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Recenzowana rozprawa doktorska pt.: ,Proces otrzymywania polimerowo-ceramicznych granulatéw
porowatych do odbudowy tkanki kostnej” zostata wykonana pod opieka prof. dr hab. inz. Piotra Ciacha
w renomowanym o$rodku badawczym jakim jest Wydziat Inzynierii Chemicznej i Procesowej
Politechniki Warszawskiej. Promotorem pomocniczym rozprawy byt dr inz. Michat Wojasiriski. Zaktad
Biotechnologii i Inzynierii Bioprocesowej, ktérym kieruje Profesor Ciach, oraz w ktérym adiunktem jest
Doktor Wojasiriski, specjalizuje sie, miedzy innymi w badaniach nad nowatorskimi systemami
dostarczania lekdw, redukcjg inwazyjnosci sprzetu medycznego oraz medycyna regeneracyjng. Temat
rozprawy doktorskiej wpisuje sig zatem w ten ostatni nurt badan prowadzonych w macierzystej
jednostce Doktoranta.

Badania nad opracowaniem procesow otrzymywania syntetycznych biomateriatéw w formie granul
oraz wytwarzania z nich rusztowan, jako potencjalnego podtoza wzrostu komérek i regeneracji tkanki
kostnej (na przykfad po usunigciu nowotworu) wydajg sie interesujgce z punktu widzenia nie tylko
rozwazan teoretycznych, ale takze prowadza do wnioskéw majacych zastosowanie praktyczne, m.in.
w chirurgii stomatologicznej. Z tego wzgledu uwazam wybdr tematu pracy doktorskiej jako w petni
uzasadniony.

Z przystanego CV wiadomo, ze Pan mgr inz. Piotr Kowalczyk w 2014 roku ukoriczyt studia inzynierskie
na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej na kierunku Biotechnologia. Studia magisterskie
na tym samym wydziale i kierunku, na specjalnosci Applied Biotechnology ukorczyt w 2016 roku.
W tym samym roku rozpoczat studia doktoranckie na Wydziale Inzynierii Chemicznej i Procesowej PW.

Rozprawa doktorska mgr inZz. Piotra Kowalczyka zostata napisana w jezyku polskim i stanowi zbiér
czterech publikacji naukowych, ktére zostaty opublikowane w czasopismach z listy JCR w latach 2020-
2023. Prace ukazaty sig w nastgpujacych czasopismach: Colloids and Surfaces B: Biointerfaces (100 pkt
MEIN), International Journal of Molecular Sciences (140 pkt MEiN) oraz Biomaterials Advances (dwie
prace, 40 pkt MEIN). Sumaryczny IF tych prac wynosi 28,4. S to publikacje wieloautorskie. W trzech
pracach Doktorant jest pierwszym autorem i jednoczesnie autorem korespondencyjnym.
W oswiadczeniach Doktoranta wprawdzie nie ma podanego procentowego udziatu, ale wyraZnie jest
okreslony jego wktad w powstanie kazdej z publikacji z cyklu, zaréwno pod katem stworzenia koncepcji,
jak i wykonania samych badar i przygotowania manuskryptu. Deklarowany udziat Pana mgr inz. Piotra
Kowalczyka polegat m.in. na wykonaniu przegladu literatury, przygotowaniu czesci teoretycznej oraz
opisaniu czesci doswiadczalnej dotyczacej przygotowania granulatéw oraz ich wykorzystania do
wytwarzania trojwymiarowych rusztowan. Doktorant aktywnie uczestniczyt réwniez w przygotowaniu
kazdego manuskryptu iwykonaniu ilustracji. W dwdch pierwszych pracach Doktorant
wspotuczestniczyt  w wykonaniu eksperymentéow. W pierwszej pracy zcyklu zaproponowat
zastosowanie granulatu polimerowo-ceramicznego jako wypetnienia implantéw tytanowych do



naprawy szczeki po resekcji nowotworu kosci i opracowat metodyke jego otrzymania oraz przygotowat
i scharakteryzowat otrzymany materiat. W kolejnej pracy dokonat przeglgdu literatury i napisaf czgsc
wstepu teoretycznego dotyczaca materiatow wykorzystywanych do regeneracji tkanki kostnej.
Wspétuczestniczyt rowniez w przygotowaniu granulatow chitozanowo-ceramicznych i wykonat
badania dotyczace charakterystyki tego materiatu oraz okreélit aktywnos¢ enzymu i stezenie biatka po
kilkutygodniowej hodowli komérek modelowych. W dwéch kolejnych publikacjach mgr inz. Piotr
Kowalczyk wykonat prawie wszystkie badania i obliczenia, z pewnymi wyjgtkami, gdy w badaniach
uczestniczyli rowniez inny badacze, co jest doktadne podane w oswiadczeniach.

Oceniajgc catosciowy dorobek naukowy Pana mgr inz. Piotra Kowalczyka moge stwierdzic, ze jest on
znaczny jak na mtodego naukowca. Oprécz 4 publikacji naukowych, ktére Doktorant wybrat do cyklu,
jest on takze wspoétautorem 3 innych artykutéw w czasopismach naukowych (Colfoids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces oraz Physica Medica).
Sumaryczny IF jego prac wynosi ponad 39. Indeks Hirscha Doktoranta wg bazy Scopus wynosi 3 na
dzieA przygotowania recenzji, z taczng liczbg 38 cytowan. Pan mgr inz. Piotr Kowalczyk do tej pory
zaprezentowat wyniki swoich badari w formie 3 wystapien ustnych prezentowanych osobiscie, byt
takze wspofautorem 3 innych wystgpien ustnych oraz 6 posterbw na konferencjach
miedzynarodowych i ogdlnopolskich. Jeden plakat zostat wyrézniony nagroda za najlepszy poster.
Doktorant brat czynny udziat w kilku konferencjach przeznaczonych dla mtodych naukowcow, takich
jak 9t i 11t" European Young Engineers Conference oraz Doktoranckie Sympozjum Nanotechnologii
NanoMat. Doktorant uczestniczyt w dwdch projektach badawczych. Brak jest informacji o stazach
odbytych w kraju czy za granica.

Przedmiotowa rozprawa doktorska zostata zrealizowana w ramach dwdch projektow badawczych.
Jeden z nich byt finansowany z NCBiR w ramach projektu M-ERANETZ2, zas drugi z POB Biotechnologia
i Inzynieria Biomedyczna ze $rodkéw Politechniki Warszawskiej w ramach Programu Inicjatywa
Doskonatoéci — Uczelnia Badawcza (IDUB).

Wydanie ksigzkowe rozprawy doktorskiej obejmuje 159 stronach. Na pierwszych stronach mozna
znalei¢ streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wraz ze stowami kluczowymi. A dalej liste publikacji
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej oraz pozostaty dorobek naukowy Doktoranta, wskazniki
bibliometryczne na dzieri przygotowania tekstu oraz projekty, w ramach ktorych zrealizowana byta
przedmiotowa rozprawa doktorska. Cz¢$¢ merytoryczna rozprawy zostata podzielona na trzy logiczne
czeici — ,Wprowadzenie do tematyki badawczej”, ,Proces otrzymywania granul” oraz ,Budowa
rusztowan ibadania biologiczne”. Ta cze$¢ zwiericzona jest oméwieniem wynikéw w kontekscie
postawionych tez badawczych i dyskusjg, co zajefo w sumie 63 strony opracowania. Rozprawa nie
zwiera wnioskéw jako osobnego rozdziatu. W celu utatwienia czytelnikowi orientacji w dos¢ licznych
skrétach angielskich nazw uzytych w opracowaniu, Autor zamiescit ich wykaz. Dodat takze spis
rysunkéw itabel. Do opracowania dofgczone zostaly réwniez petne teksty publikacji wchodzgcych
w sktad rozprawy doktorskiej poprzedzone o$wiadczeniem Doktoranta, co do jego roli w powstawaniu
publikacji z cyklu. Pomimo braku o$wiadczeri pozostatych wspétautoréw, wkiad mgr inz. Piotra
Kowalczyka jest jednoznaczny. Niestety, z uwagi na maty format, zupetnie nieczytelne s3 zatgczone
publikacje. Dzieki temu, ze Doktorant zamiescit w opracowaniu adresy doi publikacji z cyklu, mozna
byto je pobraé. Ostatnig czescia rozprawy jest bibliografia.

Rozprawa doktorska mgr. inz. Piotra Kowalczyka ma charakter pracy typowo doswiadczalnej
z elementami statystycznego modelowania proceséw. Przedmiotem rozprawy doktorskiej byta préba



optymalizacji procesu wytwarzania syntetycznych biomateriatéw w formie porowatych granul oraz
wytwarzania z nich rusztowan, ktére mogga znalei¢ zastosowanie jako podioze do wzrostu komdérek
i odbudowy tkanki kostnej, w tym przypadku w aplikacjach chirurgii stomatologicznej. Doktorant skupit
sie przede wszystkim na zbadaniu wplywu parametréw procesowych na wybrane wtasciwosci fizyczne
otrzymanych materiatéw. Dodatkowo przeprowadzone zostaty badania in vitro, ktére miaty na celu
ocene wiasciwosci bioaktywnych otrzymanych rusztowan. Ponizej przedstawiam najwazniejsze cele
rozprawy doktorskiej oraz zakres badan.

1. Zaproponowanie i optymalizacja procesu wytwarzania porowatych granulatow o potencjalnym
zastosowaniu w naprawie defektéw tkanki kostnej lub w inzynierii tkankowej kosci.

Zaplanowano, ze granulaty zostang otrzymane z trzech rodzajow polimeréw (poli(kwas mlekowy),
kopolimer kwasu mlekowego i glikolowego oraz polikaprolakton) oraz chitozanu. Dodatkowo, do
polimeréw dodany zostanie B-trifosforan wapnia (B-TCP), minerat chemicznie podobny do
hydroksyapatytu, z ktérego zbudowane sg kosci. Zaadoptowany zostanie proces SIPS, tak aby
mozliwe byfo otrzymanie porowatych granulatéw kompozytowych. W tym celu planowano
przeanalizowanie wptywu wybranych parametrow procesowych, takich jak stezenie polimeru,
stezenie TCP oraz stezenie surfaktantu, temperatura i intensywno$¢ mieszania, na wfasciwosci
otrzymanego granulatu. Ocenianymi wiasciwosciami produktu byly rozmiar czastek i kulistosc.
Dodatkowo zaplanowano réwniez analize morfologii granulatéw z wykorzystaniem techniki SEM
oraz wstepng analize biozgodnosci z komdrkami tkanki kostnej. Pierwsza teza pracy, ktérg
sformutowat Doktorant, i ktorg ta czesé badan miata potwierdzi¢, brzmiata: Technika SIPS mozna

otrzymad porowate granulaty kompozytowe, ktére mogg by¢ uzyte jako elementy rusztowania
tkankowego.

2. Zaproponowanie procesu termicznego tgczenia granulatow w celu otrzymania rusztowania 3D do
hodowli komdrek ludzkich i zwierzecych.

Zaplanowano wytworzenie rusztowan z granulatu kompozytowego poprzez spiekanie. Badania
wtadciwoéci mechanicznych rusztowari, ze szczegdlnym naciskiem na modut sprezystosci

i wytrzymatoé¢ na $ciskanie miaty zweryfikowac drugg teze pracy: Wtasciwa obrobka termiczna
sprawia, 7e granulat mozna wykorzysta¢ do wytworzenia rusztowar tkankowych, ktére moga

nastepnie stuzy¢ do prowadzenia hodowli in vitro komdrek zwierzecych i ludzkich.

3. Okreélenie bioaktywnosci rusztowan wykonanych z granulatéw kompozytowych.

Aby oceni¢ bioaktywne wiasciwosci otrzymanych rusztowari tkankowych zaplanowano
wykorzysta¢ w badaniach in vitro linie komérkowe ludzkiego raka kosci oraz ludzkie komorki
macierzyste. Dodatkowo postanowiono poprawi¢ adhezje komorek na rusztowaniach poprzez
zwiekszenie hydrofilowoéci materiatéw plazma atmosferyczng lub nanoszenie polikatecholamin
(polidopaminy i polinorepinefryny). Badania bioaktywnosci polegaty na obserwacji komdrek
z uzyciem skaningowej laserowej mikroskopii konfokalnej, pomiarach ilosci wytworzonego biatka
i aktywnosci enzymu fosfatazy alkalicznej, jak réwniez ocenie mineralizacji kostnej za pomoca
barwienia czerwienig alizarynowa. Ten cykl badan pozwolit na weryfikacjg trzeciej tezy pracy:
Rusztowania tkankowe wykonane z granulatu kompozytowego posiadajg potencjat bioaktywny.

W czeéci | rozprawy zatytutowanej ,Wprowadzenie do tematyki badawczej” Doktorant pokrotce
podaje sktad tkanki kostnej i rodzaje kosci oraz omawia proces osteogenezy i regeneracji tkanki




kostnej. Nastgpnie przechodzi do zagadnienia tréjwymiarowych rusztowan umozliwiajacych
wypetnienie ubytkow przestrzennych w tkance. Wymienia wiasciwosci, jakie musi posiadacd
syntetyczne rusztowanie kostne, wskazujgc na porowatosc i rozmiar poréw, jako najwazniejsze dla
wzrostu komdrek parametry biomateriatu. W dalszej kolejnosci opisuje klasy stosowanych jako
rusztowania biomateriatow, czyli kosci pochodzenia ludzkiego lub odzwierzecego, a takie materiaty
syntetyczne. Dalej Doktorant opisuje réine sposoby wytwarzania rusztowar syntetycznych oraz
rodzaje materiatow stosowanych w tym celu, wskazujac ich wady i zalety. Podsumowujac dokonany
przeglad literatury w tematyce badawczej, Doktorant stwierdza, ze ,wcigz konieczne jest znalezienie
materiatow, ktore mozna wytwarzac w kontrolowany i wydajny sposéb, ktére pozwolg na wytworzenie
rusztowan o odpowiednich wtasciwosciach”. Jednoczes$nie wskazuje na porowaty powierzchniowo
granulat o okreslonym zakresie rozmiaru granul, ktérego struktura dajaca tzw. otwartg porowatoéé
potencjalnie nadaje sig do takich zastosowan, zarowno w formie sypkiej, jak i spieku do rusztowania
trojwymiarowego. Jak dowodzi Doktorant, struktura mikroporowata jest w takim materiale pozadana,
poniewaz zwigksza powierzchnig wtasciwg granulatu, co sprzyja adhezji komdrek. Jedna z metod
generowania mikroporowatosci w materiatach polimerowych jest proces SIPS, z ang. solvent-induced
phase separation, czyli rozdzielenie faz wywotane rozpuszczalnikiem. | tg wlasnie metode postanowit
Doktorant zaadoptowa¢ do wytwarzania syntetycznego biomateriatu polimerowo-ceramicznego
w formie granul, z ktdrych nastepnie jest sporzadzane rusztowanie.

W dwu kolejnych czesciach rozprawy doktorskiej pt.: ,Proces otrzymywania granul” oraz ,Budowa
rusztowan i badania biologiczne”, Doktorant pokrdtce przedstawit wyniki swoich badan, ktdre zostaty
opublikowane w publikacjach z cyklu. Bardzo dobrze oceniam sposob przedstawienia wynikow
w opracowaniu. Doktorant nie omawia po kolei publikacji, ale skupia sig na gtéwnych celach pracy jako
catosci i przedstawia wyniki tak, aby mozna byto $ledzi¢ tok badan — od préby doboru optymalnych
parametrow procesu SIPS, przez wytworzenie i charakterystyke porowatego granulatu i wstepna
ocene jego biozgodnosci, az do doboru warunkéw temperaturowych dla wytworzenia rusztowan
tkankowych z granulatu i wreszcie do okreslenia ich bioaktywnosci.

W czesci Il rozprawy doktorskiej Doktorant najpierw opisuje wykorzystane materiaty i metodyke

badawcza, a nastepnie przechodzi do przedstawienia otrzymanych wynikdw i podsumowania. W tej
czesdci doktadnie zostata opisana metodyka SIPS otrzymywania poliestrowych porowatych granulatow.
Opisano rowniez metodyke otrzymywania granulatu kompozytowego z wykorzystaniem chitozanu, B-
trifosforanu wapnia i ludzkiej kosci technikg enkapsulacji. Dalej Doktorant opisat dobér warunkdw
mieszania uktadu emulsyjnego w procesie SIPS (prosze Doktoranta, aby w czasie obrony odnidst sie do
kwestii doboru czasu mieszania — pytanie zawarte ponizej w uwagach do dyskusji na obronie pracy
doktorskiej) oraz dobdr surfaktantu (méj komentarz odnoénie nazewnictwa i doprecyzowania, jaki
emulgator/dyspergator ostatecznie zostat uzyty — rowniez ponizej). Dalej Doktorant prezentuje zdjecia
SEM powierzchni i przekroju granulek otrzymanych bez i z uzyciem porogenu. Waznym elementem
rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Piotra Kowalczyka jest modelowanie procesu otrzymywania
granulatu technika SIPS. W tym celu Doktorant korzystajgc z programy Statistica wygenerowat plan
badawczy, przyjmujac jako zmienne niezaleine stezenie polimeru, stezenie B-TCP, stezenie
surfaktantu, szybko$¢ mieszania itemperature (prosba o doprecyzowanie sposobu obliczania
wspomnianych stezeri oraz wybranych poziomdw zmiennych niezaleznych). Otrzymane produkty
scharakteryzowano z wykorzystaniem dwdch zmiennych zaleznych: $redniego rozmiaru i kulistosci
czastki (uwagi odnos$nie doboru tych parametréw zamieszczono ponizej). Wyniki eksperymentéw
zrealizowanych zgodnie z planem badawczym przeanalizowano z wykorzystaniem programu Statistica.
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Zbudowano statystyczne modele opisujgce przewidywany sredni rozmiar ikulistos¢ powstajacej
w procesie granuli. Zaobserwowane wartosci zmiennych zaleinych zostaly poréwnane
z przewidywanymi wartosciami tych zmiennych za pomoca wielomianu drugiego stopnia. Uzyskane
modele okazaty sie niezbyt dobrze dopasowane. Pomimo tego, obserwacje otrzymanych dla réznych
wartosci zmiennych wejsciowych granulatéw pozwalajg na wyciggniecie pewnych wnioskéw, co do
wplywu poszczegdlnych zmiennych na $redni rozmiar i kulistos¢ granulatéw. Wyniki analizy
statystycznej Doktorant podsumowat stwierdzeniem o istnieniu ztozonych, synergistycznych efektow
miedzy badanymi zmiennymi niezaleznymi i zaleca uwzglednienie wszystkich tych zmiennych podczas
planowania wytwarzania kompozytow tkankowych metodg SIPS. Wedtug opinii recenzenta, warto
rozwazy¢ przetestowanie innych poziomdw zmiennych niezaleznych craz ewentualnych innych
parametréw, takich jak lepkosé, co sugeruje rowniez Doktorant, czy czas mieszania, co moze przyczynié
sie do bardziej owocnej analizy statystycznej. Doktorant pisze, ze mimo, ze zaproponowane modele
statystyczne oparte na danych zzaprojektowanego planu eksperymentalnego nie s3 w stanie
dokfadnie przewidzie¢ rozmiaru i ksztattu uzyskanego granulatu, to jednak wskazujg parametry, ktére
sg istotne dla przygotowywania granulatéw, jako materiatu na rusztowania tkankowe. A takze, e
mozna tak dobra¢ kombinacje parametrow, aby otrzymac kuliste granulaty o rozmiarach czastek
zawierajgcych sie w wybranym przedziale, ktére mogg postuzy¢ do wytwarzania rusztowan
odpowiednich do wzrostu komorek kostnych (prosze o wyjasnienie stosowanego w pracy optymalnego
zakresu wielkosci granul — uwaga ponizej). Najlepszg wg Doktoranta kombinacjg parametrow jest: 5%
polimeru, 20% B-TCP, 1% surfaktantu, 150 obr./min i 30 °C. W dalszej czesci opracowania Doktorant
przedstawia wyniki mikrotomografii komputerowe] otrzymanych granulatdw, gdzie poréwnano probki
z dodatkiem i bez dodatku B-TCP. Obserwacje potwierdzajg, ze granulaty posiadajg zaréwno
porowatos¢ wewnetrzna, jak i zewnetrzng. Nastepnie wybrane warianty granulatéw zbadano pod
katem cytotoksycznosci wedtug normy ISO 10993-5. Jak wykazaty badania, zaden z granulatéw nie
wywotat spadku zywotnosci komaérek mysich fibroblastow ponizej 70 % w ekstraktach pozyskanych po
24-godzinnym kontakcie, co wg normy oznacza brak cytotoksycznosci. Potwierdza to réwniez, w opinii
Doktoranta, ze rozpuszczalniki organiczne oraz surfaktant zostaty skutecznie odmyte z granulatu.
Udowodniony brak cytotoksycznosci pozwolit na wykorzystanie granulatéw do wytworzenia rusztowarn
i rozwiniecie badan biologicznych.

Czeéc 11l przedmiotowe] rozprawy doktorskie] zostata poswiecona wytwarzaniu rusztowan i badaniom

biologicznym. Doktorant najpierw opisuje prace nad doborem odpowiedniej temperatury do spiekania
granulatéw, tak aby zachowa¢ odpowiednia porowatos¢. Z otrzymanych metoda SIPS granulatow
polimerowo-ceramicznych na bazie czterech rodzajéw biomedycznych polimeréw przygotowano
rusztowania. W tym celu granulaty bedgce mieszaning polimerdw i B-TCP zostaty poddane formowaniu
w walce. Nagrzewano je do temperatury powyzej temperatury zeszklenia, ale ponizej temperatury
topnienia danego polimeru. Do$wiadczalnie dobrane temperatury wynosity odpowiednio: 170 °C dla
PLA i PLGA oraz 60 °C dla PCL. Umieszczone w szklanym cylindrze i zmiekczone temperaturg granule
ulegly potgczeniu w rusztowanie, bez przykladania dodatkowej sity, tak aby zachowac
mikroporowatoé¢ granul. Poniewaz wstepne badania biologiczne wykazaty trudnosci w adhezji
hydrofilowych komdrek, postanowiono zmodyfikowa¢ rusztowania, zmieniajgc ich zwilzalno$c, za
ktérej miare przyjeto kat zwilzania (pytanie dotyczace metodyki wyznaczania kata zwilzania
zamieszczono ponizej). Zastosowano trzy techniki modyfikacji powierzchni rusztowan igranulatow
polimerowo-ceramicznych: plazme atmosferyczng oraz pokrycia z polikatecholamin (polidopaminy
i polinorepinefryny). Jak wyjasnia Doktorant, skuteczno$¢ pokrycia polikatecholaminami zostaty



udowodniona badaniami FTIR. Badania obrazowaniu SEM i mikrotomografii kemputerowej rusztowan
z réznych kompozytéw polimerowych przed i po modyfikacji potwierdzity zachowanie struktur
mikroporowatosci po formowaniu termicznym. Modyfikowane iniemodyfikowane rusztowania
poddano testom na cytotoksycznoséé posrednia i wyszty one negatywnie. W dalszej kolejnosci zostaty
omdwione wyniki badan biologicznych tych rusztowarn pod katem hodowli in vitro komorek
unieémiertelnionego ludzkiego raka kosci linii MG-63, ktéra jest czesto wykorzystywana jako linia
modelowa wzrostu komdrek kostnych. Obserwacje komoérek wzrastajgcych na rusztowaniach
kompozytowych prowadzono techniky konfokalnej laserowej mikroskopii skaningowej po
wybarwieniu komorek zielonym i niebieskim barwnikiem fluorescencyjnym. Skany rusztowan
udowodnity duzo lepsza adhezje komérek do rusztowann modyfikowanych plazmg atmosferyczng
i polikatecholaminami. Kolejnym krokiem byly badania wzrostu komorek macierzystych. Obserwacje
wzrostu komdrek macierzystych prowadzono tak samo, jak dla komoérek raka kosci. Wysiane na
rusztowaniach z Resomeru LR 706S i Biomeru L9000 oraz ich kompozytéow z B-TCP komorki nie
przyczepity sie do ich powierzchni. Dopiero modyfikacja polidopaming polepszyta adhezje. Kolejnym
krokiem byta ocena aktywnosci enzymatycznej fosfatazy alkalicznej ALP, ktdérg uznaje sie za marker
osteogenezy. Jednak otrzymane wyniki obserwowanego wzrostu aktywnosci majg duze odchylenia
standardowe, i jak napisat Doktorant, nalezy podchodzi¢ do nich z duzg ostroznoscig. W badaniach
biologicznych postuzono sie réwniez metodg wybarwiania z czerwienig alizarynowa, barwnikiem, ktory
jest uzywany do wykrywania proceséw osteogenezy w preparatach histologicznych i kulturach in vitro,
w ktdrych zaczynajg powstawac ztogi wapniowe. Doktorant wyjasnia fatszywie pozytywny wynik
wybarwienia réwniez dla kontroli (prosze o uszczegétowienie tego uzasadnienia w trakcie obrony).
Jednoczenie wymieniajgc technike qRT-PCR zbadania mineralizacji osteoidu, ktérg zastosowat, jednak
bez wiekszego sukcesu z uwagi na matg ilos¢ materiatu genetycznego.

Cze$¢ merytoryczna pracy korczy sie podsumowaniem i dyskusja wynikow. Doktorant szczegétowo
i krytycznie analizuje otrzymane wyniki w aspekcie sformutowanych na poczatku tez badawczych. Za
sukces tej rozprawy doktorskiej Autor uznaje zaadoptowanie metody SIPS, stosowanej do
otrzymywania mikrosfer polimerowych, czyli obiektow mniejszych niz granulat kompozytowy, ktéry
stanowit materiat do wytworzenia rusztowar tkankowych. Zastosowanie porogenu zapewnito
odpowiednia mikroporowatos¢ granulatu, ktéra jest korzystna dla wzrostu komdrek. To potwierdza
pierwsza teze badawczg. Doktorant sugeruje, ze w dalszych pracach nalezatoby uwzglednic rowniez
pomiary rozwiniecia powierzchni wiasciwej, z czym trudno sie nie zgodzi¢. W badaniach wplywu
procesowych zmiennych niezaleznych na $redni rozmiar i kulistos¢ granulatéw okazato sie, ze

utrudniona jest kontrola nad rozmiarem czastek, a uzyskane modele nie sg dobrze dopasowane.
W modelach uwzgledniono wszystkie zmienne niezaleine, a usunigcie nieistotnych cztondéw z modelu
i pozostawienie jedynie tych zwigzanych ze stgzeniem polimeru i trifosforanu wapnia znaczgco
obnizato wartoé¢ R%. Wedtug Doktoranta zatem nie mozna poming¢ zadnego z badanych parametréw
przy okreélaniu $rednicy i kulistosci granulatow kompozytowych. Nie do korica moge sig z tym zgodzi¢,
zwiaszcza, ze sam Doktorant sugeruje, ze mozliwe, Ze nalezato uwzglednié lepkosé zawiesiny polimeru
i B-TCP jako zmienng niezalezng. Jednak od razu zastrzega, ze plan eksperymentu uktadat pod kgtem
fatwoéci w wyznaczaniu parametrow, a na pewno stezenie jest fatwiejsze do obliczenia niz lepkosc do
zmierzenia, z czym réwniez trudno sie nie zgodzi¢. Chociaz argument, ze pomiary lepkich roztworow
wymagaja skomplikowanych technik i zaawansowanego sprzgtu, jako$ mnie nie przekonuje. Pomimo,
7e analiza statystyczna okazata si¢ zawodna, to jednak na podstawie uzyskanych wynikéw mozliwe byto
dobranie takiej kombinacji parametréw, aby otrzymac granulat o pozgdanej charakterystyce. Jak



napisat sam Doktorant, parametrami granulatu uwazanymi za najbardziej pozadane w uzupetnianiu
ubytkéw kostnych identystycznych s3 monodyspersyjnos¢ rozmiaru uzyskanego granulatu, duza
kulistoé¢ oraz znaczaca porowatos¢ (zarébwno na powierzchni, wewnatrz granulatow, jak
i objetoéciowa porowatosé miedzy upakowanymi granulami). Prosze Doktoranta o odniesienie sig do
kwestii szerokoéci rozktadu wielkoéci i ewentualnego uwzglednienia wskaznika polidyspersyjnosci jako
zmiennej zaleznej. Autor poréwnuje rusztowania otrzymane zkompozytowego granulatu
wytworzonego metodg SIPS z innymi tkankowymi rusztowaniami polimer-ceramika, m.in.
z otrzymywanymi technikg druku 3D metoda SLS rusztowaniach oraz granulowanymi ksenograftami.
Otrzymany w tej pracy granulat moze by¢ smiato wykorzystany zaréwno jako granulat, jak i w formie
spiekanych rusztowan, zwiaszcza, ze odpowiednio dobrana temperatura nie niszczy mikroporowatosci.
Doktorant uwaza, 7ze mozna rozwina¢ badania nad tworzeniem rusztowan metodg spiekania
i przeprowadzi¢ bardziej szczegétowe badania zachowania granulatu w réznych temperaturach, co jest
jak najbardziej zrozumiate. Uzyskanie wytrzymatosci na $ciskanie podobne kosci gabczastej, przy
jednoczeénie prostym przygotowaniem rusztowania, zdaniem Doktoranta, otwiera przed porowatymi
granulatami polimerowo-ceramicznymi mozliwosc¢ zastosowania do przygotowania
spersonalizowanych implantéw ubytkéw kosci (uwaga dotyczgca pomiardw wytrzymatosci granulatu
i rusztowan zamieszczona ponizej). Wstepne badania biologiczne wykluczyly cytotoksycznos¢
otrzymywanych materiatéw, co potwierdza drugg teze badawcza. Jak sig okazato, ograniczong adhezjg

komérek do rusztowan mozna zintensyfikowac poprzez modyfikacje wiasciwosci powierzchniowych na
przyktad plazma lub nanoszeniem polikatecholamin. Zaproponowane modyfikacje okazaty sig sprzyjac
wzrostowi komdrek macierzystych. Jednak co do wynikéw badan aktywnosci enzymatycznej i biatka,
Autor wypowiada sie z duzg rezerwa, z uwagi na duze odchylenia standardowe. Rowniez, wedfug
Doktorant, dalszych badari wymaga potwierdzenie réznicowania osteoblastycznego, powstawania
i mineralizacji osteoidu, gdyz otrzymane wyniki barwienia depozytéw wapniowych s pozytywne, lecz
niejednoznaczne. Niemniej jednak trzecia teza badawcza moze zostaC uznana za potwierdzong,

poniewa? rusztowania z granulatu posiadaja potencjat bioaktywny.

Mozna zatem stwierdzi¢, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska potwierdzita wszystkie
postawione tezy i przedstawia proces projektowania, otrzymywania i badania in vitro biomateriatu do
regeneracji tkanki kostnej.

Umieszczona na koricu bibliografia wykorzystana w przygotowaniu rozprawy doktorskiej to 170
starannie dobranych pozycji literaturowych. Warto zaznaczy¢, ze te publikacje byty wykorzystane
wylacznie w przewodniku po publikacjach z cyklu. Jednakze kazda z opisanych publikacji ma swojg
wiasna bibliografie. Dobér pozycji literaturowych i sam przeglad literatury, jaki zostat przedstawiony
w rozprawie doktorskiej, $wiadczg o wysokim poziomie wiedzy i umiejetnosci Pana mgr inz. Piotra
Kowalczyka z zakresu omawianych zagadnien.

Autor pracy doktorskiej musi umiejetnie sformutowa¢ tezy badawcze, wtasciwie dobra¢ materiat
badawczy oraz zastosowa¢ odpowiednie metody pozwalajace uzyska¢ wyniki, ktére potwierdza lub
obalg postawione tezy. Chciatabym wyraznie podkresli¢, ze Pan mgr inz. Piotr Kowalczyk realizujac
swojg prace doktorska, doskonale opanowat nowoczesne i wymagajace narzgdzia badawcze. Wybrane
techniki byly w wiekszoéci przypadkéw trafne i skutkowaly osiggnigciem celow pracy. Doktorant
dobrze poradzit sobie réwniez z trudnym zadaniem poprawnej interpretacji uzyskanych wynikow.



Praca doktorska zostata starannie przygotowana pod wzgledem edytorskim, cho¢ Autorowi nie udato
sie unikna¢ pewnych btedéw. Sg to jednak drobne usterki, ktore nie wptywaja negatywnie na ogélng
ocene pracy. Ponizej kilka przyktadéw:

e W spisie tredci (str. 7) podane jest, ze wskazniki bibliometryczne podane s3 na dzien 14.06.2023,
z kolei w treéci pracy na stronie 11 podana jest data 21.06.2023. Zapewne nie zmienity sig one
znacznie w przeciagu jednego tygodnia, jest to jednak pewna niesp6jnosc danych.

e Str. 15— uzyto stowa ,blaski” zamiast ,blaszki” migdzysystemowe.

e Na str. 41 opracowania podano informacje, ze polimeru PLA Biomer Biopolyesters L9000 uzyto do
wytworzenia porowatego granulatu metoda SIPS w publikacji P1. Podczas gdy wykorzystano go
réwniez w P3. Oraz napisano, ze PLA Evonik Industries Resomer LR 706 S uzyto w P1, P3 i P4, podczas
gdy nie wykorzystywano go w P1.

e Str. 52 — napisano ,wlascjwosci materiatow” zamiast ,wtasciwosci materiatow”.

e Str. 58 — zwrot: ,Zaobserwowano réwniez obecno$¢ duzo silniej porowatej struktury
powierzchniowej” jest dos¢ niezgrabny.

e Zaburzony szyk zdania (str. 73): ,Nalezy jednak zaznaczy¢, ze dla dwdéceh réinych polimeréw PLA
niemozliwe byto wspélnego znalezienie parametru o najmniejszym efekcie standaryzowanym, co
utrudnia odrzucanie parametréw w celu uproszczenia modelu”.

e Wielokrotnie w rozprawie pomylono zmienne zalezne z niezaleznymi, np. w zdaniu (str. 73): ,Dwa
rodzaje PLA zostaly wykorzystane w planach badawczych majacych zidentyfikowaé wptyw
zmiennych zaleznych na parametry kluczowe w procesie otrzymywanie granulatu {...)", na str. 53:
,Otrzymane materialy zostaly przeanalizowane pod katem dwéch zmiennych niezaleinych -
éredniego rozmiaru czastki oraz $redniej kulistodci czastek”. | jeszcze kilku miejscach: str. 44 ,,Do
utworzenia planu wybrano nastgpujgce zmienne zalezne”, str. 45 ,Produkt procesu
scharakteryzowano z wykorzystaniem dwdch zmiennych niezaleznych: rozmiaru i kulistosci
czastki.”, ,Tabela 3. Zmienne zalezne w planie badawczym otrzymywania granulatéw metoda SIPS”,
str. 46 ,Dla pieciu zmiennych zaleznych i dwéch zmiennych niezaleznych zostat wybrany plan
mieszany 2/3 poziomowy (...)".

W trakcie czytania rozprawy doktorskiej i publikacji z cyklu pojawity sig pewne pytania i watpliwosci.
Ponizsze uwagi s prowadzone w duchu dyskusji naukowej i nie maja na celu podwazania wartosci
merytorycznej prezentowanej pracy doktorskiej. Prosze, aby Doktorant odnidst sie do moich uwag
podczas publicznej obrony rozprawy. Dodatkowo, publikacje wybrane do cyklu przeszty proces
recenzji, skoro ukazaty sie, wigc nie jest moim celem podwazanie opinii recenzentow swoimi uwagami.

e W aspekcie wyznaczania tzw. $redniego rozmiaru i kulistosci granul, prosze poda¢ w jaki sposob
wyznaczono $redni rozmiar z otrzymanych ze wzoru 1 (publikacja P3) d**"“? Dlaczego nie uzyto
mediany $rednicy, ktéra jest jednak bardziej odporna na wartosci skrajne?

o Jak zdefiniowana w opracowaniu wzorem 1 kulistos¢ (circularity) ma sig do sferycznosci (sphericity)

liczonej ze wzoru § = 2 ‘/T‘_A/P z artykutu Li i Iskander (2020) przywotywanego w rozprawie [152] oraz
w P3 [31]?

» Dlaczego nie uwzgledniono na przyktad czasu mieszania jako zmiennej niezaleznej? Doktorant
napisat (str. 42): ,,W przypadku rozpatrywanego procesu SIPS mieszanie powinno odbywac sie przez
czas przynajmniej kilkunastu godzin, co umozliwi odparowanie dostatecznej ilosci rozpuszczalnika
by doszto do utworzenia stabilnej sfery z polimeru.” — skad taki whiosek i co dokfadnie oznacza
stabilna sfera”? Z kolei w publikacji P3 mozna znalei¢: “The suspension was mixed for 6 h. After
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this time, the organic solvents evaporated, and solid polymer composite spheres were obtained.”
— jak dobrany byt ten czas?

Prosze o wyjasnienie, w jaki sposob liczone byty stezenia polimeru, ceramiki i surfaktantu. Czy
odnosity sie do mieszaniny polimeru i TCP w rozpuszczalnikach organicznych, czy do catosci
dyspersji tacznie z fazg wodng zawierajgcq surfaktant? Jaka ilos¢ rozpuszczalnika organicznego byta
uzyta do rozpuszczenia polimeru i zdyspergowania TCP i jakiej ilosci wodnego roztworu surfaktantu
uzyto do przygotowania emulsji? Nie jest to jasne.

Jak wynika z publikacji i opracowania, SDS okazat sie nieodpowiednim emulgatorem w procesie
wytwarzania granul. Prosze zatem o informacje, jaki byt dokfadnie sktad roztworu surfaktantu
uzywanego w procesie SIPS. Nie do konca réwniez zgadzam sig z nazywaniem PVA surfaktantem,
na réwni z SDS.

Czy dane w Tabeli 3 i Tabeli 4 opracowania dotyczgce pozioméw zmiennych niezaleznych i planu
badawczego dla procesu SIPS sg zgodne z Tabelg 1 i Tabelg S1 w publikacji P3?

Nie znalaztam informacji o rozktadzie wielkosci czastek stosowanego B-trifosforanu wapnia. Ta
informacja wydaje sie istotna, jako ze byt on dodawany do matrycy polimerowej i miat wptyw na
jakos¢ otrzymanego granulatu kompozytowego.

W artykule P3 (str. 4) napisano: ,Data of granulate size, circularity, and PDI for each variant from
the experimental plan (Table S1) was transferred to Statistica 12 software and processed with the
Design of Experiments analysis suite. Mean size, mean particle circularity, and PDI were treated as
dependent variables for each investigated process variant.” Prosze o wyjasnienie, czy Doktorant
planowat uwzgledni¢ rowniez (jako wazny parametr materiatu sypkiego, czyli otrzymanych
porowatych granul), polidyspersyjnos¢ rozktadu wielkosci czastek? Czy taki parametr nie bytby
istotny z punktu widzenia porowatosci otwartej?

W publikacji P3 mozna znalez¢: “The granulate for cellular growth and implantation should exhibit
0.5-0.8 mm diameter for optimal size of pores in the packing and inducing more intense
osteogenesis [23], high ceramic content, high porosity, and low polydispersity. (..) Abels et al.
confirmed that synthetic hydroxyapatite granules in the 0.5-2 mm size range caused the lowest
inflammatory response in vivo compared to smaller ones [48].” Z jakiej publikacji w rozprawie
doktorskiej (str. 37) podano, ze: ,Korzystna strukturg do takich zastosowar wydaje sig porowaty
powierzchniowo granulat o rozmiarach granul w zakresie 300 do 800 pm."?

W aspekcie wyznaczania kata zwilzania woda materiatu na rusztowania, to czy przygotowane w tym
celu 1 mm warstwy kompozytowe nie ulegaty deformacji w trakcie suszenia? W jaki sposob
wyznaczany byt kat zwilzania na porowatych warstwach? Nie podano metodyki. Wydaje sie, ze
wartoéciowe bytoby podjecie préb wyznaczenia kata zwilzania dla granulatu lub gotowych
rusztowan lub chociaz zdolnosci chifoniecia wody metoda wzniesienia kapilarnego. Wyznaczenie
kata zwilzania powierzchni przez réine ciecze pozwolitoby na obliczenie swobodnej energii
powierzchniowej i skorelowanie jej ze stopniem adhezji komérek do nosnika. Czy w tym przypadku
chodzi jedynie o graniczny kat zwilzania, powyzej ktérego nie zachodzi adhezja komdrek
hydrofilowych?

Doktorant wyjaénia fatszywie pozytywny wynik wybarwiania czerwienig alizarynowa rowniez
pustych rusztowarn, jako wynik oddziatywania z polidopaming lub tez z wapniem pochodzgacym
z rozpuszczajgcego sie B-TCP (str. 75). Czy mozna prosic o bardziej szczegbtowe wyjasnienia?
Brakuje w opracowaniu przedstawienia badan wytrzymatosci mechanicznej otrzymanych
rusztowan, ktére byty przeciez wykonane (publikacja P3). Czy Doktorant uznat je za mato istotne?
Czy badano wytrzymatos¢ granulatéw przed wytworzeniem rusztowan, skoro materiat mégtby byc
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potencjalnie uzywany réwniez w formie nieuformowanej w rusztowanie, wydaje si¢ to wskazane?
Czy wyznaczano gestosc usypowa granul?

e Czy planowane jest wyznaczanie potencjatu elektrokinetycznego dzeta granulatéw? Poniekad
wiadomo, ze parametr ten jest istotny dla materiatéw implantacyjnych.

¢ Doktorant w dwdch pracach ma dwie afiliacje. Prosze o wyjasnienie, czy byto to zwigzane
z realizacjg projektu badawczego?

Uwagi i komentarze, ktdre przedstawitam powyzej, majg charakter dyskusyjny i nie majg na celu
podwazenia wartosci merytorycznej przedmiotowej rozprawy doktorskiej, ani nie kwestionujg mojej
pozytywnej opinii o niej. Uwazam, ze Doktorant z powodzeniem zrealizowat zatozone cele,
jednoczeénie potwierdzajac sformutowane tezy badawcze, a uzyskane wyniki stanowig istotny wktad
w poszerzenie wiedzy na temat otrzymywania i wykorzystania syntetycznych biomateriatow jako
podtoza do wzrostu komorek i odbudowy tkanki kostnej.

Rozprawa doktorska ma na celu przedstawienie oryginalnych badari oraz udokumentowanie zdolnosci
kandydata do samodzielnego prowadzenia badaf naukowych w danej dyscyplinie. W moim
mniemaniu rozprawa mgr inz. Piotra Kowalczyka osiggneta ten cel.

W podsumowaniu pragne stwierdzi¢, ze rozprawa mgr inz. Piotra Kowalczyka spetnia wymagania
stawiane pracom doktorskim w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z pdzniejszymi zmianami) i niniejszym wnioskuje do Rady Naukowej
Dyscypliny Inzynieria Chemiczna Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie Doktoranta do dalszych
etapéw procedury postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk inzynieryjno-

technicznych, dyscyplina inzynieria chemiczna.
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