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Opinia
na temat rozprawy doktorskiej nt. ,Opracowywanie, otrzymywanie i badanie rusztowan
komorkowych do hodowli chondrocytéw lub komérek macierzystych do regeneracji
chrzastki stawowej” wykonanej przez mgr inz. Monike Wasyteczko
pod naukowym kierownictwem

prof. dr hab. inz. Andrzeja Chwojnowskiego

1. Waznosc¢ podjetej tematyki

Praca doktorska Pani Moniki Wasyteczko wychodzi naprzeciw wyzwaniom wspoéfczesnej
medycyny. W chwili obecnej nie ma skutecznej terapii regenerujacej ubytki chrzastki
stawowej, ktora dotyczy coraz wiekszej liczby pacjentow, z uwagi na dtuiszy czas zycia,
zwiekszong aktywnos¢ fizyczng, w tym uprawianie sportéw ekstremalnych czy pojawiajace sie
coraz czesciej u ludzi procesy chorobowe na skutek czynnikdw genetycznych, czy autoagres;ji.

Obecnie stosowane terapie tj. autologiczna chondrogeneza indukowana macierzg (AMIC)
czy autologiczny przeszczep chondrocytow (ACI) nie zapewniajg dtugoterminowego efektu.
Dlatego tez opracowanie rusztowania komodrkowego stuigcego jako macierz
zewnatrzkomoérkowa dla komoérek macierzystych czy chondrocytow pozwalajgca na ich
zasiedlenie i funkcjonowanie jest szansg na rozwigzanie dtugoterminowe.

W pracy podjeto probe opracowania takich nowych rusztowan, stgd majgc powyzsze na
wzgledzie, tematyke recenzowanej rozprawy doktorskiej uwazam za bardzo aktualng, warta

dogtebnych badan.
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2. Struktura pracy

Praca doktorska zostata oparta na szesciu anglojezycznych publikacjach opublikowanych
w latach 2020-2023, do ktérych przygotowano kilkudziesieciostronicowy przewodnik.
Publikacje s wieloautorskie, przy czym w trzech z nich Doktorantka jest pierwszym autorem.
Publikacje zostaty opublikowane w bardzo dobrych czasopismach: jedna z nich Biocybernetics
and Biomedical Engineering ma 200 pkt. MNiSW, dwie Molecules and Pharmaceutics majg po
140 pkt., zas trzy Membranes, Polymers i Desalination and Water Treatment 100 pkt.
Wspotautorzy prac dotaczyli oswiadczenia o ich wktadzie w publikacje.

Przewodnik zostat przygotowany w strukturze typowej dla prac naukowych
laboratoryjnych. Sktada z gtéwnych czesci Wprowadzenie i cel pracy, Przeglqd literatury, ktéry
zakonczono podsumowaniem i wnioskami z literatury, Cel pracy oraz tezy badawcze,
Omowienie prac wfasnych, Dyskusja i Podsumowanie. Oddzielne rozdziaty stanowi Bibliografia

i Wykaz skrétéw. Do przewodnika dotgczono takze streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

3.Cel pracy

Celem pracy bylo opracowanie nowych syntetycznych rusztowan do hodowli
chondrocytdw lub komoérek macierzystych na bazie membran. Takie rusztowania muszg zostaé
precyzyjnie zaprojektowane, tak by tymczasowo nasladowac¢ wtasciwosci natywnej macierzy
chrzastki szklistej.

Jako szczegdtowe cele pracy postawiono: 1’opracowanie sposobu otrzymywania
nowych rusztowan syntetycznych z biomateriatow tj. PLCA z PUR oraz PES metodg inwersji faz
z dodatkiem wtdkniny oraz prekursoréw poréw; 2’dobdr prekursoréw (generatoréw poréw)
3’ otrzymanie rusztowan z PES; 4’ przeprowadzenie badan in vivo dla rusztowan na bazie PCLA
i PES.

Opracowane rusztowania poddawane byty szczegétowym badaniom: analizie struktury
pod katem wielkosci, rozmieszczenia, ksztattu i objetosci poréw; ocenie wytrzymatosci
mechanicznej; okresleniu cytotoksycznosci; okresleniu czasu degradacji w réznych mediach.
Ponadto wybrane rusztowania testowane byly w badaniach in vitro (obserwacja

chondrocytow, zywotnosc¢ komérek, analiza elementarna, barwienie) oraz w badaniach in vivo



z wykorzystaniem modelu zwierzecego (krélika). Badania in vivo prowadzone byly we
wspofpracy z ortopedami.

4. Szczegoétowy opis pracy

Przewodnik do artykutéw wchodzacych w sktad rozprawy rozpoczyna dosc¢ obszerny
rozdziat dotyczacy przegladu literatury. Wprowadza on w sposéb wiasciwy czytelnika w
tematyke badan opisujagc po kolei problem medyczny, jakim jest uszkodzenie chrzastki
stawowej i metody leczenia tego defektu. Obecnie najbardziej obiecujgce metody zmierzajace
do odtworzenia chrzastki szklistej to metoda ACI (autologiczny przeszczep chondrocytéw) oraz
metoda AMIC (autologiczna chondrogeneza indukowana macierzg). Na chwile obecng w obu
wspomnianych metodach mozliwe jest uzyskanie jedynie tkanki witdknisto-szklistej o
witasciwosciach zblizonych do chrzastki szklistej. Dalej opisano wymagania i materiaty
stosowane dla rusztowan dla hodowli chondrocytéw, ktérych dotyczyta bezposrednio
recenzowana praca doktorska.

Cze$é¢ druga przewodnika to opis badan wtasnych w nawigzaniu do publikacji
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej. Wszystkie publikacje zostaty opublikowane w
czasopismach o wysokim IF.

Publikacja 1 pt. “Review of Synthetic and Hybrids Scaffolds in Cartilage Tissue
Engineering” zostata opublikowana w roku 2020 w “Membranes” (IF=3.6). Jest to praca
rozpoczynajaca prace Doktorantki nad opracowaniem rusztowan. Stad tez jest to praca
przegladowa dotyczaca rozwigzan do regeneracji chrzastki stawowej. Publikacja ta liczy 197
cytowanych publikacji, co wskazuje na bardzo szerokie podejscie do tematu i na tym etapie
wykonywania pracy doktorskiej bardzo dobre przygotowanie teoretyczne Doktorantki do
podjecia badan.

Publikacja 2 pt. “Polyester membranes as 3D scaffolds for cell culture” zostata
opublikowana w roku 2021 w “Desalination and Water Treatment” (IF=1.1). Praca dotyczy
opracowania innowacyjnej struktury na bazie PLCA (poli(L-laktydu-ko-g-kaprolaktonu) przy
zastosowaniu wtdkniny z poliwinylopirolidonu (PVP) 1,3 MDa i polimeru Pluronic 127-F oraz
drugiej przy zastosowaniu wtékniny z zelatyny i polimeru PVP 10 kDa. Struktury zostaty
szeroko zbadane m.in. poprzez wykonanie zdje¢ SEM. Kluczowe byto okreslenie wielkosci i

roztozenie poréw. Zbadana zostata takze szybko$¢é rozktadu uzyskanych rusztowan.



Publikacja 3 pt. “Scaffolds for cartilage tissue engineering from a blend of
polyethersulfone and polyurethane polymers” zostata opublikowana w roku 2023 w
“Molecules” (IF=4.6). Badania opisane w tejze publikacji dotyczyty otrzymania i charakterystyki
rusztowan na bazie polieterosulfonu (PES) i poliuretanu (PUR) przy zastosowaniu réznych
prekursorow makroporéw. Otrzymany materiat szczegétowo scharakteryzowano: wykonano
obrazy SEM, okreslono rozktad pordéw, stopien hydrofilowosci, wtasciwosci mechaniczne oraz
utrate masy w czasie.

Publikacja 4 pt. “Three-dimentional scaffols for bioengineering of cartilage tissue”
zostata opublikowana w roku 2022 w “Biocybernetics and Biomedical Engineering” (IF=6.6).
Badania opisane w pracy dotyczyty hodowli in vitro z wykorzystaniem ludzkich chondrocytéw.
W badaniach poréwnano rusztowania na bazie polieterosulfonu (PES) oraz-poli(L-lactydu)
(PLLA). Uzyskane wyniki badan wskazaty na przewage rusztowania na bazie polieterosulfonu,
ktérego otrzymanie opisano w publikacji 3. Dodatkowo po zakoriczonej hodowli
chondrocytow odzyskano biatko, ktore, jak potwierdzono w badaniach SEM, miato strukture
podobng do natywnej tkanki chrzestne;.

Publikacja 5 pt. “Intraaticular implementation of autologous chondrocytes placed on
collagen or poluethersulfone scaffolds: an experimental study in rabbits” zostata
opublikowana w roku 2023 w “Polymers” (IF=4.9). Wyniki przedstawione w pracy dotycza
badan in vivo, przy wykorzystaniu krélika jako zwierzecia modelowego. W badaniach
poréwnano wybrane w publikacji 4 rusztowanie na bazie PES z preparatem komercyjnym na
bazie kolagenu. Badania opublikowane w tejze pracy majg charakter catkowicie innowatorski.
Badania prowadzono na 64 krolikach wykorzystujac obie konczyny tylnie. Badania
prowadzone byty metode ACI, czyli z wykorzystaniem przeszczepu chondrocytéw. Badania
zakonczyty sie sukcesem, ktéry mozna uznac takze za sukces tejze pracy doktorskiej. Ocena
makro — i mikroskopowa udowodnita, ze jakos¢ zregenerowanej tkanki byta podobna po
przeszczepieniu komodrek zaszczepionych na membranach PES, jak i na kolagenowym
preparacie handlowym. Zregenerowana tkanka w ubytkach osiggneta dojrzatos¢ po 12
tygodniach, zas po 52 tygodniach wykazywata nadal morfologie chrzastki szklistej. Uzyskano
95% regeneracje ubytkéw. Badania histopatologiczne wykluczyty pozostatosci fragmentow

rusztowania PES.



Publikacja 6 pt. “Regeneration of articular cartilage using membranes of polyester
scaffolds in a rabbit model” zostata opublikowana w roku 2022 w “Pharmaceutics” (IF=5.5).
Badania opisane w pracy dotyczg podobnie jak badania zawarte w publikacji 5 badan in vivo,
ale z wykorzystaniem rusztowan na bazie PLCA, ktérych otrzymanie opisano w publikacji 2. W
tym przypadku zastosowano metode AMIC, ktéra bazuje na komdrkach macierzystych.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze zastosowanie materiatu PLCA sprzyjato uzyskaniu lepszych
efektéw w poréwnaniu z grupga kontrolng (ubytki niewypetnione). Wskazano, ze rusztowanie
PLCA zawierajace wtdknine z poliwinylopirolidonu jest lepsze mechanicznie niz rusztowanie
PLCA zawierajace widknine z zelatyny.

Wszystkie badania opisane w artykutach i w przewodniku zostaty wykonane zgodnie z
obowigzujgcymi procedurami. Badania majg charakter innowacyjny i aplikacyjny. Pozytywne
wyniki z badan przeprowadzonych in vivo wskazujg, ze opracowane rusztowania sg gotowe do

dalszych etapéw badan poprzedzajacych wdrozenie.

5.Zagadnienia do poruszenia w czasie obrony

Przewodnik w sposob logiczny prowadzi czytelnika przez kolejne etapy badan. Jest
napisany tadnym naukowym jezykiem, zostat przygotowany starannie, rysunki i tabele sa
czytelne. Bardzo liczna literatura (175 pozycji) jest cytowana i zestawiona poprawnie. Od
strony edytorskiej mam jedynie uwage do numeracji rozdziatéw. Rozdziat ,Omdwienie prac
wtasnych” powinien zostaé¢ napisany drukowanymi literami, bo w zaprezentowanej formie
przynalezy jakby do rozdziatu Cel pracy. Uwaga ta dotyczy takie rozdziatu ,Dyskusja” i
,Podsumowanie”.

W czasie publicznej obrony pracy doktorskiej chciatabym prosi¢ Doktorantke o

nastepujace informacje/wyjasnienia:

- czy grubos¢ membrany jest kluczowym parametrem? Jezeli tak, w jakim zakresie mozna nig
sterowac stosujgc opisane metody?

- czas monitorowania w badaniach in vivo? W przypadku metody ACI byto to 52 tygodnie, w
przypadku AMIC 24 tygodnie. Czy mozna uzna¢, ze sukces uzyskany po tym czasie daje

gwarancje trwatego efektu?



- w ostatnim zdaniu podsumowania zawarto informacje, ze opracowane materiaty mogtyby
zostac zastosowane takze do rekonstrukcji nosa. Dlaczego akurat nosa a ucha juz nie? Czy
uzyskane wyniki badan mogtyby w jaki$ sposob przystuzy¢ sie takze regeneracji ubytkéw

kostnych lub tkanek miekkich?

6. Dorobek naukowy

Wedtug zatgczonego raportu dotyczacego dorobku poza szescioma pracami
wchodzacymi w skfad rozprawy doktorskiej, Pani mgr inz. Monika Wasyteczko jest
wspotautorka jedenastu publikacji. Wszystkie zostaty opublikowane w czasopismach o
wysokiej punktacji na liscie MNiSW. Jest takie wspotautorka czterech patentéw oraz
jedenastu wystgpien konferencyjnych.

Na dzien wykonywania recenzji, wedtug bazy Web of Science, liczba cytowan
zamieszczonych w niej 17 prac wspétautorstwa Pani mgr inz. Monika Wasyteczko wynosi 193,

zas Indeks Hirscha wynosi 8. Mozna te parametry uzna¢ jako dorobek wyrdzniajacy.

Reasumujac uwazam, ze Pani mgr inz. Monika Wasyteczko rozwigzata z
powodzeniem zadania bedace celem Jej rozprawy doktorskiej, ktéra stanowi oryginalne,
bogate w liczne eksperymenty osiggnigecie naukowe. Wykazata sie przy tym wiedzg
oczekiwang od kandydatki do stopnia doktora w dyscyplinie naukowej Inzynieria
Biomedyczna.

Uwazam, ze przedtozona rozprawa spetnia wszystkie wymagania stawiane formalnie
i zwyczajowo pracom doktorskim i stawiam wniosek o dopuszczenie Pani mgr inz. Monika
Wasyteczko do publicznej jej obrony. Rownoczesnie majgc na uwadze szeroki zakres
przeprowadzonych prac, uzyskanie nowatorskich rozwigzan, bardzo dobry dorobek
naukowy z badan wykonanych w ramach pracy doktorskiej wnioskuje o wyréznienie tej

rozprawy doktorskie;j.
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