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rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Mileny Suprenak-Marczewskiej

»Bioaktywne powloki chitozanowe na implantach tytanowych”

pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Andrzeja Zielinskiego, prof. zw. w PG,
wykonanej w Katedrze Inzynierii Materiatowej i Spajania na Wydziale Mechanicznym

Politechniki Gdanskiej.

Wstep

Dane literaturowe wskazuja, ze zapotrzebowanie na nowe materialy w dziedzinie
medycyny obecnie znacznie wykracza poza tradycyjny obszar stosowania implantow i
obejmuje wszystkie grupy materialow inzynierskich. W grupie materiatéw biomedycznych,
znajduja si¢ zaréwno metale i ich stopy, ceramiki i szkla a takze polimery, zaréwno sztuczne
jak i naturalne. Wsrdd tych ostatnich coraz wiekszym zainteresowaniem cieszy sie chitaozan
— polimer otrzymywany z chityny stanowigcej budulec wielu krabow i skorupiakéw. Jego
zaletami sa bardzo dobra biozgodno$¢ i wiasciwoscei bakteriobdjcze oraz stosunkowo niski
koszt wytwarzania. Z tych powodéw chitozan coraz czgsciej jest proponowany jako sktadnik
bioaktywnych powlok lub biokompozytow. Zatem temat pracy doktorskiej Pani mgr inz.
Mileny Suprenak-Marczewskiej wpisuje sie dobrze w gléwny nurt badafh nad zastosowaniem
chitozanu w aspekcie jego zastosowan na implanty. Autorka rozprawy jest przekonana, ze
chitozan moze znalezé zastosowanie jako zamiennik kalogenu w procesie sterowanej
regeneracji kosci, ale takze jako zamiennik powloki hydroksyapatytowej na implantach
wytwarzanych na stopach tytanu. Aby tak si¢ stalo niezbedna jest jednak wiedza o
wlasciwosciach chitozanu. Trafnie okreslono w pracy, ze wiasciwosci te zaleza od wielu
czynnikow miedzy innymi od rodzaju skorupiaka, z ktérego go pozyskano oraz od sposobu

Jjego otrzymania, to jest od stopnia deacetylacji.




Charakterystyka rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska liczy 95 stron. Na poczatku rozprawy zamieszczono spis symboli i
skrotow, po ktorych znajduje sie¢ wstgp. Rozprawa zawiera w swojej poczatkowej czesci
omowienie obecnego stanu wiedzy dotyczacego chitozanu, tytanu i1 jego stopdéw oraz
czynnikéw wplywajacych na wlasciwosci biomaterialow. Ta czg$¢ rozprawy doktorskiej
zwigzana jest z jej tematem 1 liczy 31 stron. Zdecydowana wigkszo$¢ informacji
zamieszczona w tej czesei dysertacji to informacje przepisane z ksigzek a nie krytyczna
analiza literatury dotyczaca tematu rozprawy. Brak jest opisu dotychczasowych wynikow
badan uzyskanych w tym temacie przez innych autoréw ich poréwnania i na tej podstawie
wyciaggnigcia wnioskow 1 sformulowania tezy pracy. W dalszej czesci rozprawy
zamieszczony jest rozdzial ., Teza, cel i zakres pracy”, w ktéorym Autorka zamieszcza dwa cele
pracy — naukowy i uzytkowy. Celem naukowym rozprawy bylto okreslenie zaleznosci migdzy
stopniem deacetylacji chitozanu oraz biozgodnoscia i aktywnoscig biologiczna implantu z
naniesiong powloka chitozanu. Celem uzytkowym bylo zas opracowanie technologii
pokrywania powierzchni metalu powloka chitozanowa o odpowiednich wiasciwosciach. W
rozdziale tym postawiono tezg: ..Modyfikacja warstwy wierzchniej tytanu poprzez
naniesienie powlok chitozanowych o odpowiednim stopniu deacetylacji powoduje
zwigkszenie biozgodnosci oraz aktywnosci biologicznej implantu tytanowego”. Teze
pracy uwazam za poprawna pod wzgledem naukowym i jasno sformulowang. Uwazam
jednak, ze w tezie powinno znalez¢ si¢ takze to, ze nie tylko stopien deacetylacji ale rowniez
pochodzenie chitozanu majg wplyw na jego wlasciwosci bowiem w dalszej czgsci rozprawy
wlasnie te dwie zmienne sa analizowane. Program badan i zastosowane metody badan sa
catkowicie adekwatne do postawionych zadan. W drugiej czesci rozprawy Autorka opisuje
wyniki badan powlok chitozanowych o dwéch réznych stopniach deacetylacji DD87 i DD94
oraz dwdch powlok chitozanowych o tym samym stopniu deacetylacji DD87 ale
pochodzacych z réznych Zrdédel to jest z pancerzy krewetek i pancerzy krabow. Badania
bioaktywnosci powlok chitozanowych obejmowaly hodowle komorek kosciotworczych oraz
testy proliferacji komdrek kosciotworczych i byly wykonane na powlokach chitozanowych
wykonanych na podlozu tytanowym. Roéwniez badania nanotribologiczne chitozanu
wykonano na powlokach osadzonych na podlozu tytanowym. W dysertacji zawarto roéwniez
opis przygotowania tytanowego podloza poprzez jego utlenianie gazowe oraz badanie

morfologii utlenionej warstwy. Natomiast analiza topografii powierzchni a takze badania
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zwilzalnosci zostaly wykonane na cienkich ,,plasterkach” samego chitozanu. Podsumowanie
wynikow badan zawiera rozdzial zatytulowany ,,.Dyskusja”, w ktorym przedstawiono analize
mozliwosci wytwarzania powtok chitozanowych na tytanowym podlozu oraz ocena wplywu
stopnia deacetylacji chitozanu oraz jego pochodzenia na jego wiasciwosci biologiczne. Taka
analiza, nadaje tematowi rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Mileny Suprenak-Marczewskiej
walor aktualnosci szczegélnie dzieki uwzglednieniu w ocenie wiasciwosci chitozanu jego
pochodzenia oraz jego stopnia deacetylacji. Rozprawa podsumowana jest o$mioma
wnioskami i konczy si¢ spisem literatury, spisem rysunkow i tabel oraz streszczeniem w
jezyku polskim i angielskim. Autorka powoluje sie na 100 pozycji literaturowych.
Doktorantka cytuje cztery prace, ktérych jest autorem badz wspétautorem w tym jedna prace
dotyczgca tematu rozprawy. Sposrod 100 pozycji literaturowych 21 to artykuty i ksigzki nie

starsze niz pig¢ lat. Zdecydowana wigkszos¢ pozycji literaturowych to pozycje anglojezyczne.

Uwagi krytyczne

Do krytycznych uwag merytorycznych zaliczam:

— Brak jasnej informacji na temat stopnia deacetylacji chitozanu uzytego do badan. W
rozdziale ,,Teza, cel i zakres pracy™ na stronie 41 podano, ze obiektem badan byly powloki
chitozanowe o stopniu deacetylacji DD86, DD86 Sigma i DD94 naniesione na podloze
tytanowe. Potwierdzono to we wniosku nr 5 na stronie 81. Z kolei na stronie 43, 48. 50 i
dalszych Autorka podaje, ze stopien deacetylacji powtok wynosil DD87 i DD94. Poza tym
raz w pracy podaje stopien deacetylacji DD87 czy DD94 a raz DD87% i DD94%.
Dodatkowo brak jest w pracy jasnej informacji, ktére badania wykonano na powltokach
chitozanowych naniesionych na tytanowe podloze, a ktére na samym chitozanie bez
zadnego podloza.

— Brak jest w pracy informacji o grubosci chitozynowych powlok osadzonych na tytanie oraz
grubosci samego chitozanu.

— Brak informacji o chropowatosci powierzchni tytanu, na ktérg nanoszono powloki
chitozanowe.

— Na stronie 43 podano, Ze jako podloze dla powlok chitozanowych uzyty zostat tytan o
czystosci 99,4%. Na tej samej stronie zamieszczono tabele 6, w ktérej podano sklad
chemiczny uzytego do badan tytanu, z ktérej wynika, Ze czysto$é tytanu wynosita 99,305%,

wiec jaka byta czystosé tytanu?



— W rozdziale 6.6 na stronie 47 podano informacje o sposobie wykonywania powlok
chitozanowych na tytanowym podlozu. Z opisu wynika, ze chitozan byl osadzany na
tytanowych blaszkach poprzez trzykrotne ich zanurzanie w odpowiednio przygotowanym
roztworze. Podano informacjeg, ze odstgp pomiedzy poszczegdlnymi zanurzeniami wynosit
5 min ale nie podano ile wynosit czas zanurzenia.

— Na rysunku 13 na stronie 42 przedstawiony zostal schemat wykonywanych badan. Na
schemacie tym brak jest informacji o badaniach nanotribologicznych. Brak jest rowniez
powigzania pomiedzy poszczegdlnymi badaniami, z ktérych mozna by wyciagnaé wnioski.

— Na stronie 50 podano informacje o badaniach powlok chitozanowych na nanotribometrze.
Autorka informuje, ze badania polegaly na cyklicznym nacisku powierzchni probki
ceramiczng kulkg o srednicy 2 mm przy parametrach: promien 1,5 mm, zakres ruchu 90°,
czestotliwos¢ 1 Hz, liczba cykli 60 na min, obcigzenie 100 mN. Czy mozna powiedzieé, ze
to byly badania nanotribologiczne jezeli kulka miata $rednice 2 mm. Co to znaczy, ze
promienn wynosit 1,5 mm. Co to znaczy, ze badania polegaly na cyklicznym nacisku a
jednoczesnie podaje sie zakres ruchu 90°. Co to znaczy, ze czestotliwosé wynosita 1 Hz a
liczba cykli byta 60 na min?

— W tabelach 7. 8 1 9 podano parametry topograficzne powlok chitozanowych Ra, Rq i Rp.
Nigdzie w pracy nie jest wyjasnione co oznacza parametr Rq.

— Na stronie 57 podano, ze wartos¢ kata zwilzania wzrasta ze stopniem deacetylacji. Czy na
podstawie tylko dwoch roznych stopni deacetylacji mozna stwierdzi¢ jaki bedzie trend
zmiany kata zwilzania wraz ze zmiang stopnia deacetylacji. Dodatkowo na rysunku 21 na
stronie 58 zamieszczono informacje, ze katy zwilzania dla powlok DD87 sigma i DD87
roznia si¢ o okoto 4° a wiec przy tym samym stopniu deacetylacji sg rézne.

— Na stronie 58 podano, ze struktura warstwy tlenkowej na tytanie jest jednorodna i bez
niecigglosci. Jednoczesnie na rysunku 23 na stronie 59 pokazano topografie powierzchni
warstwy tlenkowej, na ktdrej widaé nieciagto$¢ powierzchni.

— Na stronie 60 podano. ze po72 h hodowli komoérki zajmowaly ok 80% powierzchni jednak
nie podano jaka metoda zostato to zbadane.

— Na stronie 62 podano, ze okreslano szybko$¢ proliferacji komorek na powierzchni
chitozanowej powtoki i jako wynik podano, ze po 7 dniach osteoblasty zajmowaty okoto
80% powierzchni. Trudno stwierdzi¢, Ze to byly badania szybkosci proliferacji.

— Na stronie 65 podano informacje, ze po wybarwieniu chitozanu czerwienia alizarynowg

stwierdzono brak chitozanowej powloki na tytanowej plytce w miejscu umieszczenia na



niej kleszczy. Czy z tego wynika, ze plytki tytanowe tylko na chwile zanurzano w
roztworze 1 nawet na chwile nie uwalniano z kleszczy.

Rysunki 35-37 s3 biednie opisane. Nie wiadomo czy na osi rzgdnych przedstawiono sile
tarcia czy sit¢ nacisku kulki normalna do badanej powierzchni. Skala tej sily jest btednie
przedstawiona tj na skali powtarzaja si¢ te same wartosci. Na innej skali na osi rzednych
przedstawiono glebokos¢ zaglebienia kulki o Srednicy 2 mm przy czym glebokosé ta
wynosifa setne czesci nm czy to jest mozliwe? Z kolei na trzeciej osi rzednych
przedstawiajgca.zmiang wspélczynnika tarcia zamieszczono skale od -0,9 do +0.6. Czy
wobec tego ten wspolczynnik moze przyjmowaé wartosci ujemne. Dodatkowo na osiach
odcietych pokazano dwie skale, z ktorych na jednej sg same zera. Przedstawionych na
tych rysunkach wynikach nie ma z czym poréwnaé. Autorka powinna wykona¢ takie same
badania dla utlenionych warstw tytanu i uzyskane wyniki poréwna¢ z wynikami
uzyskanymi dla warstw chitozanowych.

Na stronie 71 w rozdziale ..Dyskusja™ Autorka pisze ,,Wykonane badania wykazaly, ze
zastosowana technologia pozwala na wytworzenie powlok chitozanowych o strukturze,
topografii i wiasciwosciach, ktére daja pozytywng odpowiedz komérkowa w warunkach in
vitro”. Z zamieszczonych wezesniej wynikow badan na rys 31 wynika, ze odpowiedz
komoérkowa jest najlepsza dla utlenionego tytanu, a wiec powloki chitozanowe pogorszyty
t¢ wlasciwos¢ powierzchni.

W tym samym rozdziale na stronach 71 i 72 Autorka pisze ,,Wlasciwosci biologiczne
uzyskanych powlok zostaly wykazane poprzez prawidiows adherencje ... komérek do
podloza™ Jednak takich badan autorka nie wykonywata.

W tym samym rozdziale Autorka pisze, ze przeprowadzone badania wykazaly
hydrofobowy charakter powlok ale nie wyjasnia od jakiego kata zwilzania mozna uznaé
hydrofobowos¢. Dodatkowo brak jest wynikow kata zwilzania dla utlenionego tytanu.

W tym samym rozdziale Autorka pisze, ze powloka chitozanowa posiadata wystarczajaca
przyczepnos¢ do podloza bez wzgledu na stopien deacetylacji. Nie wiadomg skad takie
stwierdzenie si¢ wziglto poniewaz takich badan w pracy nie przedstawiono.

Na stronie 72 Autorka pisze, ze stosowala w swoich badaniach ..silnie wypolerowana
powierzchni¢ (ostatni papier Scierny 2400)”. Czy po szlifowaniu mozna otrzymaé
wypolerowana powierzchnig?

Na stronie 75 Autorka pisze .,Wszystkie membrany wykazaty umiarkowana hydrofilno$¢”.

Czy umiarkowana hydrofilnos¢ to jest to samo co umiarkowana hydrofobowo$é?
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Na stronie 81 we wniosku nr 1 Autorka pisze, ze badania pozwolily na wykazanie istotnej
roli pochodzenia chitozanu w ksztaltowaniu jego masy czasteczkowej i budowy
przestrzennej a przeciez takich badan nie byto w dysertacji.

Na stronie 81 we wniosku nr 2 Autorka pisze, ze membrany chitozanowe wykazujg w
warunkach in vitro istotng bioaktywnos$¢ wystarczajaca do stosowania ich w medycynie ale
nie podaje zadnego wskaznika tej bioaktywnosci.

Na tej samej 81 stronie we wniosku nr 6 napisano, ze membrany chitozanowe sg dobrze
przyczepne do podioza. dos¢ odporne mechanicznie, o wysokiej bioaktywnosci i nadaja sie
zwlaszcza na implanty stomatologiczne, jednak w pracy nie zamieszczono wynikow
badania przyczepnosci powlok i odpornosci mechanicznej a bioaktywnosé tych warstw
byla mniejsza niz utlenionych warstw tytanu. Nie wiadomo réwniez skad wniosek o

przydatnosci akurat na implanty stomatologiczne.

Pod wzgledem edytorskim praca jest wykonana dobrze, napisana jest prostym i jasnym

Jjezykiem. Jednak i w tym obszarze Autorka nie ustrzegla si¢ wielu bledow. Najwazniejsze z

nich to:

na stronie 9 napisano. ze wiasciwosci chityny majg wplyw na chemiczna czysto$é a jest
dokiadnie odwrotnie,

razi r6zne formatowanie tabel zamieszczonych w pracy,

w tabeli 2 na stronie 19 podano, ze wytrzymatos¢ na rozcigganie tytanu wynosi 241 GPa,
w tabeli 3 brak jest nawiasu kwadratowego przy jednostkach wydtuzenia, w tabeli 4 brak
takich nawiasow dla jednostek Rm, Ro2 i R, a w tabeli 10 brak nawiasu dla stopni,

na stronie 33 napisano ., Takie wlasciwosci posiada martenzyt w stalach kobaltu™ powinno
by¢ w stopach kobaltu,

na stronie 39 napisano ,.warstwa jonéw o ruchomych o tadunku r6znoimmiennym”™,

na stronie 40 napisano ..ilosci i rodzaju syntezowanych bialek™ powinno by¢ liczbie i
rodzaju biatek,

niektére podpisy pod rysunkami albo nad tabelami znajduja si¢ w duzej odleglosci od
rysunkoéw lub tabel,

czy naprawdg¢ konieczny jest rysunek 16 i 17 przedstawiajacy pojemnik, do ktorego
rozlewano roztwor chitozanu i butelke do hodowli komorek,

na rysunkach 18-20 przedstawiono wigcej niz jeden obraz i brak jest do nich odnosnik6w

a), b) itd. a takze brak opisu tych obrazoéw pod rysunkiem,



— narysunkach 18-20 zbedne sa obrazy a) i b) a wszystkie linie pomiarowe mozna zaznaczy¢
na rysunku c),

— na rysunku 24 na stronie 60 jest nieczytelna skala na osi odcietych i brak skali na osi
rzednych,

— na stronie 62 napisano ilos¢ osteoblastow a powinna by¢ liczba osteoblastow,

— zly styl zdania ,.Przyczyna jest umieszczenie kleszczy w tym miejscu probki podczas
zanurzania probki w roztworze chitozanu w miejscu umieszczenia kleszczy™,

— nieprawidiowe podpisy pod rysunkami 32-34 ,powierzchnia pokryta powloka DD87”
powinno by¢ ,.powierzchnia pokryta chitozanem o stopniu deacetylacji 87

— nieprawidlowy styl zdania na stronie 67 .Charakterystyki badania odpornosci na
zacieranie”

— nieprawidlowy styl zdania na stronie 67 .Powloka DD94 ukazata charakterystyke w
formie statym poziomie sity tarcia™,

— nieprawidlowe podpisy pod rysunkami 35. 36 i 37 jest ..Charakterystyka badania
odpornosci na zacieranie™ a powinno by¢ ,.Wyniki badan tribologicznych™,

— na stronie 74 jest ,,ilos¢ komorek™ a powinno by¢ ,.liczba komoérek™,

— nagminne zostawianie w tekscie pustych miejsc,

Inne zauwazone drobne niescistosci stylistyczne nie byly warte umieszczenia w recenzji,

pozwolitem sobie zwrdcié na nie uwage bezposrednio Autorce.

W ogélnej ocenie stwierdzam, ze Pani mgr inz. Milena Suprenak-Marczewska w pelni
zrealizowala zadanie badawcze bedace przedmiotem rozprawy. Biorac pod uwage aktualnosé
tematyki pracy w Swietle prowadzonych na swiecie badan, potrzeby praktycznych rozwigzan
inzynierskich, klarowne sformulowanie tezy i celu pracy oraz ich osiagniecie na drodze
dobrze zaplanowanych i1 przeprowadzonych badan, a w koncu dyskusji otrzymanych
wynikéw, oceniam przedstawiona rozprawe doktorska pozytywnie i1 wnioskuje o
dopuszczenie Pani mgr inz. Mileny Suprenak-Marczewskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Na podstawie przedstawionej opinii stwierdzam, ze praca spelnia wszystkie

wymagania stawiane rozprawom doktorskim, przewidziane odpowiednimi ustawami.

Gdansk, 28 maj 2016 .
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