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1. UWAGI OGOLNE O TEMATYCE ROZPRAWY

1.1. Znaczenie problematyki podjetej w recenzowanej rozprawie

Recenzowana rozprawa doktorska pt. ,Zastosowanie nanotechnologii w inZynierii
tkanki chrzestnej” dotyczy badan nad mozliwoscig wykorzystania wielosciennych nanorurek
weglowych (z ang. multiwalled carbon nanotubes (MWCNTSs)), jako materiatu, ktéry daje
mozliwosci leczenia uszkodzen tkanki chrzestnej, co wcigz stanowi znaczacy problem dla
wspotczesnej medycyny.

Bioragc pod uwage, ze gtdwna funkcjg tkanki chrzestnej jest przenoszenie duzych
obcigzen podczas ruchu, jest ona podatna na urazy. Stabe unaczynienie, ktére ogranicza
naptyw komoérek, sktadnikéw odzywczych i czynnikdw wzrostu, jest gtéwng przyczyna stabej
regeneracji w przypadku wystgpienia uszkodzen. Jak stusznie wskazuje Doktorant, do tej pory
nie ma metod leczenia, ktére zapewniatyby dtugoterminowsg, satysfakcjonujacg poprawe
jakosci zycia pacjenta. Istniejgce metody, to leczenie objawowe z wykorzystaniem wstrzykniec
kwasu hialuronowego, eksperymentalne wstrzykniecia osocza bogatoptytkowego (PRP) lub
innych czynnikdw wzrostu oraz kombinacje komérek macierzystych, ktérych celem jest
zwiekszenie samoregeneracji. Najbardziej znang metodg leczenia, bedacg jednoczesnie
najbardziej radykalng interwencja, jest zastosowanie implantu.

Technika biodrukowania 3D, cho¢ nie jest wcale technologiag nowg, nie ma jeszcze
sukceséw w postaci tkanek czy narzadéw mozliwych do bezposredniej aplikacji medycznej. W
przypadku checi wskazania jej do leczenia tkanki chrzestnej ma ograniczenie w postaci
wytrzymatosci mechanicznej konstruktéw, ktére mozna uzyskac z jej zastosowaniem. Biodruk
bezposredni 3D opiera sie bowiem na precyzyjnej ekstruzji biotuszu, sktadajgcego sie ze
sktadnikdw strukturalnych i zywych komdrek. Daje to mozliwos¢ wprowadzenia do
drukowanej geometrii pozgdanego materiatu biologicznego w postaci konkretnej linii
komdrkowej oraz sktadnikow, ktérymi mozna je stymulowaé do namnazania, takimi jak
czynniki wzrostu. Mozna zatem odtworzy¢ mikrosrodowisko rodzimej tkanki, przy uzyciu
komadrek pacjenta i wspomagac wzrost a tym samym regeneracje uszkodzonej tkanki. Jednak
proces ekstruzji, w ktérym pojawia sie wysokie cisnienie chwilowe zalezne od lepkosci
biotuszu (a ta od zastosowanego sktadu) oraz obecnos¢ zywych komdrek w tymze biotuszu,
narzucajg rowniez pewne ograniczenia zaréwno technologiczne, jak i w zakresie sktadu.

Gtdwnym wyzwaniem w rozwoju biotuszu do rekonstrukcji chrzastki jest zatem
zapewnienie wystarczajacych wifasciwosci mechanicznych przy jednoczesnym zachowaniu
mozliwosci drukowania i przezycia komoérek. Poniewaz sktadniki hydrozelu, powszechnie
stosowane jako baza dla biotuszu, majg znikoma wytrzymatos¢ mechaniczng, istnieje potrzeba
ich fizycznego wzmocnienia. W recenzowanej rozprawie Doktorant zdecydowat sie na
podjecie préby wykorzystania nanorurek weglowych, aby uzyska¢ odpowiednie witasciwosci
mechaniczne. W ocenie recenzentki zastuguje to na szczegdlne uznanie, bo o ile wtasciwosci
fizyczne i mechaniczne samych nanorurek weglowych (CNTs) sg dos¢ dobrze poznane i nie ma



co do tego watpliwosci, o tyle mozliwosci ich zastosowania w aplikacjach medycznych wcigz
budza watpliwosci i kontrowersje. Bardzo stusznie Doktorant wskazuje na fakt, ze jednym z
waznych aspektéw dotyczacych wykorzystania wielosciennych nanorurek weglowych (z ang.
multi-walls carbon nanotubes, MWCNTs) w bioinzynierii jest ich toksycznos¢. Literatura
naukowa obejmuje ten temat, ale opiera sie gtéwnie na eksperymentach in vitro, z niewielka
liczbg eksperymentéow w modelu in vivo, prezentowane wyniki sg sprzeczne i trudno na ich
podstawie jednoznacznie powiedzie¢ o charakterze dziatania CNTs na organizmy zywe.

Dane przedstawione w rozprawie pokazujg, ze dodanie MWCNT do rusztowan
uzyskiwanych metoda biodruku 3D mogg wzmagac¢ proliferacje komérkowg i stymulowac
réznicowanie komdérek macierzystych mezenchymalnych do linii chrzestnej. Zaprezentowane
wyniki stanowig solidng podstawe do dalszych modyfikacji rusztowan innymi dodatkami, ktére
pozwolg na zwiekszenie wytrzymatosci mechaniczne;.

1.2. Cel rozprawy

W niniejszej rozprawie doktorskiej Doktorant wskazuje, iz nanorurki weglowe nalezg
do nanomateriatdw posiadajgcych doskonate wtasciwosci mechaniczne i moggcych stuzy¢ jako
wzmocnienie struktury biodruku. Majac na uwadze, ze gtdwnym wyzwaniem tej technologii w
zakresie tkanki chrzestnej jest uzyskanie odpowiedniej wytrzymatosci, ktéra bedzie w stanie
wytrzymac sity dziatajgce w stawach, Doktorant sformutowat cel swoich badan.

Celem rozprawy doktorskiej mgra inz. Tomasza Szymanskiego bylo zbadanie
mozliwosci wykorzystania wielosciennych nanorurek weglowych (MWCNT) w inzynierii
tkanki chrzestne;.

W celu realizacji powyzszej przytoczonego celu pracy, mgr inz. Tomasz Szymanski
realizowat prace badawcze polegajgce na: 1) ocenie testdw uzytych do okreslenia wptywu
wielosciennych nanorurek weglowych na komodrki 2) ocenie wptywu wielosciennych
nanorurek weglowych na metabolizm komdrek i witasciwosci mechaniczne rusztowan
biodrukowanych w 3D.

2. FORMALNA STRONA ROZPRAWY

2.1. Struktura rozprawy i wykorzystana literatura

Prace stanowi zbior trzech publikacji wskazanych przez Doktoranta na samym poczatku
rozprawy i okreslonych jako ,Wykaz prac naukowych wtgczonych do osiggniecia naukowego”.
S3 nimi nastepujace pozycje:



1. Szymanski T., Mieloch A.A., Richter M., Trzeciak T., Florek E., Rybka J.D., Giersig M.,
Utilization of Carbon Nanotubes in Manufacturing of 3D Cartilage and Bone Scaffolds in
orthopedics, Materials 2020, 13(18), 4039;

2. Szymanski T., Kempa M., Giersig M., Rybka J.D Carbon Nanotubes Interference with
Luminescence-Based Assays Materials 2020;13(19):4270;

3. Szymaniski T., Semba J.A., Mieloch A.A., Cywoniuk P., Kempa M., and Rybka J.D. Hyaluronic
acid and multiwalled carbon nanotubes as bioink additives for cartilage tissue engineering Sci
Rep 13 (646); 2023.

Catos¢ opracowania napisana jest w jezyku angielskim. Wskazane powyzej artykuty
stanowig trzon rozprawy a poprzedzone s3 streszczeniem w jezyku polskim oraz angielskim,
zapisem celu pracy oraz wstepem stanowigcym dwuipodfstronicowe podsumowanie badan
prezentowanych jako dorobek naukowy wpisujacy sie w niniejszg rozprawe. Na kolejnych 10
stronach Doktorant zawart swoisty przewodnik po wykonanych badaniach opisanych w
publikacjach oraz odniost sie do innych realizowanych przez niego zagadnien badawczych
mniej lub bardziej zwigzanych z tematyka pracy. Ostatnie dwie strony stanowi podsumowanie
i perspektywy na przysztos¢. Ta czes¢ pracy zakonczona jest wykazem literatury, ktéra
Doktorant przywotuje w czesci pracy stanowigcej wstep i ,,przewodnik” po publikacjach i
prowadzonych badaniach.

Prace wskazane jako wpisujgce sie do osiggniecia naukowego przytoczone sg w wersji
oryginatow, zakonczone os$wiadczeniami o udziatach poszczegdlnych wspétautoréow, co do
zakresu prac, za jakie byli odpowiedzialni. W kazdej z tych prac mgr Tomasz Szymanski jest
pierwszym autorem. Kazdorazowo wskazany jest dokfadnie zakres prac, za ktore
odpowiedzialny byt Doktorant, jednak dobrze by byto, gdyby udziaty te zostaty okreslone
rowniez procentowo.

Zdecydowana wiekszos¢ cytowanej w pracy literatury pochodzi z ostatniego
dziesieciolecia i sg to gtownie publikacje ze znaczacych czasopism naukowych o zasiegu
miedzynarodowym. Literatura przytoczona do opisu stanowigcego przewodnik-
podsumowanie liczy 42 pozycje. Publikacje zostaty dobrane trafnie i poprawnie przypisane
wzgledem omawianych zagadnien.

2.2. Jezyk i formalna strona rozprawy

Praca stosuje sie do podstawowych zasad typografii. Zawiera 7 rysunkéw nie liczac
tych, ktore sg przytoczone w oryginatach publikacji sktadajacych sie na osiggniecie naukowe —
te majg swojg kazdorazowo niezalezng numeracje stron, rysunkow, tabel i odnos$nikéw
literaturowych. Jezyk pracy jest witasciwy dla opracowan naukowych. Edycja trzech
wskazanych publikacji, ich poprawnos¢ jezykowa i zakres, nie podlegaja ocenie z racji faktu, ze
sg to pozycje opublikowane w recenzowanych czasopismach.



3. OCENA MERYTORYCZNA

Analize literatury stanowi publikacja przegladowa pt. Utilization of Carbon Nanotubes
in Manufacturing of 3D Cartilage and Bone Scaffolds in orthopedics, ktéra w petni uzasadnia
wybor tematyki pracy i stanowi solidng podstawe do sformutowania celu rozprawy.
Przedstawia ona wyniki badan nad mozliwosciami wykorzystania MWCNTs w inzynierii
tkankowej wskazujac na istotne problemy analityczne w prowadzonych dwuwymiarowych
hodowlach komérkowych, gdzie nanomateriaty mogg zaktdcaé wyniki uzyskiwane poprzez
zastosowanie wiele dobrze ugruntowanych technik opartych na absorbancji i fluorescencji, ze
wzgledu na ich swoiste witasciwosci (takie jak np. silna absorpcja optyczna). Z tego powodu
toksyczno$¢ nanomateriatdow w kontekscie zastosowan medycznych jest przedmiotem
trwajacej debaty naukowej, czesto popartej sprzecznymi danymi. Praca przeglagdowa Pana
Tomasza Szymanskiego szczegotowo opisuje mozliwosci wystgpienia niewtasciwej
interpretacji wynikdw moggacej wynikac¢ wtasnie ze sposobdw prowadzenia badan, ktére nie
uwzgledniajg specyficznych cech nanomateriatow. Praca ta stanowi bardzo dobrg dyskusje i
punkt wyjscia do podjetych przez Doktoranta badan.

Za cze$c¢ eksperymentalng niniejszej rozprawy uznac¢ nalezy dwie wskazane publikacje,
mianowicie ,Carbon Nanotubes Interference with Luminescence-Based Assays” oraz
»Hyaluronic acid and multiwalled carbon nanotubes as bioink additives for cartilage tissue
engineering”. W pierwszej z nich Doktorant bada wykonalnos$¢ testéw opartych na
luminescencji w obecnosci MWCNTSs. Ustalajgc ich wiarygodnos¢ okreslit, ze najwyzisze
stezenie, ktére nie zaktdca pomiaru, wynosi 0,0625 mg/ml MWCNT, co potwierdzit rowniez
analizg spektroskopowga. W drugiej publikacji mgr Tomasz Szymanski przedstawia badanie
wptywu MWCNT i kwasu hialuronowego zaréwno na dwuwymiarowe hodowle komdrkowe,
jak i trojwymiarowe biodrukowane rusztowania. Optymalne stezenia dodatkéw okreslit w
hodowlach 2D z dwiema liniami komdérkowymi: natywnymi komdrkami tkanki chrzestnej —
chondrocytami stawowymi (NHAC-kn) oraz pochodzgcymi z tkanki ttuszczowej ludzkimi
komdrkami macierzystymi mezenchymalnymi (hMSC-AT). Linie komdrkowe wybrano bardzo
trafnie a wyniki dla nich poréwnywano. Prowadzenie badan z wykorzystaniem linii komédrek
macierzystych hMSC-AT jest bardzo zasadne majac na uwadze cel przyswiecajacy catosci
prowadzonych badan, czyli mozliwosci odtwarzania tkanki chrzestnej. Komorki
mezenchymalne mozna bowiem tatwo uzyskac z tkanki ttuszczowej pacjenta a w drugim kroku
wykorzystac je do wytworzenia spersonalizowanego rusztowania chrzastki.

Proces biodrukowania i wzrostu 3D w rusztowaniu Doktorant prowadzit na komadrkach
hMSC-AT stosujgc okreslone wczesniej stezenie MWCNT na poziomie 0,0625 mg/ml. Baze
stanowit biotusz sktadajacy sie z 0,75% alginianu, 4% zelatyny i 1,4% nanokrystalicznych
wtdkien celulozowych (CNCC), rozpuszczonych w 4,6% (w/v) d-mannitolu i dodatkowo
uzupetnionych o MWCNT. Biodrukowane konstrukcje hodowano przez 21 dni a zywotnos¢
komadrek w nich zawartych oceniano za pomocg testu opartego o barwienie fluorescencyjne
(LIVE/DEAD). Wyniki pokazaty, ze dodatek MWCNT w biotuszu ma pozytywny wptyw na



zywotnos¢ komorek w czasie, w przeciwienstwie do rusztowan bez MWCNT i do zachowania
czesto opisywanego w literaturze naukowe;.

Do tej czesci rozprawy mam pytania i bede wdzieczna za udzielenie wyjasnien co do nich.

1) Do testéw, prowadzonych w celu zweryfikowania poprawnosci stosowanych technik
analitycznych, wykorzystano modyfikowane MWCNTs o stezeniach 0,0625 mg/mL, 0,25
mg/mL, 0,5 mg/mL, and 1 mg/mL okreslajagc na koncu, ze stezenie 0,0625 mg/ml jest
najwyzszym, jakie mozna wiarygodnie zastosowac¢ w takich analizach.

W kolejnym etapie badan, oceniajgc minimalne stezenia, ktore stymulujg zywotnosc¢
komorek i zmniejszajg reaktywne formy tlenu oraz poziom apoptozy w dwuwymiarowych
hodowlach komdrkowych, zastosowano stezenia MWCNTs wynoszgce 0,015 mg/mL, 0,03
mg/mL, 0,0625 mg/mL i 0,125 mg/mL. Bardzo prosze o wskazanie, na jakiej podstawie
dokonywano wyboru stosowanych stezen i co wnosity do analiz badania ze stezeniami, ktére
odrzucono w etapie pierwszym, jako te, ktére nie pozwalajg uzyskaé wiarygodnych wynikéw?

2) Jak ma sie zastosowane stezenie MWCNTs wynoszgce 0,0625 mg/mL w stosunku do
pozadanego stezenia w aspekcie pozytywnej odpowiedzi biologicznej — jakie powinno ono by¢
(gdyby nie ograniczenia analityczne) i jak, zdaniem Doktoranta, wptynetoby ono na
wtasciwosci materiatu i mozliwos$¢ uzyskania materiatu do leczenia uszkodzen tkanki
chrzestnej?

3) Jak, w ocenie Doktoranta, jednorazowe dziatanie ci$nienia podczas ekstruzji przektada
sie na mozliwos¢ wystepowania pozytywnych skutkdw wptywu na komorki przypisywanym
mechanizmom mechanotransdukcji, ktére odgrywaja niebagatelng role w naturalnych
warunkach, kiedy to komorki obecne w chrzastce sg stale poddawane naciskowi?

4) W pracy prowadzono badania na biodrukowanych rusztowaniach sktadajacych sie z
0,75% alginianu, 4% zelatyny, 1,4% nanokrystalicznych wtdkien celulozowych (CNCC),
rozpuszczonych w 4,6% (w/v) d-mannitolu, ktére nastepnie uzupetniane byty o dodatkowe
sktadniki w postaci kwasu hialuronowego oraz MWCNT w réznym stezeniu. Co byto
wskazaniem do ustalenia takiego wtasnie sktadu dla bazowego biotuszu? Jaki wptyw, zdaniem
Doktoranta, na zaburzenia pomiaréw metodami fluorescencyjnymi oraz
spektrofotometrycznymi moze mie¢ fakt, ze obecna w uktadzie zelatyna (sieciujaca
termicznie) ulega rozsieciowaniu podczas hodowli prowadzonej w temperaturze 37°Ci zostaje
uwolniona do medium hodowlanego pozostajgc w bezposrednim kontakcie z komérkami w
catej jego objetosci?

5) W jakiej postaci biodrukowane byty prébki do badan opisanych w publikacji pod pozycja
nr 3? W opisie metodyki wskazano, ze skany do liczenia zywotnosci pobrano z bocznej czesci
trzech réznych konstrukcji w kazdym punkcie czasowym a z kazdego z tych skanéw wybrano



dwa $Srodkowe plasterki do liczenia zywych i martwych komdrek. Jestem bardzo ciekawa, jak
te probki wygladaty. Czy ich ksztatt przy danej przepuszczalnosci biotuszu dla medium
hodowlanego pozwolit na rédwnomierne odzywianie komorek? Na ile wéwczas przekroje
poprzeczne sg reprezentatywng prébg do tych obliczen?

6) Doktorant pisze, ze pomimo wprowadzenia MWCNT parametry mechaniczne nie
wzrosty znaczaco, jednak biotusz zachowat dobrg drukowalnos¢, poniewaz naprezenie
Scinajace i lepkos¢ jako funkcja szybkosci scinania nie uleglty znaczacej zmianie. W
prezentowanych pracach brak testdow mechanicznych dla analizowanych materiatéw. Prosze
o stowo komentarza, jak majg sie zatem wyniki badan reologicznych do osiagniecia zatozenia
wzmochienia mechanicznego biowydrukéw hydrozelowych z komdérkami do leczenia ubytkéw
tkanki chrzestnej, dla ktérej wymagania wytrzymatosci mechanicznej sg znaczaco wyzsze
anizeli parametry hydrozeli?

Podsumowujac powyiszg cze$¢ recenzji, stwierdzam, ze uwagi i pytania w niej zawarte
wynikaja z ciekawosci natury naukowej i w zaden sposob nie wptywajg na bardzo pozytywna
ocene rozprawy jako catosci.

4. OCENA ROZPRAWY | WNIOSKI KONCOWE

Doktorant w sposdb jednoznaczny okreslit problem badawczy, poprawnie dobrat
techniki analityczne i sformutowat zadania naukowe, ktére nastepnie rozwigzat. Kompleksowe
podejscie, jakie przedstawit Doktorant, $wiadczy o jego dojrzatosci badawczej i umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Przedstawiona rozprawa wykazuje, ze
Doktorant dysponuje ogdlng wiedzg teoretyczng i dorobkiem o charakterze podstawowym
w dyscyplinie inzynieria materiatowa.

Praca doktorska Pana mgra Tomasza Szymanskiego pt. ,Zastosowanie
nanotechnologii w inZynierii tkanki chrzestnej” stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Przedstawia ciekawe i bardzo aktualne opracowanie dotyczace badan nad
mozliwoscig wykorzystania wielosciennych nanorurek weglowych jako materiatu, ktéry daje
mozliwosci leczenia uszkodzen tkanki chrzestnej. Wykorzystujac szeroki wachlarz technik
eksperymentalnych, Doktorant oceniat wptyw MWCNT na komérki w hodowli 2D, a takze na
stan komdrek w konstrukcjach biodrukowanych 3D.

Catos¢ pracy zostata zredagowana bardzo przejrzyscie, jest napisana jezykiem
czytelnym i zwieztym, z zachowaniem fachowej nomenklatury a jednoczesnie bardzo
zrozumiale. Sformutowane przeze mnie uwagi i pytania w zadnym stopniu nie umniejszaja
mojej bardzo wysokiej oceny merytorycznej recenzowanej pracy. Tym bardziej, ze szeroki jest
wachlarz zastosowanych metod, ktére zrealizowano w taki sposéb, ze wyniki badan
uzupetniajg sie i stanowig opracowanie, ktére w istotny sposéb moze wptyngé na mozliwosci



wytwarzania materiatéw przydatnych w inzynierii tkankowej jako zamiennik uszkodzonej
chrzastki. Dodatkowo na uznanie zastuguje odwaga badawcza, jakg wykazat sie Doktorant
podejmujac temat i stosujac materiat w postaci MWCNT, odnosnie do ktérego juz od lat trwa
polemika, co do jego przydatnosci w aplikacjach biomedycznych.

Stwierdzam, ze przedfozona mi do recenzji rozprawa doktorska pt. ,Zastosowanie
nanotechnologii w inzynierii tkanki chrzestnej” mgra Tomasza Szymanskiego spetnia
wymagania okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym

i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.) oraz miesci sie w dyscyplinie naukowej inzynieria

materiatowa. Biorgc powyzsze pod uwage stawiam wniosek o dopuszczenie rozprawy
doktorskiej mgr Tomasza Szymanskiego do publicznej obrony.

Catos¢ wywodu naukowego, jak i jakos¢ oraz zakres badan przeprowadzonych przez
Doktoranta sg unikatowe i niosg za sobg duzy potencjat aplikacyjny. Ponadto, biorac pod
uwage istotnos¢ podjetego tematu, jego interdyscyplinarnos¢, zastosowane metody
badawcze, oryginalny i nowatorski charakter, wktad w rozwdj dyscypliny inzynieria
materiatowa, oraz bardzo staranng forme edycyjng recenzowanej rozprawy wnosze o jej
wyroznienie.
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