Warszawa, dn. 6 lipca 2023 r.

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Krokos
zatytutowanej

»Polimerowo-ceramiczne biomateriaty do regeneracji tkanki kostnej”.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Anny Krokos zostata wykonana
w Katedrze Inzynierii i Technologii Polimerédw, Woydziatu Chemicznego w Politechnice
Wroctawskiej. Promotorem rozprawy doktorskiej byt prof. dr hab. inz. Andrzej Trochimczuk, zas
promotorem pomocniczym dr inz. Matgorzata Gaziriska.

Tematyka przedstawionej rozprawy doktorskiej jest zgodna z moimi zainteresowaniami
naukowymi (materiaty do regeneracji tkanek i ocena odpowiedzi komdrkowej, synteza i badanie
witasciwosci kompozytdw polimerowo-ceramicznych, ocena biodegradacji materiatéw).

Jednoczesnie oswiadczam, ze nie prowadzitam i nie prowadze z Doktorantkg zadnych

badan naukowych oraz, ze nie jesteSmy wspdtautorami zadnej pracy naukowe;j.

Wybdr tematyki pracy: Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Anny Korkos wpisuje
sie w bardzo aktualng tematyke poszukiwania nowych materiatéw do wytwarzania wypetnieri do
tkanki kostnej. Jest to tematyka podejmowana przez wiele zespotdw w kraju i na swiecie. O jej
popularnosci $wiadczy bardzo duza liczba artykutéw corocznie pojawiajgcych sie w literaturze
naukowej. W Polsce aktualnie realizowanych jest kilkadziesigt projektéw badawczych
skupiajgcych sie na tym temacie. Zatem tematyka doktoratu jest bardzo aktualna i dobrze

wpisuje sie w obecnie prowadzone badania naukowe.

Cel rozprawy: Gtéwnym celem rozprawy byto opracowanie i wytworzenie nowych materiatéw
majacych potencjalne zastosowanie w inzynierii tkanki kostnej. Cel miat by¢ realizowany w dwéch
watkach badawczych. W pierwszym byta to funkcjonalizacja bioszkta i czgstek hydroksyapatytu
za pomocy lizyny i PEG. W drugim wykorzystano kompozyty z PLA modyfikowane
hydroksyapatytem i bioszktem. Obydwa watki badawcze wpisuja sie w aktualne strategie
projektowania i wytwarzania wypetnien kostnych. Wg aktualnych trendéw naukowych
wykorzystuje  sie  materialy o  udowodnionym  bezpieczenstwie,  biozgodnosci

i bioresorbowalnosci do wytwarzania nowych potencjalnych wyrobédw medycznych.




Dzieki temu skraca sie czas i koszty badan. Doktorantka w ramach celu badawczego postawita az
6 hipotez badawczych, ktére w kolejnych etapach pracy prébowata zweryfikowad.

Ocena ogdlna rozprawy: Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anny
Krokos obejmuje ogétem 171 stron maszynopisu komputerowego, zawierajgcego 73 rysunki, 19
tabel i 198 cytowane Zrddta literaturowe. Do pracy zostat dofgczony dorobek naukowy
Doktorantki, ktéry w mojej ocenie jest bardzo dobry.

Rozprawa doktorska mgr inz. Anny Krokos zostata przedstawiona w klasycznym uktadzie,
czesto spotykanym w doktoratach w formie monografii podzielonej na rozdziaty
z uwzglednieniem wstepu, przegladu literatury, uwypukleniem celéw i hipotez rozprawy,
omoéwieniem stosowanych metod i materiatéw, opisem otrzymanych wynikéw wraz z ich
dyskusjg oraz wnioskami.

Kolejne rozdziaty przegladu literaturowego dobrze uzasadniajg podejmowane dziatania
opisane w czesci badawczej. Ta cze$¢ pracy wprowadza czytelnika w zagadnienia badawcze
przedstawione w pracy doktorskiej. W kolejnych rozdziatach czesci literaturowej Doktorantka
przedstawia biodegradowalne materiaty polimerowe oraz ceramiczne. Duzg uwage skupia na
metodach modyfikacji czastek ceramicznych za pomoca rdéznych substancji o dziataniu
biologicznym. Podkresla ograniczenia w stosowaniu kazdej z omawianych metod. Takie
spojrzenie na dostepna literature pokazuje dojrzatos¢ naukowa Doktorantki i zastuguje na moje
uznanie. Jedynym aspektem, ktérego mi w tej czesci zabrakto jest podsumowanie przegladu
literatury.

W czesci dotyczacej sformutowania hipotez badawczych Doktorantka postanawia
weryfikowaé hipotezy w trzech aspektach. Pierwszy odnosi sie do stabilnosci termicznej
otrzymanych kompozytéw. Co jest rzeczywiscie kluczowe z punktu widzenia dalszego
przetwdrstwa lub formowania koricowego wyrobu medycznego. Drugi aspekt dotyczy wptywu
makrostrutury PLA na mozliwosci formowania rusztowan komdrkowych. Trzeci jest zwigzany
z odpowiedzig komdrkowa w kontakcie z opracowanymi materiatami. Jest to hipoteza badawcza
bardzo czesto spotykana w innych pracach naukowych. Wiele grup badawczych testuje rézne
materiaty na bazie PLA do odbudowy komdrkowej. Wyniki tych prac pokazujg pozytywne
oddziatywanie testowanych materiatéw na komérki.

Przechodzac do kolejnej czesci pracy poswieconej metodyce badan, na uznanie zastuguje

liczba przeprowadzonych analiz. Doktorantka postuzyta sie metodami badawczymi stosowanymi



w chemii polimeréw i winzynierii materiatowej, tj. skaningowa mikroskopia elektronowa,
skaningowa kalorymetria rdéznicowa, termograwimetria, pomiary kata zwilzania czy
spektroskopia w podczerwieni. Dalsze stosowane metody s3g typowe dla badan komdrkowych.
Doktorantka wykonata testy cytotoksycznosci, prozapalne, LDH oraz ich analize statystyczng.
Przyjeta przez nig metodyka badawcza jest prawidtowa i zgodna z prezentowanym w literaturze
protokotem badan komdrkowych. Jednoczesnie tak szerokie podejscie badawcze jest rzadko
spotykane w pracach doktorskich. Zastosowanie tych wszystkich metod wymagato od
Doktorantki ciggtego rozwoju naukowego i pokonywania wtasnych ograniczen badawczych. Jest
to postawa, ktdra zastuguje na pochwate ze strony recenzenta i dobrze rokuje na przysztosé
naukowa Doktorantki.

Otrzymane wyniki sg przedstawione w sposdb jasny i klarowny. Doktorantka zamiescita
wiekszos¢ otrzymanych wynikéw w formie tabeli lub wykreséw. Takie podejscie znaczaco utatwia
lekture doktoratu. Jednak nie ustrzegta sie pewnych btedéw w opracowaniu wynikéw. W tabeli
4 (str. 76), podaje zawartosci fazy statej i ciektej do 6 cyfr znaczacych, uwazam to za
nieprawidtowe. Tym bardziej, ze w pierwszym wierszu Doktorantka postuguje sie doktadnoscig
do 2 cyfr znaczacych.

Czes¢ badawcza podzielona jest na dwa watki, z ktérych kazdy mdgtby stanowié osobng
prace doktorska. llos¢ wykonanych modyfikacji oraz otrzymanych wynikéw jest imponujaca, co
$wiadczy niewatpliwie o duzej pracowitosci Doktorantki. Cata czg$¢ badawcza jest przygotowana
W sposob bardzo sumienny z duza dbatoscig o szczegéty. Widac, ze Doktorantka biegle postuguje
sig stosowang metodyka badawcza, a interpretacja uzyskanych wynikéw nie sprawia jej
trudnosci. Eksperymenty zaplanowane sg wtasciwie i moga by¢ miedzy soba poréwnywane ze
wzgledu na ustandaryzowanie warunkéw ich prowadzenia. Caty zgromadzony materiat jest
kompletny i moze stanowi¢ przedmiot kilku publikacji naukowych.

W kolejnych etapach badari wtasnych Doktorantka przedstawia wyniki dotyczace
wprowadzanych przez siebie modyfikacji kompozytéw na bazie PLA i hydroksyapatytu (HAP). Na
kolejnych stronach przedstawia szereg analiz potwierdzajgcych uzyskane produkty reakcji. Mam
tutaj pewng watpliwos¢ czy Doktorantka rzeczywiscie uzyskata wigzanie chemiczne miedzy HAP
a lizyng. Z zamieszczonych fragmentéw widm IR trudno to stwierdzi¢. Moze nalezato sie tutaj
postuzy¢ dodatkowymi analizami DSC lub analizg elementarng. Doktorantka wiekszo$¢

otrzymanych przez siebie kompozytéw charakteryzuje za pomocg TGA i DSC. Wyniki tych analiz



sa okraszone obszernym komentarzem ze strony Autorki dotyczacym wptywu poszczegdinych
sktadnikéw na otrzymany kompozyt. Rozprawe koriczy rozdziat z wnioskami, ktére koresponduja

z postawionymi przez Doktorantke celami badawczymi.

Ocena merytoryczna rozprawy: Praca napisana jest jasnym i zwieztym jezykiem. Doktorantka
postuguje sie wtasciwg nomenklatura, jednak zdarzajg sie niestety btedy jezykowe. Przyktadowo
nie rozumiem o jakim wigzaniu miedzy napetniaczem a matryca polimerowg pisze Doktorantka
na str. 57. W moim odczuciu jest to oddziatywanie fizyczne, a nie chemiczne. Nie zgadzam sie tez
ze stwierdzeniem, ze ,, Polikondensacja laktydu pozwala na uzyskanie produktu o niskiej masie
czasteczkowej poniewaz trudno jest usunaé wode” (str. 24). Laktyd jest cyklicznym dimerem
kwasu mlekowego i nie kondensuje z wydzieleniem produktu matoczgsteczkowego. Ulega
polimeryzacji z otwarciem pierscienia (ROP), w wyniku ktérej otrzymuje sie PLA o duzym cigzarze
czasteczkowym. W pracy pojawiajg sie wartosci modutu sprezystosci kosci, jednak Autorka nie
podaje w jakiej metodzie jest on wyznaczony. A warto$¢ modutu Younga kosci silnie zalezy od
metody wyznaczania (rozcigganie 1,6 MPa, Sciskanie 0,9 MPa). W badaniach degradacji
otrzymanych przez siebie kompozytdw Doktorantka postuguje sie jedynie ubytkiem masy.
W mojej ocenie wazniejsze jest badanie produktéw degradacji niz samego ubytku masy.
Degradacja w organizmach zywych otrzymanych kompozytéw prowadzi do uwolnienia kwasu
mlekowego, ktéry moze zakwasza¢ $rodowisko. Moze to prowadzi¢ do wystgpienia stanu
zapalnego. llo$¢ uwolnionego kwasu mlekowego w jednostce czasu bedzie kluczowym
parametrem w badaniach na zwierzetach.

Wyniki uzyskane w badaniach komdrkowych $wiadczg, o otrzymaniu dobrych kandydatéw
na biomateriaty. Wyniki hodowli komdrkowych sa bardzo obiecujace. Jednak brakuje w nich
testowania ich istotno$ci. Doktorantka postuguje sie jedynie stupkami btedu, zamiast zbudowac
przedziat ufnosci i przetestowacd statystycznie otrzymane wyniki. Brak wystepowania czynnikéw
prozapalnych wskazuje duzy potencjat do dalszych badarn nad otrzymanymi kompozytami, ktére
w mojej ocenie powinny by¢ kontynuowane.

W cze$ci zwigzanej z dyskusjg wynikéw, zabrakto mi odniesienia sig do literatury. Badania
na modelach komdrkowych wykorzystujgce jako podfoza komdrkowe kompozyty PLA
z hydroksyapatytem sg dos¢ szeroko raportowane przez badaczy. Doktorantka mogtaby
skomentowad czy uzyskata lepsze materiaty niz opisane wczes$niej w literaturze? Czy testowane
przez nig materiaty majg odmienne cechy uzytkowe od innych opisywanych literaturze?
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Przytoczone przeze mnie krytyczne uwagi nie umniejszajg w zaden sposdb osiggnied
Doktorantki. Moja ocena recenzowanej pracy doktorskiej jest bardzo pozytywna. Uzyskane
wyniki oraz liczba przeprowadzonych eksperymentéw $wiadcza, ze Doktorantka jest specjalistkg
w dziedzinie pracy doktorskiej. Po lekturze pracy doktorskiej odniostam wrazenie, ze realizacja
tego tematu byta dla Doktorantki pasjg i przyjemnoscia, a nie tylko praca narzucong przez
Promotoréw. Mam tez duze uznanie dla Doktorantki zwigzane z ambitnymi celami badawczymi
jakie sobie postawita i je zrealizowata. Krytyczna ocena stwierdzen iniektérych uzyskanych
wynikdw badan ma by¢ wskazéwka do dalszych prac nad doskonaleniem warsztatu badacza.
Uwagi do pracy: Po zapoznaniu sie z rozprawg chciatabym przekaza¢ nastepujgce komentarze
i watpliwosci, ktére powinny by¢ wyjasnione podczas obrony rozprawy doktorskiej:

e Czy Doktorantka badata rentgenograficznie stosowany przez siebie HAP? Czy jego forma
i sktad ulegata zmianie w czasie prowadzenia modyfikac;ji?

e Czy Doktorantka rozwazata wykonanie analizy DSC w celu potwierdzenia otrzymanego
wigzania chemicznego HAP/LYS? Dodatkowo prosze o zaprezentowanie catego widma IR
i omdwienie obserwowanych sygnatéw swiadczacych o powstaniu wigzania chemicznego.

e W czasie badan, otrzymane folie kompozytowe (str. 72) byty sterylizowane w temp. 121°C
pod ci$nieniem 1,05 bar i przez 22 min. Czy ta temperatura nie wptywata na procesy
degradacji stosowanych polimerdw lub ich krystalizacje?

e Czy dla otrzymanych kompozytéw PLA/HAP, PLA/HAP/Lys i itp. Doktorantka wykonywata
pomiary kata zwilzania cieczg niepolarng? Czy byty wykonywane obliczenia swobodnej energii
powierzchniowej?

e  Czy byly wykonywane pomiary twardosci otrzymanych potencjalnych wypetnieri kostnych?

Podsumowanie: Pani mgr inz. Anna Krokos podjeta sie kompleksowego przeprowadzenia badar
na nad opracowaniem i wytworzeniem nowych materiatdéw do wypetniania ubytkéw kostnych.
Prowadzone przez Nig badania miaty charakter interdyscyplinarny i wymagaty wspétpracy
wielosrodkowej oraz zaangazowania specjalistow zréznych dziedzin. Doktorantka musiata
zastosowac wiele technik badawczych z réznych dyscyplin. W efekcie przeprowadzanych badan
wykazata, ze otrzymane przez Nig materiaty majg potencjat do zastosowania jako wypetnienia

kosci.



Wszystkie podjete przez Doktorantke dziatania pozwalajg mi jednoznacznie stwierdzi¢, ze
rozprawa doktorska mgr inz. Anny Krokos ,Polimerowo-ceramiczne biomateriaty do regeneracji
tkanki kostnej” spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20.07.2018 Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r poz. 1688) i wnioskuje o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapdw postepowania doktorskiego.

Biorgc pod uwage zakres wykonanych badan, interdyscyplinarny charakter pracy,
wspdtprace wieloosrodkowg w tym miedzynarodowg oraz dorobek publikacyjny Doktorantki

sktadam wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
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of uczelni, dr hab. inz. Agnieszka Gadomska-Gajadhur
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