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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Nicole Nowak
pt. ,Otrzymywanie oraz badanie kompozytéw na bazie nanokrystalicznych apatytéw
domieszkowanych biologicznie aktywnymi jonami przeznaczonych do wypetnier ubytkéw
tkankowych oraz regeneracji tkanek”
wykonanej w Oddziale Fizykochemii Biomedycznej Instytutu Niskich Temperatur i Badan
Strukturalnych PAN we Wroctawiu pod kierunkiem prof. dr hab. Rafata J. Wiglusza

Biomineralizacja to proces prowadzacy do powstania struktury hierarchicznej organiczno-
nieorganicznych materiatéw wytwarzanych przez organizmy zywe, takich jak kosci czy zeby. W ciagu
ostatnich kilku dekad obserwujemy poszerzenie wiedzy dotyczacej makroczasteczek zaangazowanych
w procesy biomineralizacji i interakcji miedzy nimi. Co wiecej, odkryto naturalne mechanizmy
wytwarzania biomineratéw, a ogromne wysitki skierowano takze na odtworzenie kluczowych strategii
wytwarzania i cech konstrukcyjnych w projektowaniu syntetycznych materiatéw zastepczych
i regeneracyjnych. Zainteresowanie polem badan takich materiatéw wzrosto dodatkowo, gdy
pokazano, ze domieszkowanie matryc pierwiastkami czy zwigzkami aktywnymi biologicznie poprawia
nie tylko ich wiasciwosci fizyko-chemiczne czy mechaniczne, ale tez biochemiczne, jak np.
kosciotwdrcze i moze przyspieszaé procesy leczenia. W tym nurcie badawczym miesci sie réwniez
rozprawa doktorska mgr Nicole Nowak, wykonana w grupie Profesora Rafata J. Wiglusza, w Oddziale
Fizykochemii Biomedycznej Instytutu Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych PAN we Wroctawiu.
Profesor Wiglusz od wielu lat projektuje i bada réznorodne materialy domieszkowane jonami
lantanowcow i innych pierwiastkéw w kontekscie ich zastosowania w réznych dziedzinach inzynierii
materiatowej. Pani mgr Nicole Nowak w ramach rozprawy podjeta sie zaprojektowania, syntezy oraz
okreslenia wiasciwosci fizyko-chemicznych i zachowania w odniesieniu do komérek biologicznych serii
kompozytdw nanokrystalicznych apatytéw domieszkowanych wybranymi jonami metali do
potencjalnych zastosowan jako materiaty do wypetnieri ubytkéw tkankowych oraz regeneracji tkanek.
Tematyka dysertacji jest zatem bardzo aktualna i wypetnia zapotrzebowanie na poszerzenie wiedzy
w przedmiotowej dziedzinie.

Rozprawa doktorska mgr Nicole Nowak powstata w oparciu o cykl trzech publikacji naukowych:
1. Nowak, N.; Wiglusz, R.J. A Study of Vanadate Group Substitution into Nanosized Hydroxyapatite
Doped with Eu3+ lons as a Potential Tissue Replacement Material. Nanomaterials 2022,12,77.
2. Charczuk, N.; Nowak, N.; Wiglusz, R.J. Synthesis and Investigation of Physicochemical Properties and
Biocompatibility of Phosphate-Vanadate Hydroxyapatite Co-Doped with Th* and Sr®* lons.
Nanomaterials 2023, 13, 457.
3. Nowak, N., Czekanowska, D., Reeks, J. M., & Wiglusz, R. J. (2022). Structural, Spectroscopic, and
Biological Characterization of Novel Rubidium(l) and Europium(lli) Co-Doped Nano-Hydroxyapatite
Materials and Their Potential Use in Regenerative Medicine. Nanomaterials 2022, 12, 4475.
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Rozprawa przedstawiona zostata w formie przewodnika, w ktérym zaprezentowane zostaly
najwazniejsze osiggniecia, uzupetnione o kopie prac wchodzacych w skiad rozprawy (jedna wraz z
suplementem). Doktorantka zamiescita rowniez opis swojego dorobku naukowego wraz z listg
publikacji tematycznie niezwigzanych z rozprawg doktorska, ktérych jest wspolfautorky (7 prac) oraz
udziat w konferencjach naukowych, co pozwala na szerszy oglad Jej aktywnosci naukowej.

W przewodniku (100 stron wraz z publikacjami) Doktorantka przedstawita wstep teoretyczny,
cel i zatozenia pracy, opis wykorzystanej metodologii, wyniki w formie krétkich zapowiedzi artykutéw
wchodzacych w sktad rozprawy oraz wnioski i podsumowanie, po ktérych znajduje sie bibliografia
zawierajgca 179 pozycji literaturowych. We wstepie Autorka wyposaza czytelnika w podstawowg
wiedze dotyczacy regeneracji tkanki kostnej i nerwowej w ujeciu medycyny regeneracyjnej i inzynierii
tkankowej, nanostrukturalnych zwigzkdw o strukturze hydroksyapatytu i ich zastosowaniu
w medycynie oraz charakterystyki fizyko-chemicznej i biologicznej jonéw metali wybranych do
domieszkowania badanych materiatow. W czesci eksperymentalnej prezentuje metodologie
prowadzonych badan, wskazujagc krétko metody syntezy oraz wyjasniajac  kluczowe aspekty
metodologii wykorzystywanej do opisu wtasciwosci fizyko-chemicznych oraz testéw biologicznych.

Kolejny rozdziat poswigcony jest prezentacji wynikéw badan. Tutaj, cele i zatozenia pracy
zostaty zawgzone do syntezy i charakterystyki nowych proponowanych materiatéw. Doktorantka nie
stawia hipotezy badawczej dotyczacej oczekiwanego wptywu na strukture czy wtasciwosci fizyko-
chemiczne. Wskazuje na biologiczne znaczenie domieszkowanych jonéw wanadanowych (VO,*), Sr?*
oraz Rb*, ktdre, jak wynika z przytoczonej literatury, powinny poprawi¢ wiaéciwosci regeneracyjne
tkanki kostnej czy tkanek towarzyszacych (takich jak wiékna nerwowe) oraz wspomoc proces leczenia
urazow kostnych (np. w przypadku osteoporozy). Wzbogacanie syntetycznych apatytéw domieszkg
jonéw ziem rzadkich (Eu®** lub Tb*) uzasadnione jest oczekiwaniem poprawy wiasciwosci
luminescencyjnych i mozliwoscia wykorzystania w bioobrazowaniu komoérek i tkanek, czy
monitorowania dostarczania lekéw.

W poszczegdlnych podrozdziatach Doktorantka powtarza, jakimi metodami fizykochemicznymi
postuzyfa sig w celu scharakteryzowania otrzymanych materiatow (tj. przy uzyciu metody proszkowej
dyfrakcji rentgenowskiej (XRPD), skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM), transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM), spektroskopii w podczerwieni wykonanej metoda wielokrotnego
ostabionego catkowitego wewnetrznego odbicia (ATR-FTIR), atomowej spektroskopii emisyjnej ze
wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ICP-OES) oraz spektroskopii fotoluminescencyjnej).
Szczegbtowy opis wynikow oraz analize danych eksperymentalnych znajdujemy w przedstawionych
artykutach. W kolejnym etapie przedstawia badania biologiczne, ktére stanowity istotny element
weryfikacji kompatybilnosci zwigzkéw wobec wybranych zywych komérek, a zatem przydatnosci
proponowanych materiatéw. W ramach badan przeprowadzita m.in. test cytotoksycznosci, ocene
Zywotnosci komdrek za pomocy techniki mikroskopii fluorescencyijnej, test hemolityczny oraz ocene
morfologii krwinek czerwonych za pomocg techniki mikroskopii $wietlnej. Fakt, ze powolne i stopniowe
uwalnianie jonéw metali z proponowanych materiatéw moze wspomagac regeneracje tkanki kostnej
i nerwowej, skfonit Panig mgr do zbadania uwalniania jonéw metali do roztworu symulowanego ptynu
ustrojowego.

Uwazam, ze czgS¢ doswiadczalna pracy doktorskiej zostata odpowiednio zaplanowana,
a interpretacja, prezentacja i oméwienie wynikdw sg przeprowadzone w systematyczny, aczkolwiek
dos¢ schematyczny sposcb. Bardzo ogélny opis wynikéw analiz fizyko-chemicznych czy biologicznych
przedstawiony w przewodniku nie utatwia czytelnikowi znalezienia cech wyrdzniajacych proponowane
materiaty. Niestety, w mojej opinii, zaréwno w opracowaniu, jak i publikacjach, brakuje pogtebionej
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dyskusji poréwnujacej proponowane materialy i ich cechy do innych materiatéw opisanych
w literaturze. W tym miejscu chciatabym poprosi¢ Doktorantke o przedstawienie takiego poréwnania.
Mysle, ze moze ono pozwoli¢ usystematyzowa¢ gtéwne kierunki proponowanych modyfikacji, wskazaé
ich zalety i wady oraz lepiej projektowac kolejne materiaty w przysztosci.

W ostatnim rozdziale dysertacji mgr Nowak bardzo krétko podsumowata wyniki swoich badan,
podkreslajac interesujgce wtasciwosci strukturalne, luminescencyjne i kompatybilnoéé biologiczng
poszczegolnych nanokrystalicznych materiatéw o strukturze hydroksyapatytu.

Do najwazniejszych osiggnie¢ rozprawy doktorskiej mgr Nicole Nowak, stanowigcych
jednoczesnie element nowosci naukowej zaliczam:
- Zaprojektowanie oraz synteze kilku serii nowych nanomateriatéw o strukturze hydroksyapatytu
wspotdomieszkowanych jonami ziem rzadkich (Eu® lub Tb**) oraz metali o znaczeniu biologicznym (Sr?*
oraz Rb*). Przebadano nastepujace serie zwigzkéw:
(i) nanomateriaty domieszkowane jonami Eu®*, w ktérych grupy fosforanowe (PO4*) zostaly stopniowo
zastgpione grupami wanadanowymi (VO,*) od 1 do 6;
(i) nanomateriaty domieszkowanie jonami Tb** oraz Sr*, w ktorych grupy fosforanowe (PO,*) zostaty
podstawione dwoma grupami wanadanowymi (VO4*);
(iii) nanomateriaty domieszkowane jonami Eu® oraz Rb*
- Okreslenie wptywu liczby grup wanadanowych zastepujacych grupy fosforanowe oraz
domieszkowanych jonéw metali na strukture krystaliczng matrycy hydroksyapatytowej, jej morfologie,
wiasciwosci fizyko-chemiczne oraz wiasciwosci luminescencyjne jonéw Eut/Tb3 wbudowanych
w matryce apatytowa (zmiany intensywnosci poszczeg6lnych pasm przej$é jonow lantanowcéw oraz
przejs¢ z przeniesieniem fadunku, zmiany czaséw zycia i kinetyki zaniku luminescencji) wraz ze
wzrastajacym stezeniem dyskutowanych jonéw w badanych materiatach.
- Wykazanie kompatybilnosci otrzymanych zwigzkéw wobec wybranych linii komérkowych (m.in.
osteoblastow mysich, ludzkich fibroblastéw skérnych czy wobec erytrocytéow owczych), a zatem
otrzymanie materiatow o obiecujgcych wiasciwosciach w perspektywie ich dalszych badar w kierunku
zastosowan w bioobrazowaniu, inzynierii tkankowej oraz medycynie regeneracyjnej.

Jak przytoczono we wstepie recenzji, rozprawa doktorska opiera sie na wynikach, ktére zostaty
opublikowane w recenzowanych czasopismach naukowych o migdzynarodowym zasiegu -
Nanomaterials (o facznym wspétczynniku wptywu SIF = 15.9 i 210 punktach MNiSW).

W dwdch artykutach Doktorantka jest pierwsza autorka, i réwniez w dwéch autorka
korespondencyjng, co podkredla Jej wiodacy udziat. Choé¢ w przewodniku brakuje opisu wkfadu
Doktorantki w przygotowanie publikacji, jak i o$wiadczeri wspétautoréw, na podstawie wskazania
zakresu udziatu przedstawionego w opublikowanych artykutach mozna wywhnioskowaé, ze
Doktorantka aktywnie uczestniczyta w przygotowaniu koncepcji badan, prowadzita syntezy
i charakterystyke fizyko-chemiczng zwiazkéw, badania biologiczne, interpretacje otrzymanych
wynikow oraz brata udziat w przygotowaniu manuskryptéw. Bez watpienia zdobyta warsztat badawczy
w zakresie prowadzonych eksperymentéw oraz umiejetno$é prezentacji otrzymanych wynikéw. Nalezy
podkresli¢, ze nie mam zatem watpliwoéci, ze wktad pracy Doktorantki w przygotowanie cyklu
publikacji byt znaczacy i swiadczy o Jej dojrzatoéci naukowo-badawcze].

Ponizej, wymieniam dodatkowe pytania pojawiajgce sie po lekturze rozprawy doktorskiej
i prac:
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1. Jaki jest state-of-the-art dla grupy badanych materiatdw na bazie hydroksyapatytéw
domieszkowanych wtasnie jonami lantanowcéw — czy jakie$ z nich znalazly juz zastosowanie
w medycynie? Poprosze Doktorantke o krdtka prezentacje osiggnieé w tym zakresie.

2. W badaniach uwalniania pierwiastkéw wchodzgcych w sktad matrycy hydroksyapatytu do roztworu
symulowanego ptynu ustrojowego (Nanomaterials 2022, 12,77, Tabela 2 i 3) pokazano znaczny wzrost
stezenia uwalnianego wanadu (szczegdlnie po 24h), co odréznia ten pierwiastek od zachowania wapnia
i fosforu, dla ktérych réznice sa niemal niezalezne od czasu inkubacji. Jak mozna ten fakt wyttumaczy¢?

3. Dlaczego badania kompatybilnosci prowadzone byty na réznych liniach komérkowych? Czy do badan
wybrano jakie$ adekwatne zwigzki referencyjne? Czy po tych wstepnych badaniach Doktorantka moze
pokusic sie o analize i korelacje struktura - stezenie materiatu - aktywno$¢? Zastanawia tez dlaczego
Doktorantka pisze o zaskakujacych rezultatach analizy wtasciwosci biologicznych (str. 92)? Co Panig
zaskoczyto? Co Autorka ma na mysli méwiac o najwigkszej aktywnosci metabolicznej obserwowanej
po 24 godzinnej inkubacji w najwyzszym stezeniu 100 pg/ml (str . 71)? Czy chodzi o zdoInoé¢ komadrek
do proliferacji? Czy badania tego typu dla biomateriatéw nie powinny by¢ prowadzone w dtuzszej skali
czasowej?

Na koniec, zwracam uwage na btedne okreslenia i niefortunne zapisy, wéréd ktérych wymienie:
- grupa wanadowa, zamiast wanadanowa (str. 42),
- btedny zapis skrétu dodecylosiarczanu sodu — prawidtowy skrét to SDS, a nie DMSO,
- duzg niestaranno$¢ edytorskg i bardzo liczne btedy jezykowe i stylistyczne.
Powyzsze btedy nie majg wptywu na warto$¢ merytoryczng przedstawionych tresci.

Reasumujac, uwazam, ze cel pracy zostat zrealizowany. Rozprawa doktorska przedstawiona
w formie spdjnego tematycznie cyklu artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych
prezentuje istotny wkfad Pani mgr Nicole Nowak w poszerzenie wiedzy w zakresie otrzymywania
i charakterystyki nowych materiatéw nanokrystalicznych na bazie hydroksyapatytu. Doktorantka
wykazata umiejgtnos¢ samodzielnego prowadzenia eksperymentalnej pracy naukowej.
Przeprowadzone badania jasno potwierdzajg jak wazne jest szczegétowe badanie zaleznosci miedzy
sktadem, strukturg chemiczng a wiasciwos$ciami dyskutowanego typu nanomateriatéw. Nieodzownym
elementem jest tez wykazanie kompatybilnosci biologicznej badanych zwiazkéw, pozwalajace na
dalsze projektowanie zwigzkéw o pozadanych wiasciwosciach. Podsumowujac mozna émiato
stwierdzi¢, ze podczas realizacji pracy doktorskiej otrzymano obiecujgce materialy do potencjalnych
zastosowari biomedycznych takich jak bioobrazowanie, inzynieria tkankowa, czy medycyna
regeneracyjna.

Biorac pod uwage powyisze fakty z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedtozona
do oceny rozprawa doktorska mgr Nicole Nowak spetnia w petni ustawowe i zwyczajowe kryteria
stawiane rozprawom doktorskim okre$lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
0 szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U.2020 poz 85 z pbéin. zm.), i wnioskuje
do Rady Naukowej Instytutu Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych PAN we Wroctawiu
o dopuszczenie Pani mgr Nicole Nowak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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