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Recenzja

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

wykonanej w ramach doktoratu wdrozeniowego z firma Nano-implant Sp. Z 0. 0. na
Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu, Wydziale Chemii, pod kierunkiem dr hab.
Piotra Piszczka, prof. UMK i dr hab. Aleksandry Radke.

1. Charakterystyka pracy doktorskiej

Praca doktorska Pani mgr Michaliny Ehlert zawiera wyniki badan zwigzane z
modyfikacja wlasciwosci mechanicznych i biointegracyjnych stopu Ti6Al4V, celem
wytworzenia warstwy sprzyjajgcej osteointegracji implantu kostnego. Praca skiada si¢ z
dwoch czescei:

Czesc 1 skupia sie na modyfikacja powierzchni probek stopu Ti6Al4V prowadzaca do
wytworzenia warstw tlenkow tytanu o zroznicowanej morfologii, strukturze oraz
wiasciwosciach mechanicznych i biologicznych.

Czesc 11 opisuje wykorzystanie tlenkowych nanowarstw, o najlepszych wlasciwosciach
fizykochemicznych, mechanicznych i biologicznych (wyprodukowanych w Etapie I),



jako warstwy posredniej taczacej powloke hydroksyapatytu, wytwarzang w procesie
katodowej elektrodepozycji, z podozem ze stopu Ti6AI4V.

Prac rozpoczyna si¢ bardzo cickawie od stow Marii Sklodowskiej-Curie: ,,Niczego w
zyciu nie nalezy si¢ ba¢, nalezy to tylko zrozumie¢”. Glowny cel pracy zostal okreslony
jako opracowanie technologii modyfikacji powierzchni implantéw wytwarzanych ze
stopu Ti6Al4V (w tym implantow wytwarzanych w technologii 3D (spiekanie laserowe
proszkow tytanowych przeznaczonych dla wyrobéw medycznych) powlokami
hydroksyapatytu, ktére przy zachowaniu dobrych wiasciwosci fizykochemicznych i
mechanicznych bedg przyspieszaly regeneracje tkanki kostnej, dziataty stymulujgco
wzgledem komorek zaangazowanych w osteopromocje i osteointegracje oraz tworzyty
biozgodng matryce dla nawarstwiania regenerujacej si¢ tkanki.

Motywacja do tych badan wynika ze stabych wlasnosci osteoinduktywnych materiatow
tytanowych, umozliwiajgce polaczenia materiat z tkankg kostng. W zwiazku z tym Pani
Michalina Ehlert skupita si¢ na modyfikacjach powierzchni implantéw ze stopu Ti6Al4V,
ktore w formie proszkéw byly spiekane laserowe proszkéw tytanowych przeznaczonych
dla wytworzenia prototypu implantéw stomatologicznych oraz ortopedycznych
posiadajacych aktywna warstwe sprzyjajaca regeneracji kosci.

W badaniach badan przedstawiono charakterystyke fizykochemiczng, mechaniczna oraz
biologiczng 13 zréznicowanych nanowarstw TiO»/tytanianu. Scharakteryzowano 24
uktady z powlokg hydroksyapatytowa, pod kgtem ich wlasciwosci fizykochemicznych 1
mechanicznych, a nastepnie oceniono aktywnos¢ biologiczng wybranych, trzech
uktadow. Innowacyjnym rozwigzaniem jest opracowanie metody dwustopniowe;j
modyfikacji (TNT5/HA) implantu ze stopu Ti6Al4V do zastosowania w produkcji
implantow stomatologicznych oraz ortopedycznych.

Rozprawa doktorska obejmuje 88 stron i sklada si¢ z 8 rozdzialoéw: wprowadzenie z
przegladem literatury, cele pracy, streszczenie artykulow naukowych metody
eksperymentalne, wyniki badan wraz z dyskusjg i wnioski oraz podsumowanie 1
wdrozenie. Na koncu znajduje si¢ bibliografia zawierajaca 192 pozycji i dorobek
naukowy kandydatki na doktora oraz zalaczniki: artykuly i o§wiadczania wspotautorskie.
Na prace skltadajg si¢ nastgpujace publikacje:

e P1. Ehlert, M.; Roszek, K.; Jedrzejewski, T.; Bartmanski, M.; Radtke, A.; Tifania,
Nanofiber Scaffolds with Enhanced Biointegration Activity—Preliminary In Vitro
Studies. International Journal of Molecular Sciences 2019, 20, 5642, doi:
10.3390/ijms20225642. [F2019= 4.556

e P2. Ehlert, M.; Radtke, A.; Jedrzejewski, T.; Roszek, K.; Bartmanski, M.;
Piszczek, P. InVitro Studies on Nanoporous, Nanotubular and Nanosponge—Like
Titania Coatings,with the Use of Adipose—Derived Stem Cells. Materials 2020,
13, E1574, doi:10.3390/mal13071574. IF 2020= 3.62338



e P3. Ehlert, M.; Radtke, A.; Roszek, K.; Jedrzejewski, T.; Piszczek, P. Assessment
of Titanate Nanolayers in Terms of Their Physicochemical and Biological
Properties. Materials 2021, 14, 806, doi:10.3390/ma14040806. IF 2021= 3.748

e P4. Ehlert*, M.; Radtke, A.; Bartmanski, M.; Piszczek*, P. Evaluation of the
Cathodic Electrodeposition Effectiveness of the Hydroxyapatite Layer Used in
Surface Modification of Ti6 Al4V—Based Biomaterials. Materials 2022, 15,
6925,doi:10.3390/mal15196925. IF 2022=3.748

e P5. Ehlert*, M.; Radtke*, A.; Forbot, N.; Jedrzejewski, T.; Roszek, K.; Golinska,
P.; Trykowski, G.; Piszczek, P. TiO2/HA and Titanate/HA Double Layer
Coatings on Ti6Al4V Surface and Their Influence on In Vitro Cell Growth and
Osteogenic Potential. Journal of Functional Biomaterials 2022, 13, 271,
doi.org/10.3390/jtb13040271. IF 2022=4.901

Ponadto Doktorantka umiescita streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim oraz
wykaz skrotow i oznaczen. Praca posiada 14 rysunkdw nie wliczajgc tych zawartych w
pigciu publikacjach. Rozdziat pierwszy zawiera wprowadzenie w tematyke badawcza, w
tym informacje na temat implantow tytanowych i ich modyfikacji. Czgsci teoretyczng
rozpoczeta od definicji biomaterialu z zarysem historycznym i podzialem na materiaty
pochodzenia naturalnego i syntetycznego. Opisane zostaly tez oddzialywania tkanka
kostna — biomaterial wiaczajac procesy osteointegracji i wlasnosci mechaniczne tkanki
kostnej. W dalszej cze$ci opisane zostaly biomateriaty metaliczne bazujac na tytanie i
jego stopach oraz modyfikacjach powierzchni implantéw tytanowych. Powierzchnia
biomateriatu i jej wlasnoéci sg niezwykle wazne w procesie adsorpcji biatek i tworzeniu
macierzy pozakomorkowej. Dokladnie opisata proces oddziatywan na granicy komoérka-
material, podkre$lajgc w ten sposob znacznie na proces odbudowy koséci obejmujacy
osteoindukcje, osteokondukcje i osseointegracjg. W opisie technologii modyfikacji
podlozy tytanowych skupita si¢ Autorka na elektrochemicznym utlenianiu, (proces
anodowania), chemicznym utlenianiu nadtlenkiem wodoru i alkaicznym roztworem oraz
na wywarzaniu powlok hydroksyapatytowych.

W mojej ocenie zakres przegladu literatury zostat dobrany trafnie i rzetelnie
przedstawiony, w zwiazku z czym Doktorantka jasno sformulowata cele pracy i
zaplanowala badania eksperymentalne. Szeroki i bardzo dobrze zestawiony opis literatury
pozwolit Doktorantce w dalszej czesci pracy przeprowadzi¢ przejrzysta dyskusje
otrzymanych wynikow. W czesci doswiadczalnej w rozdziale 4 zostaly opisane
publikacje sktadajace si¢ na czg$é pracy doktorskiej, ktore zostaly juz wezesniej
wymienione.

2. Ocena pracy

Badania zostaly przeprowadzone w sposob systematyczny i staranny. Zaleta pracy jest
podjecie bardzo ciekawej tematyki pracy, ktorej celem bylo opracowanie modyfikacji
powierzchni implantu. Mimo Ze praca sklada si¢ z cyklu 5 publikowanych artykutow,



ktore zostaty poddane procesowi recenzji cheiatabym zwrdci¢ uwage na kilka punktow
do dyskusji.

Publikacja P1. Titaﬁia, Nanofiber Scaffolds with Enhanced Biointegration Activity—
Preliminary In Vitro Studies.
International Journal of Molecular Sciences 2019, 20, 5642

1.

W artykule rysunki zawierajace mikrografie SEM nie sg oznaczone a) b) co
utrudnia odnoszenie si¢ do zdje¢ w tekscie. To samo dotyczy powtdérzonego rys. 6
na stronie 40.

Brak podania parametréw obrazowania SEM w metodach.

W metodzie opisu pomiaru kata zwilzanie nie ma podanych wartosci swobodne;j
energii powierzchniowej uzytych ptynéow.

Jaki rodzaj igly byt uzyty do pomiaréw chropowatosci przy uzyciu AFM?

. Jaki zastal policzony parametr chropowatosci powierzchni Sa i jak koreluje si¢ on

z wynikami pokazujgcymi zmiany w katach zwilzania?

Jesli chropowato$¢ wplynela na katy zwilzania wyniki obliczen napigcia
powierzchniowego podioza?

Jaka byta temperatura otoczenia i wilgotno$¢ podczas pomiarow kata zwilzania?

Prosze o dofgczenie wzorow z jakich Pani korzystata do obliczeni napigcia
powierzchniowego metodg Owens-Wendt.

Publikacja P2: InVitro Studies on Nanoporous, Nanotubular and Nanosponge—Like
Titania Coatings,with the Use of Adipose—Derived Stem Cells

Materials 2020, 13, E1574,

Czy w badaniach rozwazane bylo przedluzenie testow proliferacji komorek
powyzej 72 h?

Czy rozwazane byly testy adhezji komoérek do podloza w zaleznosci od
modyfikacji?

W metodzie Owens-Wendt sg potrzebne co najmniej 3 punkty pomiaru, czyli
powinny by¢ stosowane 3 plyny o réoznym napigciu powiedzeniowym. W tej
publikacji sa wspomniane jedynie 2, co powoduje duzy blad obliczeniowy.
Brak dyskusji odniesienie si¢ wynikoéw swobodnej energii powierzchniowej do

innych pomiaréw czy tez danych literaturowych.

Dlaczego w Tabeli 1 — SD dla wnykow obliczen Surface Free Energy jest taki
sam 0.3 czy na pewno wpisane odchylenie jest poprawne?



6. Jak chropowato$é probek wplywa na testy mechaniczne powloki?

7. Dlaczego proliferacja komérek po 72 h spada na probkach Ti (Fig 5), czy trend
ten sie utrzymuje przy dtuzszych hodowlach?

Publikacja P3: Assessment of Titanate Nanolayers in Terms of Their Physicochemical
and Biological Properties
Materials 2021, 14, 806

1. Przy jakich ustawieniach zostaly wykonane badania EDS 1 obrazowanie SEM?
2. Czy przeprowadzone zostaly badania przylegania/adhezji powlok na Ti6Al14V?

3. W podsumowanie Autorka wspomina o nie najlepszych wiasnosciach
mechanicznych warstw, nasuwa si¢ pytanie w jaki sposob mogg by¢ one
poprawione?

Publikacja P4: Evaluation of the Cathodic Electrodeposition Effectiveness of the
Hydroxyapatite Layer Used in Surface Modification of Ti6 Al4V—Based Biomaterials.

Materials 2022, 15, 6925

1. W zwiazku ze zmiana morfologii warstw, chropowato$¢ powierzchni tez sig
zmieniala, czy jest jaka$ korelacja miedzy zmiana parametréw wytwarzania
warstwy a warto$ciami Ra przedstawionymi w Tabeli 3 w publikacji?

Publikacja P5: TiO2/HA and Titanate/HA Double Layer Coatings on Ti6Al4V Surface
and Their Influence on In Vitro Cell Growth and Osteogenic Potential.

Journal of Functional Biomaterials 2022, 13,271,

1. Pytanie odnosnie wiasnosci antybakteryjnych. Dlaczego otzrymane powierzchnie
nie sa antybakteryjne? Z czego to wynika i jak te wlasnosci moga by¢ osiagniete?

2. Czy wlasnosci antybakteryjne sg konieczne dla tych powlok?

Dodatkowo og6lne pytania catosciowe do pracy:

1. Zastanawiajace jest czy cze$¢ wynikow zostata opatentowana, jesli nie czy
planowane jest ochrona patentowa, co w przypadku wdrozenia moze by¢ bardzo
przydatne rozwigzanie dla firmy?



2. Czy Doktoranta moze zaproponowac najlepsze rozwiazanie na podstawie
przeprowadzonych badan dla kontrolowanego stosunku Ca/P na powlokach HA?

Uwagi o charakterze dyskusyjnym i uwagi redakcyjne zawarte w tej recenzji nie
wplywaja na pozytywng ocene pracy. Sg one wskazowkami przydanymi w dalszym
rozwoju naukowo-badawczym Doktorantki.

3. Ocena konicowa pracy

Po zapoznaniu si¢ z pracg doktorskg i przeanalizowaniu wynikow stwierdzam, ze cele
badawcze zostaly bardzo dobrze opisane i rozwazone. Praca ta jest $wietnym przyktadem
interdyscyplinarnych badan obejmujacych metody wywarzania powlok, ich
charakteryzacje polaczong z odpowiedziami biologicznymi. Imponujace jest to ze jest to
doktorat wdrozeniowy z 5 publikacjami. Z tego wzgledu praca powinna zostac
wyrdzniona, poniewaz obejmuje niezwykle wazne tematy z mozliwos$cia zastosowania
otrzymanych wynikow.

Praca Pani mgr Michaliny Ehlert, pt. ,,Wytwarzanie i charakterystyka ukladu: implant
metaliczny/tlenkowa warstwa posrednia/hydroksyapatyt oraz badanie jego interakcji z
ludzkimi, mezenchymalnymi komérkami macierzystymi” zawiera wartosciowe wyniki
badan i ich dyskusje. Wedtug mojej opinii praca ta spelnia wszystkie kryteria stawiane
rozprawom doktorskim, okreslone ustawa o stopniach i tytulach naukowych. Wnioskuje
do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikofaja Kopernika w Toruniu o przyjecie
rozprawy doktorskiej i o dopuszczenie Pani mgr Michaliny Ehlert do publicznej obrony.

rszula Stachewicz



