Wydziat Politechnika
Chemiczny Warszawska

prof. uczelni, dr hab. inz.
Agnieszka Gadomska-Gajadhur
agnieszka.gajadhur@pw.edu.pl

Katedra Chemii i Technologii Polimerow
ul. Koszykowa 75, 00-662 Warszawa

Warszawa, dn. 28 sierpnia 2023 r.

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr. Pawta Jakuba Piszko
zatytutowanej
»Materiaty kompozytowe na bazie poli(sebacynianiu gliceryny) do potencjalnego

wykorzystania w inzynierii tkankowej kosci”.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr. Pawta Jakuba Piszko zostata wykonana
w Katedrze Inzynierii i Technologii Polimeréw, Wydziatu Chemicznego w Politechnice
Wroctawskiej. Promotorem rozprawy doktorskiej byt prof. PWr, dr hab. inz. Konrad
Szustakiewicz. Promotorem pomocniczym byta dr Karolina Rudnicka z Katedry Immunologii
i Biologii Infekcyjnej Uniwersytetu tédzkiego.

Tematyka przedstawionej rozprawy doktorskiej jest zgodna z moimi zainteresowaniami
naukowymi (materiaty do regeneracji tkanek i ocena odpowiedzi komdrkowej, synteza i badanie
wtasciwosci kompozytéw polimerowo-ceramicznych, ocena biodegradacji materiatéw).

Jednoczesnie oswiadczam, ze nie prowadzitam i nie prowadze z Doktorantem zadnych

badarn naukowych oraz, ze nie jesteSmy wspotautorami zadnej pracy naukowe;j.

Wybér tematyki pracy: Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr. Pawta Piszko wpisuje sie
w bardzo aktualng tematyke poszukiwania nowych materiatéw do wytwarzania wypetnien do
tkanki kostnej. Jest to tematyka podejmowana przez wiele zespotéw w kraju i na swiecie. O jej
popularnosci $wiadczy bardzo duza liczba artykutdw corocznie pojawiajacych sie w literaturze
naukowej. Szczegdlne miejsce w artykutach naukowych w ostatnich latach zajmuje
poli(sebacynian gliceryny). Od 2002 roku nieustanie pojawiajg sie nowe doniesienia naukowe
o wykorzystaniu tego materiatu na potrzeby medycyny regeneracyjnej. W Polsce aktualnie
realizowanych jest kilka projektéw badawczych skupiajacych sie na tym materiale. Trwaja
réwniez prace nad wdrozeniem poli(sebacynianu gliceryny) (PGS) do przemystu. Wszystkie te
stwierdzenia jednoznacznie pokazujg, ze tematyka doktoratu jest bardzo aktualna i dobrze

wpisuje sie w obecnie prowadzone badania naukowe w kraju i na Swiecie.
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Cel rozprawy: Gtéwnym celem rozprawy byto opracowanie i wytworzenie nowych materiatow
majacych potencjalne zastosowanie w inzynierii tkanki kostnej. Cel miat by¢ realizowany przez
zastosowanie poli(sebacynianiu gliceryny) jako matrycy, napetnianej hydroksyapatytem.
Opracowane materiaty miaty pozytywnie wptywac na proces osteogenezy. Drugim celem pracy
byto zweryfikowanie uzytecznosci wytworzonych kandydatéw na biomateriaty pod wzgledem ich
wiasciwosci fizykochemicznych i mechanicznych. Doktorant w ramach celu badawczego postawit

2 hipotezy badawcze, ktére w kolejnych etapach pracy prébowat zweryfikowac.

Ocena ogolna rozprawy: Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. Pawta Piszko
obejmuje ogdtem 150 stron maszynopisu komputerowego, zawierajgcego 52 rysunki, 15 tabel
i 214 cytowane zrddta literaturowe. Prace uzupetniajg streszczenia w jezyku polskim i angielskim
oraz wykaz skrétéw. Do pracy zostat dotgczony dorobek naukowy Doktoranta, ktéry w mojej
ocenie jest bardzo dobry jak na ten etap kariery naukowe;.

Strona graficzna pracy doktorskie jest przygotowana bardzo starannie i moze by¢
wizytéwka Doktoranta. Doktorant wykonat wiele bardzo czytelnych rysunkdéw, ktére utatwiajg
zrozumienie opiséw i otrzymanych wynikdw. Tabele, widma IR oraz NMR s3 przygotowane
bardzo estetycznie oraz czytelnie. Termogramy oraz obrazy z mikroskopéw sg bardzo dobrej
jakosci, a ich interpretacja nie stwarza probleméw. Jednak na rysunku 6, Doktorant nie ustrzegt
sie bteddw merytorycznych. Wzor, ktéry tam zamieszcza jako sebacynian dimetylu nim nie jest.
Doktorant przedstawit wzér diketonu zamiast diestru.

Negatywnym aspektem pracy doktorskiej jest stownictwo, ktérym postuguje sie
Doktorant. W pracy mgr Piszko uzywa niewtfasciwego jezyka naukowego. Wystepuje bardzo duzo
okreslen zargonowych i subiektywnych ocen doktoranta nie podpartych argumentami
naukowymi, jak np. ,atrakcyjne materiaty”. Doktorant ma tendencje do naduzywania stow
kwiatéw, tj. “réwniez, co wiecej itp.”, przez co niektére zdania sg bardzo dtugie i trudne
w uchwyceniu mysli przewodniej. Czesto buduje zdania w niewtasciwy sposéb, zmieniajgc osobe
w ktdrej pisze lub liczbe pojedyncza na mnoga. Mysle, ze Doktorant w tym aspekcie mégt dotozyé
wiecej starannosci podczas przygotowania rozprawy doktorskiej.

Rozprawa doktorska mgr. Pawfa Piszko zostata przedstawiona w klasycznym uktadzie,
czesto spotykanym w doktoratach w formie monografii podzielonej na rozdziaty
z uwzglednieniem wstepu, przegladu literatury, uwypukleniem celéw i hipotez rozprawy,

omoéwieniem stosowanych metod i materiatéw, opisem otrzymanych wynikéw wraz z ich
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dyskusja oraz wnioskami. Pewng watpliwos¢ budzi u mnie postawienie hipotez badawczych
przed przeglagdem literatury. W moim odczuciu hipotezy badawcze powinny wynikac
z przeprowadzonego przeglady literatury, a nie by¢ ,,narzucone z géry”.

Zawartos¢ przegladu literaturowego dobrze uzasadnia podejmowane dziatania opisane
w czesci badawczej przez Doktoranta. Ta czes¢ pracy wprowadza czytelnika w zagadnienia
badawcze przedstawione w pracy doktorskiej. W kolejnych rozdziatach czesci literaturowe;j
Doktorant przedstawia synteze i wtasciwosci PGS, opisuje metody formowania z niego rusztowan
komdrkowych oraz dwie drogi potencjalnego zastosowania materiatéw na bazie PGS. Takie
spojrzenie na dostepng literature pokazuje dojrzatos¢ naukowg Doktoranta i zastuguje na moje
uznanie. Aspektem, ktérego mi w tej czesci zabrakto jest podsumowanie przegladu literatury,
w ktdrym nalezato zwrdci¢ uwage na zagadnienia wymagajace dalszych badan. W przegladzie
literatury zabrakto mi takze informacji z dotychczas przeprowadzonych badan in vitro i in vivo
materiatéw z PGS z dodatkami nieorganicznymi, a takich danych w literaturze nie brakuje.

Przechodzac do kolejnej czesci pracy poswieconej metodyce badan, na uznanie zastuguje
liczba przeprowadzonych analiz i szeroka wspotpraca wieloosrodkowa. Doktorant postuzyt sie
metodami badawczymi stosowanymi w chemii polimeréw i w inzynierii materiatowej, tj.
skaningowa mikroskopia elektronowa, skaningowa kalorymetria réznicowa, termograwimetria,
pomiary kata zwilzania, spektroskopia w podczerwieni lub magnetycznego rezonansu jadrowego
ora z wiele inych. Dalsze stosowane metody s3 typowe dla badan komdrkowych. Doktorant
wykonat testy cytotoksycznosci i wyznaczyt wtasciwosci osteoindukcyjne oraz ich analize
statystyczng. Przyjeta metodyka badawcza jest prawidtowa i zgodna z prezentowanym
w literaturze protokotem badan komdrkowych.

Doktorant starat sie podejs¢ do tematu swojej rozprawy doktorskiej mozliwie
kompleksowo i wyczerpujgco. W wyniku tego postepowania zgromadzit obszerny materiat
badawczy, ktéry jest przedmiotem kilku publikacji naukowych. Kompleksowe podejscie do
przedmiotu badan na tak wczesnym etapie kariery naukowej jest ,putapka”, ktéra Doktorant sam
na siebie zastawit, i niestety w nig wpadt. Wszystkie poruszane aspekty majg charakter bardzo
pobieznego zbadania tematu bez gtebszego wniknigcia w otrzymane wyniki. W moim odczuciu
ciezko jest zalezé srodek ciezkosci tego doktoratu, a wiasciwie stwierdzi¢, w ktérym aspekcie
Doktorant jest specjalista3? Czy w syntezie polimeréw, przetwdrstwie czy w badaniach

komdrkowych?
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Ocena merytoryczna rozprawy: Podjecie tak wielu aspektéw badawczych przez Doktoranta, jak
juz wspomniatam, nie uchronito go od popetnienia wielu btedéw. W czesci dotyczacej syntezy
polimerdéw Doktorant w catej pracy nie podaje ciezaréw czasteczkowych z syntezowanych przez
siebie polimerdw, a jest to podstawowy parametr charakteryzujgcy kazdy polimer. Doktorant
dysponowat widmami NMR mdgt wiec wyznaczy¢ przyblizony cigzar czasteczkowy lub wykonaé
pomiary GPC lub MALDI. Podobna sytuacja wystepuje z okresleniem zawartosci grup koricowych
w prepolimerze. Majac zsyntezowany prepolimer PGS, metodami miareczkowymi (LK i LE) mozna
byto wyznaczy¢ zawartosc grup koricowych karboksylowych i hydroksylowych co wg mojej wiedzy
jest kluczowe w procesie pdzniejszego sieciowania materiatu prowadzacego do wytworzenia
skafoldu. Stosowanie réwnomolowego stosunku monomerdéw o réznej funkcyjnosci tez nie jest
najlepszym wyborem. W przypadku kwasu sebacynowego (F 2) i gliceryny (F 3), grup kwasnych
zawsze bedzie w niedomiarze, co moze prowadzi¢ do bardzo dtugiego czasu sieciowania lub
braku mozliwosci sieciowania materiatu. Zdecydowanie korzystniej (krétszy czas, nizsza
temperatura sieciowania) bytoby prowadzi¢ reakcje w réwnomolowym stosunku grup
funkcyjnych obecnych w monomerach. Waznym aspektem tej reakcji jest rowniez odbieranie
produktu matoczasteczkowego (wody), powstajacego w reakcji. W stosowanym przez siebie
uktadzie badawczym Doktorant tego nie robit, a wptywato by to korzystnie na czas reakcji i ciezar
czasteczkowy prepolimeru. W czesci syntetycznej zabrakto mi takie rozwazenia reakc;ji
ubocznych mogacych wystgpi¢ podczas syntezy, jak odwodnienie gliceryny do toksycznej
akroleiny w temperaturze powyzej 150°C. Czy Doktorant nie obserwowat toksycznosci wobec
komodrek niektérych zsyntezowanych przez siebie materiatéw? Mogto by¢ to spowodowane
obecnoscig wtasnie akroleiny.

W czesci dotyczacej wytwarzania skafoldéw Doktorant zastosowat dobrze znang
i powszechnie stosowang metode sieciowania termicznego z wymywaniem soli. Analizujgc
nature poli(sebacynianu gliceryny), tzn. wystepowanie w réznych formach od wosku przez ciecz
do elastoremu w zaleznosci od stopnia usieciowania, uwazam ten wybor za stuszny. Wybér NaCl
jako porofora réwniez byt prawidtowy i czesto spotykany we wczesniejszych pracach naukowych.
Jednak stosowanie dioksanu jako rozpuszczalnika z punktu widzenia dalszych badan
komdrkowych jest wyborem nienajlepszym. Dioksan jest rozpuszczalnikiem toksycznym wobec
wiekszosci linii komdrkowych. Jest tez rozpuszczalnikiem trudnym do usuniecia z wyrobu

koricowego (wysoka temp. wrzenia). Dlatego tez jego ilos¢ w wyrobie koricowym, a szczegdlnie
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w produkcie medycznym powinna by¢ scisle oznaczona i kontrolowana. Niestety w catej pracy
ani razu nie zostato takie oznaczenie wykonane.

Cze$¢ dotyczaca charakterystyki wytworzonych skafoldow jest przygotowana bardzo
dobrze. Doktorant sprawnie postuguje sie wiekszoscig zamieszczonych analiz, potrafi tez
wycigga¢ witasciwe wnioski z otrzymanych wynikéw. Stosowanie zaawansowanych technik
obrazowania skafoldéw wymagato od doktoranta nawigzania wspétpracy z badaczami z innych
zespotéw naukowych. Wspédtpraca ta pozwolita na wykonanie pomiaréw mikrotomografii
rentgnowskiej czy stereoskopowej mikroskopii optycznej. Zamieszczenie tych wynikéw
niewatpliwie podnosi wartos¢ merytoryczng pracy doktorskiej. W aspekcie badania
chropowatosci powierzchni (rysunek 47) nie potrafitam zweryfikowa¢ wnioskéw doktoranta
dotyczacych zmian w powierzchni skafoldu. Mam wrazanie, ze na kazdym obrazie skala jest inna
wiec nie mozna ich poréwnywaé miedzy sobg. W pracy zabrakto mi tez definicji chropowatosci,
ktéra doktorant sie postuguje. Prosze o jej przedstawienie podczas obrony.

Na moje uznanie i pochwate zastugujg badania termiczne i mechaniczne zamieszczone
w pracy. Opisane i zaprezentowane sa wzorowo, co mnie nie dziwi, znajac specyfike prac
naukowych profesora Szustakiewicza. Mysle, ze doktorant w tym aspekcie bardzo duzo sie
nauczyt od promotora i jego zespotu, stajac sie ekspertem w pomiarze i analizie wtasciwosci
termicznych i mechanicznych polimerdéw.

Cze$¢ dotyczaca badarn komoérkowych réwniez przygotowana jest bardzo dobrze.
Zapewne jest to zastuga Pani Doktor Rudnickiej i zespotu z Uniwersytetu tédzkiego. Doktorant
wiasciwie przedstawia uzyskane wyniki. Stosuje w badaniach zaréwno kontrole pozytywna
i negatywna, co nie jest standardem w publikacjach naukowych. Wszystkie uzyskane wyniki
poddaje testowaniu statystycznemu, budujac odpowiednie przedziaty ufnodci. Jest to
postepowanie wiasciwe i rzadko spotykane, ktére zastuguje na mojg pochwate. W czesci
komdrkowej zabrakto mi jedynie testéw dtugoterminowych hodowli komérek kostnych na
materiatach i oceny zasiedlania skafoldu przez komérki kostne. Z badar kata zwilzania za pomoca
wody widaé, ze otrzymane materiaty majg charakter hydrofobowy, wiec migracja komérek
kostnych do wnetrza moze byé utrudniona i wymaga dalszych badan.

Mimo pewnych niedociggnie¢ badawczych wyniki uzyskane w badaniach komdrkowych
$wiadcza, o otrzymaniu dobrych kandydatéw na biomateriaty. Wyniki hodowli komérkowych sg

bardzo obiecujace. Brak cytotoksycznosci oraz nasilenie wystepowania markeréw kostnienia
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wskazuje duzy potencjat do dalszych badan nad otrzymanymi kompozytami, ktére w mojej ocenie
powinny by¢ kontynuowane.

W czesci zwigzanej z dyskusjg wynikdw, zabrakto mi odniesienia sie do literatury. Badania
na modelach komérkowych wykorzystujace jako podtoza komdrkowe kompozyty PGS
z hydroksyapatytem s3 do$¢ szeroko raportowane przez badaczy. Doktorant mogtaby
skomentowad czy uzyskat lepsze materiaty niz opisane wczesniej w literaturze? Czy testowane
materiaty maja odmienne cechy uzytkowe od innych opisywanych literaturze?

Przytoczone przeze mnie krytyczne uwagi nie umniejszajg w zaden sposéb osiggnied
Doktoranta. Moja ocena recenzowanej pracy doktorskiej jest pozytywna. Uzyskane wyniki oraz
liczba przeprowadzonych eksperymentéw sSwiadcza, ze Doktorant jest ambitny i lubi
podejmowac trudne zadania badawcze. Doktorant potrafi prowadzi¢ badania we wspdtpracy
z réznymi o$rodkami badawczymi stosujgc bardzo zréznicowane metody badawcze. Krytyczna
ocena stwierdzen i niektérych uzyskanych wynikdw badart ma by¢ wskazdwka do dalszych prac
nad doskonaleniem warsztatu badacza przez Doktoranta.

Uwagi do pracy: Po zapoznaniu si¢ z rozprawg chciatabym przekaza¢ nastepujgce komentarze
i watpliwosci, ktére powinny by¢ wyjasnione podczas obrony rozprawy doktorskiej:

e Czy Doktorant przeprowadzat normalizacje zmierzonych widm FTIR-ATR? Czy zawsze
stosowano taka samg nawaike badanego materiatu? Porédwnywanie ze sobg widm
zmierzonych technikg ATR jest obarczone zawsze duzym btedem.

e Czy w czasie procesu sieciowania PGS w 185°C Doktorant obserwowat wydzielanie sie wody?
Czy za kazdym razem byta to ta sama ilos¢/objetosé wody?

e Dlaczego do sterylizacji zostata wybrana dawka 35 kGy? Wyroby medyczne najczesciej sa
sterylizowane nizszymi dawkami ok. 25 kGy. Czy tak wysoka dawka nie wptywa na wtasciwosci
i czas degradacji materiatu?

e Czy dla otrzymanych kompozytéw PGS/HAP Doktorant wykonywat pomiary kata zwilzania
cieczg niepolarng? Czy byty wykonywane obliczenia swobodnej energii powierzchniowej? Czy
SEP otrzymanych kompozytéw odpowiada tkance kostnej?

e  Czy byty wykonywane pomiary twardosci otrzymanych potencjalnych wypetnien kostnych?

e Prosze o komentarz w sprawie réznic w module Younga tkanki kostnej i otrzymanych
kompozytéw PGS/HAP? Wartosci te réznia sie o kilka rzeddw. Czy nie jest to dyskwalifikujgce

kompozyt w tym zastosowaniu?
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Podsumowanie: Pan mgr Pawet Piszko podjat sie kompleksowego przeprowadzenia badan na
nad opracowaniem i wytworzeniem nowych materiatdw do wypetniania ubytkéw kostnych.
Prowadzone badania miaty charakter interdyscyplinarny i wymagaty wspétpracy wielosrodkowej
oraz zaangazowania specjalistow z réznych dziedzin. Doktorant musiat zastosowac wiele technik
badawczych z réiznych dyscyplin. W efekcie przeprowadzanych badari wykazat na modelu

komdrkowym, ze otrzymane materiaty majg potencjat do zastosowania jako wypetnienia kosci.

Wszystkie podjete przez Doktoranta dziatania pozwalaja mi jednoznacznie stwierdzi¢, ze
rozprawa doktorska mgr. Pawta Jakuba Piszko ,Materialy kompozytowe na bazie
poli(sebacynianiu gliceryny) do potencjalnego wykorzystania w inzynierii tkankowej kosci”
spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20.07.2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz.U 2023 r., poz. 742) i wnioskuje o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapdéw

postepowania doktorskiego.

rof. uczelni, dr hab. inz. Agnieszka Gadomska-Gajadhur




