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Materiatowej Uniwersytetu Slaskiego z dn. 12.07.2023

Nowe metody syntezy surowcow, rozwdj m;etod przetworstwa, mozliwosé modyfikaciji
budowy i sktadu chemicznego polimeréw, przyczynity sie do zwiekszenia réznorodnosci
~produkt_éw stosowanych w medycynie. Sg to juz nie tylko wyroby przeznaczone do kontaktu
zewnetrznego, a coraz czgsciej implanty stosowne w chirurgii, kardiochirurgii, chirurgii
szcze;koWej, ortopedii czy nosniki lekéw. Wymagania warunkujace wykorzystanie nowych
rodzajow tworzyw polimerowych w branzy medycznej dotyczg nie tylko wlasciwosci
fizykochemicznych, ale wymagajg réwniez funkcjonalizacji zapewniajacej wyrobom
1 implantom ochrong mikrobiologiczna. _

Funkcjonalizacja polimeréw biomedycznych pod katem zwigkszenia oddziatania
biostatycznego lub biobojczego uzyskiwana jest poprzez aktywowanie powierzchni polimeru,
zmiang jego sktadu chemicznego, wprowadzenie w strukture polimeru aktywnych chemicznie
zwigzk6w antymikrobowych. Obejmujgce ochrone mikrobiologiczng polimeréw zagadnienia
sa przedmiotem bardzo intensywnych i w szerokim zakresie  prowadzonych badan
materialowych 1 klinicznych. Zatem tematyka przedstawionej do zaopiniowania rozprawy
doktorskiej jest aktualna i wazna. Podjete w niej badania zwigzane sa z mozliwoscig
zastosowania nowej grupy materialéw polimerowych prZyciatnych do wytwarzania implantéw
chrzestnych i kostnych moga przyczyni¢ sie do poszerzenia wiedzy odnognie materialéw
wykorzystywanych na implanty.

Podjete w pracy problemy badawcze byly ukierunkowane na opracowaniu skladu

chemicznego materialéw polimerowych zawiérajacych rozne dodatki antybakteryjne, w tym
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nowy rodzaj komponentu funkcjonalnego jakim byla betulina. Wykorzystanie zatem
dotychczas nie stosowanej w tym celu betuliny wymagalo opracowam'é Zardwno procesow jej
pozyskiwania, a takze bardzo istotnych z punktu widzenia inz-ynierii materialowej probleméw
polaczenia osnowy polimerowej i fazy modyfikujacej gwarantujacych produktowi wysokg

_jakos¢ i tatwos¢ formowania wyrobéw medycznych.

Ocena redakeyjnej formy rozprawy

Przedlozona do oceny praca doktorska jest klasycznym przykladem tego rodzaju
opracowafl. Sklada si¢ z 169 stron podzielonych na 8 zasadniczych rozdziatéw, krétkiego
streszczenia w . polskim i angielskim, spiséw literatury, rysunkéw, tabel i zatgcznikow
uthych.w 4 kolejnych rozdziatach. Praca jest bogato ilustrowana wyktesami, rysunkami,
stabelaryzoWanymi danymi pomiarowymi, ktére zaprezentowano w postaci 78 rysunkéw i 39
tabel. Rozprawa jest stylistycznie poprawna, napisana w sposob jasny i przejrzysty. Niestety
W pracy nie zawsze stosowana jest wlasciwa terminologia i ujednolicone nazewnictwo,
a takze niekonsekwentne zapisy przyjetych skrotow jednostek. okreslen i haZW. Dotycza one
najezesciej przyjetych niewlasciwych okreslef np. struna zamiast filament, nieprecyzyjnych
pojeé typu ,,obré‘bka cieplna”. W pracy pojé’wily si¢ réwniez bledy podczas przeliczenia
jednostek i pomylki przy zapisie danych. Podane na podstawie literatury wiasciwodci
sprezyste tkanek chrzestnych dané S3 niepoprawne i wymagaja Weryﬁkacji.

Przedstawione w 3 podrozdziatach studium literaturowe oparte zostalo na podstawie 147
pozycji zrodtowych, opisujgcych problematyke wykorzystania materialéw polimerowych do
zastosowan biomedycznych. W analizie literaturowej scharakteryzowano histori¢ rozwoju
biomaterialéw, zdefiniowano podstawowe pojecia i wymagania jakie muszg spetnia¢. Bardzo
szczegbtowo scharakteryzowano wiasciwosci féZnych rodzajéw polimeréw mogacych mieé
zastosowanie w medycynie i stomafologii. Zawarte w tej céqs’ci analizy literaturowe;j
informacje mogly by¢ - pominigte, gdyz zawierajg niezbyt wazne z punktu widzenia tematyki
rozprawy informacje odnoszace si¢ do wiasciwodci i technologii polimeréw. W drugiej
czgsci przegladu literaturowego przedstawiono aktualne trendy i dzialania odnognie
pozyskiwania i wdrazania nowych rodzajéwl polimeréw oraz dodatkéw funkcjonalnych
powszechnie stosownych jako antyoksydanty, dodatki antymikrobowe, nosniki lekéw czy
modyfikatory genetyézne bialek. Szkoda, ze ta analiza odnosi si¢ w gidwnej mierze do
dédatkéw funkcjonalnych Wykorzystanych na botrzéby pracy.

Na podstawie przegladu literaturowego sformutowane zostaly zalozenia i cel pracy.

Zakladajg one, ze odpowiednio prowadzona synteza pozwoli na uzyskanie materiatow
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o wymaganych, nie zmieniajagcych wlasciwosciach fizykomechanicznych ‘oraz
mikrobioiogicznych dostosowanych do proceséw formowania implantéw dedykowanych
indywidualnym pacjentom. W rozprawie doktorskiej starano sie udowodnié¢ kilka hipotez
badawczych. Przyjete hipotezy sa raczej stwierdzeniami odnoszacymi sie do zastosowania
okreslonych dodatkéw zapewniajacych uzyskanie materialdw zapobiegajagcych rozwojowi
drobnoustrojéw i komdrek nowotworowych. Nie sprecyzowano w nich wplywu rodzaju
dodatku, jego udzialu i morfologii na wilasciwosciami mechaniczne' i chemiczne czy
czynnikéw wplywajacych na adaptacje; opracowanych kompozytdow przeznaczonych na
implanty lub rusztowania chrzestno - kostne. | 5

W czgsci eksperymentalnej przedstawiono problemy badawcze oraz metodyke badan
zastosowang do ich rozwiazania. Opisano poszczegodlne etapy wytworzenia probek do badan.
Dziatania te byly zwiazane z technologig pozyskania komponentéw uzytych do modyfikacji
wiladciwosci funkcjonalnych (betulina, krzemionka, nanosrebro), technologia syntezy
komponentéw z osnowa poliweglanowa oréz metode wytwarzania probek do badan. Bardzo
szezegotowo opisano metodyke wykorzystanych w pracy badar instrumentalnych. Uzyskane
wyniki badan i ich omowienie zawarto w dwéch kolejnych rozdziatach. Wyniki badan zostaly
przedstawione w postaci wnioskéw uzasadniajgcych i weryfikujgcych przejete hipotezy

badawcze.

Ocena merytoryczna rozprawy

Rozprawe nalezy potraktowac jako wstepng probe analizy wplywu réznego rodzaju
dodatkow antybakteryjnych na wlasciwosei  fizykochemiczne 1 antydrobnoustrojowe
materialdéw  polimerowych  wykorzystywanych ~w  medycynie  rekonstrukcyjnej. 4
W prowadzonych badaniach uwzglednione zostaty czynniki warunkujgce wytworzenie,
implantéw w technologii druku przyrostowego typu 3D.
W pierwszym etapie czg¢sci eksperymentalnej Doktorantka skoncentrowata si¢ nad pracami
pozyskiwania dodatkc’)w funkcjonalnych, i ich przygotowaniu do postaci ulatwiajacej
domieszkéwanie. Dodatkiem, ktéry miat poprawi¢ wiasciwosci byla nie wykorzystywana
w tym celu betulina. Dla poréwnania whasciwosei fizykomechanicznych i bakteriobdjczych
polimeréw zmodyfikowanych betuling, dodatkowo zostaly zastosowane dwa inne czesciej
stosowane jako dodatki antybakteryjne materialy tj. nanosrebro i nanokrzemionka. Na
" potrzeby pracy Doktorantka opraqowala tf:chnolo gie pozyskiwania betuliny z kory brzozowe;j.
W .pracy nie podano jednakze szczegdlowej charakterystyki zastosowanej betuliny

. a takze pozostatych dodatkéw funkcjonalnych. Podano jedynie dane odnos$nie wielkosci



ziaren nanosrebra. Brakuje charakterystyki granulometrycznej dla betuliny oraz
nanokrzemionki. =~ Wielko$¢ ziaren, ich ksztalt —moze wplywaé na homogenicznosé
~ rozmieszczenia dodatku w kompozycie i decydowac o jegb wlasciwosciach. Z obrazu ziaren
nanokrzemionki, przedstawionym na rys. 20 wynika, ze wielko$¢ ziaren zmienia si¢ od kilku
-do kilkudziesigciu mikrometréw. Moze to $wiadczyé tym, Ze zilustrowano raczej ziarna
A aglomefatéw. a nie obiekty o nanometrycznej wielkosci. Jezeli sg to ziarna, to nie powinno
sie uzywaé okreslenia nanokrzemionka.

Wazng grupg dziatan, na etapie prngotowania materiatow do badan, byly prace zwigzane
uzyskaniem dobrego polgczenia pomigdzy  materialami  osnowy  polimerowej
i funkcjonalnych napeliaczy. Dobre jakosciowo polaczenie komponéntéw Wytworzono
poprzez zastosowanie modyfikatora jakim byl cykliczny heksametr glicydolanu potasu,
okre§lany mianem polioiu. Wymagalo to ‘doboru sktadu chemicznego kompozycji,
warunkéw syntezy i przygotowania kompozycji do postaci ulatwiajgcej polaczenie polimeru
z dodatkiem funkcjonalnym. W kompozycjach ﬁZyto od 0,2 do 1,6 % cz.mas poliolu
w stosunku do masy. polimeru. Proces pfzygotowania probek do badan wymaga jednak
dodatkowych wyjasnien, w ktérych nalezaloby uzasadni¢ zréznicowanie odno$nie
' zmieniajacej si¢ ilosci poliolu w zaleznosci od rodzaju zastosowanego komponentu. Dla
kompozytéw zawierajgcych krzemionke i nanosrebro, byla to wartos¢ prawie o$miokiotnie
wigksza niz dla kompozytu zawierajgcego 1%' betuliny. W pracy brakuje danych odnosnie
zawartosci poliolu zastosowanego do wytworzenia kompozytow zawierajacych 5 1 10%
betuliny. Uzasadnienie przyczyn zréznicowania zwartosci poliolu w polimerze, w zaleznosci
od rodzaju modyfikatora, jest wazne z punktu widzenia takze W%as’ciwoéci mechanicznych
kompozytu. Poliol zapewniajacy jakosciowo dobre polaczenie pomiedzy komponentami
petni¢é moze réwniez funkcje plastyfikatora. Mogg to potwierdzi¢é wyniki badan
wytrzymalo$ciowych. Analizujac wartosci naprezenia i odksztalcenia réznych rodzajow
badanygh ko_mpozycji‘zawierajqcych betuline, nanosrebro lub krzemionke, mozna zauwazyé
ze wieksza ilo$¢ poliolu powoduje .spadek wytrzymato$ci 1 wzrost wydhuzenia. Przyktadowo
dla kompozytu z’aWierajqcego nanosrebro lub krzemionke z iloscig poliolu wynoszacg 1,6%,
jest to wartos¢ dwukrotnie mniejsza, niz dla kompozytu zawierajacego betuling z 0,2 %
dodatkiem poliolu. Natomiast odksztalcenie towarzyszace zniszczeniu jest prawie trzykrotnie
wieksze, w poréwnaniu do polimeru zawierajacego 0,2 % poliolu.

Z przygotowanych kompozycji, zawierajacych réime rodzaje komponentéw, wytworzono
w procesie wytlaczania pé%proliukty (filamenty), ktore postuzyly do wykonania probek do

badan.-



Do udowodnienia przyjetych hipotez i stosownie do nich, opracowany zostal bardzo
szeroki interdyscyplinarny program badan. Obejmowaly one pomiar wiladciwosci
mechanicznych, chemicznych i mikrobiologicznych. 'Wybc’)r tak zréznicowanych metod
badawezych podyktowany byt wymaganiami jakie sg stawiane materiatom i wyrobom
_ majacych zastosowanie w medycynie rekonstrukcyjne;.

Zastosowana metodyka badawcza miata na celu okreslenie wplywu budowy i struktury na
uzyskane wlasciwosci, ustalenie zaleznosci i reakcji zachodzacych pomiedzy komponentami,
na réznych etapach technologii wytwarzania komponentéw i prébek do badaf. Ponadto
4 zreaiizoWanych badaniach starano si¢ pozyskaé informacje odnoszace sie do zamian
w strukturze i wlasciwosciach wywolanych podwyzszong temperatura zastosowang podczas
wydruku materiatow i probek do badas. }

Na wyroznienie zashiguje wykorzystanie wzajemnie uzupetiajacych sie metod analizy
chemicznej, opartych nie tylko na powszechnie wykorzystywanych badaﬁiach spektroskopii
w podczerwieni, chromatografii, ale réwniez bardziej zaawansowane metody spektrometrii
mas, chromatografii wykluczenia czy metod ﬂuorymetrycznych

Wyniki badan wlasciwosei mechanicznych: wskazuja, ze zaproponowana technologia
" przygotowania i Wytworzenia. kompozytéw zapewnia uzyskanie homogenicznego
rozmieszczenia dodatkéw funkcyjnych. Potwierdzeniem rébwnomiernego rozmieszczenia
czastek - modyfikujacych moze byé niewielki rozrzut wynikéw badan wytrzymatosci na
rozcigganie i udarnosci. Ze wzgledu na w pracy brak daﬁych eksperymentalnych odnoszacych
wiladciwosci si¢ do osnowy polimerowe]j, mozna jedynie przypuszczaé, ze zastosowane
dodatki antymikrobowe i §rodki sprzegajace, bedg obnizaly jej wlasciwosci mechaniczne.
Z zastosowanych dodatkéw najwieksza wytrzymaloscig na rozcigganie cechowat si¢ material
z dodatkiem 1% betuliny. Mniejsze, ale poréWnywalne ze sobg wartosci wytrzymatosci
zarejestrowano dla materialéw zawierajgcych nanosrebro lub krzemionke.

Zamieszczone w pracy wyniki pomiaréw modutu sprezystosci zostaly wyznaczone
m'ewlas’ciwié 1 nie mozna na ich podstawie charakteryzowaé whasciwosci sprezystych.
Wyjasnienie, ze zakres odksztalces sprezystych 1 plastycznych w  poszezegélnych
materiatach, jest poféwnywalny i niej zrbznicowany jest niewystarczajace. Przyjecie
za%oZelﬁa, ze na tej podstawie ; mozna oblicza¢ modut jako stosunek maksymalnego
napre;Zenia 1 towarzyszacego mu wydluzenia jest niepoprawne. Wskazujg na to wyniki proby
statycznego rozciggania. Analizujgc wyniki badan mozna zauwazy¢, ze odksztalcenia do
zniszczenia s prawie trzykrotnie wieksze dla polimeréw z krzemionka oraz nanosrebrem, w

poréwnaniu z polimerem zawierajacym betuling. Zatem krzywe musza by¢ inny przebieg, co
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catkowicie zmienia charakter krzywej rozciqgania. Nalezy zaznaczy¢, ze modut sprezystosci |
wyznacza ’sie; tylko w zakresie odksztalcenia sprezystego. Dodatkowo, przy - wyznaczaniu
modulu sprezystosci polimeréw nalezy uwzgledni¢ ich zachowanie lepkosprezyste.
Ogranicza to znaczaco zakres odksztalcenia sprezystego, w obszarze ktérego mozna
_ wyznacza¢ modul sprezystosci. W. przypadku polimeréw obliczenie modutu sprezystosci
k powinno by¢ prowadzone zakresie 0,1-0,4 odksztatcenia wzglednego. Z tego powodu naleZyv
pomingé w analizie obarczone duzym bledem wyniki badan moduléw sprezystosci.

Wyniki badan chromatograficznych i spektroskopowych wykazaty, ze dodatki antybakteryjne
w niewielkim stopniu zmieniajg strukture i bﬁdOWQ chemiczng kompozytéw. Nie stwierdzono
efektow oddziatywania pomigdzy osnows a dodatkami oraz tworzenia sie pOmidey nimi
potgczenia.- Widma FT-IR sg prawie identyczne, niezalezne od rodzaju zastosowanego
w kompozycie dodatku modyfikujacego. Na ich podstawie stwierdzono, ze na réznych
etapach przygotowania materialtéw do badan nie nastgpowala zmiana zaréwno skladu
fazowego kompozytu, a takze degradacja struktury wywolana podwyzszona temperaturg
formowania prébek do badaf. Potwierdzito to utylitarny cel pracy jakim bylo zalozenie, ze do
wytwofzenia implantéw dedykowanych okre§lonemu pacjentowi mozna zastosowaé |
* technologie formowania przyrostowego 3D.

Szerszego omowienia wymagajg wyniki badan chromatografii wykluczenia, W prébkach
pomimo zréznicowanej ilosci betuliny i podobnej zawartosci kwasu be‘;ulinowego poziom
aktywnodci przeciwdrobnoustrojowej nie ulega zmianie. Natomiast dodatek betuliny
zdecydowanie ogranicza cytotoksycznos$¢ i juz jeden procent jej zawartosci przeciwdziata
negatywnemu oddziatywaniu z zywymi komérkami mysich fibroblastéw. W analizie stanu
zagadnienia podano, ze za ograniczenie oddziatywania cytostatycznego wplywa gltéwnie
kwas betulinowy. Czy na tej podstawie mozna réwniez przypuszczad, e na cytotoksycznosé
wplyw ma réwniez betulina.

Brakuje uzasadnieniav i wyjasnienia hipotezy odnoszacej do- wykorzystania nanosrebra
i krzemionki jako dodatk6éw antybakteryjnych. Wyjasnienie zostato oparte na stwierdzeniu, e
nanosrebro nie jést »Wychwytywane” przez ‘poliol, co przyczynia si¢ do stabszego niz
oczekiwano oddziatywania nanosrebra z drobnoustrojami. W opisie metodyki badawczej nie
w pelni podkreslono jak waznym sk}adnikiem w kompozycie jest poliol' 1jego oddziatywanie
z komponentami. Czy proces okreslany jako ,,wychwytywanie” moze postuzyé Siq do
uzasadnienia bardzo matej aktywnosci przeciwdfobnoustrojowej betuliny oraz czy aktywnos¢
moze by¢ wynikiem mniejszej zawartosci poliolu w materiale. W materiatach polimerowych

zawierajagcych betuling zawarto$¢ poliolu byla prawie dziesieciokrotnie mniejsza niz dla
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materialow zawierajgcych nanosrebro lub krzemionke. Jezeli poréwna sie wyniki Wanoéci
odpornosci bakteriobodjczej materiaht 7 be warto$¢ réwniez prawie dziesieciokrotnie
mniejsza. '

Praca zawiera interesujace informacje odnoszace si¢ do oddzialywania dodatkéw na
_wlasciwosci cytostatyczne. Testy oceny aktywnodci antydrobnoustrojowej i cytotoksycznosci
k (w zwartych w pracy badaniach realizowane byly jedynie dla materialéw modyfikowanych

betuling) Wykéiz‘éiy, ze materialy zawierajéce betuling w niewielkim stopniu hamujg
aktywno$¢ przeciwdzialajaca namﬁaz'aniu bakterii, ale w Znaczacy spos6b -ograniczajg rozwoj
mysich komérek fibroblastéw, nawet przy niewielkiej zawarto$ci betuliny.

Przeprowadzony przez Doktorantke ogromny program badan obejmujacy
przygotowanie komponentéw, procesy syntezy, ocene whasciwosci i mikrostruktury
kompozytu. Pozwolit on okre$lenie wplywu dodatkéw antybakteryjnych na
biokompatybilnogé i wlas’ciwdéci fizykochemiczne warunkujace wytworzenie nowych
rodzajéw materialéw na implanty chrzestno-kostne. Zastosowanie aktywnych chemicznie
dodatkéw zapewnito osiggniecie zamierzonego celu pracy, jakim byto zastosowanie badanych
kompozytéw w medycynie rekonstrukcyjnej. Doktorantce udato sie opracowaé sklad fazowy
" biokompatybilnych kompozytéw polimerowych, okresli¢ parametry technologii ich

wytwarzania oraz wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne.

Podsumowanie

Rozprawe nalezy potraktowaé jako piefwsze} probe analizy proceséw oddzialywania
antybakteryjnego z wykorzystaniem nowego rodzaju dodatkéw bakteriobdjczych. Wartodcig
rozprawy jest w gléwnej mierze jéj cze$¢ doswiadczalna oraz opracowana na potrzeby badan
metodyka badawcza. Praca zawiera interesujace informacje dotyczace oddziatywania réznych
grup dodatkéw antybakteryjnych na wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne.
W szczegolnosci odﬁosi si¢ to do przygotowania.komponenféw 1 modyfikacji osnowy |
poliwe;glanoWej. Znaczgcym osiggnieciem Doktorantki byly badania procesu ekstrakcji
betuliny z kory brzozowej. Réwnie wazne osié}gniecie dotyczy wytworzenia i wykorzystania
poliolu  jako kompatybilizatora zapewniajgcego dobre potgczenie dodatkéw
antybakteryjnych z poliweglanem. “ ’
Jednak interpretacja i analiza uzyskanych wynikow jest mato zadawalajgca. Jest to w gtownej
mierze spowodowane checig pozyskania j‘ak najwieksze] ilosct informacji jednoznacznie

wigzacych technologie z wlasciwosciami oraz udowodnienia przyjetych w pracy zalozen



i celow. Tak duza ilo$¢ danych uzyskanych w badaniach utrudnita wnikliWq ich interpretacje

oraz analize interdyscyplinarnych wynikéw badan.

Whiosek koncowy

Recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Klaudii Grzywnowicz stanowi obszerne
"—i wartosciowe opracowanie opisujace mozliwosci syntezy i ksztaltowania wlasciwosci
modyﬁkowanjéﬁ bioaktywnymi dodatkami polimeréw. Uzyskane wyniki badan stanowig
oryginalny dorobek o duzym znaczeniu poznawczym i utylitarnym. Doktorantka wykazala si¢
wiedzg pozwalajgca na zdefiniowanie problemu oraz umiejetnoscia realizacji szeroko
zaplanowanych trudnych prac eksperymentalnych. Wykazata sie zadowalajaca umiejetnoscia
samodzielnego prowadzenia prac naukowo-badawczych i opracowania uzyskanych wynikéw

badan.

Pozwala to na stwierdzenie, ze rozpra{zva doktorska mgr inz. Klaudii Grzywnowic‘z
spelnia w dopuszezalnym stopniu podstawowe kryteria okre$lone w Ustawie o Stopniach
Naukowych i Tytule Naukowym oraz Stopniach i Tytule w zakresie sztuki z dnia 14.03.2003
r. 1 pbzniejszymi zmianami zawartymi w art.179 ust.l ustawy Prawo o Szkolnictwie

- Wyzszym i Nauce (Dz. U. z dn. 27.0927.09 2017 r. p0z.1789), 1 moze zostaé dopuszczona do
public’zhej obrony przed Radg Naukowg Instytutu Inzynierii Materialowej Uniwersytetu
Slaskiego.
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