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Lublin, 10 stycznia 2019 r.
OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Sylwestra Krukowskiego

pt. ,Modelowe badania domieszkowanych nanoapatytéw wapniowych prostymi
zwigzKami organicznymi”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr Sylwestra Krukowskiego zostata
wykonana w Katedrze Chemii Analitycznej i Biomaterialow Wydziatu F armaceutycznego z
Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego pod
kierunkiem Pana prof. dr hab. n. farmaceutycznych Waclawa Kolodziejskiego. Zespot
naukowy pod kierunkiem Pana Profesora Kotodziejskiego od wielu lat z sukcesami zajmuje
si¢ badaniami struktury i analiza substancji farmaceutycznych, analiza elementarng
syntetycznych i naturalnych materiatow oraz biodegradowalnymi polimerami do zastosowan
medycznych i farmaceutycznych. Z zaciekawieniem zapoznatam si¢ wigc z obecng
dysertacja.

Tematyka badawcza ocenianej pracy doktorskiej dotyczy domieszkowania
hydroksyapatytéw wapniowych jonami Mg”*, Na'i CO5> i ich analizy fizykochemicznej oraz
modyfikacji wybranego HAP c¢ ytrynianami i aminokwasami kolagenowymi w kontekscie
potencjalnego zastosowania w medycynie i farmacji. Podstawa rozprawy doktorskiej jest cykl
opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych 6 prac o tacznym IF = 10,846 i
punktacji MNiSzW = 126, ktore sa dolgczone do formy wydruku. Oprocz rezultatow
badawczych opublikowanych, dysertacja zawiera takze czes¢ danych niepublikowanych.

Mimo, iz rozprawe doktorska stanowi glownie cykl publikacji, to Doktorant pokusit
sie o zamieszczenie w dysertacji szerokiego przegladu pismiennictwa dotyczgcego
kluczowych zagadnien dotyczacych tematyki badawczej oraz opisanie czesci metodycznej i
uzyskanych rezultatéw. Dysertacja doktorska jest wiec obszerna — przedstawiony do recenzji
wydruk rozprawy stanowi bowiem 196 stron. Zawiera ona typowy dla rozpraw doktorskich
podzial na czesci: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wykaz skrétow i akronimow,
Wstep, Cele pracy, Materiaty i metody, Wyniki i dyskusja, Elementy nowosci naukowej

zawarte w rozprawie, Podsumowanie i Wnioski, Literature. Bibliografia obejmuje znaczna
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ilos¢ cytowan (151 pozycji) i uwzglednia najnowsze publikacje z obszaru badawczego
Doktoranta. Ponadto w dysertacji zawarto opis dodatkowej aktywnosci naukowej Doktoranta,
zwigzanej z pracg doktorska, Oswiadczenie autora oraz wydruki artykutow zaliczone do cyklu
prac, bedacych podstawg rozprawy doktorskiej. Wymagane w tym przypadku o$wiadczenia
wspolautorow cyklu publikacji, dotyczace indywidualnego wkiadu w powstanie prac, nie
zostaly jednak wilaczone do formy ksigzkowej dysertacji, tylko wystepujg oddzielnie.
Wspotautorzy publikacji poprzez zadeklarowany procentowy udzial w badaniach i tworzeniu
manuskryptow potwierdzaja w oswiadczeniach wiodaca role Doktoranta S. Krukowskiego.

W czesci wstepnej pracy Doktorant zamieécil, na podstawie najnowszego
pismiennictwa, tresci dotyczace modyfikacji apatytow syntetycznych oraz roli adsorpcji w
procesie modyfikacji nanoapatytow. W ramach poruszanego problemu Autor dysertacji
przedstawil rezultaty badan spektroskopowych apatytéw naturalnych i syntetycznych,
modyfikacje hydroksyapatytu jonami, zwigzkami nieorganicznymi i organicznymi w
kontekscie tworzenia biomaterialdow do zastosowan implantologicznych. Duza cze$¢ wstepu
poswigcona jest modyfikacji apatytow cytrynianami i aminokwasami, co korzystnie wpisuje
si¢ w nurt zagadnien zwiazanych z czgscia badawcza pracy. Ta czes¢ dysertacji jest réwniez
oparta na opisach zaczerpnigtych z publikacji wlasnych: P1( S. Krukowski, Biuletyn Wydz.
Farm. UW, 2013), P2 (M. Karasiewicz, S. Krukowski, Biuletyn Wydz. Farm. UW, 2016), P3
(J. Kolmas, S. Krukowski 1 wsp. Ceramics Int, 2016). Wiasciwe dobranie tresci we Wstepie
pracy ulatwia przejscie do czgsci eksperymentalnej pracy. Podsumowujac, czesé przegladowa
dysertacji wskazuje, ze Doktorant dysponuje aktualng wiedzg z interesujacego Go zakresu
badawczego i oceniam to pozytywnie.

W nastgpnej czgsci ,,Materialy i metody” Doktorant opisal procedury badawcze i
warunki do$wiadczen, ktére pod wzgledem merytorycznym nie budza zastrzezen. Badania
zostaly wykonane z uzyciem nowoczesnych technik (transmisyjnego mikroskopu
elektronowego, mikroanalizy EDS/EDX, dyfraktometrii, spektrometrii magnetycznego
rezonansu jadrowego, spektrometrii w podczerwieni, spektrofotometrii). Jednoczesnie warto
zaznaczy¢, ze Doktorant przed przystapieniem do badan adsorpcyjnych prostych zwigzkdow
organicznych opracowal wlasng metode spektrofotometryczna, pozwalajaca na oznaczenia
ilosciowe adsorbatow, rozniacg si¢ od dotychczas stosowanych, brakiem koniecznosci

otrzymywania pochodnych, dajacych wyrazne pasma adsorpcyjne. Metoda ta zostala opisana
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na przykladzie cytrynianéw w publikacji P4 S. Krukowski i wsp. (J. Food and Drug Analysis,
2017, 717-722) i wykorzystana takze do oznaczefi aminokwasow (Gly, Pro i HyPro) w
$rodowisku kwasnym (pH < 1) w UV przy dlugosci fali 202 nm. Ta czgs$¢ pracy jest mocno
przekonywujaca recenzenta, co do wystawienia pozytywnej oceny za czg¢$¢ metodycznag
pracy, szczegélnie w odniesieniu do opracowania oznaczen aminokwasow, gdyz zwykle do
analiz ilosciowych aminokwaséw wykorzystuje si¢ metod¢ ninhydrynowa w Swietle
widzialnym.

Wyniki badan wlasnych obejmuja otrzymanie hydroksyapatytow domieszkowanych
jonami wystepujacymi w naturalnych apatytach tkanki kostnej (HaMg, HaNa, HaMgNa,
HaCO;, HaMgNaCOs3), rdzniacych sie wlasciwosciami fizykochemicznymi w zaleznosci od
typu domieszkowania. Kolejnym etapem byly badania adsorpcji prostych zwiazkow
organicznych takich jak cytryniany oraz aminokwasy wystg¢pujace naturalnie w kolagenie
(glicyna, prolina, hydroksyprolina), obejmujace analiz¢ polaczen wraz z optymalizacjg
parametrow takich jak: pH, temperatura i czas. Podejscie takie jest wazne w przypadku
potencjalnego wykorzystania tworzonych nanomaterialow do wytwarzania polaczen np. z
lekami. Doktorant, na podstawie przeprowadzonych eksperymentow wykazal, ze optymalnym
pod katem biomateriatowym, jest hydroksyapatyt domieszkowany lgcznie jonami Mg**, Na",
CO;%, gdyz sktadem odpowiada tkance kostnej, ale tez adsorbuje wszystkie badane zwigzki
organiczne ilosciowo korzystnie.

Doktorant, poza adsorpcjg, podjat tez proby wbudowania glicyny w sie¢ krystaliczng
hydroksyapatytu nie modyfikowanego jonami podczas syntezy Ha de novo. Wykazal, ze
glicyna lokalizuje si¢ na powierzchni krysztaléw, wewnatrz sieci krystalicznej oraz w
przestrzeniach agregatowych. Jest to element nowosci badawczej, opisany w pracy P6 S.
Krukowski i wsp. (J. Solid State Chem. 2018, 264, 59-67), wchodzacej w sklad rozprawy. Za
pomoca stosownych nowoczesnych technik (FT-IR TRANS i PAS) Doktorant wykazal, ze
wbudowanie glicyny w sie¢ krystaliczna Ha skutkuje zmiang parametrow fizykochemicznych.
Wymienione tu rezultaty badawcze sa godne podkreslenia ze wzgledow aplikacyjnych.
Wskazuja bowiem na mozliwo$¢ wytwarzania na bazie hydroksyapatytu biomateriatow
kompozytowych, w ktérych drugim skladnikiem moga by¢ niskoczgsteczkowe zwiazki

organiczne np. niektore substancje lecznicze.
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Cze$é badawceza pracy doktorskiej oceniam bardzo dobrze, a uzyskane rezultaty sa
interesujgce aplikacyjnie. Doktorant dzieki zastosowaniu nowoczesnych technik okreslit
morfologie i rozmiary krysztalow, sklad pierwiastkowy i wydajnos¢ domieszkowania,
powierzchni¢ wiasciwa uzyskanych przez siebie hydroksyapatytow. Wyr6zni¢ nalezy
umiejetnosé szczegolowej analizy widm w podczerwieni, co pozwolilo na okreslenie
lokalizacji weglanéw w probkach Ha i zmian ilosci grup OH oraz labilnych fosforandéw i
potwierdzanie uzyskanych zaleznosci technikg spektroskopii MNR. Nastepnie Autor wykazal,
ze hydroksyapatyty domieszkowane jonami Mg®>', Na’, CO;” moga by¢ skutecznie
wykorzystane do adsorpcji cytrynianow, glicyny, proliny i hydroksyproliny. Na podkreslenie
zashuguje tu korzystne zastosowanie wlasnej metodyki oznaczen ilosciowych tych zwigzkow
oraz dokonanie kompletnej analizy dotyczgcej optymalizacji procesu adsorpcji wymienionych
zZwigzkow.

Obszerny material eksperymentalny zostal poddany dyskusji rozprawy doktorskiej,
ktora zostatla przeprowadzona rzetelnie i dojrzale. Ta czes¢ dysertacji Swiadczy o
umiejetnosci Doktoranta do krytycznego podejscia do wlasnych rezultatdéw 1 pordwnania ich
do wynikéw dotyczacych zakresu tematycznego badan uzyskanych przez innych autorow.
Jednoczesnie warto zaznaczy¢, ze Doktorant pokusil si¢ o podsumowanie calosci

wykonanych badan 1 sformulowanie wnioskow.

W ocenie ogdlnej pracy niewatpliwie mozna podkresli¢, ze praca jest koncepcyjnie
interesujaca i wykonawczo dobra. Przedstawione do oceny publikacje sg spojne tematycznie 1
prezentuja wysoki poziom naukowy. L.gczg badania z zakresu inzynierii materialowej z
nowoczesng analiza jakosciowa 1 ilosciowa tworzonych biomaterialow. Efektem
przeprowadzonych badan w ramach doktoratu jest wyselekcjonowanie materialow —
wartosciowych dla zastosowan biomedycznych. Na podstawie uzyskanych przez Doktoranta
rezultatéw mozna bedzie prowadzi¢ w przysztosci bardziej zaawansowane prace nad
aplikacyjnoscig hydroksyapatytow domieszkowanych, migdzy innymi przetestowanie ich pod
katem biokompatybilnosci, zgodnosci tkankowej, toksycznosci, zasiedlania osteoblastow,

mozliwosci osteointegracji i innych cech biologicznych.

Podczas zapoznawania sie z pracg doktorska nasunely mi si¢ tez drobne uwagi

edytorskie.
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Korzystniej bytoby zamiesci¢ w wydruku dysertacji o§wiadczenia wspotautoréw cyklu
publikacji, dotyczace indywidualnego wkiadu w powstanie prac, a nie dofgczac je oddzielnie.

Uwazam, Ze korzystniej dla czytelnika jest, gdy wykorzystane piSmiennictwo
cytowane jest w tekscie za pomocg nazwisk autoréw, a nie samych numeréw przypisanych
zgodnie z kolejnoscia wystepowania i wtedy w spisie piémiennictwa prace podawane bylyby
w kolejnosci alfabetycznej wg. nazwiska pierwszego autora. Pod wzgledem edytorskim praca
jest przygotowana starannie, cho¢ wkradly si¢ nieliczne bledy stylistyczne i literowe, czy
interpunkcyjne.

Wymienione przeze mnie uwagi nie zmieniaja mojej bardzo dobrej opinii o pracy
doktorskiej mgr Sylwestra Krukowskiego.

Podsumowujac: stwierdzam, ze Pan mgr Sylwester Krukowski zrealizowal
postawione cele badawcze, a praca prezentuje dobry poziom naukowy, ma wartosci
poznawcze i praktyczne. Poddane ocenie rezultaty zawierajg istotne elementy nowosci
naukowej i wpisuja si¢ w aktualny nurt badan dotyczacych syntezy nowych materiatow do
wykorzystania w medycynie regeneracyjnej. Cato$¢ dysertacji doktorskiej stanowi wigc

nowoczesny i oryginalny wktad Doktoranta w rozwdj nauk farmaceutycznych i medycznych.

Po analizie dokumentacji z przekonaniem stwierdzam, Ze Rozprawa doktorska Pana
mgr Sylwestra Krukowskiego spelnia, wedlug mojej opinii, wymogi ustawy z dnia 14
marca 2003 r (dz. U. Nr. 65, poz. 595 z 16 kwietnia 2003 r z p6Zniejszymi zmianami) ,,O
stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” i w zwigzku z
tym wnioskuj¢ do Rady Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny
Laboratoryjnej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Doktoranta

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.




