, ktorym bylo zaprojektowanie
1 otrzymanie na bazie kolagenu materialu, stanowigcego matryce dla zwigzkéw
biobdjczych pochodzenia naturalnego. Doktorantka postawila sobie cztery cele
szczegblowe: wytypowanie zwigzkow fenolowych i1 ich mieszanin o najlepszych
wlasciwosciach biobojczych (i), wytworzenie materiatu biobojczego na bazie kolagenu
1 substancji biobojczych (i), oznaczenie wtasciwos$ci biobdjczych otrzymanego materiatu
oraz jego wpltywu na niektore procesy komodrkowe (iii), charakterystyka wlasciwosci
fizykochemicznych materiatow aktywnych (iv). Ogdlnie nalezy stwierdzi¢, ze cel pracy
zostat sformutowany prawidlowo i koreluje z dalszg cz¢sécig rozprawy.

W kolejnym rozdziale Doktorantka opisata materiaty i metody stosowane podczas
pracy doswiadczalnej. Stosowane w pracy metody zostaty poprawnie opisane co stwarza
warunki do powtdrzenia badan i pomiarow. Mocng strong prowadzonych badan byt ich
szeroki zakres, pozwalajacy na szczegdtowe scharakteryzowanie otrzymanego materiatu
kolagenowego. Zastosowane techniki i metody pomiarowe wymagaly dobrego
merytorycznego oraz analitycznego przygotowania Doktorantki. Metodyka pracy
obejmuje zar6wno oznaczenia rutynowe, wynikajace z ogolnie przyjetych procedur, jak
I nowoczesne metody analityczne, np. ATR-FTIR, AFM, SEM. Do tej czgsci mam kilka
szczegdlowych uwag/pytan.

1. W jaki sposob wyznaczano strefe zahamowania wzrostu podczas badan, czy
uwzgledniajac wielko$¢ stosowanych kwadratéw celulozowych? Co bylo proba
odniesienia?

2. Przedstawione w tabeli 2 skroty nie sg spojne z dalszg czeScig pracy (np. tab. 7,
8, 10, 12)

3. Brak jest w spisie literatury pozycji Zhou i wsp. (2011) cytowanej w opisie badan
biokompatybilnosci. Jesli pozycja ta jest Zhou, H. Y., Zhang, Y. P., Zhang, W. F.,
& Chen, X. G. (2011). Biocompatibility andcharacteristics of injectable chitosan-
based thermosensitive hydrogel for drug delivery. Carbohydrate Polymers, 83(4),
1643-1651.https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2010.10.022. to autorzy opisujac
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metodyke odnoszg si¢ do normy ISO 10993-5. Uwazam, ze w takiej sytuacji
nalezatoby si¢ odnie$¢ raczej do materiatu zrédlowego.
4. Dlaczego Doktorantka badata jedynie wplyw tymolu (w st¢zeniach 0,5

i 0,75mg/cm?) unieruchomionego w materiale na tworzenie biofilmu?

Zasadnicza cz¢$¢ pracy stanowi rozdzial 4 — Wyniki i1 dyskusja. Na poczatkowym
etapie badan Doktorantka przeprowadzita eksperyment pozwalajacy na wytypowanie
sposrdd czterech zwigzkow fenolowych (karwakrol, tymol, gwajakol, eugenol) oraz ich
dwuskladnikowych mieszanin zwigzkoOw/mieszanin o najwyzszym potencjale
pozwalajagcym na zastosowanie w materialach biobdjczych. Wyniki badan zostaty
poddane analizie statystycznej metoda Warda. Czuj¢ niewielki niedosyt jesli chodzi
o wyciagniecie wnioskOw na podstawie grupowania hierarchicznego. Drobna uwaga
dotyczy réwniez doktadnos$ci wynikow podanych w tabelach 3-6. Czy dysponowano
przyrzadem pozwalajacym na pomiar strefy zahamowania wzrostu z doktadnos$cia do
0,1Imm? Doktorantka do dalszych badan wytypowala dwa z badanych zwiazkow (tymol
i karwakrol) oraz ich mieszaning. W dalszej czg$ci dysertacji opisano wiasciwosci
otrzymanego materialu kolagenowego. Zarowno w opisie wynikow jak 1 w czgsci
metodycznej nie znalaztam informacji na temat st¢zenia niejonowego surfaktantu
dodawanego do materiatu. Informacja ta moze by¢ istotna ze wzgledu na fakt, ze autorka
wnioskuje, ze to wilasnie Polisorbat 80 odpowiada za brak biokompatybilnosci
uzyskanego materialu. Doktorantka przebadata wlasnosci bojcze otrzymanych
materiatdw w stosunku do dwoch szczepow bakterii: Staphylococcus aureus ATCC 6538
oraz Escherichia coli ATCC 8739. W wigkszosci statystyk epidemiologicznych
analizujacych zakazenia ran, w tym typu SSI (ang. surgical site infections), zaznacza si¢
przewazajacy udzial S. aureus Jednakze do$¢ czgsto wymieniane sg rowniez inne gatunki
np. pateczki niefermentujace Pseudomonas aeruginosa lub Acinetobacter spp., ziarniaki
nalezace do rodzaju Streptococcus czy gatunki z rodzajow: Corynebacterium, Serratia,
Enterobacter, Stenotrophomonas, Bacteroides, Peptoniphilus, Finegoldia. Czy Autorka
rozwazala rozszerzenie zakresu prowadzonych badan? Doktorantka wykazata, zZe
wszystkie badane materialy zawierajace pojedyncze zwigzki fenolowe (tymol lub
karwakrol) w stezeniu od 0,25 do 4 mg/cm? powodowaly redukcje liczebnosci badanych
mikroorganizméw o co najmniej 2 rzedy logarytmiczne co pozwala uzna¢ je za

bakteriobojcze. W przypadku wprowadzenia do matrycy kolagenowej mieszaniny obu
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zwigzkow wspotczynnikiem redukcji pozwalajacej na stwierdzenie bakteriobodjczosci
w stosunku do S. aureus charakteryzowaty si¢ jedynie materiaty o stezeniu mieszaniny
TYM/KAR w przedziale 0,75-4,0 mg/cm?, a w stosunku do E. coli 0,5-4,0 mg/cm?.
Autorka udowodnita réwniez, ze uzyskane przez nig bioaktywne materiaty wplywaja na
aktywno$¢ dehydrogenaz oraz zmniejszaja ilo§¢ tworzonego przez testowane
mikroorganizmy ATP. Doktorantka przeanalizowata rowniez zdolno$¢ tworzenia
biofilmu na badanych materiatach przez gronkowce z gatunku S. aureus. Ta czes$¢ badan
budzi moje watpliwosci. Jako$¢ dokumentacji fotograficznej nie pozwala mi na oceng
uzyskanych przez Autorke badan. Dlaczego nie zastosowano ilosciowych metod oceny
tworzenia biofilmu? Mozna bylo roéwniez bazowa¢ na metodach barwienia
fluorescencyjnego co wzbogaciloby te cze$§¢ pracy. Istotnym elementem
przeprowadzonych badan byla ocena biokompatybilnosci uzyskanych materiatow.
Niestety okazalo sig, ze wszystkie materialy powoduja hemoliz¢ powyzej 5%
erytrocytow, co nie pozwala uzna¢ ich za biokompatybilne. Analizujagc wyniki badan
Autorka zasugerowala, ze w znacznej mierze za hemolize odpowiedzialny jest
zastosowany Polisorbat 80. Czy zatem podjeta zostala proba zmniejszenia st¢zenia tego
zwigzku w materiale. Czy Autorka ma propozycje jaki inny surfaktant mozna bytoby
zastosowac i jak wplynetoby to na wlasciwosci fizykochemiczne materiatu?

Kolejny podrozdzial dotyczy podatno$ci wytworzonych w ramach pracy, z dodatkiem
tymolu, materiatow kolagenowych na degradacj¢ z udzialem kolagenazy typu I. Autorka
okreslita, ze dodatek tego zwigzku, z wyjatkiem najnizszego st¢zenia, nie wptywa na
podatno$¢ materialu na degradacj¢. Cecha ta sprawia, ze materiatl opatrunkowy na bazie
kolagenu moze stanowi¢ dodatkowe zrodio biatka wykorzystywane w procesie
angiogenezy i przebudowy tkanki.

Autorka zbadata rowniez wiele innych cech fizykochemicznych materiatlow
kolagenowych z dodatkiem fenoli, ktore wplywajg na skutecznos¢ materiatow w leczeniu
zakazen. Waznym w tym zakresie aspektem jest wigzanie zwigzkow aktywnych
z matryca kolagenowa 1 ich stopniowe uwalnianie. Doktorantka okreslita przy uzyciu
techniki ATR-FTIR (podrozdzial 4.9), ze istnieja interakcje pomigdzy grupami
funkcyjnymi fenoli 1 kolagenu, polegajace na tworzeniu oddzialywan wodorowych
miedzy grupami -NH biatka i -OH fenoli. Dzi¢ki obrazowaniu powierzchni materialow z
zastosowaniem AFM Doktorantka okreslita, ze najbardziej integralnym materiatem byt

ten z dodatkiem tymolu, szczegdlnie w nizszych stezeniach. Materiaty z karwakrolem
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1 mieszaning obu zwigzkéw prawdopodobnie nie tworzyly stabilnej emulsji, co
skutkowalo cze$ciowym odparowaniem zwigzkow aktywnych (podrozdziat 4.10).
Pomiar kata zwilzania pozwolil Doktorantce na stwierdzenie, ze dodatek zwiazkow
fenolowych do matrycy kolagenowej potegowat hydrofobowos¢ powierzchni
(podrozdziat 4.11)

Podczas gojenia ran w fazie oczyszczania uposledzeniu przez RFT ulegaja kompleksowe,
nieswoiste reakcje obronne organizmu, majace na celu usunigcie patogennych
drobnoustrojow, oczyszczenie rany z zakazonych lub uszkodzonych, martwiczych tkanek
i przygotowanie do proceséw proliferacji. Dlatego wazng cecha materiatow
bioaktywnych moze by¢ ich aktywnos$¢ antyoksydacyjna. Autorka okreslata wtasciwosci
materialdow kolagenowych w stosunku do rodnika DPPH (podrozdziat 4.12). Réwniez
w tym przypadku najlepszymi wilasnosciami antyoksydacyjnymi wykazal si¢ materiat
z dodatkiem tymolu. Pozostate materialy rowniez wykazywaty zdolno$¢ do zmiatania
wolnych rodnikéw, jednak w tym przypadku Doktorantka stwierdzita brak korelacji
pomiedzy st¢zeniem karwakrolu a aktywnos$cig antyoksydacyjng. Zatem materiat
polimerowy z wbudowanymi fenolami moze wptywacé korzystnie na leczenie ran.
Analizowany przez autorke material poddany zostal rowniez badaniom w zakresie
mozliwo$ci biosorbcji (podrozdziat 4.13). Autorka okreslita, ze wraz ze wzrostem
stezenia zwiazkéw aktywnych zwieksza si¢ ubytek masy badanych materiatow.
Doktorantka wnioskowata, Ze jest to spowodowane nie tylko degradacja materiatéw ale
rowniez uwalnianiem zwigzkow fenolowych z matrycy. Kolejny etap badan potwierdzit,
ze rzeczywiscie zwiazki fenolowe s3 czg$ciowo uwalniane z matrycy (rozdziat 4.14).
Mam jednak watpliwosci czy np. okoto 50% wzrost ubytku masy moze by¢
spowodowany uwolnieniem 4mg/cm? tymolu unieruchomionego w materiale. Czy moze
jednak jest to spowodowane wplywem fenoli na strukture materiatu. Czy Autorka
moglaby si¢ do tego odnies¢? Jednoczesnie stopniowe uwalnianie fenoli powoduje, ze
uzyskane przez Doktorantk¢ materiaty nie dziataja jedynie w formie bezposredniego
kontaktu. Czy rozwazala Pani aby okresli¢ dynamike uwalniania tych zwiazkow?

Ze wzgledu na to, Zze jednym z kluczowych parametrow wplywajacych na proces gojenia
jest poziom wilgotnosci jak rowniez poziom zawartosci tlenu 1 ditlenku wegla w jej
otoczeniu Doktorantka okreslita przepuszczalno§¢ par i gazéw dla wybranych
materialdéw. Ubolewam nad tym, Zze do badania wybrano jedynie jeden z materiatow

z wbudowanym fenolem i to w stezeniu 4mg/cm? pomimo, ze Autorka stwierdza,
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ze najlepszymi wlasciwosciami cechowaly si¢ materiaty kolagenowe z dodatkiem 0,25-
0,5mg/cm? tymolu. Tym bardziej, ze jak wynika z uzyskanych przez autorke wynikoéw
badan zwiazek ten wplywa na okreslane parametry.

Otrzymane wyniki badan pozwolity Autorce na sformutowanie dziesi¢ciu ciekawych

1 istotnych wnioskow (rozdziat 5), majacych przede wszystkim warto§¢ poznawcza, ale
takze zawierajacych elementy, wskazujace na ich znaczenie aplikacyjne. Do tej czesci
mam dwa pytania:

1. Co Autorka rozumie poprzez sformulowanie, ze ,materialy z karwakrolem
sprawiaty problemy technologiczne” (str 112)?

2. Na jakiej podstawie materialy o zawartosci 0,25-0,5mg/cm? tymolu zostaty
wybrane jako oznaczajace si¢ najlepszymi cechami? Czy mozliwe bylo
zastosowanie jakich$ metod matematycznych na poparcie tego wniosku?

Biorac pod uwage cel i zakres pracy, stosowane metody, sposob przedstawienia

i interpretacji wynikdw oraz wnioski uwazam, ze praca pt. ,,Otrzymanie
i scharakteryzowanie materiatbw kolagenowych pochodzenia naturalnego” zostata
wykonana zgodnie z zasadami realizacji pracy naukowej i pod wzgledem merytorycznym
nie budzi zastrzezen. Praca ma charakter nowatorski, dotyczy zagadnienia, cieszacego si¢
coraz wickszym zainteresowaniem badaczy. Napisana jest rzetelnie, poprawnym,
fachowym jezykiem, chociaz autorka nie ustrzegta si¢ sformutowan z ktéorymi mozna
dyskutowac¢ lub sg uchybieniami jezykowymi, przyktadowo:

- 113%0-122 Przekazywanie gendéw przy pomocy plazmidéw zachodzi na drodze
koniugacji, transdukcji 1 transformacji lub przy pomocy fimbrii zwanych pilami”

- 2529 | kontrowane uwalnianie”

- 35718 'midd manuka znany jako Leptospermum scoparium”

- 6121, Salmonella typhi”

Podsumowanie

Recenzowana praca Mgr Marty Michalskiej-Sionkowskiej pt. ,,Otrzymanie
1 scharakteryzowanie materiatow kolagenowych wzbogaconych w zwiazki biobojcze
pochodzenia naturalnego” stanowi samodzielne rozwigzanie problemu badawczego.
Dzigki odpowiednio zaplanowanym badaniom i1 wykonanym analizom cel pracy zostat
zrealizowany. Zardwno rezultaty doswiadczen, jak i wynikajace z nich wnioski sa

wartosciowe, zastuguja na upowszechnienie. Mgr Marta Michalska-Sionkowska
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wykazata si¢ umiejetnoscia podjecia zadania badawczego wychodzacego naprzeciw
aktualnym zapotrzebowaniom, przeprowadzenia eksperymentow, dokonania analizy
otrzymanych danych liczbowych, przeprowadzenia dyskusji naukowej i merytorycznie
poprawnego wnioskowania. Dojrzato$¢ naukowg Doktorantki potwierdza rowniez jej
imponujacy dorobek publikacyjny. Wg bazy Scopus jest wspotautorem 19 publikacji
o tacznym wskazniku IF 52,016, indeks Hirscha = 9.

Zgltoszone do pracy uwagi majg charakter dyskusyjny, stuza uporzadkowaniu pewnych
zagadnien i1 zasygnalizowaniu aspektow wartych rozwazenia.

Biorac pod uwagg warto$¢ naukowa pracy i zawarte w niej elementy nowosci naukowe;j,
a takze zakres wykonanych badan, stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa Mgr
Marty Michalskiej-Sionkowskiej w petni spelnia wymagania Ustawy o stopniach
naukowych 1 tytule naukowym z dnia 14 marca 2002r wraz z p6zn. zm. i wnosz¢ o jej

dopuszczenie do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

dr hab. inz. Agnieszka Nowak, prof. PL
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