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Recenzja

pracy doktorskiej mgr inz. Ewy Walejewskiej

pt. ,.Development of a Three-Dimensional Tissue-Engineered
Model for Osteosarcoma’.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska wykonana zostala na Wydziale Inzynierii
Materiatlowej Politechniki Warszawskiej pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Wojciecha
Swieszkowskiego. Praca dotyczy opracowania trojwymiarowego modelu osteosarcomy
(kostniakomigsaka) z wykorzystaniem metod inzynierii tkankowe;.

Kostniakomiesak jest rzadko rozpoznawanym schorzeniem, szczegélnie we wczesnym
etapie. Jest to ztosliwy, pierwotny nowotwor tkanki kostnej, ktory dotyka rowniez mtode osoby.
Bardzo wazna jest wezesna diagnoza, jednak pierwsze objawy trudno jest zauwazy¢, co sprawia
dalszy rozwdj nowotworu. Modele 3D i ich zastosowanie w badaniach nad nowotworami to
nowe podejscie, ktore moze umozliwi¢ odwzorowanie fizjologii tkanki a takze uwzglednic¢
réznorodnos$¢ komodrek wchodzacych w sktad nowotworu i jego otoczenia.

Wezesne wykrywanie nowotworow 1 walka z nimi to ciagle bardzo wazne 1 aktualne
wyzwania, stad tematyka rozprawy i cele postawione przez Doktorantke sg aktualne i ciekawe,
a otrzymane wyniki moga dostarczy¢ wielu informacji o charakterze zarowno naukowym jak i
mogga mie¢ znaczenie w rozumieniu tworzenia si¢ nowotworu tkanki kostne;j.

Glownym celem jaki postawita sobie Doktorantka bylo opracowanie trojwymiarowego
modelu osteosarcomy z wykorzystaniem metod inzynierii tkankowej. Hybrydowy model
obejmowat czgs¢ hydrozelowa z osadzong sferoida kostniakomiesaka, osadzong na
kompozytowym rusztowaniu, ktore odzwierciedla zdrowa tkank¢ kostng. Doktorantka za
pomocg modelu starala si¢ odwzorowaé ztozone mikrosrodowisko kosci. W podejsciu
biomimetycznym nasladowano strukture kosci, cechy biologiczne, réznorodnos¢ komorek oraz
oddzialywan miedzy nimi a macierzg zewngtrzkomérkowa. W rozwazaniach poza strukturg
kosci, uwzgledniano rowniez komponent nowotworowy.
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Strategia badawcza zostala podzielona na kilka czeéci, aby mozliwe bylo opracowanie
ztozonego hybrydowego modelu. Na cel gléwny skladajg cie trzy cele szczegotowe.

Celem pierwszym byto opracowanie podtoza imitujacego zdrowa, dojrzata tkanke kostng,
Drugim celem bylo opracowanie hydrozelowego podtoza wspomagajacego tworzenie
niezmineralizowanej tkanki kostnej, trzecim za$ celem bylo opracowanie trojwymiarowego
modelu osteosarcomy.

Realizujac zatozone cele pracy Doktorantka w pierwszej czesci pracy skupita si¢ na
modyfikacji architektury rusztowan, poprzez odpowiednie przesunigcie widkien w celu
opracowania konstrukcji o przy$pieszonej kinetyce degradacji, aby odzwierciedli¢ proces
tworzenia tkanki kostnej. W drugiej czg$ci ocenita wptyw modyfikacji architektury na
skutecznos¢ zasiedlania komorek koscio- i naczyniotwérezych. W czedci trzeciej zastosowala
podwdjne sieciowanie, czyli proces fizyczny i chemiczny w celu modyfikacji GeIMA. W ten
sposob uzyskano odpowiednig sztywnos¢ i aktywno$é metaboliczna.

Doktorantka do wytwarzania materialdow zastosowata techniki odlewu roztwordw
polimerowych oraz biodruku 3D, ktore obecnie s3 szeroko badane i rozwijane przez rdzine
grupy badawcze pod katem uzyskania odpowiednich materiatéw dla inzynierii tkankowe;.

Przedstawiona do recenzji praca napisana jest przejrzyScie w jezyku angielskim, ale
zawiera rOwniez streszczenie w jezyku polskim. Zawarta jest na 220 stronach maszynopisu,
nie wliczajgc opisu dorobku, podzigkowan i ogolnego dorobku Doktorantki. Podzielona jest
na 8 rozdzialow. Dysertacje rozpoczyna abstrakt, streszczenie w Jezyku polskim, a nastgpnie
kolejne rozdziaty. Rozdzial 1 przedstawia wprowadzenie ogolne dotyczace inzynierii
tkankowej w regeneracji kosci. W rozdziale 2 omdwione zostato podejscie biomimetyczne do
otrzymywania biomaterialdw w oparciu o przeglad literatury. W rozdziale 3 postawiono
hipotezg i opisano postawione cele pracy. Rozdziaty 4-7 to omoéwienie wynikoéw
przedstawionych w dwoch artykutach w czasopismach naukowych, jednego manuskryptu
wystanego do czasopisma oraz jednego w przygotowaniu, w ktorych Doktorantka jest
pierwszym autorem.

Czg$¢ doswiadczalng stanowia zatem cztery artykuly, z ktorych dwa sg juz
opublikowane, jeden jest w formie manuskryptu wystanego do czasopisma zatem zapewne jest
W recenzji, natomiast czwarty jest dofgczony jako manuskrypt w trakcie tworzenia. Artykuty
opublikowane zostaty juz zrecenzowane przez recenzentow, aby uzyska¢ odpowiedni status w
czasopismach, ktore naleza do grypy dobrych czasopism naukowych. Doktorantka wykazala
sw0j znaczacy udziat we wszystkich 3 artykutach i manuskrypcie przedstawiajac odpowiednie
oSwiadczenia wspétautorow. Artykuly wehodzace w sktad rozprawy to:

1. Walejewska E. et al. The effect of introduction of filament shift on degradation
behaviour of PLGA- and PLCL-based scaffolds fabricated via additive
manufacturing. Polymer Degradation and Stability 2020, 171, 109030.

2. Walejewska E. et al. Navigating osteo-angiogenic dynamic by the combinatory efekt
of filament shift introduction in TCP-loaded PLGA and PLCL scaffolds guided by
MSC-enriched co-culturing conditions. ACS Biomaterials Science and Engineering
2024- wystany do czasopisma.



3. Walejewska E. et al. Tuning physical properties of GELMA hydrogels through
microarchitecture for engineering osteoid tissue. Biomacromolecules 2024, 25(1),
188-199.

4. Walejewska E. et al. Simplified 3D model for invasion testing: complexified
interactions between osteosarcoma cells and bone-mimicking PLGA/20TCP
scaffolds. Manuskrypt w trakcie tworzenia (nie wskazano celowego czasopisma).

Kazdy z tych artykulow stanowi odpowiednio rozdziaty 4, 5, 6 i 7. Dodatkowo, w opisie
Doktorantka wskazata powigzania artykutow, uzasadniajac ich wykorzystanie w dysertacji.

Obszerny spis literatury zawarty jest na stronach od 197 do 220. Autorka cytuje az 387
pozycji literaturowych, ktére sg dobrze dobrane i prawidlowo wykorzystane. Warto w tym
miejscu zaznaczy¢, ze Autorka cytuje glownie prace z ostatnich lat opublikowane w bardzo
dobrych czasopismach naukowych.

Podsumowanie i wnioski koficowe zajmuja 2 strony i stanowig rozdzial 8 dysertacji. W
rozdziale tym zawarto rowniez uwagi na co warto zwroci¢ uwage w przysztosci.

Do wytworzenia rusztowania odwzorowujacego strukture i funkcje tkanki kostnej i
osteosarcomy Doktorantka wykorzystala materialy polimerowe. Zbadala w jaki sposob
wprowadzenie przesuniecia filamentu wplywa na degradacje skafoldéw opartych o PLGA i
PLCL oraz kompozyty z TCP (rozdzial 4 dysertacji). Nastepnie zostaly przeprowadzone
kompleksowe badania biologiczne na otrzymanych biomateriatach w formie 3D (rozdziat 5
dysertacji). Doktorantka poréwnata szereg wlasciwosci kompozytéw na bazie PLGA z TCP
oraz PLCL z TCP. Wykazata, ze kompozyty PLGA z 20% zawartoécig TCP s3 obiecujacymi
materiatami dla inzynierii dojrzatej tkanki kostnej dla hybrydowego modelu 3D osteosarcomy.
Dlatego tez w rozdziale 7 zostaty kontynuowane badania nad tym materiatem.

W rozdziale 6 dysertacji przedstawiono badania hydrozeli GelMA. Wykorzystano je ze
wzgledu na biokompatybilno$¢ oraz latwosé¢ w regulowaniu ksztalttu i wiagciwosci. Dodatkowo
zostaty one usieciowane $wiatlem widzialnym oraz zmodyfikowane dodatkiem PEO w celu
uzyskania wiaSciwosci osteoidu. Polaczenie fizycznego oraz chemicznego procesu sieciowania
pozwolifo na znaczne obnizenie stgzenia hydrozelu oraz czasu jego ekspozycji na $wiatto
widzialne. Umozliwito to zachowanie sztywnosci podtoza typowego dla osseiny wraz z wysoka
aktywnoscig metaboliczng i ekspresjy ALP w osteogennie zrdznicowanych komoérkach
hBMSC.

Rozdziat 7 zawiera wyniki obejmujace oddziatywania komoérkowe i materialowe
pomigdzy zasiedlonym rusztowaniem z PLGA/20TCP a hydrozelem odwzorowujacym osseine
GelMA z osadzonymi sferoidami kostniakomiesaka.

Kompleksowa charakterystyka materiatow otrzymanych przez Doktorantke wskazata, ze
mozliwe bylo opracowanie trojwymiarowego modelu nasladujacego $rodowisko naturalne;
tkanki kostnej wraz z trojwymiarowym modelem osteOsarcomy. Modele takie mogg pomoc w
pelnym rozumieniu mechanizmu dzialania nowotworu.

W badaniach Doktorantka wykorzystywala zaréwno metody drukowania 3D jak i
techniki otrzymywania filméw metoda odlewu z roztworéw. Do charakterystyki materiatow
wykorzystala techniki mikroskopowe, badania wlasciwo$ci mechanicznych i termicznych,
badania kata zwilzania oraz metody spektroskopowe.



Reasumujge, Autorka uzyskata ciekawe wyniki, ktore w jasny sposéb przedstawila
najpierw w 4 artykutach, z ktorych 2 zostaly opublikowane w czasopismach o wysokim
wskazniku oddziatywania (IF od 5,9 do 6,2), a 2 kolejne s3 zapewne wystane do czasopism.
Nastepnie je przedyskutowala poprawnie w ramach przedstawionej rozprawy doktorskie;.
Opublikowanie wynikow w renomowanych czasopismach naukowych oznacza, ze zostaty one
juz zrecenzowane przez badaczy pracujacych w danej dziedzinie. Wyniki zaprezentowane w
dwoch niezrecenzowanych jeszcze artykutach rowniez stanowig wysoki poziom naukowy.

Po wnikliwym przeczytaniu pracy doktorskiej rodzg si¢ pytania, ktére powinny by¢
glebiej przedyskutowane:
1. Dlaczego nie policzono swobodnej energii powierzchniowej w rozdziale 4, str. 877
2. Czy badano parametry Zelatyny przed modyfikacja, czy opierano si¢ na danych
producenta?
3. Jaki jest mechanizm sieciowania materialéw $wiattem widzialnym?
4. Czy mozliwe jest otrzymanie materiatow kompozytowych o wigkszych rozmiarach
niz te uzyskane w ramach pracy doktorskiej?
Oceniajac pracg od strony edycyjnej, nalezy podkreslié, ze praca napisana jest bardzo starannie,
a bledy literowe wystepujg bardzo rzadko. Bardzo tadna jest réwniez szata graficzna rozprawy.
Styl pisania pracy jest jasny i zrozumiaty, co sprawia, ze pracg czyta si¢ z przyjemnoscia.
Podsumowujgc, pragne stwierdzi¢, ze wymienione przeze mnie uwagi 1 postawione pytania w
zaden sposob nie obhizajg warto$ci merytorycznej pracy, a wyniki sg wartosciowe i moga
przyczyni¢ si¢ do pelnego zrozumienia mechanizmu dzialania nowotworu kosci.
Praca zawiera duzo oryginalnych wynikow o duzym znaczeniu poznawczym, a do
najwazniejszych osiagnie¢ rozprawy zaliczam:

1. Modyfikacj¢ materiatu opartego na PLGA/TCP i PLCL/TCP do potrzeb inzynierii
tkanki kostne;.

2. Wykazanie, ze sztywniejszy material oraz przesunigcie widkien sprzyjaly lepsze;
adhezji komorek.

3. Wykazanie, ze podwdjne sieciowanie (fizyczne i chemiczne), moze pozwoli¢ na
dwukrotne obnizenie stezenia hydrozelu oraz czasu jego ekspozycji na $wiatto
widzialne.

4. Opracowanie trojwymiarowego modelu odwzorowujacego mikrosrodowisko tkanki
kostnej z osteosarkoma.

Biorac pod uwage cato$¢ badan, oryginalnos¢ i jakogé wynikdéw a takze rozbudowang ich
dyskusj¢ oraz potencjalne zastosowanie w rozumieniu mechanizmu dzialania nowotworu
uwazam, ze praca spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim przez ustawe o stopniach
naukowych i tytule naukowym (art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018). Wnosz¢ o dopuszczenie
mgr inz. Ewy Walejewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage fakt, Ze wyniki zostaly opublikowane w bardzo dobrych czasopismach
naukowych o duzych czynnikach wptywu oraz wykazuja potencjal w rozumieniu nowotwordéw
tkanki kostnej wnosze¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.

Prof. dr hab. Alina Sionkowska



