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1. UWAGI OGOLNE O TEMATYCE ROZPRAWY

1.1. Znaczenie problematyki podjetej w recenzowanej rozprawie

Recenzowana rozprawa doktorska pt. ,,Inzynieria nano-powfok hydroksyapatytowych
nanoszonych metodq ultradZzwieckowq na implanty ortopedyczne” dotyczy wazinej i wcigz
bardzo aktualnej tematyki zwigzanej z modyfikacja powierzchni wyrobéw medycznych
stosowanych w uktadzie kostnym w celu poprawy ich osteointegracji z tkankg kostng a dzieki
temu dobrej stabilizacji w ciele pacjenta. O ile rozwdj biomateriatéw daje coraz to lepsze
mozliwosci w zakresie wytwarzania implantdw spefniajagcych wymagania pod katem
wtasciwosci mechanicznych, czy zdolnosci do degradacji, o tyle modyfikacje powierzchniowe
(dajace mozliwos¢ determinowania wtasciwej odpowiedzi na granicy materiat — otaczajgca
tkanka) w postaci nanoszenia powtok, w tym np. hydroksyapatytowych, majg wciaz istotne
ograniczenia. S3 nimi np. temperatura proceséw, ztozono$¢ pokrywanej geometrii, czy tez
brak mozliwosci kontroli wielkosci naktadanych nanoczastek i grubosci powtoki.

W swojej pracy Doktorantka skupita sie na osadzaniu jednorodnych nano-powtok
hydroksyapatytowych, weryfikacji ich wptywu na zastosowanie rdéznej wielkosci nanoczgstek
na wiasciwosci powtok oraz sprawdzeniu, czy metoda SonoNanoCoating (SNC) (bedaca
pofaczeniem ultradzwiekowego pokrywania oraz mikrofalowej hydrotermalnej syntezy
nanoczgstek) pozwala na osadzanie nano-powtfok na réznego rodzaju powierzchniach,
ksztattach i strukturze implantéw ortopedycznych.

Biorac pod uwage fakt, ze opracowane przez Panig mgr inz. Urszule Szataj materiaty
i technologia niosg znaczacg wartos¢ aplikacyjng, temat niniejszej rozprawy jest tym bardziej
aktualny iistotny. Dodatkowo, na podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorantka podjeta sie prac
zwigzanych nie tylko z technologia nanoszenia powtok, ale réwniez wytworzenia ich
zasadniczej sktadowej w postaci nanoczastek hydroksyapatytu z petng swiadomoscig, w jak
duzym stopniu rozmiar tych czgstek (w skali nano) determinuje witasciwosci materiatow.
Ponadto, zaproponowang technologie SNC Doktorantka zweryfikowata nie tylko na réznego
rodzaju materiatach stosowanych w medycynie, ale réwniez na probkach o skomplikowanych
ksztattach, aby mdc oceni¢ zdolno$¢ pokrycia ztozonych geometrii, ktére bardzo chetnie
wprowadzane sg poprzez wytwarzanie przyrostowe w postaci np. druku 3D. W zwigzku
z powyzszym, podjete przez Doktorantke badania uwazam za wysoce uzasadnione, wpisujgce
sie w obecne trendy naukowe zwigzane z rozwojem biomateriatdw i niosgce realne korzysci
w zastosowaniach medycznych.

1.2. Cel i teza rozprawy

W niniejszej rozprawie doktorskiej Doktorantka wskazuje, iz konsolidacja dwéch
metod (ultradZwiekowego nanoszenia powtok oraz mikrofalowej hydrotermalnej syntezy
nanoczastek) umozliwia skuteczne osadzanie nano-powtok hydroksyapatytowych o
zaprogramowanej wielkosci nanoczastek oraz regulowanej grubosci, rGwnomiernie na



powierzchnie materiatdw porowatych, wioknistych i wykonanych w technologii 3D, w
ekologicznym procesie o niskiej temperaturze, bez stosowania toksycznych chemikalidw, co
uznac nalezy za teze pracy.

Celem rozprawy doktorskiej mgr inz. Urszuli Szataj byto udowodnienie powyzszej tezy
poprzez wykonanie prac, ktére obejmowaty zbudowanie stanowiska do ultradzwiekowego
osadzania nano-powtok oraz optymalizacja tej metody stosujgc nanoczastki hydroksyapatytu
o réznej wielkosci (ktore Doktorantka réwniez wytwarzata) i pokrywajac prébki wykonane z
réznych materiatéw (metaliczne, polimerowe, kompozytowe). Doktorantka analizowata
wptyw wielkosci nanoczgstek na wtasciwosci powtok, w tym na ich biokompatybilnos¢.

2. FORMALNA STRONA ROZPRAWY

2.1. Struktura rozprawy i wykorzystana literatura

Recenzowana rozprawa liczy 185 stron, jest napisana w jezyku polskim i podzielona na
7 gtéwnych rozdziatéw. Prace rozpoczyna streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim
zakonczone stowami kluczowymi. Ponadto praca zawiera wykaz skrotow, wykaz zrédet
finansowania przedstawionych badan, spis literatury (na ktéry sktada sie 289 pozycji), spis
rysunkéw oraz tabel. Zdecydowana wiekszos¢ cytowanej literatury pochodzi z ostatniego
dziesieciolecia i sg to gtownie publikacje ze znaczacych czasopism naukowych o zasiegu
miedzynarodowym. Publikacje zostaty trafnie dobrane i poprawnie przypisane wzgledem
omawianych zagadnien. Niestety Doktorantka nie unikneta kilku uchybien w zakresie
referencji. Przytoczenie kilku zasadniczych pozycji literatury (zamiast 14) na potwierdzenie
biokompatybilnosci i przydatnosci nHAP w regeneracji tkanki kostnej bytoby w zupetnosci
wystarczajace. Brak w tresci pracy odniesienia do pozycji nr 81, 95, 136, 178, 217, 253, 263,
265, 283, ktore wystepuja w wykazie rozpoczynajgcym sie na stronie 156. W niektorych
miejscach w pracy wystepuja réwniez omytki w zakresie cytowania, jak np. na str. 22, gdzie
pozycja 98 wystepuje dwa razy po sobie a pozycja 99 nie wystepuje w ogdle, str. 28, gdzie poz.
144 jest wskazania dwa razy podobnie jak pozycja 260 na str. 65. W niektérych fragmentach
zaburzona jest kolejnos¢ cytowania (np. str. 24, gdzie najpierw jest cytowana pozycja 115aw
dalszej tresci Doktorantka po raz pierwszy cytuje pozycje 113 a poz. 114 dopiero na stronie 25
po wczesniejszym przytoczeniu pozycji numerowanych do 120).

Uktad pracy jest przejrzysty a tresci kolejnych rozdziatéw i podrozdziatéw sg poprawnie
rozdzielone. W rozdziale 1. zatytutowanym ,,Wprowadzenie” znalazty sie informacje dotyczace
tematyki inzynierii tkanki kostnej, projektowania materiatdw wspierajgcych odtwarzanie
fizycznych struktur i/lub funkcji biatkowych, mineralnych i komérkowych sktadnikéw kosci,
potrzebie opracowywania materiatéw do regeneracji dobieranych pod katem specyficznej
potrzeby pacjenta oraz metod doskonalenia biomateriatéw poprzez modyfikowanie ich



powierzchni, w tym powtokami sktadajacymi sie z hydroksyapatytu, co stanowi wiodaca
tematyke niniejszej rozprawy. Rozdziat 2. pracy, zatytutowany ,Przeglgd literatury”, jest
analizg aktualnego stanu wiedzy i dotyczy gtéwnie trzech obszaréw: omdwienia problematyki
ubytkdw kostnych i metod ich leczenia (2.1), stosowanych implantéw ortopedycznych w
rozdziale na materiaty, z ktérych sa wykonywane: metaliczne (2.2.1), ceramiczne (2.2.2),
polimerowe (2.2.3) oraz metod modyfikacji powierzchni implantéw powtokami
hydroksyapatytowymi (2.3). Rozdziat przegladu literatury koriczy podsumowanie (2.4), w
ktorym Doktorantka wskazuje na ograniczenia istniejagcych metod osadzania powfok
hydroksyapatytowych, co stanowi jednoczesnie uzasadnienie podjecia prac
przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej.

Rozdziat 3. stanowi opis tezy (3.1) i celu pracy (3.2). Rozdziat 4. zatytutowany ,Metody
eksperymentalne” podzielony jest na trzy podrozdziaty. Pierwsze dwa dotyczg materiatéw,
ktdre byty wykorzystywane i badane oraz metod, jakimi Doktorantka je uzyskata, mianowicie:
4.1. opisuje hydrotermalng synteze mikrofalowa nanoczastek hydroksyapatytu GoHAPmed a
4.2. ultradzwiekowe osadzanie powtok nanoczgstek hydroksyapatytu SonoNanoCoating
(SNC). W podrozdziale 4.3. Doktorantka skupita sie na opisie metod, ktérymi charakteryzowata
nanoczastki (4.3.1) oraz powtoki (4.3.2). Najobszerniejszg czescig pracy jest rozdziat 5.
zatytutowany ,,Czes¢ eksperymentalna”, ktory opisuje wtasciwosci otrzymanych nanoczastek
hydroksyapatytu GoHAPmed (5.1), dobdr podstawowych parametréw osadzania powtok
hydroksyapatytowych metodg SonoNanoCoating (5.2), metode ultradZzwiekowag — jako
uniwersalng metode modyfikacji powierzchni materiatéw (5.3) oraz wptyw nano-powtok
hydroksyapatytowych naktadanych metodg SonoNanoCoating na biologiczne witasciwosci
materiatéw (5.4). Dyskusja i podsumowanie wynikdéw czesci eksperymentalnej zostaty
zamieszczone w rozdziale 6. Ostatni rozdziat (7) stanowi pie¢ wnioskéw, ktédrymi Doktorantka
catosciowo konkluduje syntezy i analizy przeprowadzone w pracy.

2.2. Jezyk i formalna strona rozprawy

Praca stosuje sie do podstawowych zasad typografii. Zawiera 15 tabel oraz 90
rysunkow. Niektére podpisy rysunkow powinny by¢ bardziej rozwiniete, jak rdéwniez
wprowadzaé objasnienia oznaczen —jak np. A, B, C, D na Rysunku 13. Rysunki 84 i 85 zawierajg
oznaczenia A, B, C, niestety nie zostaty one wyjasnione w podpisach rysunkéw (ani tez w tresci
pracy) a jest jedynie odwotanie do publikacji [260]. Ta sama uwaga dotyczy Rys. 86 (w tym
przypadku wystepuje oznaczenie A, B, C, E a D pominieto). Tabela 8 zawiera opisy, ktére w
swym nazewnictwie mieszajg jezyk polski i zapozyczenia anglojezyczne. Na stronie 31
przywofany jest Rysunek 1, ktory miatby przedstawia¢ homopolimery z rodziny PLA, jednak
rysunku o takiej zawartosci nie zamieszczono w pracy a przytoczony Rys. 1 przedstawia
budowe kosci w odniesieniu do struktury naturalnej gabki morskiej. Dos¢ zaskakujace jest
rowniez, ze w pracy widnieje Rys. 5, ktdry w tresci nie zostat nigdzie przywotany. Na stronie
72 Doktorantka powotuje sie na Rysunek 9, ktéry nie dotyczy opisywanego zakresu w tej czesci



pracy, na str. 126 znajduje sie informacja, ze ,wiezadta modyfikowano powtokami
sktadajagcymi sie z nanoczastek hadroksyapatutu GoHAPmed o charakterystyce
przedstawionej w Tabeli 5”, a tymczasem Tabela 5 opisuje probki jako GoHAP. Niedosyt
poznawczy budzi zdjecie z SEM oznaczone na Rys. 74 jako E3, ktére miatoby pokazywac
pojedyncze mikrometryczne ziarno HAP, ale zamiast jego wycentrowania, jest ono do potowy
uciete na wskazanym zdjeciu. Réwniez obraz AFM zaprezentowany na Rys. 75 (poza
zaznaczeniem strzatkami) nie wizualizuje dobrze powstatych rys. W opisach badan zywotnosci
i proliferacji komdrek hFOB 1.19 na str. 137 jest odwotanie do wynikéw obserwacji pod
mikroskopem konfokalnym jako Rys. 89 oraz wynikéw testu WST-8 jako Rys. 88, podczas, gdy
rysunek 89 przedstawia wyniki uwalniania biatka a rysunek 88 rdéznice wynikajgce z
zastosowania warstwy zarodkowej na wtdknie rusztowania kostnego. Zestawienie wynikéw z
Rys. 26 i Rys. 27 na jeden wspdlny wykres utatwitoby ich poréwnanie.

Jezyk pracy jest wifasciwy dla opracowan naukowych. Jak w kazdym tego typu
opracowaniu, rowniez i w pracy przedstawionej przez mgr inz. Urszule Szataj mozna wskazac
pewne usterki, jak chociazby pomytki jezykowe, drobne uchybienia w zakresie interpunkcji czy
powtorzenia, np.: str. 13: ,..lub wigzki wtdkien lub wigzki wtdékien”, str. 22.: ,wyziszg
poczatkowa adsorpcje biatka”, str. 23: ,..zapalenie stawow, lub wymagajgce resekcji
fragmentu kosci ze wzgledu na chorobe nowotworowg mogg potrzebowaé operacji
wymagajacych implantéw...”, str. 27: ,,... tacza w sobie ma rozmiar ziarna ponizej...”, str. 27:
»dentstycznych”, str. 29: ,,...a takze sztucznych dyskéw miedzykregowych a takze sztucznych
w S$ciegien czy wiezadet...”, str. 33: ,..charakteryzowac¢ sie biokompatybilnoscig, wysoka
wytrzymatos¢ mechaniczng, odpornoscia...”, str. 37: ,Skutkiem gwattownej implozji jest
powstanie obszaréw zwanymi...”, str.51: ,W procesie nazwa ultradzwiekowego osadzania...”,
str. 70: ,Zaleznos¢ te uzasadniona dwoma czynnikami...”, str. 76: ,,...jednakze na powtoka w
niektérych miejscach byta ciensza...”, str. 80: podpis na rysunku 24 ,Temperatura porcesu”,
str. 88: ,,...uzyskano powtoki, ktora charakteryzowaty sie...”, str. 92: podpis pod Rysunkiem 38
»Powtoki skfadajace sie z nanoczastek o roinej wielkosci nanoczastek...”, str. 98: czy
odniesienie do Tabeli 11 dotyczacej prébek tytanowych drukowanych 3D jest rzeczywiscie
celowe majac na uwadze, ze opis dotyczy préobek w postaci blachy tytan grade 27?, str. 98:
podpis na rysunku 45 ,, TYATN GRADE 2”, podpis pod rysunkiem 45 wskazuje na wyniki kata
zwilzania podtoza tytanu grade 2 przed modyfikacja, jednak takich wynikdw nie zamieszczono
na tym rysunku, str. 112 ostatni wiersz — odniesienie jest do Tabeli 7 a powinno by¢ do Tabeli
10, str. 124: ,,... majacy na celu potwierdzenia trwatosci powtoki...”, str. 129: ,,...zestawiono w
Tabelki 13.”, ,... oraz wyziszej powirzcheni witasciwej...”, str. 141: ,Materiat w postaci
rusztowan kompozytowy...”.

Zdarzajg sie w pracy pomytki oraz skroty myslowe, ktérych zapisy mogg powodowac
odwrotne do zamierzonego rozumienie przekazu lub trudnos¢ w interpretac;ji, co Doktorantka
miata doktadnie na mysli, np.: (str. 23) ,Gtdwne cechy implantéw ortopedycznych to
doktadnos$¢ wymiarowa, odpowiednie wtasciwosci mechaniczne, stabilno$¢ chemiczna i
toksycznos$¢”, gdzie zapewne chodzito o brak toksycznosci, (str. 25) ,,...zdolnos¢ do wigzania



sie z sgsiednig koscig”, gdzie zapewne chodzito o ko$é pozostajacg w bezposrednim kontakcie,
(str. 28) ,,...poniewaz porowaty hydroksyapatyt umozliwia kontakt z koscig” — az chce sie
zapytac, czy nieporowaty hydroksyapatyt takiego kontaktu umozliwi¢ nie jest w stanie? Str.
31: ,PCL wykazuje dtuzszy czas degradacji (2-3 lata) i jest rozktadany...” — dtuzszy od czego
zatem? Str. 32: ,Kinetyka degradacji PLLA zalezy od jego krystalicznosci, odksztatcenia i
mikrostruktury, ktére nastepujg po jego rozmieszczeniu [198].” — intrygujagcym pozostaje, o
jakim rozmieszczeniu tutaj mowa? Str. 52: ,,...odlegto$¢ amplitudy od podtoza (15 mm)...”, str.
59: ,..ktéra przeszta do roztworu wyniku rozpuszczenia powtoki.”, .. analize obrazy
przeprowadzano...”, str. 61: powotania na dwa podrozdziaty (3.3.4 oraz 4.3.8), ktérych w pracy
nie ma, str. 77: ,Pomiar jondw ... wykazat niewielkag zmiane....jednakze rdznice te byty
nieistotne statystycznie.”, str. 78: ,,Morfologia powtoki uzyskanej w 30°C byfa zblizona w
kazdym miejscu badanej probki.”, str. 99: ,,... wraz ze wzrostem nanoczastek grubosé powtok
malata.”, ,Chropowatos¢ powtok sktadajgce sie z nanoczastek...”, str. 139 podpis do Rys. 84 i
85:,,... przekroju kompozytowego rusztowania kostnego modyfikowanej powtoka...”, str. 142:
»Na Rysunek 88 (C i D) przedstawiono wptyw...”, str. 144 podpis do Rys. 89: ,..bez
zastosowania modyfikacji powierzchnie [285].”, str. 145: ,.. parametrem, jaki mozna
relegowac poprzez...”.

Przyznaé musze, ze duzg trudnos¢ w czytaniu pracy, zaburzajgca proces zapoznawania
sie z nig i wynikami, stanowi brak spdjnosci stosowanego nazewnictwa. Np. w opisie wynikow
na stronie 76 amplituda drgan wyrazona jest w mikrometrach, podczas gdy obrazy SEM (Rys.
21, str. 77) ten sam parametr pokazuja w %. Réwniez sama nomenklatura dla podtozy
uzywanych w badaniach nie jest jasno przedstawiona — w opisach 4.2.2.5.1 — 4.2.2.5.6
wystepujg konkretne wskazania, co do rodzaju materiatu, na ktérym prowadzono badania, ale
znajdujg sie tam rowniez wskazania na implanty kregostupowe, Sruby mocujace, czy tez
implanty sztucznego wiezadta krzyzowego bez sprecyzowania, z jakiego materiatu zostaty
wykonane. Dopiero pdzniejsze rozdziaty ujawniaja te informacje. Czasami Doktorantka stosuje
w pracy oznaczenie GoHAP a czasami GoHAPMed —tabela z zestawieniem przyjetych oznaczen
probek i parametréw proceséw ich wytwarzania mogtaby podnies¢ czytelnos¢ pracy i
jednoznacznos¢ stosowanych zapiséw, podobnie jak jasne rozgraniczenie powotan wynikéw
dla prébek GoHAP, co do ktérych przywotanie wynikédw opiera sie na wczesniej
opublikowanych artykutach. Dla niektérych wynikow prezentowanych w rozprawie
wskazywane sg odnosniki literaturowe, w ktérych to pozycjach badania prowadzone byty dla
probek GoHAP a nie dla GoHAPMed a pozycja 256, ktora jest raportem wewnetrznym IWC
PAN nie jest niestety pozycja otwartego dostepu, co uniemozliwia jej przeanalizowanie w
kontekscie prezentowanych w pracy wynikéw.

Powyzsze wskazania nie stanowig wprawdzie btedu merytorycznego, niemniej jednak
utrudniajg zapoznawanie sie z pracg, ktéra powinna stanowié spdjng catos¢ réwniez pod
wzgledem nomenklatury i oznaczen.



3. OCENA MERYTORYCZNA

Czes¢ dotyczaca przegladu literatury w recenzowanej rozprawie doktorskiej zawiera
wszystkie istotne elementy, w tym opisy uzasadniajace wybdr tematyki pracy, z ktérej wynika
teza i cel rozprawy. Wprowadzenie alfabetycznego wykazu skrétéw zapewnia przejrzystosé
terminologiczng. Doktorantka poprawnie wyselekcjonowata zakres przytoczonej literatury.
Analiza aktualnego stanu wiedzy zostata dokonana z rozmystem.

Czes¢ eksperymentalna niniejszej rozprawy doktorskiej stanowi przewazajacy zakres
pracy a sktadajg sie na nig 4 podrozdziaty. Badania w nich opisywane stanowig kolejne etapy
opracowywania powtok (o potencjale zastosowania na réznego rodzaju powierzchniach,
ksztattach i strukturze implantow ortopedycznych) poczawszy od nanoczgstek
hydroksyapatytu, ktére nastepnie zostaty wykorzystane w procesie wytwarzania powtok, po
samg metode SonoNanoCoating (SNC) bedgcy potaczeniem ultradzwiekowego pokrywania
oraz mikrofalowej hydrotermalnej syntezy nanoczastek. Zastosowane metody badawcze
(XRD, AFM, SEM, analiza gestosci, powierzchni wtasciwej i catkowitej objetosci poréw,
uwalnianie jonéw Ca®* oraz POs *, pomiar kata zwilzania, ocena zywotnosci i proliferacji
osteoblastow hFOB 1.19) pozwolity na kompleksowgq analize nanoczgstek oraz osadzanych z
nich powtok.

Na uznanie i podkreslenie zastuguje fakt, ze badania przeprowadzone przez mgr inz.
Urszule Szataj stanowig opracowanie kompleksowe a zaproponowane technologie i powtoki
moga by¢ wykorzystane do wytwarzania funkcjonalnych powtok na materiaty do zastosowania
w inzynierii tkanki kostnej. Jak sama Doktorantka wskazuje w czesci dotyczace] tezy pracy
»technologia SNC stanie sie standardem w zakresie nanoszenia powtok i warstw na implanty
ortopedyczne w nadchodzacych latach”.

Do tej czesci rozprawy mam pewne pytania i drobne uwagi natury merytorycznej i
edycyjnej i bede wdzieczna za udzielenie wyjasnienie wyjasnien co do nich.

1) W podrozdziale 4.2.2.4. wskazano, ze procesy prowadzono w odstepach czasowych 1,
4, 6 i 8 minut, natomiast wyniki (Rozdziat 5.2.4) podawane sg dla 1,2,4,6 i 8 minut.

2) Rys. 59 brak wynikéw dla GoHAPmed Typ 4 po 9 minutach prowadzenia procesu
ultradzwiekowego nanoszenia powtoki.

3) Doktorantka pisze (str. 23): ,Szczegdlng uwage nalezy zwréci¢ na biokompatybilnos¢
przez caty okres zycia implantu, ktory moze trwac kilka lat.” Czy znane sg Doktorantce
przypadki uzytkowania implantu przez okres dtuzszy — np. kilkanascie, kilkadziesiat lat?
Jak nalezatoby postepowad z implantami o trwatosci kilku lat przy ich wszczepianiu
osobom kilku, kilkunastoletnim? Czy dla oséb mtodych inne s3g zalecenia co do
materiatow stosowanych do wytwarzania implantéw?



4)

5)

6)

Sformutowanie (str. 22): ,Lim i wspotautorzy wykazali, ze nanopory o mniejszej
gestosci (141 29 nm), indukowaty znacznie wieksze rozprzestrzenianie sie i przyleganie
ludzkich ptodowych komérek osteobastycznych (hFOB) niz gtebsze nanopory (45 nm)
na powierzchni poli(kwasu L-mlekowego) [107].” Co oznacza ,mniejsza gestosc¢”
nanopordéw i jej wyrazenie w nanometrach?

Pytanie dot. rozdziatu 4.1. Doktorantka opisuje metode eksperymentalng syntezy
nanoczastek hydroksyapatytu, ktéra zastosowata w swojej pracy, wskazujac, ze
synteza ta bazowata na wczesniej opublikowanym opracowaniu (wieloautorskim) a
autorka rozprawy opracowata procedury syntezy zgodnie ze standardami normy ISO
13485. Uprzejmie prosze Doktorantke o wskazanie, na czym doktadnie polegaty prace
zwigzane z opracowaniem procedury a tym samym, jaki byt wktad naukowy w samg
synteze. Sam zakup odczynnikdw o czystosci medycznej trudno nazwaé wkiadem
naukowym a reaktor (jak pisze Doktorantka) zostat opracowany przez Laboratorium
IWC PAN oraz ITEE (str. 43). Jak zastosowanie odczynnikdw o czystosci medycznej
wptyneto na uzyskane wyniki? W swojej pracy Doktorantka wskazuje ten dobdr jako
prace i osiggniecie zrealizowane w ramach niniejszej rozprawy, jednak przytaczane
wyniki uwalniania jonéw Ca?* odnoszg sie do prébek GoHAP (publikacji nr 270) i
wystepuje dla nich Typ2, ktdéry nie wystepuje w Tabeli 5 podajacej wyniki dla
GoHAPmed. Nie wiadomo zatem, jak skorelowaé¢ wyniki ze wzgledu na brak
odniesienia co do oznaczen prébek. Z opiséw (chociazby na stronie 73) wnioskowa¢d
mozna, ze jednak rozbieznosci we witasciwosciach wystepuja, poniewaz Doktorantka
pisze, ze ,Istotng zmiane w pH zaobserwowano rowniez w przypadku nanoczastek
GoHAP Typ2 oraz GoHAP Typ3, ktdére charakteryzowaty sie wysoka powierzchnig
wiasciwg > 150m?/g”, a tymczasem w tabeli 5 GoHAP Typ2 w ogdle nie wystepuje a dla
GoHAP Typ3 wskazywana powierzchnia wtfasciwa wynosi 143m?2/g. Ponadto, w
rozdziale 4.3.1.3. wskazano, ze analizy stezenia jonéw Ca?* prowadzono w dniach
1,3,7,9,14, a tymczasem wyniki na Rysunku 18 podane sg dla dni 1,3,6,8,11.

Majac na uwadze powyzsze nie do konca uzasadnionym jest podsumowanie na stronie
75, w ktorym Doktorantka odnosi wyniki z publikacji [270] dla probek GoHAP
bezposrednio do prébek GoHAPmed.

Podobnie, jak w przypadku pytania powyzej, bardzo prosze o okreslenie, jaki wktad
merytoryczny zostat wniesiony przez Doktorantke w opracowanie procesu
ultradzwiekowego nanoszenia powfok nazwanego w pracy metoda SonoNanoCoating
(SNC)? Na stronie 50 Doktorantka pisze, ze opracowata procedury pokrywania
powierzchni implantow medycznych warstwg nHAP zgodnie z wymaganiami normy
ISO 13485. Na czym polegato to opracowanie?

Czym jest ,Typ 1” GoHAPmed”? Nie ma dla niego zadnych parametréw (str. 44). W jaki
sposéb dobrano parametry syntezy dla poszczegdlnych typdw nanoczastek
hydroksyapatytu? Ich rozrzut jest duzy i nie wida¢ w nich Zzadnej zaleznosci a
bynajmniej w pracy nie zawarto sposobu/uzasadnienia ich doboru.

Dobrg przejrzystos¢ dawatoby podanie w tabeli 1. jakie sg wtasciwosci (podstawowe
parametry) nanoczastek GoHAPmed uzyskiwane w efekcie zastosowania zmiennych
parametréw wytwarzania. Jak sie ma Tabela 1 (str. 44) do Tabeli 5 (str. 70), jesli w tej



7)

8)

9)

pierwszej dla GoHAPmed Typ 1 nie sg przypisane zadne wartosci a w Tabeli 5 nie
widnieje Typ2? Typ 2 nie jest rowniez wskazywany w dalszych badaniach — pomiary
adhezji (AFM, podrozdziat 4.3.2.6) dla prébek wytwarzanych dla podtozy tytanowych
grade 2 nie wskazujg czasu wytwarzania dla Typ2, jak réwniez nie ma dla niego
wynikéw (Rys. 15, 16, Tabela 4, 5).

Dlaczego amplitude procesu ultradzwiekowego, jego temperature oraz koncentracje
nanoczastek w zawiesinie GoHAPmed dobierano wykonujac procesy na prébkach
rusztowania kostnego (jak ono wygladato, jakie byly wymiary, ksztatt, stan
powierzchni) wykonanych technika druku 3D, podczas gdy analize wptywu wielkosci
nanoczastek oraz czasu procesu przeprowadzono na pastylkach PCL wykonanych z
recznie z materiatu od innego dostawcy? Skad, w tej drugiej czesci decyzja o
zastosowaniu Typu 3 i Typu 6 GoHAPmed?

W procesach prowadzonych w celu regulacji amplitudy i temperatury procesu
ultradzwiekowego SonoNanoCoating oraz regulacji koncentracji nanoczastek w
zawiesinie GOHAPmed zastosowano prébki rusztowan kostnych wykonane w technice
druku 3D z polikaprolaktonu (PCL). W kolejnych etapach analiz (wptyw wielkosci
nanoczastek oraz czasu procesu SNC) zastosowano probki w postaci pastylek PCL
wykonane ,recznie” z granulowanego PCL w drodze obrdbki termicznej, prasowania i
suszenia. Z kolei procesy modyfikacji metodg SonoNanoCoating (opisane w rozdziale
4.2.2.5), majace na celu optymalizacje parametréw zmiennych tej metody i wykazanie
niezaleznosci jej dziatania od rodzaju podfoza poddawanego modyfikacji
powierzchniowej, prowadzone byty na zupetnie innych materiatach i formach prébek
anizeli te, ktore zastosowano do wyznaczenia poszczegdlnych parametréw. Ponadto,
dla réznych typow podtozy (réznity sie réwniez ksztattem, wielkoscig i sposobem
wytwarzania) zastosowano odmienne czasy prowadzenia proceséw, rdzine Typy
GoHAPmed (przektadajace sie na réine wielkosci nanoczastek). Bardzo prosze
Doktorantke o wyjasnienie zatozen przyjetej metodologii prowadzonych procesow
doboru parametrow.

W jaki sposdb wynik rozpuszczania powtoki GoHAPmed, ujawniony poprzez analize
ilosci jondw PO4*> oraz HAP uwolnionych do roztworu 0,1 M HCL (Rys. 24), stanowi o
najlepszej  efektywnos$ci  procesu  ultradzwiekowego  osadzania  powtok
hydroksyapatytowych wyrazonego poprzez obrazowanie SEM morfologii uzyskanych
powtok (Rys. 23)?

10) Jakie byto uzasadnienie do zastosowania GoHAPmed Typl oraz GoHAPmed Typ6 w

badaniach prowadzonych dla podtozy stanowigcych implanty kregostupowe wykonane
technikg druku 3D (materiat: Ti64ELI) oraz GoHAPmed Typ1, Typ 3 i Typ4 na podtozach
$rub interferencyjnych (materiat: Ti-6Al-4V) mocujgcych sztuczne wiezadta? W pracy
zabrakto informacji, jaka technika zostaty wytworzone ww. sruby. Ponadto,
zastanowienie budzi rowniez fakt, ze dla kolejno opisywanych podtozy, ktére stanowity
implanty sztucznego wiezadta krzyzowego, zastosowano nanoczastki hydroksyapatytu
oznaczone jako Typl, Typ3 i Typ6? Jaki byt tutaj powdd doboru tych wtasnie typdw i
dlaczego Typl nie zostat wziety pod uwage przy badaniach sity adhezji, cho¢ wyniki
SEM (Rys. 74 A2-A3 oraz opis na str. 126) wskazuja, ze dla tego typu uzyskano powtoki



o jednorodnym charakterze, podobnie jak dla Typu3, podczas gdy dla Typu 6 powtoki
byty wysokoporowate (Rys. 74. C3)? Eliminacja powtok GoHAPmed Typ1 z tych badan
jest tym bardziej zaskakujgca, ze w kolejnych badaniach, jakie prowadzono dla tych
powtok, czyli degradacyjnych w PBS i SBF, Typ1 zostat poddany testom.

11) Dla $rub interferencyjnych opisanych w rozdziale 5.3.4 opisano badanie wkrecania
tychze srub (pokrytych powtokami hydroksyapatytowymi) do kosci wotowej. W jaki
sposdb realizowano proces wkrecania, aby zapewni¢ powtarzalne parametry sity
nacisku oraz predkosci wkrecania dla wszystkich rodzajéw badanych prébek? Jaki byt
czas przebywania srub w kosci i skutkiem czego mogto by¢ obserwowane (Rys. 73)
przyleganie tkanek do powtoki?

12) Bardzo prosze o dodatkowe wyjasnienia w zakresie przeprowadzonych badan oceny
zywotnosci i stopnia proliferacji komorek osteoblastéw hFOB 1.19.

a)

b)

d)

f)

Co miato na celu przeprowadzenie tego typu badania tylko dla jednego rodzaju
podtoza (Ti 3D) w szerszym kontekscie oceny skutecznosci prowadzonych
procesow pokrywania réznych materiatow podtoza powtokami
nanohydroksyapatytu, gdzie stosowano rdzne jego typy?

Na jakiej podstawie i co biorgc pod uwage wytypowano do tej analizy GoHAPmed
Tyl, Typ 3 i Typ 6 oraz komercyjny hydroksyapatyt Biocer?

W metodyce wskazano, ze komoérki wysiewano na podtoze w stezeniu 1x10°
komérek/prébke (przy ocenie zywotnosci) oraz 5x10* komodrek/probke (przy
ocenie proliferacji). Nigdzie w pracy nie odnalaztam jednak informacji, jakie byty
rozmiary krazkéw drukowanych w technologii PBF (Powder Bed Fusion) ze stopu
Ti64ELI, ktére w tym badaniu stanowity prébke. Trudno zatem zweryfikowac, jaka
ilos¢ komorek zostata wysiana. Precyzyjnym bytoby podanie ilosci komédrek w
przeliczeniu na powierzchnie prébki. A skoro o tym mowa — jesli byty to prébki o
strukturze imitujgcej powierzchnie implantu kregostupa (czyli zgodnej z ta
zaprezentowang na stronie 122 na Rys. 69), a na stronie 64 wskazano, ze komaérki
wysiano na badane podtoze, czy zatem badania zywotnosci prowadzono w
kontakcie bezposrednim? Jesli tak, to jakg wysokosé miaty krazki i jak zapewniono,
aby wysiane komoérki nie opadty grawitacyjnie na dno dotka?

Coile dni zmieniane byto medium hodowlane i jaki to mogto mie¢ wptyw na pomiar
absorbancji przy badaniu proliferacji testem WST-8 po 3 i 5 dniach hodowli?

W jaki sposéb wnioskowano o wspieraniu proliferacji i jej stopniu w badaniach
zaprezentowanych na stronie 137 bez wprowadzenia do uktadu badawczego prob
kontrolnych? Zaden z rysunkéw (81, 82, 83) nie prezentuje wynikéw dla kontroli —
czy to w zakresie prébek, czy tez hodowli komaorek.

Na podstawie obrazéw zaprezentowanych na rysunku 83 nie mozna wnioskowac
co do morfologii komérek osteoblastow — efekt barwienia jgder komdrkowych, czy
tez F-aktyny nie jest tutaj w ogdle mozliwy do zaobserwowania.

13) Tytut rozdziatu 5.3.6 wskazuje na badania i ich wyniki pozwalajagce na ocene
efektywnosci zasiedlenia kompozytowych rusztowan kostnych wytworzonych technika
druku 3D pokrytych powtoka GoHAPmed Typ3. Bardzo prosze Doktorantke o
wskazanie, ktory wynik pozwala na wnioskowanie co do efektywnosci zasiedlenia?
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Zdjecia pokazane na Rys. 86 wskazuja, ze komdrki MSC hodowane byty klasycznie (2D)
na dnie naczynia w obecnosci badanego wydruku. Jak zatem mozna wnioskowaé co do
zasiedlenia powierzchni badanego wydruku?

Ciekawos¢ Recenzentki budzi rowniez kwestia uzasadnienia wyboru linii komérkowe;j
oraz zastosowania medium wzbogaconego o czynniki wzrostu, jako ze brak w pracy
whnioskowania w tym zakresie.

Co stanowito prébke okreslong jako ,kontrola” na Rys. 87 w badaniu aktywnosci
metabolicznej testem XTT? Jaka byta gestos¢ wysiania komorek w tym tescie i przez
jaki czas prowadzono ekstraktacje? Dlaczego absorbancji nie przeliczono w odniesieniu
do kontroli negatywnej?

14) Co Autorka rozprawy miata na mysli piszgc we wniosku nr 4, ze powtoki mozna osadza¢
we wnetrzach struktur komaérkowych?

15) Badania na komérkach macierzystych opisane w rozprawie mgr inz. Urszuli Szafaj
wykonane zostaty dla powtoki GoHAPmed Typ3, dla ktérej (zgodnie z Tabelg 5 na
stronie 70) srednia wielko$¢ nanoczastek wynosi 14 nm. Na jakiej podstawie
Doktorantka stawia zatem wniosek nr 5, iz ,nano-powtoki hydroksyapatytowe
osadzane metoda SonoNanoCoating, sktadajgce sie z nanoczgstek GoNAPmed od 10
nm do 42 nm sg biozgodne i majg pozytywny wptyw na adhezje i proliferacje komadrek
macierzystych”?

Podsumowujgc powyiszg cze$é recenzji, stwierdzam, ze uwagi w niej zawarte maja

charakter edycyjny, polemiczny, badz wynikaja z ciekawosci natury naukowej i ostatecznie
nie wptywaja na pozytywna ocene rozprawy jako catosci.

4. OCENA ROZPRAWY | WNIOSKI KONCOWE

Doktorantka w sposdb jednoznaczny okreslita problem badawczy, poprawnie
sformutowata zadania naukowe, ktdre nastepnie rozwigzata. Kompleksowe podejscie, jakie
przedstawita Doktorantka, $wiadczy o jej dojrzatosci badawczej i umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Przedstawiona rozprawa wykazuje, ze
Doktorantka dysponuje ogdlng wiedza teoretyczng i dorobkiem o charakterze
podstawowym w dziedzinie nauk inzynieryjno-technicznych w dyscyplinie inzynieria
materiatowa.

Praca doktorska Pani mgr inz. Urszuli Szataj pt. ,Inzynieria nano-powtok
hydroksyapatytowych nanoszonych metodq ultradZzwiekowq na implanty ortopedyczne”
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Przedstawia ciekawe opracowanie
dotyczgce rozwoju biomateriatdw nowej generacji poprzez ich modyfikacje powtokami. Catos¢
pracy zostata poprawnie zredagowana, jest napisana jezykiem czytelnym i zwieztym.
Sformutowane przeze mnie uwagi i pytania w zadnym stopniu nie umniejszajg mojej wysokiej
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oceny merytorycznej recenzowanej pracy. Tym bardziej, ze szeroki jest wachlarz
zastosowanych metod, ktére zrealizowano w taki sposéb, ze wyniki badan uzupetniajg sie i
stanowig opracowanie, ktére w istotny sposéb moze wptyngé na mozliwosci wytwarzania
bioaktywnych powtok modyfikujacych biomateriaty do zastosowan w inzynierii tkanki kostnej
niosgc za sobg znaczgcy wartos¢ aplikacyjng dla wspoéfczesnej medycyny.

Stwierdzam, ze przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska pt. ,,Inzynieria nano-
powlok hydroksyapatytowych nanoszonych metodq ultradiwiekowqg na implanty
ortopedyczne” mgr inz. Urszuli Szataj spetnia wymagania okreélone w art. 187 Ustawy z dnia

20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.) oraz

miesci sie¢ w dyscyplinie naukowej inzynieria materiatowa. Biorgc powyzsze pod uwage
stawiam wniosek o dopuszczenie rozprawy doktorskiej mgr inz. Urszuli Szataj do publicznej
obrony.

Dorhe Bouppa—
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