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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Michaliny Ehlert
pt. ,Wytwarzanie i charakterystyka ukiadu: implant metaliczny/tlenkowa warstwa
posrednia/hydroksyapatyt oraz badanie jego interakcji z ludzkimi, mezenchymalnymi

komérkami macierzystymi”

Powierzona do recenzjirozprawa doktorska Pani mgr Michaliny Ehlert zostata wykonana
pod kierunkiem Pana prof. UMK dr. hab. Piofra Piszczka z Katedry Chemii Nieorganicznej
i Koordynacyjnej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu oraz
promotorki pomocnicze] dr hab. Aleksandry Radtke. Rozprawa doktorska jest dzietem
zrealizowanym w ramach doktoratu wdrozeniowego w oparciu o umowe tréjstronng pomiedzy
Doktorantkg, firmg Nano-implant Sp. z 0.0., a Uniwersytetem Mikotaja Kopernika w Toruniu
i byta wspdtfinansowana przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (obecnie
Ministerstwo Edukacji i Nauki). Temat dysertacji jest interdyscyplinarny i dotyczy tematyki
biomateriatéw bazujgcych na stopie TibAl4V. Podjecie tematyki badan zwigzanej
zwytwarzaniem i analizg potencjalnych implantdw kostnych najnowszych generacii jest istotne
z kilku powoddw. Po pierwsze, implanty kostne stanowig wazny element terapii i leczenia
urazdw, chordb oraz zaburzen kostno-stawowych. Ich stosowanie pozwala na przywrdcenie
funkciji i ruchomosci konczyn, zmniejszenie bdlu oraz poprawe jakosci zycia pacjentdw.
Po drugie, rozwdj technologii i nauki umozliwia tworzenie implantdw o coraz lepszych
wtasciwosciach mechanicznych oraz biologicznych, co przektada sie na zwiekszenie ich
skutecznosci i trwatos$ci oraz zmniejszenie ryzyka odrzucenia przez organizm. Po trzecie,
badania nad implantami kostnymi i ich wytwarzaniem pozwalajg na lepsze zrozumienie
oddziatywania pomiedzy implantem a tkankami organizmu oraz identyfikacje najlepszych
strategii projektowania, produkcji i implantacii. Wreszcie, stop Ti6Al4V jest jednym z najczesciej
stosowanych materiatéw do produkcji implantdw kostnych ze wzgledu na swoje odpowiednie

wtasciwos$ci mechaniczne, biokompatybilno$¢ z organizmem cztowieka i tatwosé obrdbki.
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1 tego punktu widzenia, dalsze modyfikacje implantdéw metalicznych bez zadnych watpliwosci
mozna uznac za dziatania pozgdane, wazne, aktualne i w petni uzasadnione.

Rozprawa doktorska Pani mgr Michaliny Ehlert zostata przygotowana w jezyku polskim
i sktada sie na nig pie¢ zwigzanych tematycznie artykutéw naukowych, opublikowanych
w czasopismach o miedzynarodowej cyrkulacii, tj. International Journal of Molecular Sciences
(wydawnictwo MDPI; IFx21 = 6,208), Materials (MDPI; IFx21 = 3,748; 3 prace) oraz Journal of
Functional Biomaterials (MDPI; IF2021 = 4,901). W moim subiektywnym odczuciu, publikowanie
prac w jednym wydawnictwie, w tym przypadku jest to MDPI, moze wigzac¢ sie z pewnymi
ryzykami. Jednak moim zadaniem, jako recenzenta rozprawy doktorskiej, nie jest ocena
motywacji, ktére doprowadzity do wyboru wydawnictwa, na ktéry zapewne maty wptyw
miata Kandydatka do stopnia, ale udokumentowanych osiggnie¢ Doktorantki w ramach
realizacji zadan przewidzianych w projekcie naukowym, ktdéry jest niezaprzeczalnie ciekawy,
interdyscyplinarny i zawiera elementy nowosci naukowe;.

Kompilacje prac poprzedza streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim, autoreferat,
ktory zawiera wstep do tematyki, oraz omodwienie wynikdw badah wtasnych wraz
z podsumowaniem. W przeglgdzie akfualnego stanu wiedzy, Doktorantka definiuje pojecie
biomateriatu oraz omawia generacje biomateriatdw, podajgc szereg starannie dobranych
przyktaddw. Nastepnie omawia mozliwe oddziatywania na pograniczu biomateriatu i tkanki
kostnej. W tej czesci Doktorantka szczegdtowo omodwita budowe i sktad chemiczny tkanki
kostnej, proces osteointegracji oraz role mezenchymalnych komdrek macierzystych
w osteogenezie. Nastepnie, kandydatka dokonata charakterystyki biomateriatéw
metalicznych, stusznie ograniczajgc swoje rozwazania do materiatdéw bazujgcych na tytanie
i jego stopach, w tym na stopie TibAl4V. W kolejnym rozdziale czytelnik zapoznaje sie
z metodami modyfikacji powierzchni implantéw tytanowych, mianowicie: utlenianiem
elektrochemicznym, za pomocq naditlenku wodoru i w $rodowisku alkalicznym. Wstep
literaturowy konhczy sie omdwieniem metod wytwarzania powtok hydroksyapatytowych na
implantach metalicznych. Ten 25-stronicowy wstep jest bardzo dobrym wprowadzeniem do
analizy wynikéw badan wtasnych Autorki dysertacii, pozostawiajgc recenzenta w przekonaniu,
ze sprawnie analizuje i interpretuje dane literaturowe. We wstepie literaturowym, Doktorantka
odwotuje sie do 186 aktualnych odnosnikdw literaturowych, z ktérych niemal wszystkie sq

anglojezyczne. Ta cze$¢ doktoratu zostata przygotowana rzetelnie i nie wzbudza moich
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zastrzezen. Ponizej zamieszczam kilka uwag, ktére wymieniam z racji obowigzku wynikajgcego
z roli recenzenta pracy, a nie wptywajg na pozytywny odbidr tej cze$ci opracowania:

1. Na rysunku 1, wéréd przyktaddw biomateriatdw Il generacii Doktorantka podaje, m.in.
bioszkto i dalej stosuje skrét BG, ktdrego nie znalaztem w wykazie skrotdw. Czy czasami
skrot ten nie odnosi sie wtasnie do bioszkiete Zazwyczaj w literaturze anglojezycznej skrot
BG jest akronimem stowa ,,bioglass”.

2. Narysunku 2, Autorka zalicza do materiatdw ceramicznych bioszkta. Stgd moje pytanie,
jak Doktorantka rozumie pojecie bioszkiet i co jg sktonito do zestawienia tej grupy
biomateriatéw z materiatami ceramicznymi? Czy pod wzgledem strukturalnym takie
przyporzgdkowanie jest wtasciwe?

3. Uwaga do catej pracy: zgodnie z polskimi zwyczajami typograficznymi cze$¢ dziesietng
oddziela sie przecinkiem, a kropka stuzy do innych celéw, takich jok na przyktad

oddzielanie tysiecy.

W zasadniczej i najciekawszej czesci pracy (rozdziat 4. ,Streszczenie zbioru artykutow
wchodzgcych w  sktad rozprawy”) Doktorantka opisata  wyniki badahn  wtasnych
opublikowanych w serii pieciu artykutéw (P1-P5). W niniejszych pracach Autorka skupita sie
gtéwnie na projektowaniu i wytwarzaniu bezpiecznych dla zdrowia pacjenta implantow, ktére
sktadajg sie ze stopu TibAI4V. Stop ten wykazuje wysokg biozgodnos¢ z organizmem cztowieka,
co stanowi przewage przy projektowaniu wspdtczesnych implantdw. W pierwszym artykule, P1
(Int. J. Mol. Sci. 2019, 20, 5642), przedstawiono proces modyfikaciji powierzchni podtozy ze stopu
TibAI4V poprzez aktywacje w réznych roztworach kwaséw, a nastepnie utlenianie 30%
roztworem nadtlenku wodoru. Kolejne artykuty, P2 (Materials 2020, 13, E1574) i P3 (Materials
2021, 4, 806), opisujg modyfikacje powierzchni uzyskiwane odpowiednio poprzez utlenianie
elektrochemiczne i w $rodowisku alkalicznym. Z kolei, wyniki badan nad komorkami
macierzystymi pochodzgcymi z tkanki ftuszczowej i ich oddziatywaniem z otrzymanymi
warstwami przedstawiono w artykutach P1-P3. Nastepnie, w artykutach P4 (Materials 2022, 15,
6925) i P5 (J. Funct. Biomater. 2022, 13, 271) opisano najbardziej obiecujgce warstwy, ktére
wybrano na  podstawie ich  wtasciwosci  fizykochemicznych,  mechanicznych
i biointegracyjnych, a nastepnie wykorzystano jako powierzchnie spajajgce stop Ti6Al4V
z powtokg hydroksyapatytowqg (HA), wytworzong metodqg katodowego osadzania
elektrolitycznego. Przy czym, w artykule P4 wyjasniono wtasciwosci fizykochemiczne
i mechaniczne uktaddéw TiéAl4V/warstwa posrednia/HA, natomiast w artykule P5 opisano

szczegdtowo ich wtasciwosci biologiczne. Kazdy artykut w kolejnym rozdziale jest uzupetniony
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krétkim wstepem, podsumowaniem najwazniejszych wnioskéw wynikajgcych z analizy badanh
wtasnych. Ta cze$¢ referatu jest napisana starannie, logicznie, cho¢ Autorka nie ustrzegta sie
od niezrecznych sformutowan, np. ,,Wtdknista morfologia podtozy utlenionych pod chtodnicg
zwrotnq jest nieco bardziej wyraina anizeli podtozy ogrzewanych w inkubatorze.” (str. 39),
+ADSCs wykazaty zdolnos¢ do funkcjonalizowania poczqtkowo ,nieprzyjaznej” powierzchni,
co czyni jg odpowiedniq dla wzrostu komaorek i przygotowuje jg na bardziej wyspecjalizowane
i wymagajgce komorki.” (str. 43), czy ,...Komodrki [...] wykazywaty sing adhezie na
powierzchniach powierzchni probek...” (str. 51). Poza tymi nielicznymi ,,wpadkami”, praca jest
napisana prawidtowym jezykiem specjalistycznym. Po starannej analizie tej cze$ci autoreferatu
oraz prac oryginalnych nasuwajg sie pytania/uwagi, do ktérych prosze, aby Doktorantka
odniosta sie podczas publicznej obrony:
1. Na str. 40, Autorka opisuje $redni rozmiar domen krystalicznych faz anatazu i rutylu
ditlenku tytanu. Cze$¢ z nich zostata uwzgledniona w pracy opublikowanej
w czasopismie Materials 2020, 13, 2649 (odnosnik 187), ktérej Doktorantka jest
wspotautorkg. Podobng uwage mam réwniez do artykutu opublikowanego w Journal
of Clinical Medicine 2019, 8, 272 (odnosnik 124, str. 45). Dlaczego zatem prace te, mimo
uwzglednienia ich w dyskusji nad wynikami badah wtasnych, nie zostaty wtgczone do
cyklu artykutowe
2. Doktorantka niefortunnie stosuje okreslenie ,,préba” w odniesieniu m.in. do utlenionych
stopdw TibAI4V opisanych w rozprawie. Uwazam, ze zreczniej bytoby postugiwacd sie
okresleniem ,materiat/biomateriat na bazie...”, itp.
3. Autorka pracy uzywa okreslenia kgt zwilzania dla wody” (np. na str. 41), a powinna
wkgt zwilzania wody".
4. W opisie wynikdw sktadajgcych sie na artykut P1, brak wniosku dotyczgcego

zwiekszonej hydrofobowosci badanych stopdw po procesie utleniania chemicznego

powierzchni. Podobnie w przypadku zmniejszenia paramateru chropowatosci w funkcii

czasu powierzchni stopu modyfikowanego ,pod chtodnicg zwrotng”. Autorka
odwotuje sie do zmierzonej wartoéci Sa = 0,10 um, ale nie podaje referencyjnych
wartosci literaturowych. Zatem nasuwa sie pytanie, czy wyznaczona warto$¢ jest tq

oczekiwang?
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5.

Na str. 41, Autorka napisata, ze ,,...w przypadku implantéw o dtugim czasie dziatania
powinny  charakteryzowaé sie  odpowiedniq przyczepnosciq do podtoza
metalicznego.” Odpowiedniq, czyli jakg?

W ocenie adhezji i proliferaciji wybranych linii komdrkowych Doktorantka stosuje dwa
punkty czasowe, tj. 24 i 72 godziny. Zazwyczaj parametry te ocenia sie réwniez po
dwodch dobach. Skagd zatem taki wybdre Z kolei, na str. 51, przy opisie testdw
biologicznych opublikowanych w pracy P3, pojawiqjqg sie czasy 24, 72 i 120 godzin.
Prosze o komentarz.

Na str. 42 jest napisane: ,,Eksperymenty kokulturowe wykazaty nieco inne wyniki niz te
opisane dla pojedynczych linii komdrkowy.” Jak czytelnik ma to rozumiec?

W podpisie do rysunku 9 (str. 47) nie podano informacji co oznaczajq biate strzatki na
obrazie mikroskopowym A.

W pracy P3 w celu wytworzenia na styku faz hydroksyapatytu Doktorantka zastosowata
roztwdr symulowanego ptynu ustrojowego (SBF), prowadzgc inkubacje metodq
statycznqg. Jakie Autorka widzi zalety i wady tej metody w poréwnaniu z metodg
dynamiczng? Czy obserwowano rowniez krystalizacje na powierzchni implantu innych
soli, np. chlorkéw, weglandw, siarczandw(Vl), weglanofosforandw(V), itp.2 Co
Doktorantka rozumie pod pojeciem apatytu, ktdry stosuje przy opisie soli

nieorganicznych, ktére wytrqgcity sie na powierzchni zmodyfikowanego stopu?

. Czy zdanie pojawiajgce sie na str. 51: ,Komodrki ADSCs wykazywaty siing adhezje na

powierzchniach powierzchni probek T-S i T5-S z powtoka hydroksyapatytu powstatqg po
28 dniach inkubacji w roztworze SBF.” jest prawdziwe? Czy po 28 dniach jedyng

obserwowang fazg byt hydroksyapatyt?

. Komentarz do pracy P3: Czy nie rozwazano inkubacji zmodyfikowanych stopdw TibAl4V

w ptynach dedykowanych do krystalizacji hydroksyapatytu, np. tq zastosowang
w pracy P42

. Na str. 54 jest napisane: ,,...wraz ze wzrastajgcq gestosciq prgdu obserwowano zmiane

struktury HA z rozproszonej na gesto upakowang (Rysunek 12 a-h), oraz wzrost grubosci
powtok.” Ja rozumieé to zdanie? Czy chodzi o wzrost agregaciji hydroksyapatytu?

Czy do tego odnosi sie pojecie ,,gestego upakowania”?e
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13. Temat rozprawy doktorskiej, biorgc pod uwage jej tres¢, mogtby zostaé bardziej
uscislony, precyzujgc na jakiej bazie jest podtoze metaliczne i jaki ma sktad tlenkowa

warstwa posrednia.

Powyzsze uwagi i pytania wynikajg z ciekawosci recenzenta i pewnych watpliwosci jakie
pojawiqjg sie po uwaznej analizie catego opracowania. Natomiast nie wptywajg one na
o0gdiny pozytywny odbidr rozprawy doktorskiej.

Ostatnim rozdziatem autoreferatu jest opis wdrozenia, w ktérym zrecznie okreslony
zostaje element nowosci opracowania Doktorantki, w ktérym czytamy: ,,Wynikiem
przeprowadzonych badan jest opracowanie technologii dwustopniowej modyfikacji
powierzchni implantu ze stopu Ti6Al4V, co stanowi innowacyjne rozwigzanie gotowe do
zastosowania w produkcji nowej generacji implantédw.” Oczywiscie wymaga to jeszcze
pogtebionej weryfikacji obejmujgcej m.in. badania in vivo, do czego Autorka pracy nawigzuje
w dalszej czesci opisu. Warto w tym miejscu dodac, ze modyfikacja powierzchni stopu TibAI4V
pokryte] warstwg TiO2 o morfologii nanoporowatej stanowi przedmiot polskiego zgtoszenia
patentowego P.435368 (WIPO ST 10/C PL435368).

Andliza oéwiadczeh nie wzbudza zastrzezen recenzenta. Po ich analizie mozna
stwierdzi¢, ze wiekszos¢ prac zwigzanych z syntezq i chemiczng modyfikacjg powierzchni
wykonata Doktorantka. Jej udziat w testach biologicznych jest réwniez dominujgcy choc
z pomocqg doswiadczonych wspdtpracownikéw. Podobnie analiza  wtasciwosci
mechanicznych zostata wykonana przez innego specijaliste z dziedziny inzynierii materiatowe;.
Powyzsza wspdtpraca jest nieodzowna i pozgdana w projektach interdyscyplinarnych.

Pani mgr Michalina Ehlert jest bardzo dobrze przygotowang Naukowczynig do
prowadzenia badan interdyscyplinarnych. Ukohczyta magisterium nie tylko z chemii, ale
réwniez z biologii i dodatkowo posiada licencjat z biologii z geografiqg. Na pozostaty dorobek
Doktorantki sktada sie 6 publikacji z listy Journal Citation Reports, wydanych gtdwnie przez
wydawnictwo MDPI. Ponadto jest wspdtautorkg dwdch publikacji w polskim czasopismie
Engineering of Biomaterials/Inzynieria Biomateriatdw, ktére jest wydawane przez Polskie
Stowarzyszenie Biomateriatow i Wydziatu Inzynierii Materiatowej i Ceramiki AGH w Krakowie.
Byta rowniez niezwykle aktywna na konferencjach naukowych prezentujgc, m.in. 13

komunikatéw ustnych i 8 plakatdw. Brata réwniez udziat w 5 projektach badawczych, gtdwnie
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dedykowanych dla mtodych naukowcodw. Za swojg prace naukowq zdobyta liczne nagrody
i wyréznienia.

Reasumujgc, po uwazinej anadlizie przestanej dokumentaciji jestem przekonany, ze Pani
mgr Michalina Ehlert jest juz uksztaltowang mtodg Naukowczynig, podejmujgcq ciekawe
kierunki badan i posiadajgcq wszelkie predyspozycje pozwalajgce na analize wynikéw
i wycigganie trafnych wnioskéw naukowych.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr
Michaliny Ehlert spetnia wymogi i warunki okre$lone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. "Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce" (Dz.U. z 2021 r. poz.478 z pdin. zm.) stawiane pracom
sktadanym przez osoby ubiegajgce sie o stopien naukowy doktora i z przekonaniem wnioskuje
do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydziatlu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika

w Toruniu o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow postepowania.
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