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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Anny Pawlik
pt. "MODYFIKOWANE NANOPOROWATE WARSTWY
ANODOWEGO TLENKU TYTANU(IV) - CHARAKTERYSTYKA
1 ZASTOSOWANIA BIOMEDYCZNE"

Podstawe opracowania recenzji stanowi pismo Prodziekana ds. og6lnych Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego dr hab. Jolanty Kochanej, prof. z dnia 17 lipca 2019.
Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska pod tytulem “"MODYFIKOWANE
NANOPOROWATE WARSTWY ANODOWEGO TLENKU TYTANU(V) -
CHARAKTERYSTYKA I ZASTOSOWANIA BIOMEDYCZNE" przygotowana pIzez
mgr Anng Pawlik. Promotorem rozprawy doktorskiej jest prof. dr hab. Grzegorz D. Sulka.

Zastosowanie biomateriatéw w rekonstrukeji kosci oraz stomatologii w obecnym czasie
jest coraz bardziej powszechne. Zastosowanie nowych biomateriatéw lub obrdbka tych juz
istniejacych ma na celu przede wszystkim zwigkszenia ich biokompatybilnosci i zmnigjszenie
ryzyka reoperacji, a co za tym idzie zwigkszenie komfortu zycia potencjalnego pacjenta.
W ocenianej rozprawie doktorskiej podjeto si¢ zadania modyfikacji naﬁoporowatych warstw
tlenku tytanu(IV) (TiOz) otrzymanych w procesie anodyzacji oraz modyfikowanych

wodorotlenkiem sodu (NaOB), jak i pochodnymi silanu réznigcymi sig grupami funkecyjoymi
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((3-aminopropylo)trietoksy-sitanem  (APTES), (3-glicydyloksypropylo)trimetoksysilanem
(GPTMS) oraz (3-merkapto-propylo)trimetoksysilanem (MPTMS)). Nalezy zaznaczyé, ze
zbadano réwniez wptyw modyfikacjii na proces uwalniania lekéw oraz na interakcje
z komérkami osteoblastopodobnymi, a takze okreslono bioaktywno$é takich podiozy.
Dodatkowo anodowe warstwy tlenku tytanu(IV) pokryto kompozytem hydroksyapatytu
ichitozanu w procesie osadzania elektroforetycznego, celem zwickszenia ich

biockompatybilnosci.

Przygotowana rozprawa doktorska o objetosci 206 stron, zawierajaca 70 rysunki,
35 tabel oraz 138 pozycje literaturowe oraz 257 pozycji literaturowych, zostata podzielona na
dziewigé rozdzialéw w tym streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrétow

oraz trzy zatgczniki z publikacjami.

Praca zaczyna si¢ od praktycznie stronicowego rozdziatu pierwszego, w ktérym
Autorka  rozprawy  doktorskiej  podaje  podstawowe  informacje  zwiazane
z endoprotezoplastykami stawéw oraz biockompatybilnoscia tlenku tytanu(IV). W rozdziale
drugim opisano zaréwno biomaterialy i implanty medyczne, jak inanostruktury tlenku
tytanu(IV) z uwzglednieniem ich wiasciwosci, zastosowania, metod otrzymywania,
modyfikacji, elektroforetycznego osadzania hydroksyapatyt oraz podano informacje zwiazane
z nosnikami lekéw, bioaktywnodcia materialdw implantologicznych i rusztowaniami do
hodowli komérkowej. W rozdziale trzecim zaprezentowano cele i hipotezy badawcze pracy
doktorskiej, co oceniam pozytywnie. W kolejnym (czwartym) rozdziale Doktorantka skupia
si¢ na opisie metodyki, po czym plynnie przechodzi do prezentacji otrzymanych wynikéw
pomiarowych komentujgc je na bieiqco, co pozwala czytelnikowi w pemi zrozumieé tok
rozumowania przyjgty przez Autorkg pracy. Na wyréznienie zastuguje fakt, ze do
charakterystyki otrzymanych powierzchni Doktorantka uzywa dobrze dobranych
i uzupetniajgcych si¢ metod pomiarowych, takich Jjak SEM, EDS, XPS, XRD, FTIR, pomiar
kata zwilzalnosci oraz chropowatosci powierzchni. Jednakze dyskutowalne jest w przypadku
tlenu dla wynikéw EDS przedstawianie tak duzej dokladnosci wynikajacej z obrébki
statystycznej danych pomiarowych. Oczekiwatoby si¢ chociazby minimalnego komentarza,
ze ten wynik moze by¢ obarczony duzo wigkszym bledem niz odchylenie statystyczne. Poza
tym Doktorantka mogta si¢ pokusié¢ o analize niepewnosci pomiaréw typu A iB, co by

w pelni wyjasnilo powyzszy problem. W przypadku danych XPS doktadnoéé do dwéch
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miejsc po przecinku na podstawie widm przegladowych wydaje si¢ zbyt duza. Dodatkowo
zastanowitbym si¢ w przypadku kolejnych prac naukowych, czy nie byloby rozsadne
dodatkowo wytrawi¢ w prézni powierzchni przed badaniem XPS, co pomogloby usungé
zanieczyszczenia i pozwolifoby na lepszg interpretacje ilosciows i jakoéciowa gléwnie ze
wzgledu na wegiel i tlen. Innym niedociggnigciem jest niepodanie doktadnie jaki parametr
chropowatosci 2D zostat wybrany do analizy chropowatosci powierzchni, Doktorantka podaje
jedynie, ze jest to parametr ,,R”, co nie jest jednoznaczne, gdyz daje to czytelnikowi bardzo
duzo niejednoznacznych mozliwosci wyboru. Najprawdopodobniej zostat wziety jeden
Z parametréw najczesciej uzywanych do oceny chropowatosci powierzehni, tj. albo Ra, albo
Rz. Nalezy réwniez rozwazyé w dalszych badaniach zastosowanie parametréw 3D do
charakterystyki chropowatosci powierzchni. Do pozostatych opiséw danych pomiarowych
oraz ich interpretacji nie mam zastrzezefi. Chciatbym jednoczesnie zaznaczyé, ze opisane
powyzej potknigcia na tym etapie rozwoju naukowego Doktorantki sa usterkami, ktére
W przysziosci powinny by¢ wzigte pod uwagg, jednakze nie umniejszaja jakosci ocenianej
rozprawy doktorskiej. Na szczegblne wyréznienie moim zdaniem zashiguja badania
biologiczne, co od Doktorantki wymagalo nabycia dodatkowej wiedzy, co rowniez $wiadezy
o duzej Jej determinacji do przygotowania w pelni interdyscyplinarnej pracy. Istotnym jest
réwniez fakt, Ze Autorka rozprawy doktorskiej definiuje dalsze perspektywy badas, co daje
mozliwosci w najblizszej przysziosci pracy w zespolach interdyscyplinarnych oraz
w rezultacie na wdrozenie otrzymanych wynikéw. W rozdziatach od piatego do dziewiatego
zostaly zaprezentowane podsumowanie, spis publikacji i stazy naukowych, podzigkowani,

literatura i zatgczniki, do czego nie mam zastrzezex.

Moim zdaniem tre$¢ rozprawy stanowi zamknigty catoéé, a postawione cele zostaty
w pelni zrealizowane. Rozprawa jest napisana poprawnym jezykiem i posiada starannie
opracowang szate graficzng oraz stojacg na bardzo wysokim poziomie dokumentacje z badan
whasnych. Czasopisma naukowe, w ktérych zostaty opublikowane poszczegdlne czescei pracy
sq tematycznie zgodne z zagadnieniami prezentowanymi w doktoracie. Nalezy zaznaczy¢, ze
prace opublikowane w w/w czasopismach zostaly juz zrecenzowane i ocenione pozytywnie.
Po zapoznaniu si¢ z tym pracami réwniez oceniam je jako bardzo dobre. Wedlug mnie
przedstawiona rozprawa doktorska jest bardzo wartosciowa i na pewno stanowi podstawe do

dalszych badari naukowych zaréwno dla Doktoranta jak i innych badaczy.

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Pawlik



Reasumujgce nalezy zaznaczyé, ze do istotnych osiagnieé Doktoranta naleza:

Wykazano, ze modyfikacja jedynie amorficznych warstw TiO2 spowodowalo zmiane
morfologii powierzchni.

Wykazano, ze iz wydhuzenie czasu zanurzenia prébek w NaOH oraz zwiekszenie
stgzenia roztworu wodorotlenku sodu prowadzi do destrukeji nanoporowatej struktury.
Wykazano, ze wygrzewanie tlenku tytanu(IV) po modyfikacji NaOH nie powoduje
zniszczenia nanoporéw lub usuniecia sodu.

Wykazano, ze funkcjonalizacja warstw TiO; w roztworze wodorotlenku sodu
o stezeniu 0,5 mol/dm3 przez 15 min, a nastepnie, opcjonalnie, ich wygrzewanie
w temperaturze 400 °C bylo optymalne w kontekscie funkcjonalizacji trzema
pochodnymi silanu: (3-aminopropylo)trietoksysilany (APTES), 3-
glicydyloksypropylo)trimetoksysilanu (GPTMS) i (3-
merkaptopropylo)trimetoksysilanu (MPTMS).

Wykazano, ze dla kazdej modyfikacji na powierzchni pojawil sie krzem oraz
wprzypadku APTES - rbwniez azot, a MPTMS - siarka, czyli pierwiastki
wystepujgce w grupach funkcyjnych tych czasteczek.

Wykazano, Zze zaréwno obrébka termiczna, jak i funkcjonalizacja powierzchni
skutkuje zwigkszeniem hydrofilowosci podtozy, co poprawia adhezje komérek.
Wykazano, ze mozna zastosowaé technike osadzania elektroforetycznego do
uzyskania pokrycia kompozytowego hydroksyapatytu i chitozanu na warstwach TiO,
o strukturze anatazu. .

Wykazano, ze obecno$é kompozytu na nanostrukturach anatazu zwigksza
chropowato§¢ powierzchni bez pogorszenia ich hydrofilowosci, co powinno polepszyé
odpowiedz komérkowa biomateriatu z powodu zwigkszenia powierzchni kontaktu
miedzy komoérks a podlozem.

Wykazano, ze procedura GI, polegajaca najpierw na wprowadzeniu gentafnycyny,
a potem ibuprofenu, pozwala na spowolnienie przechodzenia do roztworu antybiotyku
tuz po zanurzeniu nosnika w buforze fosforanowym, co w efekeie zmniejszyloby to

ryzyko przekroczenia jego poziomu toksycznosci w ciele pacjenta.
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Wykazano, ze zastosowanie glgbszych nanoporéw o strukturze anatazu prowadzi
rowniez do spadku ilosci gentamycyny dostarczonej w trakcie poczatkowego,
gwattownego wyrzutu substancji.

Wykazano, ze modyfikowane amorficzne warstwy TiO charakteryzowaly sie
spowolnieniem dostarczania ibuprofenu w poréwnaniu z niemodyfikowanymi
prébkami, co ma swoje odzwierciedlenie w wartodciach parametréw modelu DDD,
a zwlaszcza f1 i k1, ktdre ’6pisywa%y proces desorpcji czasteczek z powierzchni.
Wykazano, ze wyrazna zmiana w wygladzie profilu uwalniania byta spowodowana
modyfikacja wodorotlenkiem sodu, a dalsza funkcjonalizacja powierzchni nie
powodowata zauwazalnych réznic w kinetyce procesu, czego nie zaobserwowano dla
wygrzewanych probek

Wykazano, ze Modyfikacja powierzchniowa nie odgrywa roli w procesie uwalniania
ibuprofenu.

Wykazano, ze w przypadku gentamycyny nie zaobserwowano wplywu sposobu
funkcjonalizacji probek na uzyskane profile.

Wykazano, ze prawie cata ilo§¢ wprowadzonej gentamycyny zostala uwolniona
podczas poczatkowego wyrzutu leku, a szybko$é desorpcji antybiotyku z powierzchni
nosnika byla wigksza niz ibuprofenu, co najprawdopodobniej mogto byé zwigzane
z lepsza rozpuszezalnoscia gentamycyny w wodzie.

Wykazano, Ze jedynie warstwy TiO:z o strukturze anatazu oraz mieszaniny anatazu
i rutylu stymuluja proces krystalizacji apatytu.

Wykazano, ze zastosowane modyfikacje powierzchniowe amorficznych prébek
polepszaja ich bioaktywnos¢ w stosunku do niemodyfikowanych podfozy, aczkolwiek
nie tak dobrze jak obrébka termiczna.

Wykazano, ze dla obu linii komérkowych rézniacych si¢ fenotypem (SAOS-2 i MG-
63) stwierdzono korzystny wplyw modyfikacji aminowa pochodna silanu (APTES),
co $wiadezy o tym, ze taki spos6b funkcjonalizacji podtoza poprawia jego interakcje
z komérkami o fenotypie dojrzatych (SAOS-2) i niedojrzatych (MG-63) osteoblastéw.
Wykazano, ze funkcjonalizacja zaréwno amorficznych, jak i wygrzewanych warstw
TiO; za pomocg GPTMS zwigksza aktywno$é metaboliczng komérek w stosunku do

niemodyfikowanych nanostruktur tlenku tytanu(IV).
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» Wykazano, ze na wszystkich rodzajach probek po 2 godzinach komérki (SAOS-2
i MG-63) byly raczej okragle, ale po 24-godzinnej inkubacji doszio do ich
rozplaszczenia,

*  Wykazano, ze komérki SAOS-2 i MG-63 maja dobrg adhezje do warstw TiOz, o czym
swiadczyta obecno$é filopodiéw na mikrofotografiach SEM oraz winkuliny na
zdjeciach z mikroskopu fluorescencyjnego.

¢ Wykazano, ze przy braku plodowej surowicy bydlgcej w medium hodowlanym
zachowanie komorek linii SAOS-2 nie zalezato od funkcjonalizacji powierzchni.

e Wykazano, ze modyfikacja warstw TiO2 za pomocg GPTMS lub APTES powoduje
popraw¢ adhezji i proliferacji komérek osteoblastopodobnych linii MG-63 zardwno
w przypadku niewygrzewanych, jak i wygrzewanych probek.

e Wykazano, ze modyfikacja warstw TiO2 pochodng silanu oraz wodorotlenkiem sodu
jest korzystna ze wzgledu na popraw¢ odpowiedzi komérkowej tak obriobioneego
podioza, pomimo spowalnienia proces uwalniania ibuprofenu, jednakze bez wyptywu

na kinetyke dostarczania gentamycyny.

Nalezy zaznaczy¢, ze Doktorantka byta kierownikiem w 2 projektach naukowych
(Preludium i Etiuda), wystgpowata na 39 konferencjach naukowych. Jej dane bibliograficzne
(indeks Hirscha: 5, sumaryczny IF: 38,373, liczba publikacji w JCR: 9, catkowita liczba
cytowani: 93) s3 na bardzo wysokim poziomie, co nalezy uznaé za ponadprzecigtne na wick
Doktorantki. Na wyréznienie zasluguje réwniez osiggniecie, ktérym jest wspélautorstwo

9 publikacji naukowych, zaprezentowanych ponizej, ktére sa odnotowane na Web of Science,
co jest wynikiem wyrézniajacym i ponadprzecietnym.

1. A. Pawlik, M.AU. Rehman, Q. Nawaz, F.E. Bastan, G.D. Sulka, A.R. Boccaccini,
Fabrication and characterization of electrophoretically deposited chitosan-hydroxyapatite
composite coatings on anodic titanium dioxide layers, Electrochim. Acta 307 (2019) 465-473
(IF = 5,383).

2. A. Pawlik, R.P. Socha, M. Hubalek-Kalbacova, G.D. Sulka, Surface modification of
nanoporous anodic titanium dioxide layers for drug delivery systems and enhanced SAOS-2
cell response, Colloids Surf. B Biointerfaces 171 (2018) 58-66 (IF = 3,973).

3. A. Pawlik, M. Jarosz, XK. Syrek, G.D. Sulka, Co-delivery of ibuprofen and gentamicin from
nanoporous anodic titanium dioxide layers, Colloids Surf. B Biointerfaces 152 (2017) 95-102
(IF = 3,973).
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4. A, Pawlik, K. Hnida, R.P. Socha, E. Wiercigroch, K. Matek, G.D. Sulka, Effects of anodizing
conditions and annealing temperature on the morphology and crystalline structure of anodic
oxide layers grown on iron, Appl. Surf. Sci. 426 (2017) 10841093 (IF = 5,155).

5. 1. Kapusta-Kolodziej, K. Syrek, A. Pawlik, M. Jarosz, O, Tynkevych, G.D. Sulka, Effects of
anodizing potential and temperature on the growth of anodic TiO2 and its
photoelectrochemical properties, Appl. Surf. Sci. 396 (2017) 1119-1129 (IF = 5,155).

6. M. Jarosz, A. Pawlik, M. Szuwarzyfiski, M. Jaskuta, G.D. Sulka, Nanoporous anodic titanium
dioxide layers as potentiaf drug delivery systems: drug release kinetics and mechanism,
Colloids Surf. B Biointerfaces 143 (2016) 447-454 (IF = 3,973).

7. J. Kapusta-Kotodziej, O. Tynkevych, A. Pawlik, M. Jarosz, J. Mech, G.D. Sulka,
Electrochemical growth of porous titanium dioxide in a glycerol-based electrolyte at different
temperatures, Electrochim. Acta 144 (2014) 127-135 (IF = 5,383).

8. M. Jarosz, A. Pawlik, J. Kapusta-Kotodziej, M. Jaskula, G.D. Sulka, Effect of the previous
usage of electrolyte on growth of anodic titanium dioxide (ATO) in a glycerol-based
electrolyte, Electrochim. Acta 136 (2014) 412-421 (IF = 5,383).

9. M. Jarosz, J. Kapusta-Kolodziej, A. Pawlik, K. Syrek, G.D. Sulka, Drug delivery systems
based on titania nanostructures, in: Nanostructures in Therapeutic Medicine, A.M.
Grumezescu (Ed.), Elsevier 2017.

Istotnym jest réwniez fakt, ze Doktorantka brata udziat w trzech stazach naukowych:
na Uniwersytecie Karola w Pradze (Czechy, 2 miesiace), Uniwersytecie Friedricha Alexandra
Erlangen-Norymberga (Niemcy, 1 miesigc), na Uniwersytecie w Oslo (Norwegia,
4 miesigee). Dodatkowo nalezy zaznaczyé, ze Doktorantka zostala wyrézniona nagrodami za
opublikowanie w 2018 roku artykulu naukowego w czasopisémie o najwyzszym impact
factorze, za prezentacje posterows podczas konferencji 5™ International Symposium on
Surface Imaging/Spectroscopy at the Solid/Liquid Interface oraz zajefa drugie miejsce w sesji
nauk farmaceutycznych podczas VI Konferencji Doktorantéw Uniwersytetu Jagielloriskiego —

Collegium Medicum.

Podsumowujac  stwierdzam, ze przedlozona do recenzji praca doktorska
"MODYFIKOWANE NANOPOROWATE WARSTWY ANODOWEGO TLENKU
TYTANU(IV) — CHARAKTERYSTYKA [ ZASTOSOWANIA BIOMEDYCZNE"
przygotowana przez mgr Anny Pawlik pod opiekg prof. dr hab. Grzegorza D. Sulki spenia
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W mojej opinii wymogi ustawy "o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
1tytule w zakresie sztuki", w zwiazku z czym wnioskuje o dopuszczenie jej do publicznej
obrony przed Rada Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagiellofiskiego. Chciatbym jednoczeénie
zaznaczy¢, ze zlozonosé rozwigzanego problemu naukowego, szeroki, dobrze zaplanowany

zakres badan, rzetelno$é w jego realizacji oraz liczacy sie dorobek naukowy sg podstawg do

Wyr6znienia tej pracy.

Qo &

Koszalin, 12.08.2019 Dr hab. inz. Krzysztof Rokosz, Prof. nzw. PK
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