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''Bioaktnłn€ powloki chitozanowe na implantach tytanowych,'

pod kieruŃiem prof. dr hab. inż. AldtzejaZielińskiego, proi zw. w PG,

wykonanej w Katedrze Inżynie i Mate ałowej i Spajania na Wydziale Mechanicznym

Politecbniki cdanskiej.

wstęp

Danę literatuowe wskazują, żę zapotrzebowanie na nowe matęriały w dziedzinie

medycyny obecnie znaczrie wykacza poza tadycyjny obszal stosowania implantów i

obejmuje wszystkie grupy mate ałów iflżynięrskich. w gupie materiałów biomedycznych,

znajdują się zarówno metale i ich stopy' cęramiki i szkła a także polimery. zarówno sztuczne
jak i naturalne. wśród tych ostatnich colaz większym zainteresowaniem cieszy się chitaozan
_ polimer otrzymywany z chityny stanowiącej budulec wielu kłabów i skorupiaków' Jego

zaletami są bardzo dobra biozgodność i właściwości bakteriobójcze olaz stosunkowo niski

kos^ WwarzaĄia. z tych powodów chitozan colaz częściej jest proponowany jako składnik

bioakt}'\ł'ltych powłok lub biokompo4,tów' Zatem temat pracy doktorskiej Pani mgr inż.

Mileny Suprenak-Marczewskiej wpisuje się dobrze w główny nuń badań nad zastosowaniem

chitozanu w aspekcie jego zastosowń na implanty. Autolka lozprawy jęst przeKonana' ze

chitozan może znaleźć fastosowanie jako zamiennik kalogenu w plocesie sterowanej

regeneracji kości, ale także jako zamiennik powłoki hydroksyapat}'towej na implantach

w)'twalzanych na stopach t}.tanu. Aby tak się stało nięzbędna jest jednak wiedza o

właściwościach chitozanu. Trafnię określono w placy, że właściwości tę zależą od wielu

czynników między innymi od rodzaju skorupiaka, z którego go pozyskano olaz od sposobu
jęgo otrzymania, tojest od stopnia deacetylacji.
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Charakterystyka rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska liczy 95 stron. Na początku rozprawy zamieszczono spis symboli i

skótów' po których znajduje się wstęp. Rozprawa zawięra w swojej początkowej części

omówienie obecnego stanu wiedzy dotyczącego chitozanu, t}.tanu i jego stopów ofaz

czynników \łTływajqcych na właściwości biomateriałów. Ta cfęść rozpra\ły doktorskiej

zwiqzana jest z jej tematem i |iczy 3l stron. Zdecydowana większość informacji

zamieszczona w tej części dyseltacji to informacje przepisane z książęk a nie krytyczna

analiza literatuly dotycząca tematu rozprawy. Brak jest opisu dotychczasowych wyników

badan uzyskanych \ł' tym temacie przez innych autorów ich porównania i na tej podstawie

wyciągnięcia wniosków i sfomułowania tęzy pftcy. W dalszej części rozprawy

zamieszczony jest rozdz|ał ,,Teza, ce|i zakres pracy'., w którym Autorka zamieszcza dwa cele

pracy _ naukowy i uż},tkowy. celem naukowym rozprawy było określenie zleżności między

stopniem deacetylacji chitozanu oraz biozgodnością i aktywnością biologiczną implantu f

nanięsioną powłoką chitozanu. Celem uż}.tkowym było zaś opracowanie technologii

pokrywania powierzchni metalu powloką chitozanową o odpowiednich właściwościach. W

rozdziale tym postawiono tezę: ''Modylikacja warstwy wi€rzchniej rytanu poprzez

naniesieni€ powlok chitozanorvych o odpowiednim stopniu deacetylacji powoduje

zwięlczenie biozgodności oraz aktywności bio|ogicznej imp|antu tytanowego''. Tęzę

placy uwaź]am za poprawnq pod względem naukowym i jasno sformułowaną. Uwaźam

jednak' że w tezie powinno znaleźć się takżę to, że nie tylko stopień deacetylacji ale równiez

pochodzenie chitozanu mają wptFł' na jego właściwości bowiem w dalszej części rozprawy

włŃnie te dwie zmienne są analizowane' Program badań izastosowane metody badań są

całkowicie adekwatne do postawionych zadart. W drugiej części rozprawy Autorka opisuje

wyniki badan powłok chitozanowych o dwóch lóżnych stopniach deacetylacji DD87 i DD94

oraz dwóch powłok chitozanowych o tym samym stopniu deacetylacji DD87 ale

pochodzących z ńifrych żródeł to jest z pancerzy krewetek i pancerzy kabów. Badania

bioaktywności powłok chitozanowych obęjmowały hodowlę komórek kościotwórczych oraz

tęsty proliferacji komórek kościotwórczych i były wykonane na powłokach chitozanowych

wykonanych na podłożu t}tanowym. Również badania nanotribologiczne chitozanu

wykonano na powłokach osadzonych na podłożu t},tanowym. w dyseńacji zawalto również

opis przygotowania tytanowego podłoża poprzez jego utlenianie gazowe oraz badanie

morfologii utlenionej warstwy' Natomiast analiza topografii powierzchni a także badania



zwilźalności zostały wykonane na cienkich ,.plasterkach'' samęgo chitozanu. Podsumowanię

wyników badań zawiera iozdział zatytułowany ,,Dyskusja''' w którym przedstawiono analizę
możliwości w},twarzania powłok chitozanowych na tytanowym podłożu oraz ocena wpływu

stopnia deacetylacji chitozanu oraf jego pochodzenia na jego właściwości biologiczne' Taka
analiza, nadaje tematowi rozprawy doktorskiej Pani mgr inż. Mileny suprenak.Marczewskiej

walor aktualności szczególnie dzięki uwzględnieniu w ocenie właściwości chitozanu jego

pochodzenia oraz jego stopnia deacetylacji' Rozprawa podsumowana jest ośmioma

wnioskami i kończy się spisem lite@tuy, spisem rysuŃów itabel oraz steszczeruem w
języku polskim i angielskim. Autorka powołuje się na 1oo pozycji literaturowych'

Doktorantka c}tuje cztery prace' których jest autoręm bądź współautorem w tym jędną placę

dotyczącą tematu rozprawy. spośród 100 pozycji litęraturowych 21 to aItykuły i ksiązki nie
starszę niż pięć lat. Zdecydowana większość pozycji litelaturowych to pozycje anglojęzyczrre.

Uwagi krytyczne

Do kr)'tycznych uwag merytorycznych zalicram:

Brak jasnej informacji na temat stopnia dęacetylacji chitofanu uż}tego do badń. W
rozdzia|e ,,Teza, celi Ż'akręs pracy'' na stronie 41 podano, że obiektem badań były powłoki

chitofanowe o stopniu deacetylacji DD86, DD86 Sigma i DD94 naniesionę na podłoże

t}tano\łe' Potwierdfono to we wniosku ff 5 na stronie 81. Z kolei na stronie 43, 48, 50 i
dalszych Autorka podaje, że stopień deacetylacji powłok wynosił DD87 i DD94' Poza tym

raz w p.acy podaje stopień deacetylacji DD8,1 cfy DD94 a raz DDs,7o/o i DD94o/o'

Dodatkowo blak jest w pracy jasnej informacji, które badania wykonano na powłokach

chitozanowych naniesionych na t)'tanowe podłoże, a które na samym chitozanie bez

żadnego podłoża.

Brakjest w pracy informacji o $ubości chitozynowych powłok osadzonych na t}tanię olaz
glubości samego chitozanu.

Brak informacji o chropowatości powierzchni t}'tanu' na którą nanoszono powłoki

chitoranowe.

Na stonie 43 podano, że jako podłoże dla powłok chitozanowych uż}.ty został t}tan o
czystości 99'4yo. Na tej samej stronie zamieszcfono tabelę 6, w któĘ podano skład
chemiczny uż}'tego do badan t}tanu, z której wynika, że czystość t}tanu wynosiła 99,3057o,

więc jaka była czystość t}tanu?



W rozdziale 6.6 na stronie 47 podano informacje o sposobie wykonywania powłok

chitozanowych na t)'tanowym podłożu. z opisu wynika' żle chitozałl' był osadzany na

tytanowych blaszkach poprzez trzykrotne ich zanurzanie w odpowiednio przygotowanym

loztworze. Podano informację' że odstęp pomiędzy poszczególnymi zanurzeniami wynosił

5 min ale nie podano ile wynosił czas zanurzenia.

Na rysunku 13 na stronie 42 pżedstawiony został schemat wykonywanych badan. Na

schemacie tym brak jest informacji o badaniach nanotribologicznych' Brak jest również

powiązania pomiędzy poszczególnymi badaniami, z których można by wyciągnąc wnioski.

Na stronie 50 podano informacje o badaniach powłok chitozanowych na nanotribomebze.

Autolka informuje' Źe badania polęgały na cyklicznym nacisku powierzchni próbki

ceramiczną kulką o średnicy 2 mm przy parametmch: promień 1,5 mm' zakes ruchu 90o'

częstot]iwość l Hz, liczba cykli 60 na min, obciążenie l00 mN. Czy można powiedzieć, że

to były badania nanotńbologiczne jeżeli kulka miała średnicę 2 mm. Co to zr'acf!, żLę

promień wynosił l,5 mm. co to z|\aczy' że badania polegały na cyklicznym nacisku a

jednocześnie podaje się zakres ruchu 90o. Co to znaczy, ż'e częstotliwość wynosiła 1 Hz a

liczba cykli była 60 na min?

w tabelach 7, 8 i 9 podano parametry topograficzne powłok chitozanowych Ra' Rq i Rp'

Nigdzie w pracy niejest wyjaśl one co oznacza paramętr Rq'

Na stronie 57 podano, że wańość kąta zwilżania wzrasta ze stopniem deacetylacji' Czy na

podstawie ty]ko dwóch różnych stopni deacetylacji można stwierdzić jaki będzie trend

zmiatrly kąta zwi]i.ania wraz ze zmianą slopnia deacetylacji. Dodatkowo na rysunku 2l na

stronie 58 zamieszczono in1brmację, żLe kąLy zwi|i.al].ia dla powłok DD87 sigma i DD87

różnią się o około 4. a więc plzy tym samym stopniu deacetylacji są lóżne.

Na stonie 58 podano. że struktula warst\ły tlęnkowej na tytanie jest jednorodna i bez

nięciągłości. Jednocześnie na rysunku 23 na stronie 59 pokazano topoglafię powierzchni

warstwy tlenlowej, na której widać ni€ciągłość powierzchni.

Na stonie 60 podano. że po72 h hodowli komórki zajmowały ok 80% po\ł,ierfchni jednak

nie podano jaką metodą fostało to zbadane.

Na stronie 62 podano' żę okręślano szybkość prolifelacji komóIek na powierzchni

chitofanowej powłoki i jako wynik podano' Źe po 7 dniach osteoblasty zajmowały około

80% powierzchni. Trudno stwierdzić, że to były badania szybkości proliferacji.

Na stronie 65 podano informację, że po wybarwieniu chitozanu czerwienią alizarynową

stwieldzono brak chitozanowęj powłoki na t}4anowej pł}'tce w miejscu umieszczenia na



niej kleszczy. Czy z tego wynika' że pb'tki tytanowę tylko na chwilę zanuzano w

rofworze i nawet na chwilę nie uwalniano z kleszczy.

Rysunki 35.37 są błędnie opisane. Nie wiadomo czy na osi rzędnych przedstawiono siłę

tarcia czy siłę nacisku kulki normalną do badanej powierzchni. Skala tej siły jest błędnie

przedstawiona tj na skali powtarzają się te same wartości. Na innej skali na osi rzędnych

przedstawiono głębokość zagłębienia kulki o średnicy 2 mm przy czym głębokość ta

wynosiła setne części nm czy to jest ńoż|iwe? z kolei na trzeciej osi rzędnych

pŹędstawiającą.zmianę współczynnika |Ątc|a zamieszśzono skalę od .0'9 do +0,6. Czy

wobec tego ten współczynnik może przyjmować wańości ujemne. Dodatkowo na osiach

odciętych pokazano dwie skale, z których na jednej są same zela. PŹedstawionych na

Ęch rysunkach wynikach nie ma z czym porównać. Autorka powinna wykonać takie same

badania dla utlenionych warstw tytanu i uzyskane wyniki porównać z Ę,rrikami
uzyskanymi dla warstw chitozanowych.

Na stronie 7| w rozdzia|e ,.Dyskusja'. Autorka pisze .'wykonane badu\ia wka7Ąły' żę

zźlstosowana technologia pozwala na w}tworzenie powłok chitozanowych o strukturze,

topografii i właściwościach, które dają poz}'tywną odpowiedź komórkową w waruŃach in
yi|ro''. Z zanieszczonych wcześniej wyników badan rra rys 3l wynika, żę odpowiedź

komórkowa jest najlepsza d|a utlenionego tytanu, a więc powłoki chitozanowe pogolszyły

tę właściwość powierzchni'

w t}m samym rozdzia|ę na stronach 7l i 72 Autorka pisze ''Właściwości biologiczne

uzyskanych powłok zostały wykazane poprzez prawidłową adherencję ... komórek do

podłoza'' Jednak takich badń autorka nie wykonywała'

w tym samym rozdzialę Autorka pisze' że przeprowadzone badania wykazały

hydrofobowy chalaktel powłok ale nie wyjaśnia od jakiego kąta zwilżania można uznać

hydrofobowość. Dodatkowo brakjest wyników kąta zwilżania dla utlenionego t}'tanu'

W q'rn samym rozdziale Autorka pisze' że powłoka chitozanowa posiadała wystarczającą

przyczepność do podłoża bef względu na stopięń dęacetylacji' Nie wiadomą skąd takie

stwierdzęnie się wzięło poniewaz takich badań w pracy nie pŹedstawiono.

Na stonie 72 Autorka pisze' że stosowała w swoich badaniach ,,silnie w1polerowaną

powierzchnię (ostatni papier ściemy 2400)''. czy po szlifowaniu można otrzymać

w}!olerowanq powierzchnię?

Na stronie 75 Autorka pisze ..wszystkie membrany wykafały umiarkowaną hydrofilność.'.

Czy umiarkowana hydrofilność tojest to samo co umiarkowana hydrofobowość?



_ Na stronie 8l we wniosku nr l Autorka pisze' że badania pozwoliły na wykazanie istotnej

roli pochodzenia chitozanu w kształtowaniu jego masy cząsteczkowej i budowy

przestrzęnnej a przecież takich badan nie było w dyseltacji.
_ Na stronie 8l wę wniosku nr 2 Autorka pisze' że membrany chitozanowe wykazują w

warunkach in vitro istotną bioaktywność wystarczającą do stosowania ich w medycynie ale

nie podaje Źadnego wskaznika tej bioaktywności.

_ Na tej sarnęj 8l stronie we wniosku nI 6 napisano' żę membrany chitozanowe są dobrze

pŹyczepne do podłoża, dość odpome mechanicznie, o wysokiej bioakt}'\łności i nadają się

TN|aszrza na implanty stomatologiczne' jednak w pracy nie zamieszczono wyników

badania przyczepności powłok i odpomości mechanicznej a bioakt}rłność tych walstw

była mniejsza niż utlenionych warstw t}'tanu. Nie wiadomo również skąd wniosek o

ptzydatności akurat na implanty stomatologiczne.

Pod względem ed},tolskim placa jęst wykonana dobrze, napisana jest prostym i jasnym

językiem. Jednak i w tym obszar-fe Autorka nie ustrzegła się wielu błędów. Najważniejsze z

nich to:

- na stlonie 9 napisano, że właściwości chityny mają ,,Wt}'\ł na chemiczną czystość a jest

dokładnie odwrotnie'

_ razi różne formatowanie tabel zamieszczonych w pracy'

_ w tabeli 2 na stronie 19 podano, że wytrzymałość na rozciąganie tytanu wynosi 24l GPa,
_ \ł tabeli 3 brak jest nawiasu kwadratowego przy jednostkach wydłużenia, w tabeli 4 brak

takich nawiasów dlajednostęk Rn, Ro.: i & a w tabeli 10 brak nawiasu dla stopni,
_ na sronie 33 napisano ',Takie właliciwości posiada martęnz}'t w stalach kobaltu'' powinno

być w stopach kobaltu'

_ na stonie 39 napisano ,,warstwajonów o ruchomych o ładunku różnoimmiennym'',
_ na stonie 40 napisano ,.ilości i rodzaju syntezowanych białek'' powinno być liczbie i

rodzaju bialek,

- nięktóre podpisy pod rysunkami albo nad tab€lami znajdują się w dużej odl€głości od

rysunków lub tabel,

_ czy naplawdę konięczny jest rysunek 16 i l7 przędstawiający pojemnik, do któręgo

rozlęwano roa\ł,ó! chirozanu i butelke do hodow|i komórek.
_ na rysunkach l8-20 przedstawiono więcej niz jeden obraz i bmk jest do nich odnośników

a), b) itd. a także brak opisu tych obrazów pod rysunkiem,



_ na rysuŃach l8.20 zbędne są obrazy a) i b) a wszys&ie linię pomialowe można zaznaczyć

na rysuŃu c),

- na rysuŃu 24 na stronie 60 jest nieczyelna skala na osi odciętych i brak skali na osi

rzędnych,

_ na stronie 62 napisano ilość osteoblastów a powinna być liczba osteoblastów'

- zły styl zdalia .'Ptzyazyną jest umieszczenie kleszczy w tym miejscu próbki podczas

zanurzania próbki w roztworze chitozanu w miejscu umieszczęnia kleszcz]'',

_ nieFawidłowe podpisy pod rysunkami 32-34 .powięrzchnia pokr}'ta powłoką DD87''

powinno być .'powierzchnia pokqta chitozanem o stopńu deacetylacji 87''

- ńeprawidłow-r, styl zdania na stronie ó7 .,chaIakterystyki badania odporności na

zacieranię''

- nieprawidłowy styl zdania na stronię 67 ,,Powłoka DD94 ukazała chamkterystykę w

formie stałym poziomie siły tarcia'',

_ nieprawidłowe podpisy pod rysunkami 35, 36 i 37 jest ',chalakterystyka badania

odpomości na zacieranie'' a powinno być ''Wyniki badń tńbologicznych'''

_ na stonie 74 jest ,,ilość komórek', a powinno być ',liczba komórek'',

- nagminne zostawianie w tekście pustych miejsc'

Inne zauważone drobne nieścisłości stylistyczne nie były wane umięszczenia w recenzji,

pozwoliłem sobie zwrócić na nie uwagę bezpośrednio Autorce.

W ogólnej ocenie stwierdzam' że Pani mgr inż. Milena supręnak.Marczewska w pełni

aealizowała zadanie badawcze będące przedmiotem rozprawy. Biorąc pod uwagę aktualność

tematyki pracy .\^' ś\ł'iede prowadzonych na świecie badń, potrzeby praktycaych rozwiązan

inżynierskich, klarowne sformułowanie tezy i celu pracy oftz ich osiągnięcie na drodze

dobrze zaplanowanych i przeprowadzonych badan' a w końcu dyskusji otrzymanych

wyników, oceniam pnedstarvioną rozprawę doktonką poz}'tywnię i wnioskuję o

dopuszczenie Pani mgr in:Ź' Mileny Suprenak-Marczewskiej do dalszych etapów przęwodu

doktorskiego. Na podstawie przedstawionej opinii stwierdzam, że praca spełnia wszystkie

wymagania stawiane rozprawom doktorskim, przewidziane odpowiednimi ustawami.

Gdansk, 28 maj 2016 r.
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