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Lublin, 15.03.2021 r.
OCENA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Julii Higuchi

pt. ,Biodegradable barier membranes for tissue separation fabricated by means of
electrospinning and ultrasonic coating with hydroxyapatite nanoparticles”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr inz. Julii Higuchi zostala
wykonana pod kierunkiem promotora Pana Prof. dr hab. Witolda Lojkowskiego, kierownika
Laboratorium Nanostruktur Instytutu Wysokich Cisnien PAN w Warszawie oraz promotora
pomocniczego $p. Dr Giuseppino Fortunato, z Instytutu EMPA w St. Gallen w Szwajcarii.
Zespol naukowy pod kierunkiem Pana Profesora od wielu lat z sukcesami zajmuje si¢ synteza
proszkow hydroksyapatytowych oraz badaniami strukturalnymi, fizykochemicznymi i
biologicznymi nanomaterialéw apatytowych w celu wykorzystania ich w medycynie. Z
zaciekawieniem zapoznatam si¢ wigc z obecng dysertacja. Tematyka badawcza ocenianej
pracy doktorskiej dotyczy opracowania produkcji membrany separacyjnej za pomoca
elektroprzedzenia widkien oraz pokrywania nanoczastkami za pomocg ultradzwiekow, z
przeznaczeniem na materiat do wykorzystania w regeneracji tkanek przyzebia.

Przedstawionag do recenzji Dysertacje doktorskg stanowi opracowanie formatu A5,
obejmujgce 120 stron (po odjeciu stron tytutowych, zyciorysu, listy patentéw i publikacji). Ze
wzgledu na udzial promotora pomocniczego spoza kraju dysertacja napisana jest w jezyku
angielskim. Zawiera ona zalecany dla rozpraw doktorskich podziat na czesci: Streszczenie w
jezyku polskim 1 angielskim, Wprowadzenie, Przeglad pisSmiennictwa, Cz¢$é
eksperymentalng (w tym: Materialy do produkcji i Charakterystyke metod), Wyniki,
Dyskusje, Perspektywy, Podsumowanie, Pismiennictwo oraz Zalgczniki zawierajace pierwsza
strone europejskiego zgloszenia patentowego w trybie PCT oraz ulotke membrany.
Zamieszczono réwniez Wykaz skrotow stosowanych w dysertacji, Wykaz rycin i tabel oraz

krotki zyciorys doktorantki, liste patentéw i zgloszen patentowych oraz publikacii.

W czesci wstepnej pracy Doktorantka dokonata szerokiego przegladu pismiennictwa
naukowego dotyczacego ogélnej charakterystyki biomaterialdéw przydatnych do celow

medycznych, a w szczegdlnosci biomaterialéw przeznaczonych do regeneracji tkanki kostne;j,
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uwzgledniajac w tym biomaterialy polimerowe. Doktorantka zwigzle podeszia do tematu
chor6b tkanek przyzgbia i sposobéw wczesnego leczenia paradontozy oraz zabiegéw
sterowanej regeneracji tkanek (GTR) i sterowanej regeneracji kosci (GBR). Wazng czescig
wprowadzenia w temat jest charakterystyka blon barierowych (separacyjnych), ktérych celem
jest ochrona miejsca ubytku po ekstrakeji zeba przed zasiedleniem przez komoérki nablonka.
Doktorantka opisata krétko membrany nie biodegradowalne oraz szerzej biodegradowalne
(polimerowe 1 kompozytowe) pod katem skladu, stabilnosci i biokompatybilnodci z
otaczajgcym Srodowiskiem oraz obecnosci na rynku. Autorka duzy nacisk w opisie polozyla
na wykazanie klinicznej potrzeby uzycia blon separacyjnych w zabiegach stomatologicznych
oraz na rosngce zapotrzebowanie rynkowe. Wykorzystana bibliografia obejmuje znaczna ilo$é
cytowan i uwzglednia najnowsze publikacje z obszaru badawczego Doktorantki. Po analizie
bibliograficznej zauwazy¢ mozna, ze badania nad nowymi biomaterialami sluzacymi do
niwelowania ryzyka szybkiego zarastania zgbodolow tkanka migkka sg prowadzone w wielu
osrodkach naukowych, ze wzglgdu na aktualng potrzebe medyczng. W kontekscie
powyzszego, podjecie prac badawczych nad tworzeniem polimerowych materialéw na blony
separacyjne bylo jak najbardziej stuszne, tym bardziej, ze majg one duzy potencjal
wdrozeniowy. Tak wigc, podsumowujac rozdzial Literature review manuskryptu, nalezy
podkresli¢ wlasciwe dobranie tresci wpisujacych si¢ w nurt zagadnien zwigzanych z
tworzeniem nowej generacji membran separacyjnych przez Doktorantke, a czesé przegladowa
dysertacji wskazuje, ze Doktorantka dysponuje aktualng wiedzg z interesujgcego Ja zakresu

badawczego 1 oceniam to pozytywnie.

Nastgpna czes¢ dysertacji to Cze$¢ eksperymentalna (Experimental Section),
dotyczgca syntezy nanohydroksyapatytu, wyboru polimeréw do tworzenia membran, opisu
produkcji membran technikg elektroprzedzenia, opisu mechanizmu powlekania powierzchni
polimerowych nanoczastkami HAp przy pomocy ultradzwigkéw. Ponadto znalazta sie w tej
czgsci charakterystyka technik wykorzystanych do oceny morfologii wytwarzanych
materiatlow, struktury chemicznej, mapowania sktadu pierwiastkowego powierzchni, pomiaru
powierzchni wlasciwej probek. Wymieni¢ tu mozna nowoczesne spektroskopowe techniki
takie jak: SEM, FIB-SEM, FTIR, EDX, XPS, XRD, ICP-OES, WCA oraz metode BET

wykorzystang do oceny powierzchni wlasciwej porowatych materialéw. Pod koniec Czesci
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Eksperymentalnej (pkt. 3.2.3.13) zamieszczono opis oznaczenia metabolicznej aktywnosci
komoérek MG-63 1 linii BJ. Dobdr linii komorkowych do zaplanowanych eksperymentow
biologicznych jest prawidlowy. Komorki MG-63 to komorki kostniako-miesaka, posiadajace
fenotyp osteoblastow we wczesnej fazie roznicowania. Stanowig one dobry model komoérek
kostnych w badaniach in vifro. Komorki BJ to fibroblasty, ktére jak najbardziej sa pozadane
w kontekscie badania membran jako separatordw dla komorek nablonka. Dodam jednak do
tego drobng uwage: w opisie brakuje informacji o zrédle pozyskania wymienionych linii i
danych dotyczacych laboratorium, w ktérym prowadzono te badania.

Podczas zapoznawania si¢ z trescig Experimental Section nasunely mi sie jeszcze inne
uwagi. Wg mojej oceny w Czesci Eksperymentalnej dysertacji powinny si¢ znalezé tresci
techniczne i metodologiczne dotyczace prowadzonych przez Doktorantke eksperymentéw.
Natomiast Autorka dysertacji, w wigkszosci przedstawita w Czesci Eksperymentalnej ogdlny
przeglad materialéw 1 metod stosowanych w produkcji i charakteryzacji membran opierajac
si¢ na dostepnym pi$miennictwie. Poza tym, nie wszystkie opisy metodyczne sg jednoznaczne
i doktadne, co wymaga ze strony Czytelnika poszukiwan danych np. w czeéciach Rezultaty,
czy tez siegania bezposrednio do publikacji. Ze wzgledu na zawarte w tej czesci tresci
przegladowe, trudno czytelnikowi wyloni¢ z tekstu fragmenty nalezace stricte do pracy
doktorskiej. Tak jest np. w wigkszosdci sekcji 3.1. Uwazam, ze tresci z podpunktu 3.2.2.1.
pracy, opisujagce metody wytwarzania membran, (w tym mechanizm elektroprz¢dzenia,
wplyw réznych czynnikow na proces elektroprzedzenia) i czgs¢ tresci z podpunktow 3.2.2.3.
i 3.2.2.4., dotyczace pokrywania powierzchni z uzyciem ultradzwigkéw, to raczej ogdlny
przeglad wiedzy na wymieniony temat na podstawie pisSmiennictwa (tez i wiasnego - udzial
mgr inz. J. Higuchi). Mysle, ze ta cze$¢ z powodzeniem moglaby sie¢ znalezé w pkt 2
dysertacji (Literature Review). Ponadto, zauwaza si¢, ze Autorka nie zamiescita spisow:
wykorzystanych odczynnikéw, aparatury, uzytych programéw komputerowych i
statystycznych, co zwykle zamieszczane jest w dysertacjach doktorskich. Wiasna procedura
wytwarzania membran wléknistych (opisana w pkt 3.2.2.2) oraz sposéb powlekania membran
nanoczgstkami HA z udziatem ultradzwigkéw (opisana w pkt 3.2.2.5) — istotne elementy
pracy doktorskiej — zostaty wiasciwie opisane i wlaczone w czgs¢ eksperymentalng. Co do
doboru technik analitycznych (SEM, FIB-SEM, FTIR, EDX, XPS, XRD, ICP-OES, WCA,
BET) nie mam uwag i pozytywnie oceniam opis zawarty w pkt 3.2.3 pracy. Sg to nowoczesne
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metody stosowane powszechnie do oceny parametréw wilasciwych dla materiatow
porowatych.
Poczynione przeze mnie uwagi dotyczace ocenianej czgsci eksperymentalnej nie

zmieniaja dobrej opinii o calej czgéci i maja raczej charakter uwag edytorskich.

Wyniki badan wlasnych obejmuja ocen¢ morfologii polimerowych membran
otrzymanych technika elektroprzedzenia oraz oceng ultradzwickowego pokrywania membran
nanoczasteczkami HA przy pomocy zaplanowanych technik wymienionych w czesci
eksperymentalnej. Otrzymano blony, o strukturze widknistej, wytworzone z mieszanki
biodegradowalnych polimeréw (PDLLA/PLGA), ktore nastgpnie pokrywano czastkami
nanoHA. Wykorzystano dwa typy nanoHA — GoHAP3 i GoHAP6. Warto zaznaczyé, ze
Doktorantka we wlasnym zakresie produkowata nanoczasteczki HA, wykorzystujac do tego
opracowang w zespole prof. W. Lojkowskiego metodg ich syntezy w wysokoci$nieniowych
reaktorach mikrofalowych. Wyniki badan wskazaly, ze pokrywanie polimerowych membran
czastkami nanoHA powoduje uzyskanie pozytywnych cech przez tak zmodyfikowane blony
np. korzystng zwilzalnos¢, dobre wlasciwosci mechaniczne i korzystny poziom degradacii.
Warto podkresli¢, ze warstwy nanoczastek na powierzchni blon mogg dzialaé¢ jako bariera
ochronna przed szybka hydroliza widkien polimerowych. Odkladanie sie warstw
nanohydroksyapatytu na membranach, poprzez wyjatkowa nanoporowato$¢ i topografie,
wplywa na znaczny wzrost pola powierzchni wlasciwej bton, co wykazata Doktorantka. W
zalozeniu, dzieki duzej porowatosci, membrany moga zapewni¢ in vivo przeptyw sktadnikow
odzywczych po implantacji w przyzebiu, co jest cechg niewatpliwie istotng. Pozytywnym
efektem przeprowadzonych modyfikacji, jest uzyskanie przez blony PDLLA/PLGA/nHA
korzystnych wlasciwosci biologicznych, co potwierdzono w badaniach in vitro. Przede
wszystkim eksperymentalnie wykazano dobre oddziatywanie separacyjne bton na komoérki —
nie zaobserwowano penetrowania fibroblastéw w glab widknistej blony, przy jednoczesnym
zasiedlaniu przez nie powierzchni materialu. Dodatkowo wykazano, ze struktura blony
zlozona z wielu warstw mikrowlékien zapewniata dobra przyczepnosé dla komérek kostnych
(MG-63). Osiagniete rezultaty wykazaly wiec, ze cel pracy, dotyczacy wytworzenia blony
separacyjnej, zostal przez doktorantke osiagnigty. W zwigzku z powyzszym Cze$¢ badawczg

pracy doktorskiej oceniam bardzo dobrze.
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Jednakowoz mam drobng uwage: w podpisach do figur 25, 26, 27, 28, 30,33 CiD, 34
— nalezatoby napisa¢ jakiego polimeru dotycza obrazy. Podobnie podpisy do figur: 30, 37,
38,39, 41, 43, 45, 46, 47, 48, 49, 50 nie zawierajg informacji, jaki typ nanoHA wykorzystano

w tych eksperymentach.

Nastepna czgs¢ dysertacji to Dyskusja. Zauwaza si¢ jednak, ze ta cze$¢ dysertacji nie
jest jednak dyskusja wilasnych rezultatéw z rezultatami innych autoréw publikacji,
dotyczacymi tematyki odpowiadajacej pracy doktorskiej. Doktorantka raczej podsumowata,
uzyskane w trakcie pracy, swoje wyniki eksperymentalne. W trakcie czytania tej czesci
dysertacji nasunelo mi si¢, ze w tym miejscu mogloby si¢ znalez¢ np. poréwnanie niektoérych
istotnych wlasnosci (np. fizykochemicznych, mechanicznych i biologicznych) otrzymanych
membran z wlasnos$ciami kilku membran komercyjnych, dostepnych na rynku. Otrzymana na
ten temat wiedza wzbogacitlaby calos¢ rozprawy. Z pewnoscia takie informacje beda
konieczne w przypadku ewentualnej przyszlej komercjalizacji produktu. Inwestorzy, zaréwno
branzowi jak 1 finansowi, zwykle poréwnuja nowy produkt z produktami obecnymi na rynku
pod katem jakosci — i stawiaja pytanie — w czym nowy typ membrany jest lepszy od tych,

ktére sa uzywane obecnie.

W ocenie ogélnej pracy niewatpliwie mozna podkresli¢, ze praca jest koncepcyjnie
interesujgca 1 wykonawczo bardzo dobra. Uzyskane rezultaty majg wartosci aplikacyjne,
zwlaszcza w zakresie wdrazania biomateriatu dla stomatologii. Autorka otrzymata membrane
separacyjng na drodze nowoczesnych technik 1 wykazala korzystne zastosowanie w
regeneracji tkanek przyzebia. Warto w tym miejscu podkresli¢, ze wymienione membrany
barierowe zostaly zgloszone do ochrony patentowej w UP RP (2018 r) oraz w procedurze
WIPO PCT (2019 r.).

Zaproponowany przez Doktorantke dobdr polimeréw jako skladnikéw oraz
opracowany sposob tworzenia bton polimerowych na drodze elektroprzedzenia, pozwolil na
otrzymanie mocnych membran widknistych o korzystnej strukturze i kontrolowanym czasie
degradacji oraz na ich modyfikacje nanoczastkami HA poprzez uzycie ultradzwigkow.
Zaznaczy¢ nalezy, 7ze uzyskanie pozadanych wlasciwosci poprzez optymalizacje catego
procesu wytwarzania podniosto wartos¢ terapeutyczng zmodyfikowanego biomateriatu. Aby
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spetni¢ wymagania, co do zastosowania nowego typu membran w zabiegach sterowanej
regeneracji tkanek (GTR) i sterowanej regeneracji kosci (GBR) nalezy jednak przeprowadzié
szereg badan biologicznych in vitro oraz in vivo zgodnie z normami ISO, o czym wspomina
Doktorantka w czgsci Outlook (Perspektywy). Zaktada Ona, ze beda podjete badania
przedkliniczne i kliniczne z udzialem wytworzonych membran wg Good Manufacturing
Practice. Wymienione przeze mnie W recenzji uwagi sg raczej z grupy edytorskich i nie
zmieniaja mojej bardzo dobrej opinii o pracy doktorskiej mgr Julii Higuchi.

Podsumowujgc: stwierdzam, ze Pani mgr Julia Higuchi zrealizowata postawione cele
badawcze. Praca wpisuje si¢ w aktualny nurt badan dotyczacych nowych technologii
stuzacych do opracowania membrany separacyjnej o przeznaczeniu medycznym i zawiera
istotne elementy nowosci naukowej. Przedstawiona do oceny praca doktorska (biorgc pod
uwage wartoSct poznawcze i praktyczne pracy) wykazuje, ze realizujac z sukcesem cel
badawczy, Doktorantka posiada doswiadczenie 1 umiejetnosci -prowadzenia badan na
wysokim poziomie. Ponadto nalezy podkresli¢ takze bardzo dobra dziatalno$é publikacyjng i
patentowa mgr inz. Julii Higuchi. Jest Ona wspdtautorka 6 publikacji, w tym w 4-ech jest
pierwszym autorem oraz wspodtautorka kilku patentéw i zgloszen patentowych polskich i
zagranicznych.

Po analizie calej dokumentacji z przekonaniem stwierdzam, ze Rozprawa doktorska
Pani mgr inz. Julii Higuchi spelnia, wedlug mojej opinii, wymogi ustawy z dnia 14
marca 2003 r (dz. U. Nr. 65, poz. 595 z 16 kwietnia 2003 r z péZniejszymi zmianami) ,,O
stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” i w zwigzku z
tym wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Inzynieria Materialowa na Wydziale
Inzynierii Materialowej Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie Doktorantki do

dalszych etap6éw przewodu doktorskiego.



