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RECENZJA

pracy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Maksymow pt.: ,,Modyfikacja powierzchni
biomateriatow przeznaczonych do terapii uktadu krgzenia” zrealizowanej pod kierunkiem
prof. dra hab. inz. Bogustawa Majora.

Recenzja pracy zostala wykonana na zlecemie Dyrektora Instytutu Metalurgii
i Inzynierii Materialowej im. Aleksandra Krupkowskiego Polskiej Akademii Nauk
w Krakowie prof. dra hab. inz. Pawla Zigby i uchwaly Rady Naukowej Instytutu Metalurgii
i Inzynierii Materiatowej PAN w Krakowie z dnia 06 czerwca 2013 roku.

1. Ocena oryginalnos$ci problematyki i poprawnosci zalozen badawczych rozprawy

Choroby niedokrwienne serca stanowig dominant¢ w schorzeniach cywilizacyjnych
i w statystyce S$miertelnosci. Przyktadowo kazdego roku w W. Brytanii choroba
niedokrwienna serca powoduje $mier¢ ok. 180 tys. oséb i ok. 500 tys. w USA. W statystyce
krajowej jest przyczyng ok. 47% zgonow, ktorych przyczyng sg choroby ukladu krazenia
w tym ok. 13% niedokrwienna serca. Niepokojaco tez rosnie liczba z tymi dolegliwo$ciami
0s6b w $rednim wieku osiaggajgca ok. 40%.

W rozwigzaniu tych problemdéw uczestnicza juz zespoly interdyscyplinarne z obszaru
inzynierii biomedycznej i klinicznej. Doskonalenie metod zwigzane jest z doskonaleniem
diagnostyki schorzen uktadu krazenia nieinwazyjnymi technikami obrazowania oraz
technikami interwencyjnymi — wszczepiania pomostéw aortalno — wiencowych
i przezskérnego poszerzania naczyn wienicowych w sytuacjach duzej niewydolnosci
stosowania komo6r wspomagania serca lub protez serca. Te metody sa konieczne, gdy
wyczerpujg sie mozliwosci poprawy jakosci dokrwienia poprzez zmiang stylu zycia oraz
leczenia farmakologicznego.

Wsrod technik przezskornego poszerzania naczyn wiencowych wyréznia sie te, ktore nie
powodujgce istotnej zmiany objgtosci blaszki miazdzycowej — przezskoérng angioplastyke

wieficowg (PTCA) i wszczepienie implantéw w postaci stentow wiencowych lub tez



zastosowania metody, ktéra spowoduje zmniejszenie objetosci blaszki miazdzycowej —
aterektomii kierunkowej lub wysokoobrotowej czy angioplastyki laserowe;.

Od roku 1977 metoda przezskérnej angioplastyki wieficowej budzi duze zainteresowanie
badaczy. Przykladowo w roku 2012 wykonano w Polsce juz ponad 100 tys. zabiegow
implantacji stentéw wiencowych. W leczeniu krytycznej niewydolnosci serca z kolei
wszczepiane sg systemy wspomagania serca. W dos$wiadczeniach klinicznych w kraju
z zastosowania systemu pozaustrojowych komoér wspomagania serca skorzystato 280 osdb.

Problemy wynikajace z zastosowania implantéw i urzadzen wspomagajacych prace serca
wymagaja wiec cigglej weryfikacji ich cech uzytkowych na bazie systematycznie i wnikliwie
prowadzonych obserwacji klinicznych. Kwestie te sprowadzaja si¢ oceny przydatnosci
postaci konstrukcyjnych tych wyrobow, stosowanych biomaterialow gléwnie metalowych
i polimerowych, a w szczegélnosci ich wiasnosci mechanicznych, fizykochemicznych
i biologicznych modyfikowanych warstw powierzchniowych. Uwzgledniona tez musi by¢
technika implantowania i konsekwencje zmian warstwy powierzchniowej rzutujgce na skutki
pozabiegowe i dlugotrwale. W t¢ oceng wkalkulowana jest przydatno$¢ kompozycji
materiatowych czy tez skutecznosci obrazowania po implantacji. Rozwigzanie wymienionych
dylematéw tkwi w rozpoznaniu mechanizméw wykrzepiania krwi 1 restenozy,
rozpatrywanych w warunkach statycznych i dynamicznych.

W tym obszarze prowadzone sg intensywne badania w czolowych osrodkach kardiologii
i bioinzynierii na §wiecie. ROwniez w Polsce w ramach programu ,,Polskie Sztuczne Serce”
sponsorowanego przez NCBIR, a koordynowanego przez Fundacje Rozwoju Kardiochirurgii
w Zabrzu, w ktérym mam przyjemnos$¢ uczestniczy¢ jako recenzent, pigtnascie krajowych
os$rodkéw naukowych i zagranicznych prowadzi badania. Przewazajaca grupe badawcza
stanowig czotowe, krajowe osrodki inzynierii biomateriatéw, ktérych prace koordynowane sg
przez prof. Bogustawa Majora z Instytutu Metalurgii i Inzynierii Materialowe PAN
w Krakowie.

W zakresie badan wiasnosci fizykochemicznych warstw powierzchniowych
implantéw kardiologicznych powinny by¢ zdeterminowane kryteria, ktére uwzgledniamy
w odniesieniu do zastosowan w ukladzie sercowo-naczyniowym. Kryteria oceny obejmuja:
identyfikacje podtoza biomateriatu - sktad chemiczny i fazowy warstwy wierzchniej czy
powloki zukazaniem profili wglebnych stezenia pierwiastkéw, grubos¢ warstwy,
chropowato$¢i topografia powierzchni, zwilzalno$¢ powierzchni (hydrofilnos¢ lub
hydrofobowos¢) istotna w rozwazaniu wykrzepiania, wielkos¢ energii swobodnej
powierzchni, adhezja warstwy do podloza przy cyklicznie zmiennych obcigzeniach,

odporno$¢ korozyjna dopasowana do zastosowania funkcjonalnego (typ korozji: wzerowa,



szczelinowa, naprezeniowa lub zmeczeniowa)z determinacjg roztworu modelowego, pH
i temperatury, ocena uwalniania jonéw z powierzchni, twardosci i odpornosci na Scieranie,
adhezja i podatno$é warstwy do odksztatcen oraz badanie reaktywnosci, a wigc oznaczenie
reakcji katalitycznych wskazujacych potencjalne wiasnoéci antybakteryjne dla warstwy
optymalnej pod wzgledem fizykochemicznym szczegdlnie po sterylizacji. Na podstawie
uzyskanych finalnych wynikéw oceny biologicznej, wlasnosci mechanicznych
i fizykochemicznych ilo§¢ proponowanych badan czy metod mozna dopiero ogranicza¢ do
niezbednych i najistotniejszych.

Metody, ktore w $wietle prowadzonych aktualnie badan  kwalifikujg si¢ do
wiarygodnej i precyzyjnej oceny biologicznej biomaterialdow o zmodyfikowanych
powierzchniach do kontaktu z krwig dotycza: zakrzepicy, krzepnigcia, oceny plytek i ich
funkcji, parametréw hematologicznych iuktadu immunologicznego. Najczgsciej s3
ujmowane wyniki badan z zakresu oceny: kata zwilzania na podtozu biomateriatu, adsorpcji
bialek osocza, adhezji plytek krwi, morfologii krwi, agregacji ptytek w pelnej krwi,
aktywacji plytek w pelnej krwi, powstawania biofilmu bakteryjnego, proliferacji komorek
érodblonka i ekspresji genow cyklu komoérkowego oraz proteomu komorek Srodblonka.
Analizowanymi parametrami sg takze: spadek liczby ptytek we krwi po dzialaniu sit
$cinajacych, przyrost liczby agregatow plytkowo-pltytkowych, udziat odsetkowy duzych
i malych agregatow ptytkowych zitozonych z dwoch lub wigcej plytek, stopien aktywacji
plytek mierzony pojawieniem si¢ na ich powierzchniach Selektywny P, aktywnej
konformacji receptora IIbIlla mierzonej przeciwcialem PAC-1. Cytowane rodzaje badan sg
bardzo skomplikowane i wymagaja specjalistycznej aparatury i do§wiadczen badaczy.

Na tle wymienionych i rozwijanych badan w osrodkach krajowych i zagranicznych praca
doktorska mgr inz. Katarzyny Maksymow nawigzuje do istotnych probleméw z zakresu
ksztaltowania kompozycji materialowych z ocena ryzyka powiklan. Praca zostata
ukierunkowana na istniejgce potrzeby, ma swojg racj¢ celowosci i wypelnia luki w tym

zakresie w problematyce badawczej inzynierii biomateriatéw i powierzchni do zastosowan w

uktadzie sercowo-naczyniowym.
2. Ocena merytoryczna i uwagi dotyczace rozprawy

Praca obejmuje 114 stron, w tym 64 rysunki i 16 tabel. Praca tradycyjnie podzielona

zostala na dwie czesci — studium literaturowe i badania wiasne Doktorantki. Catos¢ rozprawy



nawigzuje do 183 pozycji literaturowych i obowigzujacych nawigzujacych do publikacji
ostatnich lat.

Rozprawe rozpoczyna wstgp, w ktérym Doktorantka rozwazyta celowos$¢ prowadzenia
badan z zakresu poprawy jakosci fizycznych, fizykochemicznych oraz biologicznych
biomateriatéw na implanty w ukladzie sercowo-naczyniowym poprzez wytwarzanie powlok
z udzialem wegla diamentopodobnego, tytanu, azotku tytanu i dwutlenku tytanu na podtozu
polichlorku winylu lub hodowle komoérek srodblonka i miegsnidwki na podlozach o
zmodyfikowanej topografii. Wyeksponowana zostata mozliwos$¢ otrzymywania powierzchni
implantéw o skutecznych wiasciwosciach antytrombogennych.

W czgsei studialnej Doktorantka przeanalizowata i zsyntetyzowala istotne zagadnienia
fizykochemiczne ukladu sercowo-naczyniowego, z ktérych wynikajg przestanki do
determinowania wtasnosci fizykochemicznych implantéw kardiologicznych.

W rozdziale 2.1 Doktorantka eksponuje trudnosci badawcze w obszarze biomateriatéw do
kontaktu z krwig, a mianowicie stosowanie do badan krwi zwierze¢cej nie daje rezultatatow
adekwatnych do uzyskiwanych na krwi ludzkiej. Krew ludzka od réznych dawcow jest
zroznicowana cechami wykrzepiania. Testy dynamiczne mogg by¢ réznicowane warunkami
przeplywowymi, a wigc sa nieporéwnywalne, a czas wykonywania testOw nie moze
przekracza¢ 4 godzin, optymalnie do 30 min. Sg to dylematy komplikujgce prowadzenie
badan materiatoznawczych.

Doktorantka wnikliwie przedstawita aktualny stan wiedzy z zakresu biokompatybilnosci,
akcentujac trudnosci w jednoznacznym zdeterminowaniu Kkryteriow oceny jakosci
powierzchni implantéw do kontaktu z krwig i zbyt ogélnych procedur oceny biologicznej
wynikajacych z normy ISO 10993. W rozwazaniach dotyczgcych cech sktadnikow
morfotycznych krwi wyr6znione zostaly leukocytyty, trombocyty, osocza i jego sktadniki —
albumina, globulina i fibrynogen. Sg to najczgsciej eksponowane przez badaczy sktadniki
morfotyczne krwi. Wiadomo, ze w ocenie morfologii specyficznych sktadnikéw jest wiecej.
Przyktadowo w ocenie erytrocytow wyrézniamy MCV — $rednia objeto$é krwinki czerwonej,
MCH - przecigtna zawarto$¢ hemoglobiny we krwince, MCHC - przecietne stezenie
hemoglobiny w krwince, obraz krwinek biatych wg Schylinga — posta¢ krwinek, leukocyty T
1 B oraz monocyty. Z kolei zaburzenia w uktadzie krzepnigcia bazujg na testach Quicka,
testach generacji tromboplastyny, czasu trombinowego, oznaczeniu poziomu antytrombiny III
i oznaczeniu biatka C i S.

Doktorantka rozwaza w rozdziale 2.3 syntetycznie zagadnienia hemostazy
z uwypukleniem procesu krzepnigcia, oddziatywania biochemicznego powierzchni
biomaterialu z krwig z wyréznieniem cech fizycznych podtoza — napiecia powierzchniowego.

Analizy odnosza si¢ gtéwnie do proceséw biochemicznych w mniejszym stopniu do



zagadnien biofizycznych. Kolejno w rozdziale 2.5.2. Doktorantka eksponuje bezpieczenstwo
biologiczne materiatu i urzadzen do kontaktu z krwig i bazujagc na pracach Ratnera
determinuje niepozadane zjawiska dotyczace procesu hemolizy, powstawania skrzeplin oraz
rozwoju infekcji oraz standw zapalnych w stadiach poczgtkowych i po dluzszym okresie
z uwzglednieniem dekohezji, agregacji i tworzenia zatoru i jego rozprzestrzeniania. Na tym
tle eksponowane sg takze osiggniecia profesorow T. Wierzchnia i E. Czarnowskiej dotyczace
powierzchni stopéw tytanu. Nie uwzglednione zostaly w tych rozwazaniach kwestie energii
powierzchniowej, wielkos$ci i rozmieszczenia tadunku elektrostatycznego istotnych dla
podioza polimerowego lub obecnosci wolnych grup anionowych na jego powierzchni
i wielkosci powierzchniowej przewodno$ci oraz zmniejszenia potencjatu elektrycznego na
powierzchni styku biomateriat —przeptywajacy elektrolit. W rozdziale tym bardzo
szczegbtowo opisany zostal proces hemostazy zaréwno pod wzgledem biochemicznym
i morfologicznym, jak tez czynnikéw dynamicznych hamujgcych aktywizacje, adhezje,
agregacj¢ 1 uwalnianie plytek z uwypukleniem warunkéw przyptywowych. W kwestii
dotyczacej hemolizy Doktorantka rozwazata takze najnowsze rezultaty badan dotyczace
udziatu naprezen Scinajacych i predkosci $cinania. Te kwestie sg istotne w rozwazaniach
destrukcyjnych czerwonych krwinek i powstawania skrzepu przy formulowaniu wlasnosci
fizykochemicznych powierzchni biomaterialéw przeznaczonych do kontaktu z krwia.

Na tle tych rozwazan dotyczacych mechanizméw wykrzepiania i czynnikéw
aktywizujacych ten proces zostal wyeksponowany i przedstawiony w kolejnym rozdziale 2.6
dotyczacym strategii wytwarzania hemokompatybilnych warstw i powlok. Rozwazajgc
hemostazg doktorantka dobrze wyeksponowata proces wykrzepiania w warunkach
statycznych, jak i turbulentnych przy wysokich naprezeniach $cinajgcych, stwierdzajac, ze w
mechanizmach wykrzepiania istotng rol¢ odgrywajg naprezenia $cinajgce i predkosé
narastania cisnienia, turbulencja przeptywu oraz destrukcja krwinek w kontakcie z implantem.

Bardzo szczegblowo przeanalizowana zostala przez Doktorantke w rozdziale 2.6
problematyka nazwana cyt. ,Strategia wytwarzania hemokompatybilnych pokryé”
z ekspozycja wiasciwosci hematokompatybilnych biomateriatu. Bardzo szczegdtowo
rozwazono techniki modyfikacji powierzchni implantéw. Stuszny wniosek z analizy
studialnej, ze do ksztaltowania wiasnosci uzytkowych biomateriatéw do kontaktu z krwig
powinno si¢ bazowa¢ na w pelni rozpoznanych wiasnosciach naturalnego podtozg naczyn
i reakeji sktadnikéw morfotycznych z podtozem z uwypukleniem procesu wykrzepiania. Na
tle aktualnego stanu wiedzy kwestie te nie zostaly w petni wyjasnione i udokumentowane, co
utrudnia zbudowanie modelu badawczego adekwatnego do obiektu rzeczywistego. Wiele
czynnikéw jest zmiennych dynamicznie i posiada znamiona cech osobniczych. Doktorantka

akcentuje takze znaczenie miejsca i techniki implantacji oraz stochastyke zwigzang
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z cechami osobniczymi pacjenta i zazywanymi $rodkami farmakologicznymi. Determinujgc
cechy uzytkowe implantéw do kontaktu z krwig Doktorantka wymienia je wg Williamem w
tab. 2.3 i 2.4. Wiele z nich nie jest zdeterminowanych i budzi watpliwosci na tle
prowadzonych rozwazan.

Bardzo cenne i oryginalne sg rozwazania Doktorantki dotyczgce zwilzalnosci i energii
powierzchniowej oraz tadunku powierzchniowego, ktore sg przez wielu badaczy pomijane.
Wiadomo, ze skladniki morfologiczne krwi, jak i powierzchnie naczyn krwionosnych
wykazujg magnetotropizm i wiasnosci elektryczne, decydujgce o szybkosci rekombinacii
rodnikow przy przejsciach z dia- w paramagnetyzm surowicy ludzkiej. Juz analiza
matematyczna Blumersona pozwolita ustali¢ iloSciowe relacje adhezji komérek na
powierzchni metali z uwagi na efekty elektrostatyczne. Kolejne prace Sawyera ukazuja na
powierzchni naczyn tadunki ujemne i réwniez sktadnikow krwi, ktére decydujg o powstaniu
zakrzepow. Leki takze wplywaja na ten proces, przykladowo heparyna obniza potencjat
powierzchniowy $cianek, protonina zwigksza. Wzrost potencjaléw powierzchniowych na
powierzchni metali zmniejsza tendencje do zakrzepow. Ogdlnie powierzchnie biomateriatow
powinny cechowa¢ si¢ wilasnosciami dielektrycznymi lub pétprzewodnikowymi zblizonymi
do witasnosci komorek.

Na str. 22 Doktorantka stwierdza cyt. ,,duza sita jonowa w fizjologicznym $rodowisku i
szybkie wytworzenie réwnowagi jonowej powoduje, iz elektryczne whasciwosci powierzchni
nie odgrywaja znaczacej roli w formowaniu poczatkowych warstewek bialek oraz pozniejszej
adhezji”. W pracach Sawyera wykazano, ze przy potencjach o powierzchni zakrzep formowat
si¢ przez 3 lata, natomiast przy potencjatach +100 do +300 mV zakrzep powstal po 7 dniach
kontaktu. Wigc te relacje sg dyskusyjne.

W rozdziale 2.6.2 Doktorantka dosy¢ wnikliwie przeanalizowata techniki stosowane do
modyfikacji powierzchni biomaterialdéw gtéwnie pod katem inzynierii tkankowe;j,
wyrdzniajgc metody modyfikacji podloza oraz powloki niekonwalencyjne i kowalencyjne.
Omowione zostaly poszczegdélne metody pod wzgledem warunkéw proceséw i przeana-
lizowano przebieg zjawisk oraz przydatnosci warstw wierzchni do réznych zastosowan
funkcjonalnych. Doktorantka krytycznie ustosunkowata si¢ do zastosowania poszczegdlnych
metod ksztaltowania warstw przydatnych do kontaktu zkrwig. To studium $wiadczy o dobrej
znajomosci Doktorantki problematyki inzynierii biomateriatéw. Na tym tle eksponowane sg
nowatorski metody wykorzystywane w rozprawie doktorskiej.

Analizujgc problematyke materiatdw implantacyjnych zacytowano zestawy biomateriatow
wg Williamsa. Tu jednak nalezato krytycznie oceni¢ jego propozycje aplikacji — tab. 2.6 str.
31. Z kolei w zestawie klinicznych materialéw do kontaktu z krwi nalezalo takze uwzglednié

biopolimery (kolageny, fibrynogeny i chityng) oraz polielektrolity — hydrozele o usieciowaniu



jonowym elektroujemnym lub elektrododatnim. Ich wlasnoéci s3 korzystne do procesu
heparynizacji. Osadza si¢ je zarowno sposobem chemicznym, jak i radiacyjnego wszczepiania
monomeréw hydrofilowych na podloze biomaterialu. Modyfikacja powierzchni hydrozelami
przybliza jej wlasnosci fizykochemiczne do naturalnego $rédblonka i ulatwione sg przez to
procesy regeneracyjne w protezowanych czgsciach uktadu krwionosnego, co stwarza warunki
do samoregulacji procesu krzepnigcia krwi w sposob zblizony do zachodzacego w naczyniu
nieuszkodzonym. Ogolnie rozdziat 2.7.1. dotyczacy powlok nieorganicznych zostat
opracowany stosownie i ukazuje rezultaty badan nad modyfikacjg powierzchni powtokami o
réznym skladzie chemicznym oraz wyeksponowane zostaly na kanwie aktualnego stanu
wiedzy o procesach wykrzepiania wlasnosci biomaterialu wymagane do kontaktu z krwia.

Rozdziat 2.8 dotyczy wplywu topografii podioza na reakcje i funkcje komérek
srodbionka. Doktorantka przeanalizowata zagadnienia wptywu jakosci podtoza na proliferacje
komoreki adhezje do podtoza z wuwagi na bodzce Dbiofizyczne, chemiczne
i biochemiczne ksztattujace finalng morfologie komoérek. Uwypuklone zostaty mechaniczne
wiasnodci, ale pominigto zdeterminowanie konkretnych cech oddzialywania mechanicznego,
dotyczacego adhezji na bazie wzajemnego oddziatywania podtoza z komérkami, a wiec
udziatu sit van der Waalsa, wigzan chemicznych oraz wielkosci sit i energii wigzania.

W rozwazaniach Doktorantki dotyczacych morfologii i adhezji komérkowej wskazano, ze
morfologia niezaleznie od biomaterialu podloza determinuje topografie powierzchni, ktéra
decyduje takze o adhezji. Doktorantka wskazuje jednak na istniejgce braki w zakresie badan
podstawowych wyjasniajacych zalezno$¢ morfologii i adhezji komérek do podtoza
biomateriatu. Wskazuje na koniecznos¢ uwzglednienia sygnatéw chemicznych, rodzaju
wigzan molekul, podatnos¢ podtoza do odksztalceri i obecnos$é pola elektrycznego. Badania
Uttayarata [123] i Bhata [129] wykazaty zwiazki i kierunki rozwoju komoérek od topografii
powierzchni i podatnosci do odksztalcen nie odnoszac sie jednak do morfologii komérek.
Zdaniem Doktorantki nie wyjasniony zostat problem reakcji zapalnych komérek i ich zwigzku
Z migracja.

W ostatnim podrozdziale Doktorantka nawigzuje do badan Wolff’a dotyczacych
funkcjonalnej adaptacji kosci ujmujacych zasady remodelingu zwigzanego z kierunkiem
naprezen glownych. Jego badania dotycza zmian gestosci tkanki kostnej i zakladaja, ze
predko$¢ przyrostu masy tkanki jest funkcjg tensora odksztatcen, a predko$é zmian masy
tkanki jest proporcjonalna do zmian odksztatcen. Pézniejsze prace Basseta, Eriksona,
Barkera, Covina i innych ukazuja zalezno$¢ odksztalcenia i inicjowania sygnatéw
elektrycznych od stymulacji komérek i decyduja o przebudowie kosci. Wiec efekty

elektromechaniczne ~ (piezoelektryczne i elektrokinetyczne decyduja o aktywizacji



metabolicznej. Efekty komorkowe zwigzane na tym gruncie zalezg takze od zjawisk
elektromechanicznych, a mianowicie btony komodrkowe zmieniajg m.in. przepuszczalnosé
w wyniku zmian potencjaléw kanaléw jonoselektywnych sterowanych réznicg potencjalow.
Szkielet cytoplazmatyczny organelli komdrkowych posiada fadunek powierzchniowy, a takze
moze modyfikowaé poruszanie si¢ wewnatrz komodrkowych przekaznikéw informacji (np.
jonow Ca), pod wplywem pola elektrycznego zmienia si¢ wzmozona produkcja RNA w
jadrze komorkowym i nastgpuje synteza DNA/RNA.

W tych rozwazaniach Doktorantka wykazala dobrg znajomo$¢ propozycji
technologicznych ksztattowania kompozycji biomateriatéw kardiologicznych. Na tym tle
zaznacza si¢ dojrzalo$¢ Doktorantki i umiejetnosé krytycznej oceny jakosci finalnej
biomateriatéw na tle zalecen obowigzujgcych normie ISO 10933.

Bardzo pozytywnie oceniam fakt, ze Doktorantka przeanalizowata takze badania
prowadzone w kraju w ramach projektu ,,Polskie Sztuczne Serce”, ktore wniosty szereg
nowych rozwigzan 1 informacji poznawczych dotyczacych zagadnien biomecha-
nicznych i materialowych przydatnych do zastosowan aplikacyjnych. Praca ta ma Scisty
zwigzek z prowadzonymi badaniami w tym programie.

Studium literaturowe koncza sugestie, w ktorych Doktorantka umiejetnie na tle
rozpatrywanych zagadnien czastkowych sformulowata nierozwigzane w peilni problemy
1 uzasadnila wlasne koncepcje badawcze zwigzane z perspektywicznymi kierunkami badan
rozwojowych. Zagadnienia te nawigzujag do aktualnego stanu wiedzy i doswiadczen
klinicznych oraz mozliwosci technicznych. Na tym tle uzasadniona zostata koncepcja
propozycji badawczych rozwijana w recenzowanej rozprawie doktorskiej.

Podsumowujgc czg$¢ studialng pracy Doktorantka przeanalizowata i umiejetnie
zsyntetyzowala istotne zagadnienia fizykochemiczne i biochemiczne, lgczajac poziom
submolekularny z procesami bioelektronicznymi, ktére powinny by¢é uwzglednianie przy
modyfikowanie powierzchni biomateriatéw do kontaktu z krwig.

W rozdziale 3 sformulowana zostala teza i cel pracy ukierunkowane na materiaty
warstwowe wytwarzane metodami fizycznymi i chemicznymi na podiozu polimerowym o
dobrej hemozgodnosci w kontakcie z krwig. Postawiona teza moze wydawa¢ sie dyskusyjna i
wskazywacé, ze opracowane zmodyfikowane powierzchniowo materiaty moga by¢ stosowane
w terapii ukladu krazenia. Raczej sg stosowane na implanty lub elementy komor
wspomagania serca. Warstwa moze byé stosowana w terapii, jezeli stanowi no$nik
uwalnianych lekéw. Definicja sformutowana przez Williamsa w monografii ,,Definitions in
Biomaterials” z roku 1987 cyt. ,Biomaterial to substancja inna niz lek lub kombinacja
substancji syntetycznych lub naturalnych, ktéra moze by¢ uzyta w dowolnym czasie jako

czgs¢ lub catosé systemu, zastepujac tkanke lub organ, badz spetniaé jego funkcje”.
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W rozdziale 4 omoéwiono dobér materiatow do badan, a wiec polichlorek winylu
stosowany na elementy naczyniowe oraz plytki krzemowe stosowane do testow
diagnostycznych. Na podtozach tych wytwarzono powloki z udziatem Ti i C metoda .
hybrydowa za pomocg rozpylania magnetronowego z udziatem ablacji laserowej. Natomiast
wewngtrzne powierzchnie rurowe pokrywane byly powlokg za pomocg techniki jarzeniowej z
modyfikacjg powierzchni za pomoca impulséw laserowych.

W rozdziale 4.2. uzasadniono dobér metod badawczych nieodzownych do struktury
materiatu (mikroskopia sil atomowych, skaningowa i transmisyjna mikroskopia elektronowa),
wiasnosci mechanicznych (podatnos¢ do odksztatcen, odporno$é powlok na zarysowanie,
wspoltczynnik tarcia, site tarcia, wielkosé obcigzenia, glebokosé $ciezki i emisje akustyczng)
oraz zwilzalno$¢ i energi¢ powierzchni.

Niezwykle szeroki zakres badan przeprowadzita Doktorantka w zakresie oceny
biozgodnosci. Zastosowane metody uznaé nalezy jako nowatorskie i wykraczajace poza
zalecane i obowigzujace w normie ISO 10933. Na wstepie oceniono wplyw metody
1 warunkéw sterylizacji - gazowa i plazmowa, odniesionych do materiatu referencyjnego
PCW. Moim zadaniem celowym byloby sprawdzenia wybranymi testami stanu przed
sterylizacja zmodyfikowanych powierzchniowo biomateriatéw, gdyz mozna ujawnié zmiany
wywotane tym procesem w strukturze i wlasnoéciach powtok.

Do oceny zmodyfikowanych biomaterialow po sterylizacji zastosowano metody
fluorescencyjne z barwieniem jader komoérkowych, cytoszkieletu i elementow morfotycznych
krwi za pomoca przeciwcial monoklonalnych. Do obrazowania serii przekrojéw optycznych
na roznych grubosciach powtok i zywych komérek w czasie rzeczywistym wykorzystany byt
mikroskop konfokalny. Prowadzona byla takze oryginalna i nowatorska hodowla komérek
srédblonka typui HUVEC. Obserwowano ich zachowanie na podtozach o zmodyfikowanej
topografii, prowadzac analizg adsorpcji bialek surowicy ptodowej cielece;.

Szczegolnie nowatorskie metody zastosowata Doktorantka do analizy funkcji ptytek krwi
w  warunkach zblizonych do fizjologicznych, ktére umozliwiaja analize adhezji
1 agregacji trombocytdéw w pelnej krwi wzbogaconej s$rodkiem antykoagulacyjnym
w warunkach przeplywu aortalnego. Byt to test Impact R. Z kolei do przeprowadzenia
symulacji laminarnego przeptywu aortalnego w elementach rurowych byt zastosowany
analizator oddziatywania biokinetycznego. Badania adhezji erytrocytow do powierzchni
powlok przeprowadzono za pomocg testu promieniowego przeplywu. W tescie tym analiza
adhezji prowadzona byta z udzialem naprezen $cinajacych. Z uwagi na nowatorskie metody
1 autorskie konstrukcje urzadzen Doktorantka bardzo skrupulatnie opisala procedury

i parametry badawcze. Nie podane zostaly jednak populacje probek czy préb istotne do



statystycznych opracowan lub tez walidacji metod. Efekty prowadzonych badai wymagaty
obrazowania mikroskopowego z wykorzystaniem dostepnych programéw.

Rozdzial 5 prezentuje wyniki badan interdyscyplinarnych. Wyniki badan zostaty ogélnie
prawidlowo zinterpretowane i udokumentowane. Mozna jednak dostrzec usterki, na ktére
nalezy zwréci¢ uwage w kolejnych pracach badawczych czy publikowaniu wynikéw, a
mianowicie:

ena rys. 5.6, str. 61; wysokosci nieréwnosci dla r6znych powlok zaznaczono tymi samymi
kolorami, co utrudnia interpretacije,

estr. 62; skad wiemy, ze naprezenia powodujg pofaldowanie warstwy skoro nie byty
oceniane,

e str. 63; co oznacza modulowana struktura,

estr. 65; brak zestawienia wynikéw z testu zarysowania dla poszczegdlnych powlok
poréwnawczo. Rys. 5.12 tej kwestii nie ilustruje. Sg obawy, ze podtoze polimerowe jest
podatne do odksztatcefi pod wplywem zadawanych naprezen i to moze byé przyczyna
delaminacji powloki w trakcie eksploatacji wyrobéw finalnych i w konsekwencji
zatorowosci. Czy nie nalezalo tej kwestii oszacowa¢ inng metodg badawcza niz test
zarysowania ?

estr. 66; jak rozumie¢, ze adhezja komérek jest znaczaco wysoka. Jakie zastosowano
kryterium ? Na str. 71 s3 ilo$ciowe relacje w postaci % udziatu na powierzchni phytek
i liczbie agregatow ptytkowych, ktérg oceniano wizualnie — rys. 5.18, 1 5.19. Czy to sa
kryteria ?

estr. 71; w ocenie biozgodnosci wymieniane sa fazy TiOy lub TiO,. Ktéra jest whasciwa ?
Ponadto wprowadzenie Si podwyzsza energi¢ powierzchniows i obniza kat zwilzania.
Doktorantka podata te zalezno$é odwrotnie.

estr.80; powloki DLC(1), DLC(2) i SiOyx wytworzone na wewnetrznych powierzchniach
rurowych cechujg si¢ karbowang topografig powierzchni i duzg iloscia peknieé. Nie
badano adhezji. Czy to oznacza, wlaczajac wyniki testu Impact R, ze sa podatne do
laminacji i wykrzepiania i nie nadajg sie do zastosowania ?

Na szczeg6lng uwage w rozprawie zastugujg nowatorskie badanig na przygotowaniem
podioza do wzrostu komérek prowadzace do  odzwzorowania struktury naczynia
krwionosnego. Jest to nowy kierunek badafi rozwijany z udziatem inzynierii materiatowej. W
pracy zastosowano podioze krzemowe , ktérego powierzchnia byta modyfikowana stosujac
ablacj¢ laserowa, a wie¢ réznicujac ksztalt i odlegtosci wytworzonych kanaléw oraz
studzienek po zasiedlanie komoérkami $rédblonka i miesniéwki. Wytwarzano powloki z

udziatem C i Ti. Wykazano, ze wprowadzenie do powtoki DLC krzemu pogarsza adhezje.
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Korzystnie wplywa udziat TiOx w powloce. Najkorzystniejsze wiasnosci uzyskano dla
powlok DLC z udziatem Si i Ti metodg magnetronowa.

Rozprawe koniczy podsumowanie z dyskusja i wnioski koficowe. W dyskusji ujeto
interdyscyplinarne zagadnienie ukierunkowane na zastosowanie najnowszych metod
modyfikacji powierzchni biomaterialéw do zastosowan funkcjonalnych jako biomateriaty do
kontaktu z krwig. Pod tym katem ustawiony zostal program odpowiednich metod
modyfikowania powierzchni i badan struktury i wasnosci powtok z dominantg metod oceny
biozgodnosci, w tym oryginalnych do tej pory nie stosowanych w zalecenia normatywnym.
Doktorantka w swoich rozwazaniach metod inzynierii biomaterialéw zawiera istotne
problemy poznawcze, ktére rozwazata w nawiazaniu do najnowszych prac badawczych z tego
zakresu, ukazuja krytycznie rezultaty prowadzonych badan. Moim zdaniem skromnie
rozbudowano osiggnigcia aplikacyjne przydatne dla producentéw wyrobéw medycznych i do
zastosowan klinicznych. W podsumowaniu ujgto w sposob klarowny kryteria oceny jakosci
finalnej powlok wytworzonych réznymi technologiami. Pod tym wzgledem skromnie
rozbudowane zostaly takze wnioski koficowe.

Stwierdzam, ze rozprawa zostata napisana bardzo przejrzyscie ze staranng i jakoscia edy-
torskg oraz stosowana byla wlasciwa terminologia w sferze zagadnien interdyscyplinarnych.

W pracy zauwazy¢ mozna drobne usterki dotyczace zawezonej interpretacji wynikow
czy tez dyskusji z rezultatami wynikéw innych autoréw. Kwestie, ktére oméwione zostaty
w dyskusji z Doktorantks nie obnizaja wartosci naukowej rozprawy. Powinny byé jednak
uwzglednione w dalszej pracy naukowej czy tez przy publikowaniu wynikéw swoich badaf.

Podsumowujgc nalezy stwierdzié, ze przedstawiona do oceny rozprawa zawiera cenne
clementy poznawcze i utylitarne. Do niewatpliwych osiagnie¢ mgr inz. Katarzyny
Maksymow nalezy:

- opracowanie technik wytwarzania powlok z fazy gazowej metodami
fizycznymi o dobrej adhezji i biozgodnosci i ustalenie korelacji pomiedzy
strukturg powltok i wiasnosciami fizycznymi oraz biozgodnoscia, a takze
warunkami wytwarzania powlok,

- opracowanie oryginalnych i nowych metod badan wtasnosci biomateriatlow
do kontaktu z krwia, w szczeg6lnosci oceny zgodnosci biologicznej,

- przeprowadzenie oryginalnych badafn poznawczych z zakresu formowania
podioza biomateriatu do zasiedlania komorek srodblonka oraz migsniowki
jako perspektywicznego materialu do kontrolowanego odwzorowania

biologicznych funkcji naturalnej tkanki,

11



- wlaczenie do rozwigzywania trudnych i interdyscyplinarnych problemow
réznych metod badawczych z kilku dyscyplin, np. z biomechaniki pltynéw,
inzynierii biomaterialow, fizyki tkanek oraz umiejetne sformutowanie
zalozen badawczych oraz rozwigzanie okre§lonych zagadnien naukowych i
aplikacyjnych przydatnych inzynierii biomateriatéw do ukladu sercowo-
naczyniowego,

- krytyczna ocena wynikoéw i okreSlenie perspektywicznych kierunkéw
badan.

3. Whniosek koncowy

Po zapoznaniu si¢ z treSciag recenzowanej rozprawy stwierdzam, ze stanowi ona

istotny przyczynek naukowy do opracowania technik wytwarzania powlok z fazy
gazowej metodami fizycznymi o dobrej adhezji i biozgodno$ci i ustalenia korelacji
pomiedzy struktura powlok i wlasnoSciami fizycznymi oraz biozgodno$cia, a takze
warunkami wytwarzania powlok do kontaktu z krwig. Rozprawa doktorska mgr inz.
Katarzyny Maksymow stanowi oryginalne rozwigzanie postawionego zadania
naukowego. Doktorantka wykazala ogolng wiedze teoretyczng, w dyscyplinie
»Inzynieria materialowa” a takze ,Inzynierii biomedycznej” oraz umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.
Recenzent stwierdza, iz przedstawiona praca doktorska odpowiada wymogom
stawianym do uzyskania stopnia naukowego doktora nauk technicznych przez Ustawe o
Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz Stopniach i Tytule w Zakresie sztuki z
dnia 14.03.2003 r (Dz.U.p0z.595 z 2003 roku).

Whioskuj¢ o dopuszczenie do jej publicznej obrony przed Radg Naukowg
Instytutu Metalurgii i Inzynierii Materialowej PAN w Krakowie.
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