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Tematyka rozprawy, cel i struktura rozprawy.

Przezskérna wewnatrznaczyniowa angioplastyka wiericowa, alternatywna wobec pomostowania
aortalno-wiencowego (skomplikowanej operacji prowadzonej bezposrednio na sercu, zwigzanej
z zatrzymaniem krazenia i podigczeniem plucoserca) jest stosunkowo mato inwazyjng metoda
leczenia choroby wiencowej serca. W Polsce do praktyki klinicznej wprowadzona zostata na
poczatku lat 90-sigtych  przez zespoty kardiologéw z Zaktadu Hemodynamiki Instytutu
Kardiologii i I Samodzielnej Pracowni Hemodynamiki tegoz Instytutu, dziatajacych pod
kierownictwem dr hab. n. med Witolda Ruzyto i dr n. med. Zbigniewa Purzyckiego. Obecnie
technika ta jest ,,zlotym standardem” w leczeniu zwezenia tetnic wiencowych serca, a ilos¢
przeprowadzanych w Polsce zabiegéw przekracza 100 000 rocznie. Wzrost popularnosci tej
metody oraz dazenie do dalszego zminimalizowania skutkéw ubocznych jej stosowania (takich
jak zakrzepica i restenoza) stymulujg badaczy na catym swiecie do badania i wdrazania nowych
rodzajéw implantéw wewnatrznaczyniowych.

Jednym z najbardziej obiecujacych kierunkéw badawczych jest funkcjonalizacja
powierzchni stentéw, majaca na celu poprawe ich biozgodnosci poprzez funkcjonalizacje w
kierunku stymulowania tworzenia warstwy naturalnego s$rodblonka na ich powierzchni
(reendoterializacja). W tej tematyce badawczej umiejscowiona jest recenzowana praca.

Pan mgr inz. Maciej Duda postawil sobie za cel zmodyfikowanie powierzchni stalowych stentéw
kardiowaskularnych za pomoca dwoch rodzajow przeciwciatl: anty-CD133 oraz fragmentéw
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ludzkich przeciwciat scFv anty-VEGFR2 specyficznych wobec progenitorowych komorek
srddbtonka. Zgodnie z zaproponowang przez Kandydata strategig funkcjonalizacja powierzchni
stentow w dwojaki sposéb powinna sprzyjaé jej reendoterializacji:

- przeciwciata anty-CD133 powinny umozliwi¢ adhezje¢ progenitorowych komoérek srédbtonka
dzigki wigzaniu biatka transmembranowego CD-133 znajdujacego si¢ na powierzchni btony
komorkowej

- przeciwciala scFv wigzace specyficznie receptor czynnika wzrostu srédbtonka naczyniowego
(VEGFR2) powinny dodatkowo sprzyja¢ wigzaniu komoérek srodblonka krazacych w uktadzie
krwionos$nym oraz tych, ktére znajduja si¢ w poblizu implantu.

Dodatkowym celem zaproponowanej funkcjonalizacji byto ograniczenie adhezji i proliferacji
komérek migsni gtadkich.

Recenzowana rozprawa ma strukture monografii, z klasycznym podziatem na cze$é
teoretyczng i eksperymentalna.

W czegsci teoretycznej zawarto krdtkie wprowadzenie do prezentowanych badan, oraz dwa
rozdziaty literaturowe przyblizajace czytelnikowi tematyke ekonomiczno-spotecznych
problemdéw stosowania przezskdrnej angioplastyki wiencowej w Polsce oraz rodzajow
stosowanych implantéw wewnatrznaczyniowych z naciskiem na stenty modyfikowane
powierzchniowo. '

Czg$¢ eksperymentalna poprzedzona zostata 3,5 stronnicowym rozdziatem jasno i zwigZle
przedstawiajacym cel oraz tezy pracy. Do ich prezentacji wybrano obrazowa metode graficzna.

W czgsci eksperymentalnej wyodrgbniono trzy rozdziaty: materialy, metody oraz wyniki i
dyskusje.

Dodatkowo, w osobnych rozdziatach syntetycznie przedstawiono: perspektywy na przyszios¢,
wnioski, podsumowanie, najwazniejsze osiggniecia naukowe Doktoranta, udowodnione tezy
naukowe, dorobek naukowy Doktoranta oraz spis cytowanej literatury, zawierajacy 65 pozycji
wiasciwie dobrane;j literatury.

Praca zawiera trzydziesci dwa, w zdecydowanej wiekszosci kolorowe, starannie przygotowane
rysunki i jedng tabele. Cato$¢ poprzedzona jest streszczeniem w jezyku polskim i angielskim
oraz wykazem stosowanych w pracy skrétdw i zaprezentowana jest na 91 stronach.

Zakres prac.

Przedstawiona do recenzji rozprawa ma wybitnie charakter interdyscyplinarny, obejmujac swoim
zakresem nie tylko rézne dyscypliny naukowe, ale takze dziedziny nauki takie jak: nauki
inzynieryjno—techniczne, nauki sciste i przyrodnicze oraz nauki medycznych i nauki o zdrowiu.

W pracy zaprezentowano niezwykle szeroki zakres prac eksperymentalnych obejmujacych dwie
zasadnicze grupy badan.



Pierwsza z nich to badania z zakresu szeroko pojetej inzynierii materialowej. W ich sktad
wchodzi:

- dwuetapowa, chemiczna funkcjonalizacja powierzchni stalowych pokrytych uprzednio
ditlenkiem tytanu za pomoca reakcji amino- i merkaptosilanizacji oraz zbadanie jej skutecznosci
za pomocg technik spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera metodg ostabionego
wewngetrznego odbicia (FTIR-ATR) i spektroskopii FT-Ramana,

- biofunkcjonalizacja tak przygotowanych powierzchni za pomoca przeciwcial anti-CD133 i
fragmentéw ludzkich przeciwciat scFv asnty-VEGFR2,

- ocena skutecznosci biofunkcjonalizacji powierzchni przeciwciatami za pomoca skaningowe;j
mikroskopii elektronowej, mikroskopii sit atomowych i mikroskopii konfokalne;.

Druga grupa to specjalistyczne eksperymenty biologiczne obejmujgce badnia in vitro i in vivo
wytworzonych, biofunkcjonalizowanych powierzchni. Zalicza si¢ do nich:

- ocena biozgodnosci wytworzonych powierzchni za pomocg wybranych linii komérkowych
(EPCs, VSMCs, HUVECs i EPLCs)

- ocena adhezji i proliferacji komorek srédbtonka i miesni gladkich na biofunkcjonalizowanych
powierzchniach,

-ocena wilasciwosci  hemolitycznych ~ wytworzonych powierzchni z  wykorzystaniem
spektroskopii UV-VIS,

- ocena cytotoksycznosci oraz ekspresji antygenu CDI133 z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej,

- badania alergizujace stentéw biofunkcjonalizowanych przeciwciatami anti-CD133
przeprowadzone na populacji swinek morskich,

-badania rozkladu nanoczasteczek tytanu w organach populacji szczuréw Wistar po
dootrzewnowej implantacji stentu pokrytego powtoka z ditlenku tytanu.

Zamieszone W pracy opisy zastosowanych w powyzszych badaniach metod pozwalajg
stwierdzié¢, ze zostaly one przeprowadzone zgodnie z obowigzujagcymi normami i procedurami,
na najwyzszym, swiatowym poziomie, a calo$¢ prac doskonale wpisuje si¢ w obszar zagadnien
dotyczacych inzynierii biomedyczne;j.

W pracy Kandydat postawit trzy tezy:

Teza 1. Proces merkaptosilanizacji powierzchni powlok na bazie ditlenku tytanu metalowego
stentu wewnatrznaczyniowego moze by¢ monitorowany za pomocg techniki spektroskopii FTIR-
ATR.

Teza 2. Mozliwa jest biofunkcjonalizacja merkaptosilanizowanych powierzchni za pomocg
przeciwciat anty-CD133 pozytywnych wzgledem progenitorowych komérek srédbtonka.



Teza 3. Mikroskopia konfokalna umozliwia obserwacje promowania reendoterializacji
progenitorowych komdrek srodbtonka, z jednoczesng inhibicjg proliferacji komorek migsnidwki
na biofunkcjonalizowanych powtokach.

W ramach pracy nad teza pierwsza Kandydat opracowat autorska metode chemicznej
funkcjonalizacji powierzchni stalowych pokrytych ditlenkiem tytanu za pomocg reakcji amino- i
merkaptosilanizacji. Potwierdzaniem skutecznosci opracowanej metody byly widoczne w
widmach FTIR-ATR i FT-Ramana pasma charakterystyczne dla drgan wigzan pochodzace od
wolnych grup aminowych i tiolowych.

Efektywna merkaptosilanizacja umozliwita nastgpnie kowalencyjne wigzanie do modyfikowanej
powierzchni stentéw przeciwcial anty-CD133. Obecno$¢ tych ostatnich na badanych
powierzchniach potwierdzity badania za pomocg mikroskopii konfokalnej oraz mikroskopii sit
atomowych, udowodniajac tym samym prawdziwos¢ drugiej tezy.

W celu udowodnienia tezy trzeciej Kandydat przeprowadzit chemicznag immobilizacje
przeciwcial anty-CD133 oraz fragmentéw ludzkich przeciwcial scFv anty-VEGFR2 na
funkcjonalizowanej ditlenkiem tytanu stalowej powierzchni stentdw, a nast¢pnie poddat je
badaniom in vitro w obecnosci znakowanych fluoroscencyjnie progenitorowych komodrek
srodblonka (EPCs) oraz naczyniowych komdrek miesni gladkich (VSMCs). Badanie za pomoca
mikroskopii konfokalnej wykazato, ze biofunkcjonalizowane przeciwciatami powierzchnie
prawie w catosci pokryte byly komérkami $rodbtonka. W ten sposéb teza trzecia takze zostata
udowodniona.

Jednakze udowodnienie wszystkich postawionych tez najwyrazniej niezadowolito mgr. Macieja
Dudy, gdyz wykonat On jeszcze dodatkowo seri¢ badan biozgodnosci in vitro oraz in vivo.

W badaniach in vitro Kandydat potwierdzit niskg hemotoksycznos¢ biofunkcjonalizawanych
przeciwciatami  powierzchni oraz stosunkowo niskg cytotoksycznos¢  powierzchni
modyfikowanych fragmentami ludzkich przeciwciat scFv anty-VEGFR2. Za pomoca
mikroskopii konfokalnej udowodnit takze, ze powierzchnie modyfikowane fragmentami
ludzkich przeciwcial scFv anty-VEGFR2 preferencyjnie wigza modelowe komdrki HUVEC
ekspresjonujgce biatko VEGFR2, a reakcja ta przebiega znacznie szybciej niz w przypadku
innych przeciwciat (jedynie okoto 3 minuty).

Pozytywne wyniki badan in vitro umozliwity Doktorantowi przeprowadzenie ostatniego etapu
prac eksperymentalnych — wybranych badan powierzchni biofunkcjonalizowanych
przeciwciatami anty-CD133 na zwierzetach. Badania alergizujace przeprowadzone na swinkach
morskich poprzez kontakt skérny z badanym materialem wykazaly brak jakichkolwiek
symptomdw podraznienia. Badanie obecnosci tytanu w organach wewngtrznych szczuréw
Wistar po dootrzewnowej implantacji materialu funkcjonalizowanego ditlenkiem tytanu
wykazaty $ladowg obecnos¢ tytanu w nerkach, ptucach, watrobie i moézgu nie réznigca sig¢
statystycznie w stosunku do kontroli.



Na zakonczenie czgsci eksperymentalnej rozprawy Autor umiescit krétki rozdziat prezentujgcy
wyniki modelowania molekularnego oddziatywan antygenu transmembranowego CDI133 ze
specyficznymi przeciwciatami anty-CD133. Otrzymane wyniki sugeruja, ze sita oddzialywan
pomiedzy biatkiem CDI133 a krétka sekwencjg specyficznego przeciwciata anty-CD133 jest
wystarczajac (dwa lokalne maksima o energii 4 i 6 kcal/mol) aby mozliwe bylo ich
zastosowanie w biofunkcjonalizowanych stentach kardiowaskularnych do efektywnego wigzania
progenitorowych komdrek srédbtonka.

Ocena merytoryczna.

Calos¢ przeprowadzonych przez Kandydata badan oceniam bardzo wysoko. Ogromny zakres
przeprowadzonych prac, ich r6znorodnos$¢, a takze ilos¢ i technologiczne zaawansowanie metod
badawczych (w tym mikroskopowych i spektroskopowych) zastosowanych przez Doktoranta do
analizy poszczegélnych etapéw funkcjonalizacji powierzchni stentow zastuguja na najwyzsza
ocene.

Do szczegélnie waznych osiagnig¢ Doktoranta zaliczam opracowanie autorskiej,
efektywnej metody chemicznej funkcjonalizacji powierzchni stalowych stentéw powlekanych
uprzednio warstwg ditlenku tytanu. Metoda ta umozliwita nastepnie skuteczne, chemiczne
wigzanie wybranych przeciwciatl promujacych adhezje i proliferacje progenitorowych komorek
Srédbtonka.

Za cenne osiggnigcie uwazam takze udowodnienie przydatnosci stosowania technik
spektroskopowych (FTIR-ATR i FT-Ramana) oraz mikroskopowych (mikroskopia konfokalna i
AFM) do kontroli efektywnosci poszczegélnych etapéw procesu biofunkcjonalizacji
powierzchni przeciwciatami anty-CD133 i fragmentami ludzkich przeciwciat scFv anty-
VEGFR2.

Na uwagg zastuguje takze idea zastosowania mikroskopii konfokalne (takze w potaczeniu
z cytometriag przeplywowa) do obserwacji i oceny stopnia wigzania si¢ progenitorowych
komorek srédblonka oraz innych, modelowych komérek do powierzchni modyfikowanych
badanymi przeciwciatami.

Nie sposob takze poming¢ dodatkowej wartosci, jakg wnosza badania Doktoranta
zwigzanej z potencjalng komercjalizacja wynikdéw Jego badan.

Poziom naukowy zaprezentowanych przez Kandydata prac oraz ich jakos$¢ juz znalazly
uznanie w Srodowisku specjalistow, co znalazto potwierdzenie w wysokim wspdtczynniku
wptywu (IF>3) czasopism naukowych, w ktérych wiekszos¢ prezentowanych wynikéw zostata
Jjuz opublikowana.

Uwagi szczegolowe i pytania.

Praca napisana jest jasnym, zwi¢zlym stylem charakterystycznym dla wielu inzynieréw. By¢
moze z tego powodu, miejscami widoczne sg pewne uproszczenia, szczegdlnie dotyczace czesci



literaturowej, w ktdorej Autor czasami zamiast konkretnych informacji ze wskazaniem ich zrodet,
stosuje zbitki literaturowe skupiajace 4 lub 5 odnosnikéw (np. str, 19, 20 i 25).

Przyznam takze, ze cze$¢ literaturowa, w moim odczucia moglaby by¢ nieco bardziej
rozbudowana. Przy tej okazji chciatabym zapyta¢ Doktoranta: czym tlumaczy si¢ spadek liczby
wykonywanych zabiegdw przezskdornej angioplastyki wieficowej obserwowany od 2015 r.?
Czyzby zmniejszyta si¢ zachorowalno$é Polakdw na chorobe wiencowa?

Prosz¢ takze o wyjasnienie: czy wiazanie fragmentéw przeciwcial scFv anty-VEGFR2
przeprowadzano zar6wno po aminosilanizacji jak i merkaptosylanizacji powierzchni, czy tez
(Jak to jest schematycznie pokazane na Rys.12) do wigzania przeciwciat wykorzystano jedynie
grupy aminowe? Jesli obie metody silanizacji byly badane to czy stwierdzono jakies r6znice w
skutecznosci wigzania przeciwcial oboma sposobami?

Uwazam uzycie stowa ,,oplaszczanie” w odniesieniu do napylania préobek weglem lub ztotem
podczas przygotowywania ich do badan za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego za
btedne (p. 6.4.1. str.40). Termin ten stosowany byl i jest w literaturze w odniesieniu do
pokrywania komorek lub ich skupisk (jak np. wyspy Langerhansa) btong pdtprzepuszczalng w
celu ich immunoizolacji po xenoprzeszczepie. Obecnie czgsciej stosowany jest termin
»enkapsulacja”.

W tym samym podpunkcie zbedny jest takze opis dotyczacy analizowania probek
modyfikowanych grafenem.

Na stronie 47 (linia 2) znalaztam dos¢ intrygujaca informacje o tym, ze :”Przeprowadzone w tym
rozdziale badania oraz uzyskane wyniki sa czescia publikacji > wchodzacej w skiad rozprawy
doktorskiej.” Prosze o wyjasnienie.

Przyznam, ze ani w czesci opisujacej metod (str. 47 p. 6.6.1.1) ani wynikdw (str. 72) nie
znalaztam informacji jakie konkretnie materialty badano w testach alergizacji na populacji
$winek morskich.

Niewtasciwy jest podpis pod rys. 18 (str. 60). Omawiany rysunek, wbrew podpisowi, nie zawiera
zdje¢ spod skaningowego mikroskopu elektronowego, a jedynie obrazy AFM.

W pracy znalazty sie takze nieliczne, drobne btedy zwigzane z formatowaniem:

- podpisy pod rysunkami nr 3 i 6 zaczynajg si¢ na jednej, a koncza na nastgpnej stronie,
- na koncu strony 21 niepotrzebnie pozostawiono tytutu kolejnego podrozdziatu

oraz literowe

- powtorzenie stowa ,,na” str,21



nieprawidlowa odmiana zamiast ,struktury chemicznej” jest ,struktura chemicznego”

(str. 39 linia 8 tekstu).

Koncowa ocena rozprawy.

Powyzsze uwagi w zadnym stopniu nie zmniejszajag wartosci pracy doktorskiej Doktoranta.
Kandydat opracowal autorskg metod¢ biofunkcjonalizacji powierzchni metalowych stentéw
wybranymi przeciwcialami promujacymi reendoterializacj¢. Skutecznosé przeprowadzonych
modyfikacji zostala przez Doktoranta udowodniona w oparciu o badania za pomoca
nowoczesnych technik spektroskopowych i mikroskopowych.

Praca wnosi istotny wktad w rozwéj inzynierii biomedycznej, w szczegélnosci w odniesieniu
do funkcjonalizacji powierzchni implantéw stalowych.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr inz.
Macieja Dudy pt.: ,,Biofunkcjonalizacja powierzchni stentéw kardiowaskularnych za pomoca
przeciwcial promujacych progenitorowe komoérki srodbtonka” spetnia wszystkie kryteria
stawiane przez Ustawe z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (z pdzniejszymi zmianami) oraz art. 179 ust. 2
Ustawy z dnia 3 lipca 20218 r. Przepisy wprowadzajace ustawe —Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669). Z uwagi na poziom naukow6y rozprawy, oraz
osiagniecia publikacyjne Kandydata wnioskuje o jej wyr6znienie. Wnosze zatem o przyjecie
niniejszej rozprawy oraz dopuszczenie mgr inz. Macieja Dudy do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.






