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Recenzja

pracy doktorskiej mgr Diany C. Martinez G. pt. ,Mg-based bioabsorbable
implants: from surface characterization to tissueimplant interface evaluation
after in vitro and in vivo degradation”.

Recenzja zostala przygotowana w odpowiedzi na pismo Zastepczyni
Przewodniczacej Rady Naukowej Dyscypliny Inzynieria Materialowa prof. dr
hab. inZ. Anny Boczkowskiej z dnia 31.10.24 r. powolujacej mnie na recenzenta
rozprawy doktorskiej mgr Diany Clemencii Martinez Guerrero.

Wstep:

Praca doktorska pani mgr Martinez zostala wykonala pod opiekg promotora
prof. dr hab. Wojciecha Swieszkowskiego oraz promotora pomocniczego dr
Tomasza Plocifiskiego na Wydziale InZynierii Materialowej Politechniki
Warszawskiej. Rozprawa przygotowana przez Doktorantke stanowi czesc
europejskiego projektu MgSafe finansowanego w ramach dziatan MSCA
Horizon2020.

Oceniana dysertacja stanowi cykl nastepujacych publikacji oryginalnych,
opublikowanych w latach 2023-2024:

1. Martinez, D.C.; Borkam-Schuster, A.; Helmholz, H.; Dobkowska, A.;
Luthringer-Feyerabend, B.; Plocinski T.; Willumeit-Romer, R
Swieszkowski, W. (2024) Bone cells influence the degradation interface of
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Mg-based materials: insights from multimodal in vitro analysis. Acta
Biomater. https://doi.org/10.1016/j.actbio.2024.08.015

2. Martinez, D.C.; Dobkowska, A.; Marek, R.; Cwieka, H.; Jaroszewicz, J.;
Plociniski, T.; Donik, C.; Helmholz, H.; Luthringer-Feyerabend, B.; Zeller-
Plumhoff, B.; Willumeit-Romer, B.; Swieszkowski, W. (2023). In vitro
and in vivo degradation behavior of Mg-0.45Zn-0.45Ca (ZX100) screws for
orthopedics  applications.  Bioactive  Materials 28, 132-154.
https://doi.org./10.1017/j.bioactmat.2023.05.004

3. Ben, H.; Martinez, D.C.; Shah, F.A.; Johansson, A.; Emanuelsson, L.;
Norlindh, B.; Willumeit, R.; Plocinski, T.; Swieszkowski, W.; Palmquist,
A.; Omar, O.; Thomsen, P. (2023). Magnesium implant degradation
provides immunomeodulatory and proangiogenic effects and attenuates
peri-implant fibrosis in soft tissues. Bioactive Materials, 26,353-369.
https://doi.org/10/1016./j.bicactmat.2023.02.014.

4. Okutan, B.; Schwarze, U.Y.; Berger, L.; Martinez, D.C.; Herber, V.;
Suljevic, O.; Plocinski, T.; Swieszkowski, W.; Santos, S.G.; Schindl, R;
Loffler, J.F.; Weinberg, A.M., Sommer, N.G. (2023). The combined effect
of zinc and calcium on the biodegradation of ultra-high-purity
magnesium implants. Biomater Adv. 146,213-287.
Do0i:10.1016/j.bioadv.2023.213287.

oraz publikacji w trakcie recenzji (w Journal of Tissue Engineering):

5. Mota-Silva, E.; Martinez, D.C.; Basta, G.; Babonni, S.; del Turco, S.;
Fragnito, D.; Salvatore, S.; Kusmic, C.; Leon, R.; Panetta, D.; Campanella,
B.; Onor, M.; Plocinski, T.; Swieszkowski, W.; Menichetti, L. Monitoring
osseointegration and degradation of Mg-alloy implants through plasma
biomarkers of inflammation and bone regeneration.

Laczna punktacja zalaczonych publikacji (zgodna z obowigzujacym wykazem
czasopism MNiSW) wynosi 580, a wspotczynnik IF - 53.3. Kazda publikacja jest
wieloautorska i wieloosrodkowa, co jest w pelni uzasadnione biorac pod uwage
szeroki zakres przeprowadzonych badan. W dwéch artykutach Doktorantka jest
pierwszym autorem. Jednak w zwiazku z brakiem o$wiadczeni autoréw o udziale
w pracach badawczych i powstaniu publikacji trudno jest jednoznacznie
wskaza¢ role Doktorantki i wykazaé jej wiodacy udzial. Mam nadzieje, ze
Doktorantka przedstawi zakres swoich badan podczas publicznej obrony.

Rozprawa doktorska napisana jest w jezyku angielskim i zawiera: streszczenia w
jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotéw, wprowadzenie w tematyke
rozprawy (rozdziat 1), cele, hipotezy badawcze i zakres badan (rozdzial 2), opis
i wyniki wykonanych badan (rozdziaty 3-7), podsumowanie i perspektywe
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planowanych badan (rozdziat 8) oraz spis literatury, podziekowania, CV
Doktorantki, spis rysunkow i tabel zawartych w rozprawie.

Ocena wartosci naukowej

Doktorantka w swojej rozprawie zajeta sie tematem magnezu i jego stopow,
ktére, podobnie do metali standardowo stosowanych jako implanty do
stabilizacji ztaman koéci (tytanu i jego stopéw, stopow kobaltu), charakteryzuja
sie dobrymi wlasciwosciami mechanicznymi. Jednak magnez w ludzkim
organizmie ulega degradacji, nalezy wiec do tzw. metali biodegradowalnych.

Implanty z magnezu i jego stopdw zyskuja w ostatnim czasie na znaczeniu, co
zwigzane jest wlasnie z ich stopniowa degradacja, a w efekcie brakiem
koniecznosci ponownej operacji chirurgicznej i usuwania implantu po zagojeniu
si¢ ztamania.

Szybkie tempo korozji magnezu w srodowisku fizjologicznym moze jednak
naruszy¢ integralnos¢ mechaniczng takiego implantu jeszcze przed catkowitym
wygojeniem sie tkanki kostnej, co oczywiscie stawia pod znakiem zapytania
celowosd tak zaplanowanego zabiegu. Jednoczesnie, mimo wielu prowadzonych
badai nad wplywem implantu Mg na tkanke kostng w warunkach in vivo,
produktami korozji a takze budowy interfejsu implant/nowo tworzona tkanka
kostna, nadal nie ma pelnej wiedzy na temat krétko- i dlugotrwalych efektéw Mg
i jego stopow na organizm ludzki, w szczegélnosci tkanke kostng i proces jej
gojenia.

Dlatego cel, ktory obrala sobie Doktorantka i ktory brzmi ,zebranie
kompleksowych informacji na temat zachowania sie Mg i jego stopow w trakcie
implantacji przy uzyciu technik obrazowania o wysokiej rozdzielczosci,
poznanie skiadu i struktury produktéw korozji, topografii i wiasciwosci
interfejsu kos$é-implant i uzyskanie wiedzy o mechanizmach korozyjnych
zachodzacych podczas degradacji implantéw na bazie Mg” wydaje sie
uzasadniony.

Doktorantka w dwéch pierwszych rozdziatach zwiezle wprowadza czytelnika w
tematyke rozprawy, =ze szczegolnym uwzglednieniem przedstawienia
dotychczasowego stanu wiedzy na temat zastosowania magnezu oraz jego
stopéw jako materialéw do implantacji. Spis zacytowanej literatury w tym
fragmencie dysertacji jest imponujacy (ponad 200 odnosnikow), a selekcja
informacji wystarczajaca, by zaprezentowac ogdlny zarys wiedzy o podjetym
temacie.

Czes¢ doswiadczalng stanowia, jak juz wspomniatam, rozdzialy 3-7 (a wlasciwie
4 opublikowane artykuly i jeden manuskrypt w recenzji). W pierwszym artykule
(rozdziat 3) Doktorantka badata degradacje czystego magnezu oraz stopu WE43
w kontakcie z osteoblastami (OB.) i osteoklastami (OC) w warunkach in vitro.
Badania pokazaly, Ze przyleganie komorek do powierzchni metali miato wplyw
na proces degradacji: kokultury OB i OC opoznialy ten proces w przypadku
stopow WE43. Co wiecej, zaobserwowano w warstwie korozyjnej obecno$é m.in.
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wapnia 1 fosforu korzystnie wpltywajacych na procesy regeneracyjne tkanki
kostnej. Doktorantka dokonala prawidlowej analizy uzyskanych wynikdéw,
krytycznie podchodzac do wyciaganych wnioskdw, czego efektem jest
kontynuacja rozpoczetych badant w modelach zwierzecych w warunkach in vivo.
W rozdziale 4 Doktorantka badala dlugotrwaly wplyw stopu WE43
wszczepionego do kosci udowej szczuréw. W tym celu przeanalizowala m.in. 16
biomarkeréw zapalenia i regeneracji tkanki kostnej w osoczu. Interesowala ja
takze zawarto$¢ itru i innych pierwiastkéw ziem rzadkich (bedacych
skltadnikami stopu WE43) w watrobie, sledzionie oraz nerkach. Badania
wskazaly, Ze regeneracja tkanki kostnej wokot wszczepu WE43 jest opéZniona w
poréwnaniu ze szczepem standardowym Ti, co spowodowane bylo
wydzielaniem wodoru, natomiast nawet w 180 dniu badania obserwowano
podwyzszone poziomy czynnikéw VEGF, OPG czy G-CFS, co swiadczylo o
trwajgcym procesie regeneracyjnym i tworzeniu nowej tkanki kostnej. Implanty
z WE43 charakteryzowaly sie silng osteointegracja. Jednak okazalo sie takze, ze
itr oraz inne pierwiastki ziem rzadkich kumulowaly si¢ w badanych tkankach
migkkich. Doktorantka przeprowadzita odpowiednia analize otrzymanych
wynikow 1 poréwnala je =z danymi literaturowymi. W zwigzku =z
niebezpieczenstwem kumulacji pierwiastkéw ziem rzadkich zdecydowala o
wybraniu innych stopéw magnezu, jednoczesnie zmieniajac model zwierzecy.
W rozdziale 5 Doktorantka przedstawita wyniki badania stopu Mg-045Zn-045Ca
w warunkach in vitro (test 28-dniowy) oraz in vivo (do 24 tygodni). Ze stopu
przygotowano sruby mocujace, ktére badano pod katem korozji i degradacji.
Testy in vivo wykazaly, Ze zaproponowany w pracy stop magnezu wspomagal
gojenie 1 tworzenie nowej tkanki kostnej. W tescie in vivo i in vitro
zaobserwowano ten sam sklad pierwiastkowy warstwy korozyjnej, jednak inng
jej grubosé i rozklad pierwiastkéw w jej obrebie. Co ciekawe ustalono, ze
mikrostruktura powierzchni sruby ma kluczowy wplyw na szybkos$é procesu
korozji, co jest istotng informacja na etapie produkcji materiatu
implantacyjnego.

Rozdziat 6 poswiecony jest badaniu wplywu implantacji magnezu na tkanki
miekkie. W badaniu wszczepienia podskérnego krazkéw magnezu szczurom
poczatkowa intensywna degradacja Mg i wytworzenie Mg* wywolala silng
odpowiedZ zapalna, jednak po wytworzeniu warstwy korozyjnej (w ktorej
obecne byly takze jony wapnia i fosforu) i zahamowaniu procesu degradacji
nastapil proces regeneracji tkanki.

W rozdziale 7 Doktorantka badata na modelu zwierzecym wplyw obecnosci
zanieczyszczenia stopu (obecnosci wapnia oraz cynku) na proces biodegradacji
w warunkach in vivo. Materialem poréwnawczym byt tytan. Wyniki
przeprowadzonych eksperymentéw jednoznacznie wskazaly, Zze zaréwno czysty
magnez jak i jego stop z wapniem oraz cynkiem charakteryzuja sie lepsza
osteointegracja 1 silniej stymuluja tworzenie tkanki kostnej wokot implantu niz
Ti. Dodatek wapnia oraz cynku wplynat korzystnie na spowolnienie procesu
biodegradacji materialu 1 wydzielania wodoru, tym samym stanowiac
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obiecujace rozwiagzanie w kontekscie dlugotrwalej regeneracji tkanki kostnej i
bezpieczenstwa stosowania.

Rozdzial 8 stanowi zwigzle (w punktach) podsumowanie przeprowadzonych
eksperymentéw. Doktorantka odnosi sie w nim do postawionych celéw i hipotez
badawczych, ktére potwierdza, a takze wskazuje potencjalne kierunku
przyszlych badan.

Oceniajgc rozprawe doktorska mgr Diany C. Martinez G. stwierdzam, ze
Doktorantka wykazala sie a umiejetnosciami prowadzenia szerokich i
interdyscyplinarnych prac eksperymentalnych, wyciagania wnioskéw z
przeprowadzonych badan a takze krytycznej dyskusji naukowej. Praca jest
bardzo bogata w szereg wynikéw uzyskanych wieloma badaniami
fizykochemicznymi i szczegolowymi testami biologicznymi prowadzonymi w
warunkach in vitro i in vivo. Przedstawiony zakres badan i zastosowane
narzedzia i metody badawcze doprowadzily Doktorantke do realizacji celu i
potwierdzenia hipotez badawczych. Doktorantka w swoich badaniach wykazata
sie umiejetnoscig pracy w wieloosrodkowym interdyscyplinarnym zespole, co
bardzo dobrze rokuje na Jej przyszla prace naukowa.

Na wuwage zastuguje mozliwos¢ zastosowania otrzymanych wynikow,
szczegllnie ze Doktorantka bazowala na stopach magnezu komercyjnie
dostepnych.

Praca zawiera szereg bardzo ciekawych, oryginalnych wynikéw, do
najwazniejszych moim zdaniem naleza:

1. Monokultury i kokultury komdérkowe OB i OC wplywaja w rézny sposob

na sklad warstwy korozyjnej stopéw Mg i czystego Mg.

2. Odpornos¢ na korozje stopow Mg zalezna jest od mikrostruktury.
Pierwiastki ziem rzadkich kumuluja sie w watrobie, $ledzionie i nerkach.
4. Mg i stopy Mg charakteryzowaly sie lepsza osteointegracja niz wszczepy

z Ti.

o

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z przedstawiong przez Doktorantke pracag
doktorska rodza sie pytania, ktére pozwole sobie przedstawi¢ i poprosi¢ o
przedyskutowanie w trakcie publicznej obrony:

1. Dlaczego wplyw na tkanki migkkie (artykul zaprezentowany jako rozdziat
6) zostal zbadany wylacznie na czystym Mg? Czy Doktorantka nie
powinna wykorzystaé takze stopu zawierajacego cynk oraz wapn?

2. Czy Doktorantka w innych swoich badaniach zglebiala zaleznosé
degradacji stopéw magnezu i mikrostruktury powierzchni? Jak wyniki
uzyskane przez Doktorantke moga wplynaé na proces produkeji
materialéw implantacyjnych (np. srub).

3. Zczego wynikaly rozbieznosci w sktadzie stopu WE43 w pracy z rozdziatu
3 (Tabela S3.1). Czy sklad mogt wplywaé na uzyskane wyniki?

4. Rozumiem powdd rezygnacji z dalszych badan nad stopem zawierajacym
pierwiastki ziem rzadkich. Prosze o wyjasnienie, dlaczego Doktorantka
wybrata stop zawierajacy cynk i wapn (w opisanych ilosciach)?
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5. Czy zdaniem Doktorantki proces degradacji magnezu i jego stopéw
mozna byloby kontrolowa¢ przez warstwy bioceramiki? Jakich wynikéw
mozna bytoby sie spodziewac?

6. Czy zdaniem Doktorantki byloby mozliwe ograniczenie badan w
warunkach in vivo przy jednoczesnym uzyskaniu wiarygodnych wynikéw
biologicznych?

Oceniajac dysertacje od strony edycyjnej chcialabym podkreslié, ze praca
zostala przygotowana w sposob niezwykle staranny, z duza dbaloscia o szate
graficzng. Liczne ryciny przygotowane samodzielnie przez Doktorantke
zdecydowanie ulatwiajg przyswajanie tresci rozprawy. Bledy literowe zdarzajg
sie niezwykle rzadko, a cala praca napisana jest poprawnym, zrozumialym
jezykiem. Warto zwrdci¢ uwage, Ze przedrukowujac ryciny z artykuléw innych
autorow powinno sie zamies$ci¢ informacje o uzyskaniu zgody na ich
wykorzystanie.

Podsumowujac ocene podkreslam, ze moje uwagi i postawione pytania nie
obnizaja wysokiej oceny rozprawy, ktorej wyniki oprocz wartosci poznawczej
maja charakter aplikacyjny.

Zatem jednoznacznie stwierdzam, ze recenzowana przeze mnie praca mgr
Diany C. Martinez G. spelnia warunki stawiane rozprawom doktorskim zgodnie
z art. 187 Ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z dn. 20 lipca 2018 roku
(Dz.U. 2022 poz. 574 ze zm.), w zwigzku z tym zwracam sie do Rady Naukowej
Dyscypliny InZynieria Materiatlowa Politechniki Warszawskiej z wnioskiem o
nadanie Pani mgr Martinez stopnia doktora w dyscyplinie inzynieria
materialowa.

Biorac pod uwage calo$é rozprawy wnosze o jej wyrdznienie. Wyniki badan
zostaly opublikowane w znamienitych czasopismach naukowych o zasiegu
miedzynarodowym i wysokim wspdiczynniku odzialywania (IF =53.3), co
$wiadczy o ich jakosci, kompleksowosci i oryginalnosci. Praca ma charakter
interdyscyplinarny, zawiera wyniki badan z obszaru inzynierii i chemii
materialéw, biologii, biochemii. Na uwage zastuguje takZe aplikacyjnosc¢ pracy,
jej wyniki moga by¢ wykorzystane w chirurgii implantacyjne;j.
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