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Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska stanowi kontynuacje szeroko
zakrojonych badan, prowadzonych przez zespoty Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu,
Politechniki Wroctawskiej oraz Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN,
dotyczacych poszukiwania biomaterialtbw 0 nowych wlasciwosciach biologicznych.
Interdyscyplinarna praca mgr Matgorzaty Osgkowskiej dotyczy analizy wiasciwosci szeregu
nanomateriatow cienkowarstwowych, tworzonych poprzez napylanie magnetronowe
powierzchni za pomocg miedzi 1 tytanu. Praca obejmowata zar6wno analiz¢ fizykochemiczng
uzyskanych materiatow jak i badanie ich aktywnosci biologicznej wobec bakterii i komorek
eukariotycznych.

Nowoczesne nanokrystaliczne materialy cienkowarstwowe sa obiecujacym
rozwigzaniem dla tworzenia nietoksycznych pokry¢ implantéw lub urzadzen przeznaczonych
do bezposredniego kontaktu z zywa tkankg. Wraz z rozwojem wiedzy dotyczacej
biomateriatdéw, oprocz nietoksycznosci wazne stalo si¢ takze uzyskiwanie biokompatybilnosci
oraz dziatania przeciwbakteryjnego, z uwagi na mozliwo$¢ wystepowania przewlektych
zakazen bakteryjnych wywotywanych przez implantowane materiaty i urzadzenia.

Rozprawa mgr Matgorzaty Osekowskiej sktada si¢ ze wstepu wprowadzajacego w
tematyke pracy, celu pracy, czesci metodycznej ,,Materiaty i Metody”, wynikow, dyskusji oraz
wnioskow; do rozprawy dotaczono takze streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis
wazniejszych oznaczen 1 akronimow, zestawienie cytowanej literatury oraz SpisS

dotychczasowego dorobku naukowego doktorantki.
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Praca zawiera 131 stron maszynopisu, liczne rysunki, schematy, wykresy i tabele. W
obszernym i czytelnie napisanym wstepie przedstawiono pokrotce najwazniejsze informacje
dotyczace wlasciwosci biologicznych tytanu i miedzi, porownanie wlasciwosci biomateriatow
na bazie miedzi i tytanu, zjawiska przypowierzchniowe podczas kontaktu tych materialow ze
srodowiskiem biologicznym oraz oméwiono skrotowo mechanizmy toksyczno$ci miedzi.

Cele pracy zostaly jasno sformutowane. Zasadniczym zadaniem byto kompleksowe
fizykochemiczne 1 biologiczne zbadanie uzyskiwanych biologicznych nanomateriatow, z
dostosowaniem istniejacej metodyki do przeprowadzenia tych badan i wyodrebnieniem
materiatow  charakteryzujacych si¢ skuteczng aktywno$cig przeciwbakteryjng przy
jednoczesnym braku toksycznosci wobec komorek eukariotycznych.

W czgéci metodycznej ,,Materialty i Metody” omowiono metode rozpylania
magnetronowego, z wykorzystaniem ktorej uzyskiwano badane biomateriaty, przedstawiono
stosowane techniki pomiarowe, metody pomiaru aktywnosci antybakteryjnej, cytotoksycznej
(testami MTT i klonogennym), stopnia apoptozy oraz faz cyklu komoérkowego.

W  czeSci doswiadczalnej zaprezentowano wyniki badan fizykochemicznych
uzyskanych nanomaterialdéw cienkowarstwowych: analiz¢ struktury materiatow wykonanych
za pomocg skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) ze spektroskopia dyspersji energii
promieniowania  rentgenowskiego (EDS), dyfraktometrii  rentgenowskiej (XRD),
rentgenowskiej spektroskopii fotoelektronow (XPS), atomowej spektrometrii absorpcyjnej
(AAS) czy kata zwilzania. Badano trzy typy uzyskanych cienkich warstw Cu:Ti: CugsTi17,
Cus3Tis7, CuzsTizs 0 zawartosci Cu odpowiednio 83%, 53% i 25%.

Jednoczesnie nanomaterialy badano takze pod katem biologicznym. Testowano
aktywnos$¢ biologiczng materiatow w kontakcie z wybranymi szczepami bakterii oraz ich
cytotoksycznos¢. Testy bakteriobdjczosci prowadzono na dwu szczepach bakteryjnych: E. coli
PCM 1144 (bakterie Gram-ujemne) oraz Staphylococcus aureus PCM 2602 (bakterie Gram-
dodatnie). W testach z komodrkami eukariotycznymi wykorzystywano komodrki mysich
fibroblastow: linii L929 praz linii pierwotnej Balb/C. Badano zmiany morfologiczne komodrek
pod wplywem bezposredniego kontaktu z badanymi nanomateriatami, zdolnos¢ do proliferacji,
aktywnos$¢ metaboliczng a takze rekcje komorek na kontakt z nadsaczem znad badanego
biomateriatu, zwanego przez Autorke ,,wyciggiem”.

Przedstawione wyniki analizy fizykochemicznej materiatow dotyczace badania sktadu
materiatdw metodg EDS (spektroskopia dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego),
wykazaty, ze trzy typy badanych cienkich warstw Cu:Ti miaty sktad: CussTiiz, Cus3Ti4z,
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elektronowej mikroskopii skaningowej wykazato roznice w typie struktury i powierzchni
poszczegbdlnych materialéw. Podczas gdy struktura otrzymanego materiatu miata postac
ziarnistg dla Ti 1 kolumnowg dla Cu, dla materiatow zawierajacych zarowno Ti jak i Cu, postaé
kolumnowa byla wyrazniejsza dla materiatow zawierajagcych wiecej Cu. Wykazano takze
réznorodno$¢ stopnia rozwinigcia powierzchni materiatu: chropowatos¢ powierzchni
wytworzonych powtok byta najmniejsza dla materiatu Cus3Tis7. Z Kolei za pomoca dyfrakcji
rentgenowskiej pokazano nanokrystaliczng strukture wszystkich badanych materiatoéw, 0
mieszanym sktadzie krysztaldow Cu oraz CusTis. Analiza materiatu za pomoca rentgenowskiej
spektroskopii fotoelektronow (XPS) pozwolita uwidoczni¢ obecno$é zarowno miedzi jak i
tytanu w postaci utlenionej: Cul*, Cu?* oraz Ti** i mala ilo$¢ jonow Ti*. Badanie stopnia
dyfuzji jonow miedzi z materiatu do podtoza wykazato, ze o ile z materiatu CugzTi17 stopien
dyfuzji byt podobny do dyfuzji z czystej miedzi o tyle dla materialow o zawartos$ci miedzi 53%
1 25% warto$¢ ta drastycznie maleje.

Analiza aktywnosci przeciwbakteryjnej badanych materiatow wykazata korelacje tej
aktywnosci z zawarto$cig Cu w materiale, zarowno w stosunku do bakterii Gram-ujemnych
(E. coli), jak i Gram-dodatnich (S. aureus).

Badanie toksyczno$ci materiatbw w stosunku do komorek eukariotycznych
prowadzono metodg posrednia: przez wyciggdw danych materiatow jak i poprzez obserwacje
reakcji komorek na bezposredni kontakt z badanym materiatem. Zaréwno analiza
mikroskopowa morfologii komorek, badania za pomoca testu klonogennego czy aktywnos$ci
metabolicznej komoérek, wykazaly wyrazne zmniejszenie wplywu cytotoksycznego dla
materialow o zawartosci miedzi ponizej 53%. Dodatkowe badania dyfuzji jonow miedzi z
materiatu do $rodowiska oraz badania cytofluorymetryczne faz wzrostu komorki i $mierci
komorkowej potwierdzity, ze najbardziej obiecujacym z badanych materiatow jest CuzsTizs, z
uwagi na jego dzialanie przeciwbakteryjne przy jednoczesnym braku toksycznosci wobec
badanych komorek eukariotycznych.

W  interesujacej 1 szczegotowej dyskusji podsumowano uzyskane wyniki 1
przedstawiono je na tle danych literaturowych. W sumie, w catej pracy Autorka cytuje 228
pozycji piSmiennictwa zar6wno z ostatnich lat jak i wezesniejszych, co $wiadczy o dogtebne;j
analizie dostgpnej literatury tematu przez Doktorantke.

Uwagi merytoryczne do przedstawionej pracy sg nieliczne. Autorka wspomina w czesci
,»Cel pracy”, ze model badawczy zostal dobrany na podstawie analiz wtasciwosci serii powtok

Cu-Ti o roéznej proporcji metali w nanomateriale. W pracy przedstawiono wyniki dotyczace



trzech typodw nanomateriatow, interesujace byloby podanie skrétowej informacji dotyczacej
uzyskanych wynikéw rowniez dla materiatdw o innym sktadzie Cu:Ti.

W(g mnie wartosci katow zwilzania podane na str. 50 nie korelujg z przedstawionym
ksztattem kropli formowanej na danym materiale (np. dla materiatu CugsTii7, gdzie Ksztatt
kropli jest bardzo zblizony do kropli na Cu czy Ti, natomiast wyliczony kat zwilzania zblizony
do materiatu CuzsTizs, czy bardzo zblizone wyliczone warto$ci kata zwilzania dla CusaTisa7 i Ti
przy bardzo roznych ksztaltach formowanej kropli). Ksztalt przedstawionych kropli na
poszczegolnych materiatach sugerowatby najwieksza hydrofobowos¢ dla materiatu CuszTisz,
co korelowatoby z danymi dotyczacymi mikrochropowatosci uzyskanymi dzigki mikroskopii
SEM, jednak dane liczbowe tego nie potwierdzaja.

Okreslenie ,,wyciag”, ktorym Autorka okresla ptyn hodowlany w ktorym inkubowano
badane biomaterialy do analizy wptywu dyfundujacych jonoéw metali na komorki
eukariotyczne uwazam za niezbyt trafny. Slowo wyciag kojarzylbym raczej z wybiorcza
ekstrakcjg ztozonego materialu organicznego, podczas gdy w tym przypadku mamy raczej do
czynienia z dyfuzja jonow miedzi i tytanu z materiatu nieorganicznego o stosunkowo prostym
sktadzie do srodowiska.

Moja drobng uwaga, dotyczacg uktadu pracy, jest wyrazny brak omoéwienia czesci
stosowanych fizykochemicznych technik pomiarowych w rozdziale ,,Materiaty i Metody”,
dotyczy to dyfraktometrii rentgenowskiej (XRD), rentgenowskiej spektroskopii
fotoelektronow (XPS), atomowej spektrometrii absorpcyjnej (AAS) czy kata zwilzania.
Skrotowe omowienie tych technik i1 sposobow ich interpretacji w rozdziale ,,Materiaty i
Metody” z pewnoscig utatwiloby osobom nie posiadajagcym wiedzy fachowej wlasciwg ocene
uzyskanych przez Doktorantke wynikow. Dodatkowa uwaga formalng jest nietypowy podziat
wynikow i opisdéw doswiadczen pomigdzy poszczegdlne rozdziaty: umieszczenie opisu czesci
doswiadczalnej i wynikow atomowej spektrometrii absorpcyjnej (AAS), wptywu migracji
jonow miedzi na przezywalnos¢ komorek 1 wynikow analizy cytofluorymetrycznej komorek
nie w czesci ,,Wyniki” a w rozdziale ,,Dyskusja i analiza odpowiedzi biologicznej w
powiazaniu z wybranymi wiasciwosciami cienkich warstw na bazie miedzi i tytanu”, z kolei
wyniki badania skladu materiatow metoda EDS (spektroskopia dyspersji energii
promieniowania rentgenowskiego) podano w cze$ci Materialy i Metody; taki sposob
przedstawiania uzyskanych wynikow nieco utrudnia oceng¢ catosci zakresu przeprowadzonych
badan. Uwagi te nie wplywaja jednak na ogolna, pozytywna oceng rozprawy.

W podsumowaniu nalezy podkresli¢, Ze praca jest wartoSciowa, badania zostaty

prawidtowo zaplanowane 1 zrealizowane, zastosowana metodyka odpowiada zatozonemu



celowi pracy a uzyskane wyniki sg interesujgce i dostarczajg szeregu danych dotyczacych
mozliwo$ci zastosowania biomateriatow na bazie miedzi i1 tytanu do zastosowan
biomedycznych. Wyniki uzyskane przez Doktorantke sg cickawe, o duzym potencjale
rozwojowym i praktycznym. Pokazujg one mozliwos¢ wykorzystania badanych substancji jako
mozliwych materiatéw dla pokrywania implantéw chirurgicznych badz innych urzadzen
wszczepianych do organizmu. Praca ma takze walor interdyscyplinarnosci, udanie taczac
zagadnienia zaawansowanej analityki chemicznej 1 materialowej oraz techniki
mikrobiologiczne oraz biologii komorki.

Nie mam znaczacych uwag krytycznych do pracy, bledy literowe oraz stylistyczne sa
nieliczne, tytut jest zgodny z tre$cig rozprawy. Uzyskane wyniki zostaty opisane szczegdétowo
i dobrze udokumentowane na wykresach i rycinach. Nalezy wysoko oceni¢ przedstawiony
dorobek naukowy Autorki, na ktory sktada si¢ siedem publikacji, w 3 pracach byta Ona
pierwszym autorem, 4 prace opublikowano w czasopismach z listy filadelfijskiej
(wspotczynnik wptywu odpowiednio 3,387; 3,420; 0,610, 0,575), a takze o$miu doniesien
konferencyjnych na konferencjach miedzynarodowych i1 35 doniesieh na konferencjach
krajowych, z wymienionymi czterema wyroznieniami i nagrodami, co dobrze wyraza rowniez
rozwdj naukowy Doktorantki.

Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Osgkowskiej spetnia warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z
p6zn. zm.). Wnioskuj¢ tym samym do Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego
im. Piastow Slaskich we Wroctawiu 0 dopuszczenie mgr Matgorzaty Osekowskiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.




