Prof. dr hab. Marta Btazewicz Krakéw dn.12.03.24

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Ewy Walejewskiej

,» Development of a three-dimensional tissue-engineered model of osteosarcoma”

Recenzja zostata sporzadzona w odpowiedzi na pismo z-cy Przewodniczgcej Rady Naukowej
Dyscypliny Inzynieria Materiatowa - Politechnika Warszawska, pani prof. dr hab. inz. Anny
Boczkowskiej, dotyczgcego uchwaty Rady Dyscypliny Naukowej z dnia 15.12.2023.
powotujgcej mnie na recenzenta rozprawy doktorskiej p. mgr. inz. Ewy Walejewskie;.

Wstep

Przedstawiona do recenzji praca pt. Development of a three-dimensional tissue-
engineered model of osteosarcoma, wykonana zostata pod opiekg promotorskg pana prof.
dr hab. inz. Wojciecha Swieszkowskiego, na Wydziale Inzynierii Materiatowej, Politechniki
Warszawskiej.

Praca doktorska p. mgr inz. Ewy Walejewskiej ukierunkowana jest na mozliwosci,
jakie stwarza inzynieria tkankowa w badaniach nad nowotworem tkanki kostne;j.
Osteosarcoma (Kostniakomiesak) jest nowotworem kosci, charakteryzujgcym sie znaczna
odpornoscig, zaréwno na interwencje chirurgiczne, jak i chemoterapie. Nie ma zatem
watpliwosci, ze poszukiwania nowych rozwigzan terapeutycznych, to niezwykle aktualny i
wartosciowy obszar badan.

Jak wynika z danych literaturowych inzynieria tkankowa i strategie medycyny
spersonalizowanej wydajg sie zachecajgcymi alternatywami dla konwencjonalnych terapii
przeciwko kostniakomiesakowi. Badania nad nowotworem kosci prowadzone sg, m. in. z
wykorzystaniem dwuwymiarowych (2D) modeli in vitro, stosowanych w badaniach biologii
komérkowej i molekularnej, jednak charakteryzujg sie one stabg zdolnoscig translacji in vitro-
in vivo. Z tego wzgledu w ostatnim czasie wyraznie wzrosto zainteresowanie podtozami
tkankowymi typu 3D, w tym w znacznej mierze takimi, ktére wytwarzane moga by¢
technikami przyrostowymi. Inzynieria tkankowa znana jest juz od okoto 30-stu lat, a wiedza
jaka w tym czasie nagromadzona, stanowi podstawy medycyny regeneracyjnej i moze zostac
wykorzystana do nowych, niezwykle pozadanych dziatan, jakimi sg badania w zakresie
nowych terapii antynowotworowych. Dlatego tez wprowadzenie metod inzynierii



tkankowej do nowych zastosowan, zwigzanych z badaniami nad szeroko pojetymi
wiasciwosciami nowotwordw tkanki kostnej jest zapewne bardzo perspektywicznym
tematem badan. Wydaje sie zatem oczywiste, ze ukfady 3D, posiadajgce zardwno
wiasciwosci osteogenne, jak i chrakteryzujgce sie toksycznosciag w kierunku komdérek
nowotworowych, to rozwigzania o wysokim potencjale aplikacyjnym, ktéry jak wynika z
wielu danych nie zostat do tej pory w petni wykorzystany. Podtoza 3D mogga byé, zaréwno
wykorzystane w badaniach in vitro w zakresie analizy tkanek nowotworowych, jak i moga by¢
wszczepiane w miejsce ubytku tkanki kostnej, powodujac jej regeneracje, jak i stanowic
mogg nosniki lekow przeciwnowotworowych. W kazdym przypadku problemem jest
odpowiednia konstrukcja podtoza tkankowego o parametrach mikrostrukturalnych,
fizycznych, chemicznych i biologicznych, odpowiadajgcych konkretnym zastosowaniom w
pierwszej kolejnosci w badaniach nad nowotworami, za$ w dalszej nad wprowadzeniem ich
do zastosowan klinicznych. Zatem tworzenie realistycznego modelu 3D osteosarcomy z
komdrkami nowotworowymi wymaga precyzyjnego uwzglednienia mikro-Srodowiska
komdrkowego, réznorodnosci komérkowej, a takze czynnikéw fizycznych i chemicznych,
wptywajacych na rozwdj nowotworu. Jest rzecza oczywisty, ze tego rodzaju prace
realizowane by¢ muszg w interdyscyplinarnych zespotach oraz przy zastosowania wielu
ztozonych technologii. Tworzenie modeli 3D osteosarcomy, zasiedlonych komadrkami
nowotworowymi, prowadzi¢ moze do lepszego zrozumienia patogenezy choroby,
testowania potencjalnych lekéw i terapii celowanych oraz do rozwoju bardziej efektywnych
strategii leczenia.

Doktorantka uczestniczy w pracach nad poszukiwaniem optymalnych rozwigzan w
zakresie konstrukcji podtozy tkankowych, posiadajgcych wtasciwosci niezbedne do
zastosowan w zakresie badan nad osteosarcomg. Badania te prowadzone sg zaréwno w
zakresie poszukiwain materiatéw do konstrukcji podtozy, ich parametréw dotyczgcych
biomimetycznej wytrzymatosci, analizy odpowiedzi komodrkowej, jak i trwatosci w
srodowisku biologicznym i wielu innych parametréow, niezbednych do planowanych
zastosowan. Celem zatem badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej jest
udowodnienie mozliwos$ci wytworzenia modelu tkanki nowotworowej i jego charakterystyka
w powigzaniu z modelem zdrowej kosci.

W roku 2013 pani mgr inz. Ewa Walejewska uzyskata licencjat na Uniwersytecie
Medycznym w Biatymstoku, na kierunku Techniki Dentystyczne, a w roku 2016 ukonczyta
studia na Politechnice Warszawskiej w dziedzinie- Inzynieria Materiatowa- Biomateriaty. W
roku 2016 rozpoczeta studia doktoranckie na Politechnice Warszawskiej realizujgc prace pt.
Development of a three-dimensional tissue-engineered model of osteosarcoma, pod
kierunkiem prof. dr inz. Wojciecha Swieszkowskiego.

Efektem zaangazowania badawczego Doktorantki jest wspdtautorstwo 5 publikacji w
dobrze notowanych czasopismach z listy JCR, pieciu abstraktow w materiatach
konferencyjnych, Doktorantka jest rowniez wspodtautorkg zgtoszenia patentowego. Aktualnie

2



p. mgr inz. Ewa Walejewska realizuje projekt NCN (Preludium 20), uczestniczyta réwniez w
projekcie  NCN, dotyczagcym metod leczenia duzych ubytkéw kostnych u chorych
onkologicznie i w trzech projektach z NCBiR, realizowanych we wspétpracy z partnerami z
zagranicy (Ege University -Turcja, University of Zurich, Szwajcaria). Doktorantka odbyta trzy
krotkoterminowe staze; Uniwersytet Medyczny w Warszawie -Zaktad Transplantologii -
Centralny Bank Tkanek, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku- Zaktad Medycyny
Regeneracyjnej i Immunoregulacji oraz Heriot Watt University, Institut of Biological
Chemistry, Biophysics and Bioengineering.

Opinia merytoryczna

Przedstawiona do oceny dysertacja to przeszto 200-tu stronicowe opracowanie, do
ktérego wiaczono spdjny tematycznie zbiér publikacji, stanowigcy podstawe o ubieganie sie
o stopien doktora. Obszerne opracowanie zatytutowane; Development of a three-
dimensional tissue-engineered model of osteosarcoma rozpoczyna sie od streszczen w jezyku
angielskim i polskim, po ktérych nastepujg rozdziaty, dotyczace podstaw inzynierii tkankowej
w zastosowaniach do regeneracji tkanki kostnej oraz zagadnien, zwigzanych badaniami nad
nowotworem kosci w uktadach 2D i 3D w warunkach in vitro. Oba rozdziaty powstaty w
oparciu o aktualne dane literaturowe i stanowig cenne kompendium wiedzy w zakresie
nowoczesnej analizy mozliwosci terapeutycznych nowotworu kosci, przy zastosowaniu
inzynierii tkankowej. Po obszernym wprowadzeniu w tematyke inzynierii tkankowej w
kontekscie analizy guza nowotworowego, Doktorantka przedstawia hipoteze swojej pracy,
ktdra polega na stwierdzeniu, Ze mozliwe jest opracowanie hybrydowego modelu in vitro,
zawierajgcego komponente zdrowej tkanki kostnej oraz osteosarcomy, odwzorowujgcego
warunki in vivo.

W obszernym opracowaniu, obok wielu innych materiatéw, Doktorantka
przedstawia 2 artykuty, stanowigce podstawe ubiegania sie o stopien doktora, zgodnie
Ustawg z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r., poz.
186). S3 to artykuty opublikowane w czasopismach z listy JCR, ktére w roku opublikowania
byty ujete w wykazie sporzgdzonym zgodnie z przepisami na podstawie art.267ust.2 pkt 2,
powyzszej ustawy, w ktérych Doktorantka jest pierwszym autorem i w ktérych zgodnie z
oswiadczeniami wspotautorow jej wktad w powstanie publikacji byt dominujgcy.

Artykut 1. pt.; The effect of introduction of filament shift on degradation behaviour of
PLGA- and PLCL-based scaffolds fabricated via additive manufacturing zostat opublikowany
w czasopiSmie Polymer Degradation and Stability, w roku 2020, aktualny IF czasopisma to
5.9, punkty ministeriale-100.

Artykut 2. zatytutowany Tuning Physical Properties of GelMA Hydrogels through
Microarchitecture for Engineering Osteoid Tissue, opublikowany zostat w czasopismie BiO-
Macromolcules, IF-6.2, punkty ministerialne 140. (zaakceptowany w 2023, opublikowany
2024).



Pierwszy z artykutdw (The effect of introduction of filament shift on degradation
behaviour of PLGA- and PLCL-based scaffolds fabricated via additive manufacturing), dotyczy
kluczowego aspektu w dziedzinie inzynierii tkankowej, a mianowicie badan nad
parametrami, ktére majg decydujacy wptyw na szybkos$¢ degradacji podtoza tkankowego.
Problem ten analizowano na podstawie eksperymentédw wykonanych w warunkach in vitro.
Przedmiotem badan byty dwie grupy poliestréw i ich kompozytéw z TCP, ktére wytwarzano
w metodzie precyzyjnego osadzania poprzez wyttaczanie materiatu (PED) o odmiennej
architekturze (wtékna budujgce podtoze tkankowe, utozone z przesunieciem lub bez
przesuniecia). Badano wptyw architektury podtozy na szybkos$¢ degradacji, a do analizy
zmian zachodzgcych w dwéch typach podtozy zastosowano niezwykle bogaty zestaw
narzedzi fizyko-chemii ciata statego, co w efekcie przyniosto szereg cennych danych z punktu
widzenia kontroli procesu degradacji poliestrowych podtozy tkankowych. Wyniki uzyskane
przez autoréw pracy doprowadzity do wskazania podtozy tkankowych o optymalnych
parametrach materiatowych w kontekscie planowanych badan, zwigzanych z konstrukcja
modelu tkanki kostnej.

Drugi z artykutéw pt.; Tuning Physical Properties of GelMA Hydrogels through
Microarchitecture for Engineering Osteoid Tissue, przedstawia dane, dotyczgce badan nad
wytworzeniem podtoza o parametrach odwzorujgcych niezmineralizowany osteoid, a zatem
kolejng czes¢ w konstrukcji hybrydowego modelu osteosarcomy. Wybdér materiatu do
konstrukcji osteoidu trzeba uznac za w petni uzasadniony.

GelMA moze by¢ modyfikowany dodatkami, takimi jak biatka, czynniki wzrostu i
wiele innych, co pozwala uzyska¢ wiekszg mimikre struktury i funkcje tkanki. Autorzy
opracowali szereg modyfikacji chemicznych i fizycznych zelu metakrylanowego GelMA w celu
uzyskania materiatdw, odpowiednich do konstrukcji podfoza tkankowego. W pracy
przedstawiono oryginalny dwustopniowy proces zelowania w efekcie, ktérego otrzymano
oczekiwane wyniki w zakresie wtasciwosci mechanicznych, porowatosci i adekwatnej do
zastosowan odpowiedzi, w kontakcie z komdérkami w warunkach in vitro. Badania in vitro
prowadzono dla grupy materiatdw, otrzymanych w rdéznych warunkach procesowych,
miedzy innymi analiza poziomu fosfatazy alkalicznej ALP, czyli czynnika wskazujgcego na
roznicowanie komoédrek kostnych, pozwolita na wskazanie podioza o optymalnych
wiasciwosciach w aspekcie planowanych zastosowan. Biomateriaty na bazie GelMA s3
szeroko wykorzystywane w inzynierii biomedycznej ze wzgledu na ich bardzo dobre
wiasciwosci biologiczne, natomiast ich zastosowania w konstrukcji podtozy tkankowych sg
ograniczone, zwtaszcza przez ich niewystarczajgce wtasciwosci mechaniczne, zatem wyniki
zawarte w artykule przyczyni¢ sie mogg do znaczgcego zniwelowania tego rodzaju
ograniczen.

Nalezy doda¢, ze Doktorantka dotgcza do kopii tych dwdch omawianych artykutdéw,
dodatkowe dane i w przypadku pierwszego z artykutdw sg to badania skaningowej
kalorymetrii réznicowej oraz badania spektroskopii FTIR, dotyczgce wszystkich czterech
materiatow bedgacych przedmiotem badan opisanych w artykule.



W przypadku drugiego z omawianych artykutéw, dodatkowe dane obejmujg wyniki
badan biologicznych (przezywalno$¢ komorek test Live/Dead, poziom znormalizowany
poziom fosfatazy alkalicznej ALP/DNA), jak i dane stabilnosci strukturalnej czy badania
spektroskopowe i termogawimetryczne analizowanych ukfadéw, wytwarzanych na bazie
GelMA.

Opracowanie przedstawione przez Doktorantke ma nietypowa forme, komentarz, jaki
dofacza sie zazwyczaj do cyklu jednotematycznych publikacji, zostat wzbogacony o dwa
nieopublikowane artykuty, ktére sg zwigzane z tematem dysertacji i dostarczajg kluczowych
wynikow w aspekcie weryfikowania tezy pracy. Wiodgcy udziat Doktorantki w opracowaniu
tych dwodch artykutéw zostat potwierdzony odpowiednimi oswiadczeniami. Pierwszy z
artykutéw zatytutowany Navigating osteo-angiogenic dynamics by the combinatory effect of
filament shift introduction in TCP-loaded PLGA and PCL scaffolds guided by MSC-enriched co-
culturing conditions, zostat wystany do czasopisma ASC Biomaterials&Engineering i oczekuje
na akceptacje wydawcy. Artykut ten przedstawia bardzo interesujace wyniki badan
biologicznych, ztozonych ukfadéw komdérkowych (MSC, hFOB, HUVEC), analizowanych w
kontakcie z podtozami tkankowymi na bazie resorbowalnych poliestrow i fosforanu wapnia,
wytworzonych w réznych uktadach architektonicznych. Reakcja komérek korelowana jest z
szeroka analizg wtasciwosci chemicznych i fizycznych, poszczegdlnych podtozy tkankowych.
Wyniki badani przedstawione w artykule sg kontynuacjg prac przedstawionych w artykule -
The effect of introduction of filament shift on degradation behaviour of PLGA- and PLCL-
based scaffolds fabricated via additive manufacturing.

Artykut pt.; Simplified 3D model for invasion Testing: Complexified interactions
between osteosarcoma cells and bone-mimicking PLGA/20TCP scaffolds to praca, ktora
podobnie jak poprzednia, nie zostata jeszcze opublikowana. Praca ta opiera sie na wynikach
artykutéw zawartych w opracowaniu przedstawionym przez Doktorantke i jest kluczowa z
punktu widzenia potwierdzenia tezy doktoratu p. mgr inz. Ewy Walejewskiej, gdyz wskazuje
jednoznacznie, ze model nowotworu tkanki kostnej zostat opracowany i zweryfikowany
badaniami biologicznymi. Nalezy doda¢, ze badania nad pofaczonymi modelami tkanki
nowotworowe] i zdrowej tkanki kostnej doprowadzity do szeregu wazinych wnioskow w
zakresie zachowania komérek nowotworowych, wykazano miedzy innymi, ze ich inwazja
blokowana byta przez obecnosci zréznicowanych osteogennie komdrek MSC.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, Zze model opracowany w badaniach
przedstawionych w dysertacji p. mgr inz. Ewy Walejewskiej stanowi wartosciowy uktad, o
wysokim stopniu ztozonosci, fgczagcy w sobie konstrukt zdrowej i nowotworowej kosci, na
podstawie ktérego mozliwe beda dalsze badania nad osteosarcomg, prowadzace do
opracowania nowych, skuteczniejszych niz dotychczasowe metod terapeutycznych.

Niemniej jednak nalezy zwrdci¢ uwage, ze warto$¢ naukowa wynikéw badan,
zawartych w obszernym opracowaniu, przedstawionym przez Doktorantke dotyczy, nie tylko
ztozonego ukfadu jakim jest model tkanki kostnej zdrowej w pofaczeniu z nowotworowg, ale
rowniez zwigzana jest z oryginalnymi rozwigzaniami, dotyczgcymi podtozy kazdej z tkanek
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osobno, czyli kompozytu poliestry resorbowalne/TCP oraz uktadéw na bazie GelMA,
otrzymywanych w procesie dwustopniowego zelowania.

Analiza obszernego opracowania przedstawionego przez Doktorantke jednoznacznie
wskazuje, ze jest ona osoba posiadajgcg gruntowng wiedze w dziedzinie naukowej, w
ramach ktérej prowadzi badania nad modelami tkanki nowotworowej. Tres¢ materiatéw
przedstawionych do oceny w pefni potwierdza, ze p. mgr inz. Ewa Walejewska posiada
umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan naukowych, w tym prawidtowego doboru
metod badawczych stuzgcych do zweryfikowania hipotezy sformutowanej w poczgtkowej
czesci pracy. Na podstawie oceny jedno-tematycznego cyklu publikacji, przestawionego przez
Doktorantke oraz na podstawie szeregu cennych wynikdw badani, przedstawionych w
dysertacji p. mgr inz. Ewy Walejewskiej stwierdzam, ze jest ona aktywnym badaczem,
ktorej prace stanowig wazny wktad w uprawiang przez nig dziedzine wiedzy.

Whniosek korncowy.

W posumowaniu stwierdzam, ze recenzowana przeze mnie praca pt. Development of
a three-dimensional tissue-engineered model of osteosarcoma spetnia warunki Ustawy
Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z dn. 20 lipca 2018 (Dz.Uz 2018 po0z.1668) (Uchwata
nr 321/L/2023 Senatu Politechniki Warszawskiej z dnia 29 marca 2023 ) i wnioskuje do Rady
Naukowej Dyscypliny -Inzynieria Materiatowa, Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie
pani mgr inz. Ewy Walejewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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