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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Katarzyny Rusek-Wali
pt. ,Angiogenne i proregeneracyjne wiasciwosci cholesterolu oraz
osteogenne dziatanie biokompozytu modyfikowanego cholesterolem”
zrealizowanej pod kierunkiem
Promotor dr hab. Agnieszki Krupy, prof. UL, oraz
Promotora pomocniczego dr. hab. Przemystawa Ptocinskiego, prof. UL

Recenzja zostata opracowana na podstawie decyzji
Komisji Uniwersytetu £odzkiego do spraw stopni naukowych
w dyscyplinie nauki biologiczne
podjetej na posiedzeniu w dniu 12 marca 2025
oraz zlecenia Przewodniczacej powyzszej Komisji
Prof. dr hab. Agnieszki Marczak

W ostatnich latach prowadzi sie coraz wiecej badan w obszarze
wspierania odbudowy uszkodzonej tkanki kostnej. Opracowuje sie
w tym celu implanty, ktére majgq za zadanie petnic¢ funkcje nie tylko
podporowg ale i wspiera¢ procesy naprawcze tkanek. Trudno sobie
wyobrazi¢ regeneracje tkanki kostnej bez wiasciwego jej
unaczynienia. Stad wszelkie zabiegi majace na celu wspieranie
angiogenezy sa jak najbardziej uzasadnione.

W kontekscie powyzszych przestanek pani mgr Paulina Rusek-
Wala w ramach swojej pracy doktorskiej podjeta sie wykazania
wptywu réznych steroli, w tym cholesterolu na regeneracje tkanki
kostnej i wspieranie angiogenezy. Nastepnie postawita teze, ze
cholesterol wykazuje potencjat regeneracyjny wobec komdrek
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srddbtonka naczyniowego i ze mozna wykorzystac go w charakterze
modyfikatora kompozytéw przeznaczonych na implanty kostne
a wykonanych y4 polimeru degradowalnego i widkien
hydroksyapatytowych,. Doktorantka zatozyta, ze taki materiat
wykazuje potencjal w zakresie wspierania regeneracji komoérek
kostnych i $rodbtonkowych.

Aby zweryfikowaé postawiong teze pani mgr Paulina Rusek-
Wala zrealizowata szereg prac eksperymentalnych majacych na celu:
(1) wyselekcjonowanie sterolu o najwiekszym potencjale w zakresie
regeneracji naczyn krwionos$nych, (2) otrzymanie
i scharakteryzowanie kompozytéw jako nosnika takiego sterolu, (3)
zbadanie bezpieczenstwa i efektywnosci biologicznej opracowanych
materiatow w warunkach in vitro i in vivo.

Biorgc powyzsze pod uwage stwierdzam, ze wybdr tematyki
rozprawy doktorskiej jest trafny, aktualny i bardzo dobrze
uzasadniony.

Praca doktorska pani mgr Pauliny Rusek-Wali liczy 135 stron
i jest zredagowana w jezyku polskim. Na poczatku pracy
zamieszczono liste pieciu publikacji i tytut zgtoszenia patentowego
doktorantki. Nastepnie znajduje sie streszczenie w jezyku polskim
i abstrakt w jezyku angielskim oraz wykaz skrétéow, ktory bardzo
utatwia lekture czytelnikowi. Rozdziat 1 — wstep literaturowy zajmuje
21 stron, nastepnie w krétkich rozdziatach 2, 3 i 4 doktorantka
uzasadnita podjecie tematyki obejmujacej jej rozprawe doktorska, po
czym przedstawita trzy hipotezy badawcze i cele pracy doktorskiej.
Rozdziat 5, zajmujacy 23 strony, opisuje zastosowane materiaty,
odczynniki, klinie komérkowe, kompozyty a takze metody badawcze
stosowane w celu oceny wilasciwosci biologicznych opracowanych
kompozytéw. Wyniki badan zestawiono i oméwiono na kolejnych 40
stronach w rozdziale 6, ich dyskusja, podsumowanie i wnioski
koncowe znalazty sie odpowiednio w rozdziatach 7 (13 stron),
8 (1strona) i 9 (1strona). Prace konczy spis 167 pozycji
literaturowych, ktore zostaty wtasciwie dobrane.



Uktad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich, a prace
cechuje bardzo dobra proporcja miedzy czescig literaturowg
a doswiadczalna.

W rozdziale 1 doktorantka bardzo skrupulatnie zreferowata
zagadnienia dotyczace stanu zapalnego sSrddbtonka naczyniowego,
opisata jakie zmiany pojawiajg sie w uszkodzonych komorkach
srddbtonka na poziomie transkryptomu, jakie szlaki biochemiczne sg
uruchamiane oraz jak nastepnie przebiega regeneracja $rodbtonka.
Nastepnie opisata materiaty kompozytowe, ktére wykazujg aktywnosc
biologiczng w procesach regeneracyjnych opierajac sie na wielu
zrédtach literaturowych. Duzo miejsca poswiecita sterolom jako
czynnikom o potencjale regeneracyjnym i stwierdzita, ze biorgc pod
uwage pewne doniesienia literaturowe, szczegdlnie cholesterol moze
mie¢ wptyw na rozwdj naczyn krwionosnych w zaleznosci od dawki
i czasu hodowli, co wykazano na modelu embrionu kurzego.
Chciatabym podkresli¢, ze rozdziat ten zostat przygotowany bardzo
skrupulatnie, w oparciu o odpowiednig, najnowszg literature, zostat
ponadto wzbogacony w czytelne ilustracje, ktére doskonale obrazujg
wywody doktorantki. Swiadczy to o bardzo dobrym rozeznaniu
autorki w referowanej tematyce. Uwazam wiec, ze przeglad literatury
zostat wiasciwie zredagowany a omawiane w nim zagadnienia sq
w petni uzasadnione tematyka doktoratu. Doszukatam sie w tym
rozdziale tylko kilku btedéw nomenklaturowych, ktére podaje
z obowigzku powierzenia mi funkcji recenzenta. W publikacjach
naukowych, a taka publikacjq jest przeciez rozprawa doktorska,
powinno unika¢ sie potocznych wyrazen takich jak ,materiat
plastikowy” (str. 36) - powinno byc¢ ,materiat polimerowy”. Nie jest
tez uzyta prawidlowa nomenklatura odnosnie  materiatdw
polimerowych - na tej samej stronie napisano ,kwas poliglikolowy”
a powinno by¢ ,poli(kwas glikolowy)”.

W Rozdziale 2 doktorantka wiasciwie uzasadnita podjecie
tematu, w rozdziale 3 przedstawia trzy hipotezy badawcze
a w rozdziale 4 pie¢ celdw szczegdtowych swojej rozprawy
doktorskiej. W mojej opinii zagadnienia te zostaty wiasciwie
sformutowane i nie mam do nich zastrzezen.



W rozdziale 5 bardzo skrupulatnie opisano wszystkie uzywane
odczynniki z podaniem ich pochodzenia, linie komodrkowe,
wykorzystane sprzety, oprogramowanie a takze zastosowane metody
hodowli komérek i badan np. adhezji, proliferacji i réznicowania
a takze badan na modelu szczurzym. Pewien niedosyt odczuwam
jedynie w zakresie opisu metody syntezy i metod badan witdkien
hydroksyapatytowych i ich modyfikacji za pomoc cholesterolu oraz
wytwarzania kompozytow. Odnosnie badan materiatu
kompozytowego bardzo lakonicznie napisano, ze zastosowano
metode FTIR, SEM i XRD, ale nie podano ani nazwy urzadzen ani
warunkow, w jakich te pomiary zostaty wykonane. Podobna uwaga
odnosi sie do analizy termicznej.

W Rozdziale 6 opisano wyniki badan, najpierw dotyczace
wptywu réznych steroli na komérki $rodbtonka naczyniowego HMEC-
1, ktére wykazaty, ze stymulacja cholesterolem byta tak samo
skuteczna jak stymulacja VEGF. Komoérki takie wykazywaty
najwiekszg zywotnos¢ i cechowata je najwieksza ekspresja receptora
VEGFR2. Okazato sie, ze cholesterol nie powodowat istotnego wzrostu
poziomu stresu oksydacyjnego w komoérkach srédbtonka ale — co jest
bardzo korzystne - wspierat organizowanie sie ich w tubule.
Doktorantka potwierdzita tez wifasciwosci angiogenne cholesterolu
w tescie ex vivo oceniajac kietkowanie komoédrek Srédbtonka
naczyniowego z aorty szczurzej. Nastepnie przeszta do badan
transkryptomu, ktore wykazaty, Zze nadekspresji ulegaja geny
kodujace biatka zwigzane z migracjq, proliferacja i angiogenezqy,
natomiast inhibicji pewne geny zwigzane ze stanem zapalnym
i apoptoza. Za bardzo ciekawe uwazam badania ekspresji gendéw
przez komoérki HMEC-1 w obecnosci LPS Helicobacter pyroli,
prowadzone w warunkach kontrolnych, ktére wykazaty wyrazng
inhibicje gendéw zaangazowanych w procesy angiogenezy, ale dodatek
cholesterolu miat wyrazne dziatanie protekcyjne. Biorgc powyzsze
wyniki pod uwage doktorantka postanowita wybra¢ cholesterol do
modyfikacji kompozytéow wykonanych z wtdkien hydroksyapatytowych
i osnowy polilaktydowej.

Nastepnie doktorantka przedstawita jak wygladaty widkna
hydroksyapatytowe pod skaningowym mikroskopem elektronowym,
zbadata ich sktad fazowy za pomoca dyfraktometrii rentgenowskiej,



co wykazato, ze sktadajq sie one w ok 71% hydroksyapatytu, 13,5%
pirofosforanu wapnia i ok 15,5% B-TCP.

Potem doktorantka przeszta do opisu wynikéw testu
formowania tubul przez komérki HMEC-1 i stwierdzita, ze komorki
w obecnosci  widkien hydroksyapatytowych zorganizowaty sie
w tubule, podczas gdy dla kontroli nie stwierdzono tego zjawiska. Czy
doktorantka mogtaby doktadnie opisaé jak wygladat eksperyment
tworzenia tubul przez komérki HMEC-1 w obecnosci widkien
hydroksyapatytowych? Czy komoérki miaty kontakt z widknami
poprzez z Geltrex™, czy tez czes¢ z witdkien byta wyeksponowana na
powierzchni. Stezenie wtdkien hydroksyapatytowych 2 mg/ml wydaje
mi sie by¢ bardzo duze, tak wiec czy ich obecnos$é nie przeszkadzata
w obserwacjach mikroskopowych? Czy doktorantka zastanawiata sie
dlaczego obecno$¢ widkien  hydroksyapatytowych  stymuluje
organizowanie sie komorek s$rédbtonka w tubule? Czy mogq na to
wptywaé wiasciwosci mechaniczne podtoza Geltrex™ - widkna
hydroksyapatytowe?

Dalej doktorantka badata widkna hydroksyapatytowe
zmodyfikowane cholesterolem i wykazata skuteczno$¢ modyfikacji za
pomocg  spektroskopii w podczerwieni FTIR i analizy
termograwimetrycznej. Nastepnie przedstawita wyniki badan
mikrostrukturalnych i wytrzymatosci na Sciskanie kompozytéw
o osnowie polikaktydowej zawierajacych widkna hydroksyapatytowe
niemodyfikowane i modyfikowane cholesterolem. Potem przeszta do
zreferowania wynikdw w kontakcie z komérkami L929 i hFOB 1.19.
Zastanawia mnie troche metodologia przeprowadzenia badan
cytotoksycznosci w kontakcie z tymi komodrkami, poniewaz
doktorantka opisuje, ze wykonywata badania w piytkach 96-
dotkowych umieszczajac na monowarstwie komorek kompozyty
o powierzchni réwnej 1/10 powierzchni dotka. Biorgc pod uwage jego
$rednice rowng 6,5 mm, te kompozyty powinny mie¢ ponizej 2 mm
$rednicy. Musiato to by¢ bardzo trudne technicznie do wykonania. Czy
te kompozyty utrzymywaty sie na dnie dotka, czy tez ptywaty
w pozywce hodowlanej? Bardzo prosze o komentarz w czasie
publicznej obrony.

Przechodzac do kolejnych badan chciatabym dowiedzie¢ sie
jaka byta wielko$¢ probek kompozytéw, na ktérych hodowano



komorki hFOB 1.19? Czy utrzymywaty sie one na dnie dotka i nie
wyptywaty na powierzchnie? Pytanie moje wynika z dotychczasowego
doswiadczenia w zakresie badan in vitro porowatych rusztowan
polimerowych, ktére sg z natury hydrofobowe, ich pory sg wypetnione
powietrzem, ktére samoczynnie nie ulega usunieciu po umieszczeniu
w pozywce. No chyba, ze wykona sie procedure usuwania powietrza
z poréw i wypetniania ich pozywka. Wyniki badan uzyskane przez
doktorantke wskazujg na bardzo stabg adhezje komoérek na
rusztowaniach kompozytowych, gdyz liczba komdrek po 7 dniach byta
10-krotnie nizsza niz osadzonych 1 dnia. Moze to wynika¢ albo ze ztej
kondycji komérek albo budowy prdbek, ktéra nie sprzyja ich adhezji.
Czy doktorantka hodowata komérki w dotku hodowlanym
w warunkach kontrolnych, tylko w pozywce, bez zadnych
kompozytéw? Probki takie pozwolityby na wyciggniecie wiarygodnych
wnioskéw dotyczacych zywotnosci komérek, wydzielania przez nie IL-
6 czy ALP. Dlatego stwierdzenie doktorantki o proregeneracyjnym
i prokosciotwdrczym potencjale badanego kompozytu uwazam za
nieco za daleko idace. Tym bardziej, ze komoérki S$rodbtonka
naczyniowego HMEC-1, jak pisze doktorantka, ,nie =zasiedlaty
kompozytéw” co nalezy odczytaé, ze po prostu obumieraty
w kontakcie z kompozytem. Doceniam pomyst doktorantki, aby
pokry¢ kompozyty kolagenem, ktéry dostarcza ligandow dla integryn
i wspiera adhezje komorek. Jednak to nie pomogto, wiec przyczyna
moze byc¢ inna. Czy doktorantka mogfaby sie zastanowi¢ i w czasie
publicznej obrony rozwazy¢ jakie mogly by¢ przyczyny niskiej
zywotnosci komérek hodowanych na kompozytach i ewentualnie jak
nalezatoby zaprojektowac eksperyment in vitro w przysztosci? Ostatni
etap badan to byta ocena in vivo na modelu szczurzym, gdy badany
kompozyt wszczepiano zaréwno w tkanke podskérng jak i w ubytek
tkanki kostnej czaszki. W tym przypadku kompozyty zawierajace
cholesterol jak i jego niezawierajace okazaty sie biozgodne, a te
pierwsze wydawaty sie wspiera¢ unaczynienie i proces mineralizacji.
W rozdziale 7 doktorantka przedyskutowata uzyskane wyniki
i odniosta sie do doniesien literaturowych, co oceniam bardzo dobrze.
W rozdziale 8 i 9 podsumowata uzyskane wyniki i wyciggneta wnioski.
Wykazata tym samym, ze zatozone cele pracy zostaty osiggniete.



Uwazam, ze plan badawczy doktoratu zostat wiasciwie
przemyslany i zrealizowany. Doktorantka przeprowadzita imponujacq
liczbe badan, zaprezentowata i przedyskutowata uzyskane wyniki
w sposéb wiasciwy dla prac naukowych oraz wyciggneta wnioski
poparte wynikami przeprowadzonych przez niq eksperymentow.
Praca jest tez przygotowana bardzo starannie pod wzgledem
edytorskim. Pytania jakie stawiam w recenzji wynikajg z mojej
ciekawosci i sg zaproszeniem doktorantki do dyskusji naukowej
w czasie publicznej obrony.

Podsumowujac, chciatabym podkresli¢, ze praca doktorska
mgr Pauliny Rusek-Wali pt. "“Angiogenne i proregeneracyjne
wtasciwosci cholesterolu oraz osteogenne dziatanie biokompozytu
modyfikowanego cholesterolem” stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, prezentuje wiedze teoretyczng doktorantki
w dyscyplinie nauki biologiczne oraz umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Tym samym spetnia wymagania
stawiane rozprawom doktorskim w dziedzinie nauk Scistych
i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne okreslone w ustawie
z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o0 szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. z 2021 r. poz. 478).

Dlatego wnosze o dopuszczenie pani mgr Pauliny Rusek-Wali
do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.
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