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RECENZJA
rozprawy doktorskiej lek. dent. I1zabeli ZIENIEWSKIEJ-SIEMIENCZUK

pt.: ,,Ocena wplywu zespolen tytanowych poddanych anodowaniu twardemu na
cytotoksycznosé, stres oksydacyjny oraz zjawiska korozji w hodowlach komérkowych
fibroblastow ludzkich”
zrealizowanej pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Anna Zalewskiej

i mentora mgr Jacka Kropiwnickiego

Recenzja rozprawy doktorskiej zostata opracowana na podstawie uchwaty Senatu Uniwer-
sytetu Medycznego w Biatymstoku z dnia 27.10.2022 roku oraz zlecenia Dziekana Wydziatu

Lekarskiego z Oddziatem Stomatologii i Oddziatlem Nauczania w J¢zyku Angielskim.

1. Charakterystyka ogoélna pracy

Obecnie coraz powszechniejsze staje si¢ wykorzystanie do zabiegdw osteosyntezy, w tym
zuchwy, stabilizatorow wykonanych z tytanu 1 jego stopéw. Do niedawna tytan i1 jego stopy
uwazane byly za biozgodne. Wraz z rosngca popularnoscig i czasem stosowania implantow
metalowych wzrasta liczba doniesien o reakcjach okotowszczepowych oraz ogdlnych
w organizmie wynikajacych z ich implantowania. Wynika to nie tylko z oddziatywania tok-
sycznych pierwiastkow stopowych, takich jak wanad lub obojetny po spasywowaniu glin, lecz
réwniez tytanu. Spowodowato to potrzebe modyfikowania warstwy wierzchniej implantéw
ze stopow tytanu dla zwigkszenia odpornosci korozyjnej oraz ograniczenia ilo$ci jonow metali,
przenikajacych do tkanek otaczajacych implant.

Poprawe biokompatybilnosci implantow tytanowych uzyskuje si¢ wieloma metodami mo-
dyfikowania ich warstwy wierzchniej. Wiele z nich nie zapewnia jednak uzyskania jednorod-
nych warstw na implantach, zwlaszcza o ztoZzonych ksztaltach. Rozwigzaniem tego problemu
jest zastosowanie utleniania anodowego, w wyniku ktorego wytwarzana jest na implantach,
z tytanu i jego stopach, jednorodna warstwa pasywna. Sktad chemiczny, struktura, grubos¢ i to-

pografia warstwy pasywnej zalezag od wielu czynnikow, z ktorych gldéwnymi sa warunki
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pradowe, sktad chemiczny, pH i temperatura kapieli oraz warunki hydrodynamiczne procesu
utleniania anodowego. Najcze$ciej na powierzchni implantéw krotkotrwatych wytwarza sie
ciaggte, jednorodne i sktadajace si¢ glownie z rutylu warstwy pasywne, rzadziej porowate ma-
jace zapewni¢ osteointegracje pomi¢dzy implantem a tkankg kostng. Wplyw parametrow utle-
niania na wtasciwosci fizykochemiczne warstw pasywnych najczesciej okresla si¢ na podstawie
badan korozyjnych oraz st¢zenia produktow degradacji przenikajacych do sztucznych roztwo-
row symulujacych ptyny ustrojowe. Badania te uzupetnia si¢ testami cytotoksycznosci.

Doktorantka w rozprawie znacznie wykracza poza standardowe podejscie do badan utlenianych
anodowo stopow tytanu, analizujac wptyw produktow degradacji stopu tytanu na stan rownowagi
redoks w hodowlach komoérkowych fibroblastow. Ponadto badania przeprowadza, wykorzystujac
nie tylko standardowo utleniany stop Ti6Al4V, lecz roéwniez stop poddany procesowi utleniania
anodowego ,,na twardo” w zasadowej kapieli, czego efektem byto wytworzenie pasywnej porowate;j
warstwy wierzchniej.

Problematyke¢ recenzowanej pracy uwazam za aktualng, uzasadniong oraz dobrze ukierun-
kowang, zarowno w aspekcie poznawczym, jak i utylitarnym. Wpisuje si¢ ona w glowny nurt
badan z zakresu inzynierii wyrobow medycznych, realizowanych zaréwno w o$rodkach me-
dycznych, jak i technicznych.

Rozprawa doktorska ma tradycyjny uktad i sktada si¢ czeSci literaturowej (str. 10-64)
oraz czesci doswiadczalnej (str. 65-198). Spis literatury obejmuje 226 pozycji. Zaprezentowany
przeglad piSmiennictwa jest bardzo obszerny i zostat opracowany na podstawie pozycji litera-
turowych, w wiekszosci obejmujacych ostatnie dziesieciolecie. Swiadczy to o dobrym przygo-
towaniu merytorycznym Doktorantki do podjecia problematyki badawczej. Prace uzupelnia
wykaz skrotow, spis rycin (16 pozycji) i tabel (42 pozycje), streszczenie w jezyku polskim
i angielskim oraz podzigkowania.

Praca powstala w ramach projektu pt. ,,Krajowe Miedzysektorowe Studia Doktoranckie na
Uniwersytecie Medycznym w Biatymstoku” wspotfinansowanego przez Uni¢ Europejska
ze srodkow Europejskiego Funduszu Spotecznego w ramach Programu Operacyjnego Wiedza
Edukacja Rozwdj 2014-2020, nr POWR.03.02.00-00-1050/16.

2. Ocena czesci literaturowej rozprawy

Cze¢$¢ literaturowa podzielona jest na siedem podrozdziatéw. W pierwszym rozdziale, po-
$wieconym tytanowi i jego stopom, opisano proces otrzymywania tytanu, scharakteryzowano
odmiany alotropowe tytanu, a takze wpltyw pierwiastkow stopowych na ich strukture oraz wita-
sciwosci fizyczne. Ponadto przedstawiono problematyke zastosowania tytanu i jego stopow
na implanty, w szczegdlnosci wykorzystywane w chirurgii twarzowo-szczekowej. Drugi pod-
rozdziat Doktorantka poswigcita ogdlnemu opisowi proceséOw korozyjnych metali, z uwzgled-
nieniem tytanu i jego stopow. Opisata rowniez wptyw §rodowiska korozyjnego oraz warstwy
pasywnej na odporno$¢ korozyjng tytanu i jego stopow. Rozdzial trzeci stanowi



charakterystyka procesu utleniania anodowego jako metody modyfikacji powierzchni implan-
tow z tytanu i1 jego stopow. Doktorantka opisata rézne metody utleniania anodowego
oraz wplyw sktadu chemicznego kapieli i parametrow procesu na wiasciwosci wytworzonych
warstw pasywnych, w szczegdlnosci na topografie, sktad chemiczny i grubosé. W kolejnym
podrozdziale przedstawiono podstawowe informacje na temat sktadnikoéw tkanki kostnej, scha-
rakteryzowano komorki kostne oraz ich udziat w procesie przebudowy tkanki kostnej. Podroz-
dziat 5. zawiera opis fibroblastow i ich roli w procesach regeneracyjnych organizmu, w tym
wplywu czynnikéw wzrostu fibroblastow na proces przebudowy tkanki kostnej. Reaktywne
formy tlenu, ich podziat, znaczenie dla funkcjonowania organizmu, mechanizmy powstawania
oraz reaktywno$¢ oméwiono W podrozdziale 6. W szczegdlno$ci opisano powstawanie reak-
tywnych form tlenu: w mitochondrialnym tancuchu oddechowym, fagocytozie oraz procesie
korozji tytanowych implantow. Ponadto opisano mechanizmy oraz znaczenie oksydacyjnych
modyfikacji lipidow, biatek oraz materiatu genetycznego. W ostatnim, 7. podrozdziale, Dokto-
rantka charakteryzowata wybrane naturalne antyoksydanty opisujac ich wystepowanie, wlasci-
wosci oraz mechanizmy reakcji antyoksydacyjnych z ich udziatem.

Czgs¢ literaturowa rozprawy oceniam pozytywnie. Dokonana przez Doktorantke analiza
i synteza literatury $wiadczg o dobrej znajomosci problematyki badawczej i stanowi dobrg teo-
retyczng podstawe podjetego tematu rozprawy. Jednakze uwazam, ze podrozdziat 3. rozprawy
jest z jednej strony zbyt rozbudowany i ogdlny (opis rodzajow korozji niewystepujacych w or-
ganizmie), a z drugiej nie uwzglednia wptywu czynnikow mechanicznych na rozwoj korozji
implantéw. Sadze, ze cenne uzupetnienie podrozdziatu 4. stanowiltby opis przebiegu procesow
naprawczych, zachodzacych w tkance kostnej, szczegdlnie zuchwy zespolonej implantami ptyt-
kowymi.

3. Ocena czeSci merytorycznej rozprawy

W rozdziale drugim Doktorantka, po opisie problematyki stosowania implantow ptytko-
wych do osteosyntezy zuchwy w aspekcie biokompatybilno$ci stosowanych do ich wykonania
stopow tytanu po réoznych zabiegach modyfikacji warstwy wierzchniej, okresla 7 bardzo szcze-
gotowych celow pracy. Tak szczegotowo sformutowane cele rozprawy, stanowi¢ moga jedno-
czesnie jej program badawczy.

Rozdziat 3. zawiera informacje o materiatach i metodach badawczych wykorzystanych
w pracy. Badania w pracy przeprowadzono po uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej Uniwer-
sytetu Medycznego w Biatymstoku (uchwata nr APK.002.280.2021).

Materiat do badan stanowity probki w formie krazkéw, wykonane ze stopu Ti6Al4V po roz-
nych zabiegach modyfikacji powierzchni: polerowane mechanicznie (krazki surowe), utleniane
anodowo w roztworze NaOH zgodnie z zaleceniami normy AMS2488D Anodic Treatment -
Titanium and Titanium Alloys Solution pH 13 or Higher (anodowanie typu Il — ,,na twardo),
utleniane anodowo w 0,5 M H2SO4 (anodowanie typu I11). Jako grup¢ kontrolng wykorzystano
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krazki z polistyrenu. Wszystkie probki poddano zabiegowi sterylizacji parowej. Materiat do ba-

dan przygotowany zostat przez firm¢ ChM sp z o.0. (Lewickie, Polska), zgodnie z obowigzu-

jacymi zaleceniami norm ISO. Do badan biologicznych wykorzystano fibroblasty pozyskane

z tkanki dzigsta ludzkiego (ludzkie niemodyfikowane genetycznie pierwotne fibroblasty dzig-

sta ludzkiego; Human Primary Gingival Fibroblasts, ATCC-PCS-201-018), (American Type

Culture Collection, USA). W metodyce opisano sposob hodowli komorek oraz izolacji mito-

chondriéw, ktore stanowity obiekt badan.

Ponadto opisano metodyke badan, majacych na celu okreslenie wptywu réznych zabiegéw
modyfikacji warstwy wierzchniej probek ze stopu Ti6Al4V na fibroblasty. W pracy przepro-
wadzono badania cytotoksycznosci oraz badania biochemiczne:

e W lizacie komorkowym oceniano: st¢zenie biatka catkowitego oraz aktywno$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT), peroksydazy glutationowej (GPX,), reduktazy glu-
tationowej (GR), stezenie zredukowanego glutationu (GSH), catkowity status utleniajacy
(TOS), catkowita zdolnos¢ antyoksydacyjng (TAC), aktywno$¢ oksydazy NADPH (NOX)
oraz stgzenie oksydacyjnych uszkodzen lipidéw (malonylodialdehydu (MDA), adduktow 4-
hydroksynonenalu z biatkami (4-HNE)) 1 bialek (koncowych produktéw utleniania biatek
(AOPP), zawartos¢ grup disiarczkowych (SS), koncowych produktow zaawansowanej gli-
kacji biatek (AGE)) oraz parametrow stresu nitrozacyjnego: nadtlenoazotynu (ONOO-) oraz
3-nitrotyrozyny (3-NT),

e W zawiesinie mitochondrialnej oceniono: funkcjonowanie fancucha oddechowego poprzez
pomiar aktywnos$ci kompleksu I i 11, oksydazy cytochromu ¢ (COX) i syntazy cytrynianowej
(CS) oraz aktywnos$¢ kaspazy-3 (CAS-3),

e W medium pobranym znad komorek oznaczono: st¢zenie czynnika wzrostu fibroblastow
FGF-2, stezenie czynnika wzrostu srédbtonka naczyniowego (VEGF-A), zawarto$¢ metali:
tytanu, glinu, wanadu, steZenie biatka calkowitego, catkowity status utleniajacy (TOS) i cat-
kowitg zdolnos¢ antyoksydacyjng (TAC), stezenie oksydacyjnych uszkodzen lipidow (ma-
lonylodialdehydu (MDA), adduktow 4-hydroksynonenalu z biatkami (4-HNE)) i biatek
(koncowych produktow utleniania biatek (AOPP), zawartos¢ grup disiarczkowych (SS),
koncowych produktow zaawansowanej glikacji biatek (AGE)), oraz parametry stresu nitro-
zacyjnego: nadtlenoazotynu (ONOO-) oraz 3-nitrotyrozyny (3-NT).

Wszystkie badania przeprowadzono po czterech okresach ekspozycji fibroblastow na stop
Ti6AIl4V - po 1 dobie, 7, 14 i 21 dniach lub po 3, 6, 15i 21 dniach. Rozdziat ten zawiera wykazy
zastosowanego sprzetu 1 odczynnikow chemicznych oraz informacje o zastosowanych do opra-
cowania i oceny wynikow badan metodach statystycznych.

Uwazam, ze rozdzial ten zostat bardzo dobrze opracowany. Opis metodyki przeprowadzo-
nych badan jest doktadny i umozliwia ich odtworzenie. Brak wszystkich parametroéw procesu
utleniania anodowego probek wynika zapewne z faktu przygotowania ich przez komercyjng
firme, dziatajaca na bardzo konkurencyjnym rynku implantow. Z drugiej strony przygotowanie
ich w warunkach przemystowych, zgodnie z obowiagzujacymi standardami, zapewnia ich
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powtarzalno$¢, co czasami jest trudne do uzyskania w warunkach laboratoryjnych. Moim zda-

niem podnosi to warto$¢ omawianej dysertacji. Program badan znaczaco wykracza poza stan-

dardowy zakres, jednakze sadze, ze uzupetienie go o badania topografii powierzchni i zwil-
zalno$ci badanych probek w kontekscie badan komorkowych, znacznie podniostoby wartosci
poznawcze i utylitarne rozprawy.

Wyniki badan przedstawiono w rozdziale 4. Rozdzial ten zawiera 35 tabel. Wyniki badan
poddane byly analizom statystycznym, majacym na celu wskazanie istotnych statystycznie roz-
nic. Wyniki tych analiz przedstawiono bezposrednio po kazdej tabeli, co bardzo utatwia ich
interpretacje.

Niezmiernie obszerna dyskusja wynikow badan (rozdziat 7.) obejmuje wiclowymiarowg
I interdyscyplinarng interpretacj¢ uzyskanych wynikoéw, poréwnania do badan innych autorow
oraz osobiste przemyslenia Doktorantki. Wskazuje to jednoznacznie na jej dobre przygotowa-
nie do prowadzenia badan naukowych. Utwierdza mnie w tym réwniez, krytyczne podejscie
do przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikow. Czytelnos¢ dyskusji utrudnia brak konse-
kwencji w odwotywaniu si¢ do wynikow badan (brak odniesienia do numeru tabeli).

W rozdziale 6. przedstawiono wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan. Przedsta-
wionych siedem wnioskow, stanowi odpowiedZ na sformutowanych w pracy siedem celow.
Potwierdza to jednoznacznie, iz postawione przez Doktorantke cele zostaty osiagnigte.

Na podstawie lektury pracy, nasuwaja mi si¢ nastgpujace uwagi krytyczne:

e na stronie 15. napisano: ,,Nalezy podkresli¢, ze obecnie wiele ze stosowanych implantéw
wykonywanych jest z kilku r6znych stopéw. Wynika to z faktu, iz implanty sktadajg si¢
czesto z wielu elementoéw, a kazdy element wszczepu powinien charakteryzowac si¢ innymi
cechami.” Uwazam to stwierdzenie za bardzo niefortunne, poniewaz taczenie w ramach jed-
nego systemu stabilizacji r6znych materialéw o zréznicowanych wtasciwos$ciach fizykoche-
micznych w organizmie stanowi¢ moze ogniwo galwaniczne i prowadzi¢ do rozwoju korozji
elektrochemicznej. Odmienne wtasciwo$ci mechaniczne elementéw systemow wykorzysty-
wanych do stabilizacji odtamow (najczesciej ptytek) uzyskuje si¢ poprzez zréznicowang
konstrukcje¢ oraz wymiary;,

e str. 68, tabela 6. nie przestawia sktadu chemicznego badanego stopu Ti6Al4V, a raczej po-
ziomy graniczne pierwiastkow stopowych tego stopu wg normy ISO 58-32-3;

e w pracy krazki ze stopu Ti6Al4V poddane jedynie polerowaniu mechanicznemu okre§lane
sg bardzo czesto jako ,,bez powtoki” (w domys$le pasywnej); jest to nieprawda, poniewaz
stopy te w kontakcie z tlenem ulegaja samopasywacji, w wyniku ktdrej powstaje warstwa
pasywna o grubosci do kilkunastu nm, sktadajaca z tlenkow pierwiastkéw stopowych, nato-
miast warstwy powstate w wyniku utleniania anodowego sg znacznie grubsze i sktadajg si¢
glownie z tlenku tytanu;

e na stronach 69., 152., 154. i 156. nie podano jednostek odpowiednio chropowato$ci oraz
stezenia tytanu, glinu i wanadu.



Szeroki program badan oraz uzyskane wyniki sktaniajg mnie do pytan o charakterze dysku-
syjnym:

e W pracy zamieszczono zdj¢cia probek polerowanych i standardowo utlenianych anodowo,
nie ma natomiast probki utlenianej anodowo na twardo. Czy jest to zabieg przypadkowy
czy celowy?

e W pracy maksymalny czas ekspozycji fibroblastow na stop Ti6Al4V o zmodyfikowanych
w roznych warunkach warstwach wierzchnich wynosit 21 dni. Czy biorgc pod uwage prze-
bieg procesOw naprawczych w zuchwie nie jest on zbyt dlugi?

e Z pracy wynika, ze najwigksze stgzenie jonéw metali uwalnianych ze stopow tytanu obser-
wowano dla probek utlenianych anodowo ,,na twardo”, natomiast te same probki wykazuja
najmniejszy negatywny wplyw na rownowage reakcji redoks ludzkich fibroblastow.
Z punktu widzenia biokompatybilnosci stopow tytanu przeznaczonych na implanty istotniej-
sza jest rownowaga reakcji redoks czy stabilno$¢ powtoki?

o Ktore sposrod tak wielu przeprowadzonych w pracy analiz biochemicznych sg najistotniej-
sze z punktu widzenia oceny biokompatybilno$ci warstw pasywnych na stopach tytanu,
ktore natomiast z punktu widzenia oddzialywania implant-tkanka kostna (osteokondukcja,
osteoindukcja)?

Wymienione wczesniej uwagi nie wptywaja na warto$¢ naukowsg rozprawy. Najistotniejsze

osiggnigcia recenzowanej rozprawy Z punktu widzenia poznawczego stanowi:

e opracowanie metodyki badawczej, umozliwiajgcej przeprowadzenie badan wplywu stopu
Ti6Al4V o zréznicowanych warstwach wierzchnich na ludzkie fibroblasty,

e okreslenie wplywu stopu Ti6Al4V o zréznicowanych warstwach wierzchnich, na réwno-
wage reakcji redoks ludzkich fibroblastow,

natomiast z punktu widzenia utylitarnego:

e wykazanie, Zze sposrod badanych warstw wierzchnich wytworzonych na stopach Ti6Al4V,
najmniejszy negatywny wpltyw na rownowagg redoks ludzkich fibroblastow wywiera war-
stwa wytworzona w procesie utleniania anodowego w kapieli 0,5 M H2SOj (,,na twardo”).

4. Zagadnienia polemiczne i uwagi

Uwagi posiadajace w wigkszo$ci charakter sugestii, dyskusji lub uporzadkowania tresci,
przedstawione zostaty w cze$ciach poswigconych ocenie czgsci literaturowej i merytorycznej
rozprawy. Uwagi edycyjne, niescistosci, sprzecznos$ci oraz wyrazania zargonowe zostaty Dok-
torantce przekazane podczas osobistej dyskusji.



Whiosek koncowy

Na podstawie analizy rozprawy doktorskiej Pani lek. dent. Izabeli ZIENIEWSKIEJ-
SIEMIENCZUK pod tytutem ,,Ocena wplywu zespolen tytanowych poddanych anodowa-
niu twardemu na cytotoksycznosé, stres oksydacyjny oraz zjawiska korozji w hodowlach
komoérkowych fibroblastow ludzkich” zrealizowanej pod kierunkiem promotora
prof. dr hab. Anny Zalewskiej i mentora mgr. Jacka Kropiwnickiego stwierdzam, ze prace
cechuje oryginalna i aktualna tematyka. Doktorantka wykazata si¢ bardzo dobrym rozeznaniem
w analizowanej problematyce badawczej, umiejetnoscig planowania badan, doboru i stosowa-
nia nowoczesnych metod badawczych oraz analizy wynikow badan.

Podsumowujac stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska spelnia wymagania
Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U.
z 2022 r. poz. 574) i wnioskuje do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku 0 dopusz-
czenie lek. dent. 1zabeli ZIENIEWSKIEJ-SIEMIENCZUK do publicznej obrony rozprawy
doktorskiej.
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