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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Aleksandry Kuzminskiej pt. ,Otrzymywanie i
modyfikacja powierzchni poliuretanowych cylindrycznych rusztowan tkankowych”
wykonanej na Wydziale Inzynierii Chemicznej i Procesowej Politechniki Warszawskiej,
ktorej promotorem jest prof. dr hab. inz. Tomasz Ciach,

a promotorem pomocniczym dr inz. Beata Butruk-Raszeja

Sylwetka Doktorantki

Pani mgr inz. Aleksandra Kuzminska jest absolwentka studiéw Il stopnia na Wydziale
Chemicznym Politechniki Warszawskiej specjalnosci Applied Biotechnology. W 2015 roku
uzyskata tytut magistra inzyniera, a temat jej pracy dyplomowej brzmiat ,Bioactive surfaces
promoting endothelial cells adhesion”. Od 2015 roku jest Doktorantka na Wydziale
Inzynierii Chemicznej i Procesowej. W latach 2017-2019 byta kierownikiem projektu
badawczego NCN Preludium ,Wplyw parametréw procesowych na wielko$¢ porow
powierzchniowych poliuretanowych struktur cylindrycznych o matych $rednicach”.
Pracowala na stanowisku badacza w nastepujgcych projektach: ,Surface modification of
polyurethane vascular grafts” (Wspotpraca Polsko-Tajwanska w latach 2015-2018) i
,BioGraft - biomimetyczne protezy naczyniowe matych $rednic” (NCN Lider, 2018-2021).
0d maja 2020 do sierpnia 2021 roku Pani mgr inz. Aleksandra Kuzminska byta zatrudniona
jako specjalista w Centrum Zaawansowanych Materiatow i Technologii. Nie ubiegata sie
wczesniej o nadanie stopnia doktora.

Charakterystyka pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Aleksandry
Kuzminskiej pt. ,Otrzymywanie i modyfikacja powierzchni poliuretanowych cylindrycznych
rusztowan tkankowych” dotyczy preparatyki polimerowych struktur, ktére mogg by¢
wykorzystywane jako rusztowania tkankowe i wpisuje sie w nurt badan nad poszukiwaniem
nowych materialéw do zastosowan biomedycznych. Zostata wykonana pod kierunkiem prof.
dr hab. inz. Tomasza Ciacha, a promotorem pomocniczym jest dr inZ. Beata Butruk-Raszeja.
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Badania, ktére sg podstawa ocenianej rozprawy doktorskiej zostaty wykonane w ramach
projektow:

1) ,Surface modification of polyurethane vascular graft” - Grant Polsko-Tajwaniski, NCBIiR,
PL-TWII/I1/2015

2) “Wplyw parametréow procesowych na wielko$¢ poréw powierzchniowych
poliuretanowych struktur cylindrycznych o matych $rednicach” - Preludium, NCN,
2016/21/N/ST08/01953

3) ,BioGraft - biomimetyczne protezy naczyniowe malych S$rednic” - Lider,
LIDER/18/0104/L-8/16/NCBR/2017

Podstawa do ubiegania sie o nadanie stopnia doktora jest sp6jny tematycznie cykl
artykutéw, opublikowanych w czasopismach naukowych (m. in. Colloids and Surfaces B-
Biointerfaces, BioTechniques, Surface Innovations, Coatings). Przedstawiona do recenzji
rozprawa doktorska obejmuje 194 strony. Wprowadzenie do cyklu artykutow jest napisane
w jezyku polskim, natomiast siedem publikacji, stanowiacych cykl artykutéw naukowych
bedacych podstawa rozprawy jest w jezyku angielskim. W trzech wskazanych publikacjach
Doktorantka jest pierwszym autorem oraz autorem do korespondencji. taczny
wspétczynnik oddzialywania dla ocenianych publikacji wynosi 1F=24,259. Wszystkie
publikacje s3 wieloautorskie, przy czym liczba autoréw w ocenianych publikacjach jest w
zakresie od dwoch do pieciu. Zalgczone o$wiadczenia wspétautorow wskazuja, Ze
Doktorantka miata znaczgcy udzial w opracowaniu metodyki badan, wykonaniu
doéwiadczen oraz opracowaniu i analizie wynikow w wiekszosci artykutéw. Miata tez duzy
wktad w przygotowanie zaréwno wstepnej jak i ostatecznej wersji tych publikacji.

Oprécz cyklu artykutéw (str. 77-194), oceniana rozprawa doktorska zawiera spis
publikacji wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej (str. 9), spis pozostatych publikacji
powstatych podczas dziatalno$ci naukowej Doktorantki oraz patent (str. 10-11), zestawienie
wystapienn konferencyjnych (str. 12-14), streszczenie w jezyku polskim (str. 15-16) i
angielskim (str. 17-18), wykaz stosowanych w pracy symboli i skrétéw (str. 19-20),
wprowadzenie, w ktérym przedstawiono cel i zakres pracy, syntetyczng czes¢ literaturowg
zwigzana z tematyka rozprawy doktorskiej, zwiezte przedstawienie otrzymanych wynikow
i wnioskéw (str. 23-60), bibliografie (str.61-64) oraz o$wiadczenia wspétautoréw publikacji
(str. 65-76).

Omoéwienie rozprawy doktorskiej

Badania stanowigce postawe rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Aleksandry
KuZminskiej dotyczg opracowania metody wytwarzania biomateriatéw, ktére wg definicji
Europejskiego Stowarzyszenia Biomaterialow, sa substancjami innymi niz lek, ktére mogg
by¢ uzyte jako catoéé lub cze$¢ systemu zastepujac tkanke lub organ, lub petniac jego funkcje.
Biomaterialy nie mogag w organizmie wywotywa¢ alergii, uczulenia, reakcji
immunologicznych oraz musza by¢ biozgodne i niekancerogenne. Obecnie obserwuje si¢
duzy wzrost zachorowan na choroby cywilizacyjne, do ktérych zaliczajg si¢ migdzy innymi
choroby uktadu sercowo-naczyniowego. Z tego wzgledu badania podjete przez Doktorantke



nad nowymi materiatami, ktére mogg by¢ wykorzystane do wytwarzania protez
naczyniowych sa waznym zagadnieniem z punktu widzenia ich praktycznych zastosowan w
leczeniu choréb uktadu krazenia.

Syntetyczne protezy naczyniowe najczeSciej wykonywane sg z polimerdw: politereftalanu
etylu, politetrafluoroetylenu, polimetakrylanu metylu lub poliuretanu. Realizowane s3 tez
badania nad protezami naczyniowymi wytwarzanymi metodami inzynierii tkankowej, ktore
majg wilasciwosci naturalnych naczyn krwionosnych. Hodowla tkankowa komoérek
$rodbtonka prowadzona jest wtedy na rusztowaniu, wykonanym najczesciej z mieszaniny
elastyny i kolagenu, kwasu hialuronowego, fibryny lub kwasu poliglikolowego. Rusztowania
te jednak nie zapewniajg protezie witasciwo$ci mechanicznych, ktérymi powinna sie
charakteryzowa¢. Innym rozwigzaniem jest wykorzystanie syntetycznych polimeréw do
hodowli tkankowej. Jednak materialy polimerowe, pomimo licznych zalet, nie wykazujg
wystarczajacej biokompatybilno$ci z organizmem czlowieka. Dlatego, zalozeniem do
zdefiniowania celu rozprawy doktorskiej bylo otrzymanie rusztowania tkankowego z
poliuretanu, ktére charakteryzowatoby sie wiekszg bio- i hemozgodnoscig powierzchni oraz
mogtoby zostat wykorzystane do otrzymywania sztucznych naczyn krwiono$nych o matej
Srednicy. Sformulowane na tej podstawie cele rozprawy doktorskiej obejmowaly dwa
zagadnienia:

1) opracowanie metody otrzymywania cylindrycznej struktury o zadanej morfologii

2) opracowanie metody modyfikacji jej powierzchni.

Cele, ktore postawita w pracy Pani mgr inz. Aleksandra Kuzminska sg wazne ze wzgledu na
ciggte poszukiwanie i doskonalenie biomateriatéw, z ktérych moga by¢ wykonane implanty
tak waznych struktur organizmu, jakim sg naczynia krwiono$ne.

Aby osiggna¢ postawione cele, Doktorantka zaplanowata i zrealizowata cykl prac
badawczych, ktéry mozna podzieli¢ na nastepujgce etapy:

1) Otrzymanie cylindrycznych struktur poliuretanowych o zatozonych wtasciwosciach

Do wytworzenia poliuretanowych rurek o matej Srednicy Doktorantka wykorzystata metode
inwersji faz, polegajaca na naniesieniu na stalowa matryce warstwy roztworu polimeru, a
nastepnie zanurzeniu jej w nierozpuszczalniku (Publikacja 1). Zbadata wptyw nastepujacych
parametrow na witasciwosci poliuretanowej rurki: rodzaj poliuretanu (wysokoelastyczny,
srednioelastyczny, niskoelestyczny) i stezenie polimeru w roztworze pierwotnym, sktad
nierozpuszczalnika, czas kontaktu naniesionej warstwy z nierozpuszczalnikiem oraz rodzaj
i stezenie porogenu. Ocenita jako$ciowo otrzymane rurki poliuretanowe na podstawie zdje¢
SEM. W kolejnym etapie materiaty, charakteryzujgce sie najkorzystniejszg morfologig,
zostaly poddane analizie okres$lajgcej Srednice porow, witasciwosci mechaniczne,
porowatos¢ oraz cytotoksycznos$¢. Na podstawie tych badan Doktorantka okreslita warunki
otrzymywania cylindrycznych struktur polimerowych o pozadanej charakterystyce do
zastosowania jako elementy protez naczyniowych. Otrzymane zaproponowang metodg
materialy cechowata jednorodna mikroporowata struktura powierzchniowa, jednorodna
grubos¢ Scianek, wysoki modut Younga oraz brak toksycznosci.



2) Otrzymanie poliuretanu o hydrofilowej powierzchni

Aby zwiekszy¢ zwilzalno$¢é powierzchni poliuretanu, polepszy¢ jego hemozgodno$¢ oraz
utatwi¢ adhezje komoérek $rodbtonka, Doktorantka poddata modyfikacji powierzchnig
polimeru. Powierzchnia poliuretanéw moze by¢ modyfikowana przez pokrycie powierzchni
innym polimerem, umieszczenie na powierzchni zwigzkéw biologicznie aktywnych lub
upakowaniu na powierzchni poliuretanu ludzkich komoérek, ktére naturalnie wystepujg w
ukladzie krwionoénym. W metodzie wykorzystanej przez Doktorantke najpierw do
powierzchni poliuretanu dotgczono czasteczki kwasu akrylowego w wyniku zastosowania
reakcji rodnikowej polimeryzacji w obecnosci jonow Ce**, a nastepnie do grup kwasowych
pochodzacych od kwasu akrylowego przylaczono polipeptydy. Nalezy podkresli¢, ze
zaproponowana przez zespét, w ktérym pracowata Doktorantka, reakcja przylaczenia
czasteczek kwasu akrylowego zostata przeprowadzona z pominieciem etapu wprowadzenia
grup hydroksylowych. Pierwsze badania nad modyfikacja powierzchni polimerowej, zostaty
przeprowadzone na krazkach poliuretanowych (Publikacja 2). Okreslono w nich wplyw
czasu reakcji, temperatury i stezenia kwasu akrylowego na steZenie grup karboksylowych
na powierzchni zmodyfikowanego poliuretanu. Charakterystyka otrzymanych probek
materiatu obejmowata wykonanie zdje¢ SEM, analize iloSciowg przytgczonych na
powierzchni polipeptydéw metoda ELISA, analize FTIR-ATR, zawarto$¢ wegla, tlenu i azotu
na powierzchni metodg XPS oraz pomiar kata zwilzania. Na podstawie otrzymanych
wynikéw Doktorantka stwierdzita, ze zaproponowana metoda modyfikacji poliuretanu
pozwala na otrzymanie biomateriatu o zwigkszonej hydrofilowosci powierzchni, ktora jest
efektem przytaczenia kwasu akrylowego i polipeptydéw. W ramach prowadzonych w tym
etapie badan, zostala opracowana tez metodyka analizy peptydéw z powierzchni
poliuretanu wykorzystujaca kolorymetryczne oznaczanie stezenia kompleksu powstajacego
w reakcji wydzielonych ze zmodyfikowanego polimeru aminokwaséw z kwasem
bicynchoninowym (Publikacja 3). Prace nad przygotowaniem metodyki obejmowaty
okreslenie warunkéw prowadzenia analizy: czas i temperature tworzenia analizowanych
komplekséw oraz wskazanie czynnikéw mogacych wptywac na wyniki oznaczen zawartosci
peptydéw w analizowanych prébkach materiatu. Stwierdzono, Ze wzrost mierzonej
absorbancji roénie ze wzrostem temperatury i czasu analizy oraz Ze niemodyfikowany
peptydami poliuretan reaguje z kwasem bicynchoninowym, dlatego konieczne jest
wyznaczanie réznicy miedzy warto$ciami absorbancji otrzymanymi dla prébek polimeru z
naniesionymi peptydami i dla probek polimeru przed przytgczeniem peptydoéw. Nastepnie
Doktorantka zbadata mozliwo$¢ zasiedlenia zmodyfikowanej powierzchni krazkéw
poliuretanu komérkami $rédbtonka (Publikacja 4). Przed wykonaniem testow adhezji
komoérek oraz sprawdzeniem hemozgodnosci, wykonana zostata szczegbtowa analiza
materiatéw przygotowanych wg wczesniej opracowanej metody (przedstawionej w
Publikacji 2). Zbadano morfologie powierzchni modyfikowanych kragzkéw poliuretanowych
na podstawie zdje¢ SEM, przeprowadzono analize sktadu pierwiastkowego metoda XPS,
analize grup funkcyjnych metoda FTIR, kat zwilzania, stabilno$¢ przygotowanego materiatu
polimerowego, stezenie grup karboksylowych na powierzchni materiatu po pierwszym
etapie modyfikacji oraz stezenie peptydéw po unieruchomieniu ich na powierzchni



materialu. Nastepnie wykonano testy adhezji plytek krwi, adsorpcji fibrynogenu oraz czasu
koagulacji w celu okre$lenia hemozgodno$ci zmodyfikowanych powierzchni oraz zbadano
wzrost komoérek srodblonka na otrzymanym biomateriale. Otrzymane wyniki wskazujg, ze
wykorzystana przez Doktorantke metoda modyfikacji poliuretanu, powoduje zwigkszenie
hydrofilowosci powierzchni, co zmniejsza adsorpcje fibrynogenu i adhezje ptytek krwi, co
jest korzystng cechg biomateriatu, ktéry ma by¢ wykorzystany do produkcji implantow
naczyniowych. Ponadto przeprowadzone eksperymenty pozwolily na stwierdzenie
zalezno$ci miedzy stezeniem grup karboksylowych a zasiedlaniem biomateriatu przez
komorki $rodbtonka. Kolejne badania zostaly wykonane z wykorzystaniem struktur
utworzonych z wiékien poliuretanu wyprodukowanych metodg rozdmuchowa (Publikacja
5). W badaniach tych wykazano, ze opracowana metoda modyfikacji powierzchni moze by¢
zastosowana do porowatych materiatéw poliuretanowych otrzymanych z wiékien. Jednak
aby uzyska¢ powierzchnie widknistych cylindrycznych struktur charakteryzujacy sie
jednorodng morfologia konieczne byto dostosowanie warunkéw procesowych podczas
modyfikacji ich powierzchni. Ostatnia faza badan prowadzonych w kierunku otrzymania
hydrofilowej powierzchni byla prowadzona na porowatych cylindrycznych strukturach
polimerowych otrzymanych metoda inwersji faz (Publikacja 6). W tych badaniach
zastosowano wcze$niej opracowang metode wytwarzania modelowych porowatych
cylindrycznych struktur polimerowych oraz dwustopniowa metode modyfikacji ich
powierzchni w wyniku przytaczenia kwasu akrylowego, a nastepnie peptydéw. Whasciwosci
otrzymanych modyfikowanych poliuretanéw zostaly scharakteryzowane na podstawie
zdje¢ SEM, analizy skladu pierwiastkowego na powierzchni metoda XPS, analizy FTIR,
pomiaru Kata zwilzania, porowato$ci, wiasciwosci mechanicznych oraz analizy gegstosci grup
karboksylowych. Ponadto okres$lono ich cytotoksyczno$¢ oraz oddziatywanie z komérkami
§rodbtonka oraz komoérkami mie$niowymi. Otrzymane wyniki potwierdzity, Ze otrzymane
biomateriaty posiadaja wtasciwos$ci wymagane od materialéw do zastosowan jako protezy
naczyn krwionosnych.

3) Modyfikacja powierzchni poliuretanu hydrozelem

Ostatnim etapem badan ocenianej pracy doktorskiej bylo otrzymanie poliuretanowych
cylindrycznych struktur, ktérych powierzchnia zostata pokryta warstwa hydrozelu na bazie
poliwinylopirolidonu (PVP) (Publikacja 7). Wprowadzenie hydroZelu jest sposobem
otrzymywania materialbw o powierzchni biopasywnej. Biomaterialy tego typu
charakteryzujg sie mniejsza adhezjg biatek i komoérek. Wczesniejsze prace wykonane w
zespole prof. Tomasza Ciacha, wykazaly, ze mozliwa jest modyfikacja powierzchni
poliuretanowych dyskéw z wykorzystaniem hydrozelu PVP. Doktorantka zastosowata te
metode i otrzymala biomaterial w postaci cylindrycznych ksztaltek o matej Srednicy.
Wewnetrzna powierzchnia poliuretanowych rurek zostata zmodyfikowana warstwg
hydrozelu zwigzanego z podlozem wigzaniami powstalymi w reakcji typu Fentona.
Otrzymany biomaterial zostat scharakteryzowany z wykorzystaniem zdje¢ SEM, analizy
FTIR-ATR, oznaczenia zawarto$ci wprowadzonego hydrozelu, pomiaru kata zwilZania oraz
testow pozwalajgce ocenié jego cytotoksyczno$¢. Na podstawie przeprowadzonych badan



Doktorantka stwierdzila, ze parametry procesowe zastosowane do wprowadzenia PVP na
powierzchnie polimeru maja wptyw na grubo$¢ warstwy hydrozelowej i jej zwilzalnosc.
Potwierdzita tez ze obecno$¢ hydrozelu PVP korzystnie wplywa na bezpieczenstwo
biomateriatu w kontakcie z Zzywymi komérkami.

Ocena merytoryczna pracy

Tematyka ocenianej rozprawy doktorskiej jest ciekawa i istotna z punktu widzenia
poszukiwan metod wytwarzania rusztowan tkankowych, ktére moga zosta¢ wykorzystane
jako protezy naczyn krwiono$nych. Zgodnie z informacjg zawarta we wprowadzeniu,
obecnie trwajg badania in vivo otrzymanych biomaterialéw, co $wiadczy o mozliwosci ich
praktycznego zastosowania. Na podstawie przedstawionych wynikéw badan opisanych w
cyklu artykutéw naukowych moge stwierdzi¢, ze Doktorantka osiggneta zaplanowane cele.
Opracowata metode otrzymywania cylindrycznych rusztowan poliuretanowych,
modyfikowanych kwasem akrylowym oraz peptydami, co stanowi oryginalne rozwigzanie
sformulowanego problemu badawczego. Analiza opisu przeprowadzonych prac
badawczych, dyskusji wynikéw i przedstawionych wnioskéw zawartych w artykufach
naukowych w potgczeniu z zatgczonymi o$wiadczeniami wspétautoréw publikacji wskazujg
na umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Panig mgr inz
Aleksandre KuZminska. Wprowadzenia teoretyczne w opublikowanych artykutach
naukowych $wiadcza o tym, Ze Kandydatka prezentuje ogélng wiedze teoretyczng w
dyscyplinie naukowej InZynieria chemiczna.

Za najwazniejsze wyniki badan, ktére wnoszg istotne elementy nowosci do rozwoju
metod otrzymywania rusztowan poliuretanowych uwazam:

° opracowanie metody wytwarzania cylindrycznych rusztowan poliuretanowych
charakteryzujgcych sie morfologia i wtasciwo$ciami mechanicznymi odpowiednimi
do zastosowan jako protezy naczyniowe

° opracowanie metody modyfikacji powierzchni poliuretanu z wykorzystaniem
dwuetapowej reakcji, w wyniku ktérej na powierzchni poliuretanu sg przytaczone
czasteczki kwasu akrylowego oraz peptydy

° otrzymanie cylindrycznych struktur poliuretanowych z wewnetrzng powtoka
biopasywng wykonana z hydrozelu na bazie poliwinylopirolidonu

° wykazanie, ze otrzymane biomaterialy charakteryzujg sie dobra biozgodnoscig i
hemozgodnoscia.

Do obowigzkéw recenzenta nalezy tez wskazanie zauwazonych niedociggnie¢ w
ocenianej pracy.

Moim zdaniem we wprowadzeniu do cyklu publikacji zabrakto szerszego omoéwienia
biomateriatéw wykorzystywanych do wytwarzania protez naczyniowych. Takie pogtebione
przedstawienie problemu, lepiej oddawatoby kontekst przeprowadzonych badan.

We wprowadzeniu nie znalaztam uzasadnienia, dlaczego modyfikacje powierzchni powtoka
biopasywng prowadzono na cylindrycznych strukturach otrzymanych metodg inwersji faz



z nierozpuszczalnikiem woda/etanol 40:60, podczas gdy wcze$niej przedstawione wyniki
badann nad doborem parametréw otrzymywania poliuretanowych rurek wskazujg, ze
najkorzystniejszag  morfologie polimerowych rusztowan otrzymuje sig, gdy
nierozpuszczalnikiem jest czysty etanol.

Recenzowana rozprawa doktorska jest zredagowana poprawnie. W tekScie pracy
zauwazytam nieliczne btedy stylistyczne, a dwa rysunki zamieszczone we wprowadzeniu
(Rysunek 4, Rysunek 6) sa gorszej jakosci, co utrudnia ich analize. Poza tym za dyskusyjne
uwazam stosowanie nazwy ,roztwor” w odniesieniu do czystego etanolu czy czystej wody.

Powyzsze uwagi nie maja wpltywu na ogélng wysoka oceng¢ recenzowanej rozprawy
doktorskiej. Przedstawione przez Pania mgr inz. Aleksandre KuZminska wyniki badan
$wiadczg o osiggnieciu postawionych w pracy celow. Opracowana metoda otrzymywania
cylindrycznych rusztowan tkankowych i ich modyfikacji moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju
technologii wytwarzania protez naczyniowych.

Ocena zastosowanego piSmiennictwa

Bibliografia zawarta w rozprawie doktorskiej liczy 83 pozycje. Zdecydowang
wigkszo$¢ cytowanej literatury stanowig artykulu naukowe opublikowane w
renomowanych czasopismach naukowych o zasiegu migedzynarodowym, przy czym
wiekszo$¢ z nich zostala opublikowana w ostatnich dziesieciu latach. Potwierdza to
aktualno$¢ prowadzonych badan, a dobdr cytowanej literatury Swiadczy o dobrej orientacji
Doktorantki w tematyce otrzymywania i charakterystyki biomateriatow.

Podsumowanie

Recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr inz. Aleksandry KuZminskiej pt.
,Otrzymywanie i modyfikacja powierzchni poliuretanowych cylindrycznych rusztowan
tkankowych” przedstawia oryginalne wyniki badan nad metodami wytwarzania
biomateriatéw, wskazujgce na mozliwosci wykorzystania otrzymanych cylindrycznych
struktur poliuretanowych o modyfikowanej powierzchni jako rusztowania naczyn
krwiono$nych. Otrzymane w tej pracy wyniki badan stanowig istotny wktad w dziedzinie
badan nad metodami wytwarzania materiatéw do zastosowan biomedycznych.

Na tej podstawie stwierdzam, Ze oceniana rozprawa doktorska spetnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65
poz. 595 wraz z pozniejszymi zmianami) i wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny
Inzynieria Chemiczna Politechniki Warszawskiej o jej przyjecie i dopuszczenie Pani
mgr inz. Aleksandry KuZminskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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