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w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych i w dyscyplinie nauki chemiczne

Recenzja zostata opracowana na podstawie uchwaty Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Chemiczne Politechniki Wroctawskiej z dnia 12 maja 2023.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska powstata w oparciu o wyniki badan
opublikowanych w 2 publikacjach i zawartych w trzech zgloszeniach patentowych.
Rozprawa zasadniczo nie odbiega od klasycznego uktadu z podziatem na oméwienie
aktualnego stanu wiedzy, w oparciu o ktory zostat zdefiniowany cel i hipotezy badawcze.
W czesci eksperymentalnej (badawczej) Autorka oméwila materiaty i metody badawcze,
a nastgpnie przedstawila uzyskane wyniki i przeprowadzita dyskusje. Na koncu
opracowania liczacego 171 stron, Doktorantka przedstawila wnioski oraz 198 pozycji
literaturowych. W pracy mozna znaleZé réwniez informacje na temat dorobku
naukowego Autorki. Doktorantka przedstawila réwniez zakres merytoryczny udziatu
wspotautoréw oraz wlasnego w przygotowanie publikacji i zgloszen patentowych.
Niniejsza recenzja zawiera ocene merytoryczng i naukowg pracy doktorskiej w
odniesieniu do aktualnosci i nowosci podejmowanych zagadnien badawczych,
poprawnosci doboru metod badawczych oraz technik eksperymentalnych.




Aktualnos$é¢ tematu pracy

Tkanka kostna, ktéra stanowi ok. 30% masy ciata ludzkiego, jest waznym
elementem konstrukcyjnym ludzkiego organizmu, ktory niestety w wyniku choréb lub
urazow wymaga czestych interwencji chirurgicznych, a ostatecznie substytutow w
postaci implantéw. I cho¢ klasyczne implanty wykonane z metali lub nie ulegajacych
degradacji materiatéw polimerowych i ceramicznych sg rutynowo stosowane w
rekonstrukeji tkanki kostnej, to produkty inzynierii tkankowej na podstawie
biodegradowalnych polimeréw syntetycznych lub pochodzenia naturalnego oraz
komorek wlasnych pacjenta stanowig co raz czesciej dogodna alternatywe, zwtaszcza jesli
stymulujg procesy osteointegracji po implantacji. Doktorantka na podstawie dokonanego
przegladu literatury wskazata, ze najwiekszy potencjat w sprostaniu tym wymaganiom
moga spetni¢ kompozyty polimerowo-ceramiczne (przez analogie do naturalnej tkanki
kostnej) na podstawie poli(l-laktydu) (PLLA), jako materiatu ulegajgcego resorpcji w
srodowisku ptynéw fizjologicznych oraz modyfikowanych fosforanéw wapnia, gtownie
hydroksyapatytu (HAP) i bioszkta. W obszarze technik wytwarzania porowatych
skafoldéw, Autorka zwrécita uwage na druk 3D jako wszechstronng metode do
wytwarzania struktur przestrzennych, pozwalajaca na duzg swobode doboru
odpowiedniej techniki i kontrole architektury poréw i uzyskiwania personalizowanych
implantéw. Doktorantka stwierdzita réwniez, ze kluczowym czynnikiem decydujacym o
biomineralizacji implantéw jest ich osteointegracja, ktérg mozna osiagnac poprzez
biofunkcjonalizacje powierzchni materiatéw ceramicznych za pomoca aminokwaséw
stanowigcych monomeryczne jednostki struktur biatkowych. Autorka stwierdzila, ze
szczegOlnie interesujgce sy biatka adhezyjne, takie jak L-lizyna i 3,4-dihydroksy-1-
fenyloalanina (DOPA).

W oparciu o przeprowadzong analize stanu wiedzy zawarta na ponad 40 stronach,
Doktorantka zaplanowata i wykonata badania, ktérych gtéwnym celem byto opracowanie
dwufazowych kompozytéw polimerowo-ceramicznych zawierajacych zmodyfikowane
powierzchniowo czastki hydroksyapatytu i bioszkla oraz poli(L-laktydu)(PLLA), w tym
mikrosfer PLLA. Autorka wytworzyta klasyczne folie kompozytowe metoda wylewania z
rozpuszczalnika oraz przygotowata pasty ceramiczno-polimerowe, ktére nastepnie
wykorzystata do wytwarzania struktur porowatych technika plotowania (drukowania)
3D. Materiaty zostaly poddane gruntownym badaniom wiagciwoéci mechanicznych,
profilu uwalniania jonéw i degradacji hydrolitycznej in vitro. Podejmowane w pracy
zagadnienia sg nowatorskie, a tematyka niezwykle aktualna.

Analiza doboru technik eksperymentalnych i metodyk badawczych

Kluczowym elementem prac badawczych zrealizowanych przez Doktorantke bylo
przeprowadzenie procesu modyfikacji powierzchni hydroksyapatytu i bioszkta, a
nastepnie wykonanie kompozytéw polimerowo-ceramicznych. Na podstawie
przeprowadzonego przegladu literaturowego, Doktorantka wytypowata L-lizyne oraz
polidopaming jako prekursory adhezyjnych bialek, ktére powinny sprzyjac




biomineralizacji wytwarzanych z ich udziatemn skafoldéw. W celu osiggniecia efektywnej
modyfikacji czastek ceramicznych Doktorantka zastosowata metode szczepienia
poli(glikolu etylenowego) (PEG) zakonczonego grupami karboksylowymi lub aminowymi
i odpowiedniego érodka sprzegajacego oraz metode silanizacji w odniesieniu do bioszkta.
Doktorantka opracowata dwa rodzaje kompozytéw: w postaci foli na podstawie PLLA i
modyfikowanych czastek ceramicznych w  stosunku wagowym 9:1 oraz past
wytworzonych technika emulsyjng z odparowaniem rozpuszczalnika z mikrosfer PLLA i
hydroksyapatytu o zawartosci 10% wag. Pasty zostaty wykorzystane do druku 3D. Do
badania wytworzonych materiatéw Doktorantka zastosowala szereg nowoczesnych
metod badawczych stuzacych do charakterystyki strukturalnej, termicznej i biologicznej
napeiniaczy oraz kompozytéw, w tym spektroskopie w podczerwieni, skaningowa
mikroskopie elektronowa, skaningowa kalorymetrie réznicowa (DSC), analize
termograwimetryczng (TGA), testy degradacji hydrolitycznej in vitro, testy
cytotoksycznosci i inne. Doktorantka przeprowadzita réwniez badania uwalniania jonow
wapnia i fosforu dla rusztowan wykonanych technikg plotowania 3D oraz ocenita
wilasciwos$ci mechaniczne skafoldéw. Doktorantka przeprowadzita szereg badan, ktérych
celem bylo wyjasnienie wptywu funkejonalizacji czgstek ceramicznych na wtasciwosci
fizykochemiczne i biologiczne matrycy, do ktérej zostaly wprowadzone, czyli do PLLA.
Doktorantka zbadata réwniez wplyw mikrosfer PLLA na wlasciwosci fizykochemiczne i
biologiczne cementu fosforanowo-wapniowego.

Doktorantka w sposéb umiejetny dobrata techniki badawcze, co wskazuje na fakt
bardzo dobrego poruszania si¢ w temacie rozprawy. Polaczenie technik analitycznych
typowych dla nauk chemicznych z charakterystyka biologiczna opracowanych uktadow
wskazuje na interdyscyplinarny charakter pracy doktorskiej Pani Krokos.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze zastosowane techniki eksperymentalne i
metody badawcze zostaly dobrane w sposéb trafny i jednoczeénie odzwierciedlajg bardzo
bogaty, eksperymentatorski charakter pracy doktorskiej.

Elementy nowosci w pracy

Doktorantka zajeta sie w swoich badaniach modyfikacjg powierzchniowa
materiatéw ceramicznych za pomocg L-lizyny i polidopaminy wykorzystujac metode
sprzegania z poli(glikolem etylenowym)(PEG) o r6znych masach czasteczkowych i z
roznymi grupami funkcyjnymi (karboksylowa, aminowg i tiolowa). Wykorzystata
rowniez reakcje silanizacji i sprzegania w celu modyfikacji powierzchni czgstek bioszkla.
Zmodyfikowane czastki ceramiczne postuzyly jako efektywny napetniacz kompozytow
polimerowo-ceramicznych na podstawie PLLA. Zaréwno sposdb modyfikacji czgstek
ceramicznych jak i kompozyty polimerowo-ceramiczne oraz sposéb ich wytwarzania
stanowig przedmiot trzech zgloszen patentowych (P427351 z 2018 r., P432700 z 2020 r.
oraz P440261 z 2022 r.) co bezsprzecznie potwierdza nowatorstwo podjetej tematyki.
Doktorantka zbadata stabilno$¢ termiczng kompozytow zawierajacych zmodyfikowany
HAP wskazujac na poprawe ich stabilnoéci termicznej oraz aktywne zarodkowanie
krystalizacji. NowoScia w recenzowanej pracy jest wykazanie efektu wspierania
mineralizacji ukladéw zawierajacych zmodyfikowane powierzchniowo czastki
ceramiczne, zarowno wylewanych filméw jak i rusztowan wytworzonych z past na



podstawie mikrosfer PLLA i czastek ceramicznych. Doktorantka wykazala rowniez
biozgodno$¢ materialéw w kontakcie z komérkami mysich fibroblastéw L929, ludzkich
osteoblastow hFOB 1.19 oraz doskonata adhezje i proliferacje komorek macierzystych
hTERT-MSC. Nowatorski charakter przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikéw
potwierdzaja, oprocz zgtoszen patentowych, dwie publikacje w czasopismach Polimery
(2020) i Int ] Mol Sci (2020). Warto zaznaczy¢, ze szereg przeprowadzonych badan
zrealizowano w ramach projektu o akronimie GlassPoPep finansowanego przez
Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach programu Techmatstrateg, projektu Opus
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki oraz w ramach stazu Doktorantki na
Politechnice Drezdenskiej finansowanego przez DAAD.

Uwagi dyskusyjne

Praca dotyczy modyfikacji powierzchniowej czastek ceramicznych i ich
wykorzystania w kompozytach polimerowo-ceramicznych o poprawionym efekcie
biomineralizacji. Doktorantka zajeta sie dogtebng analiza wplywu metod modyfikacji
hydroksyapatytu i bioszkta L-lizyna i polidopaming na budowe chemiczng i wlasciwosci
zmodyfikowanych czgstek. Wskazata na mozliwosé wytworzenia z ich udzialem
kompozytéw polimerowo-ceramicznych o poprawionej zdolnoéci do biomineralizacji,
podatnosci na degradacje hydrolityczna i uwalnianie jonéw oraz na doskonate
wiasciwosci biologiczne w testach in vitro. Dyskusja uzyskanych wynikéw badan
przeprowadzona osobno dla kompozytéw wylewanych z roztworu oraz past do
plotowania 3D na podstawie mikrosfer PLLA i nanoczastek ceramicznych jest dobrze
zredagowana, a wnioski sg sformutowane w sposéb poprawny.

Doktorantka nie ustrzegla sie drobnych btedéw, m.in.: na str. 23 Autorka przytacza
nazwy podstawowych monomeréw do syntezy poli(L-laktydu), jednak sposéréd trzech
wymienionych monomeréw tylko dwa zostaly przedstawione na rys. 5. Doktorantka
uzywa dostownie przettumaczonych okredlen typu: ,wiskoelastyczny” zamiast
lepkosprezysty, ,konstrukt” zamiast struktura (obiekt), itp. Autorka uzywa sformutowania
»biokompatybilne materialy”, co nie jest cechg samg w sobie tylko okresleniem
dotyczacym zawsze uktadu material-go§é. Prosze zatem o precyzyjne przedstawienie
definicji biokompatybilnosci, np. w oparciu o prace prof. Davida F. Williamsa , There is no
such thing as a biocompatible material”.

Uwaga ma charakter dyskusyjny i nie umniejsza licznym walorom poznawczym
przedstawionym w dysertacji.

Podsumowujgc stwierdzam, ze nie wnosze zasadniczych uwag do interpretacji
wynikow i sposobu przeprowadzenia badan.

Whnioski koncowe

Doktorantka zrealizowata bardzo obszerny program badan eksperymentalnych,
uzyskujgc interesujace wyniki o niepodwazalnych znamionach nowosci naukowej. Praca
wnosi cenny wktad w aspekty poznawcze dotyczgce zagadnieri z obszaru nauk
chemicznych, zwlaszcza metody modyfikacji powierzchniowej czastek ceramicznychiich
wykorzystania do wytwarzania kompozytéw polimerowo-ceramicznych technika




wylewania z roztworu i drukowania (plotowania) 3D z wykorzystaniem past
przygotowanych w oparciu o mikrosfery polimerowe i proszki ceramiczne. Doktorantka
wykazata, Ze opracowany sposéb modyfikacji czastek ceramicznych sprzyja
biomineralizacji wytworzonych struktur przestrzennych, a otrzymane materialy
kompozytowe wykazujg dobre wtasciwosci biologiczne w testach komoérkowych in vitro.

Na podkreslenie zastuguje fakt, Ze Kandydatka do stopnia doktora jest
wspotautorem 6 artykuléw opublikowanych w indeksowanych czasopismach, cho¢
pierwszym Autorem jest tylko w jednej pracy. W dorobku Doktorantki znajduje sie
réwniez 6 zgloszen patentowych oraz osiem wystapien/posteréw Kkonferencyjnych.
Doktorantka odbyta réwniez trzy krétkoterminowe staze: dwa w Niemczech
(Politechnika w Dreznie) i jeden na Uniwersytecie Lédzkim.

Biorgc pod uwage osiagniete wyniki, stwierdzam iz przedtozona do recenzji praca
doktorska mgr inz. Anny Krokos spetnia warunki przewidziane ustawg z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (art. 187, Dz.U.z 2022 r,, poz. 574, z péin.
zm.).

Dlatego wnosze o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr inz. Anny Krokos do
dalszych etapoéw przewodu doktorskiego oraz publicznej obrony. Ponadto, biorgc pod
uwage, ze (i) recenzowana praca dostarcza nowych i wartoéciowych informacji na temat
metod chemicznej modyfikacji nanoczastek ceramicznych i ich wykorzystania w
wytwarzaniu kompozytéw polimerowo-ceramicznych, (ii) wskazuje na mozliwosci
praktycznego wykorzystania pozyskanej wiedzy przy projektowaniu rusztowan dla
inzynierii tkankowej do regeneracji tkanki kostnej, oraz (iii) udowadnia, ze Doktorantka
ze swoboda wykorzystuje rézne narzedzia badawcze stosowane nie tylko w naukach
chemicznych, ale i w naukach biologicznych i inZynierii materiatowej, wnosze o
wyroznienie pracy doktorskiej Pani mag inz. Anny Krokos.

Szczecin, 18.08.2023 r.



