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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agaty Kurzyk pt. Wykorzystanie mezenchymalnych
komoérek macierzystych tkanki thuszczowej do konstrukeji polimerowo-komérkowych
rusztowan do regeneracji ubytkow kostnych.

Praca zostala wykonana w Zaktadzie Medycyny Regeneracyjnej Centrum
Onkologii-Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie pod kierunkiem prof. dr. hab.n.med.
Zygmunta Pojdy, ktory jest promotorem.

W Europie okoto miliona chorych rocznie przechodzi chirurgiczng rekonstrukcije
kosci z uzyciem przeszczepdéw kostnych. Przeszczep kostny uwazany jest za bezpieczny i
skuteczny sposéb leczenia duzych ubytkow kostnych. Zawiera on komorki tworzace nowa
kos$¢ oraz ma wiasciwosci osteoindukcyjne. Alternatywa dla takich przeszczepow jest
implantacja protez z materialéw niebiologicznych, ktére jednak moga nie stymulowa¢ tkanki
kostnej do regeneracji uszkodzonej kosci. Innym jeszcze rozwigzaniem moze byé polaczenie
trojwymiarowych wszczepow szkieletu materialow niebiologicznych z wyhodowanymi na
nich komérkami macierzystymi o niskiej ekspresji antygenow zgodnosci tkankowe;.

Celem pracy Autorki byto opracowanie modelu do badania zachowan komorek
macierzystych tkanki thuszczowej (ASC - adipose stem cells) dla regeneracji ubytkow
kostnych. Drugim celem byto zbadanie i optymalizacja krytycznych etapéw zasiedlenia in
vitro konstruktéw polimerowo-komoérkowych, jako etapu badan przedklinicznych
wykorzystania ludzkich ASC w ortopedii. Przedstawiony kontekst kliniczny celu rozprawy
nalezy oceni¢ jako interesujacy, a jego uzasadnienie we wstepie zostato opisane przejrzyscie i
zgodnie z aktualna wiedza.

W rozprawie Autorka opisata potencjat proliferacyjny komérek pochodzacych z
tkanki ttuszczowej réznej lokalizacji badany na modelu szczurzym. Sprawdzita wzrost tych
komorek w kolejnych pasazach hodowli in vitro. Oprocz oceny proliferacji komoérek zbadata
rowniez potencjat réznicowania hodowanych komérek macierzystych tkanki ttuszczowe;.
Ocenita tez wydajnos¢ zasiedlania rusztowan polikaprolaktonu (PCL) oraz PCL z 5%
trdjfosforanem wapnia (TCP). Zbadata proliferacje szczurzych ASC w rusztowaniach po
roznym czasie hodowli, poréwnata tez rézne metody zasiedlania oraz dynamike wzrostu
ASC na rusztowaniach. ASC poddane procesowi réznicowania w kierunku osteogenezy w

rusztowaniach oceniafa testem aktywnosci fosfatazy zasadowej. Wzrost alkalicznej fosfatazy

obserwowata po 7 i 14 dniach hodowli na rusztowaniu PCL.




Waznym etapem rozprawy byto podjecie podobnych obserwacji na komoérkach ASC
pozyskanych z tkanki ttuszczowej ludzkiej po uzyskaniu zgody badanych os6b. W jedne;j
izolacji otrzymywano okoto 0.42 x 10° komorek frakcji SVF (ang. stromal vascular fraction,
SVF) o zywotnosci 85% na ml lipoaspiratu. Czas podwojenia populacji ludzkich komérek
SVF w pasazach 1-3 wynosit 96 h, a czas namnozenia hodowli pierwotnej do pasazu 1
wynosil 6 dni. Pasaz 3 uzyskiwano po 15-19 dniach. W kolejnych pasazach utrzymywaty sie
komérki o fenotypie CD29, CD73, CD90, CD105. Natomiast komoérek o fenotypie CXCR4,
CD45 oraz linl byto ponizej 1%. Do dziewigtnastego pasazu obserwowano 2-10% komorek
CD34 dodatnich. W komoérkach ASC réznicujgcych sie w kierunku osteogenezy
obserwowano gromadzenie depozytéw wapnia wykrywanych czerwienig alizarynowa.
Sprawdzono wydajnos¢ zasiedlania rusztowan PCL i PCL+5%TCP przez zawiesiny ludzkich
ASC. Obserwowano znaczacy przyrost masy komorek migdzy 1 a 7 dniem eksperymentu.
Optymalne dla aktywnosci metabolicznej mierzonej testem MTS byly rusztowania PCL+
5%TCP. Obserwowano, ze komorki ASC przylegaja do powierzchni rusztowania tworzac
rozlegle skupiska, ale rOwniez zasiedlajg wn¢trze rusztowan. Komorki zasiedlajace
rusztowania mogg réznicowac si¢ w kierunku kostnym i ttuszczowym. Test na obecno$é
fosfatazy alkalicznej jako wczesnego markera osteogennego wykazat optymalny wynik na
rusztowaniu PCL+5%TCP.

Autorka rozprawy wykonala wszechstronne badania postugujac sie roznymi
metodami. Wyniki oraz wnioskowanie na ich podstawie zostaly opisane systematycznie, a
wnioskowanie jest formutowane ostroznie. W dalszej czes$ci rozprawy wnioski zostaly
przedyskutowane w zwiazku z opublikowanymi doniesieniami z zakresu opracowanego
tematu badan.

Rozprawa obejmuje wstep, okreslenie przestanek i celow podjetego projektu, opis
materialow 1 metod, wyczerpujacy opis uzyskanych wynikéw wraz z tabelami, wykresami i
zdjeciami oraz dyskusje zawierajaca porownanie otrzymanych wynikow badan z wynikami
publikowanych prac o podobnej tematyce. Dotagczono podsumowanie oraz wnioski
wynikajgce z przeprowadzonych eksperymentow, streszczenie w j. polskim i j. angielskim
oraz 356 pozycji piSmiennictwa.

Z obowigzku recenzenta chciatbym zwroci¢ uwage na brak petnego wykorzystania
cytometrii przeptywowej np. w tacznym oznaczaniu zywotnosci komorek i markerow
komérkowych.

Rozprawe p. Agaty Kurzyk oceniam pozytywnie. Zawiera ona przedstawienie

oryginalnego pomystu rozwigzania probleméw modelu rusztowania kostnego zasiedlonego




wlasnymi komérkami macierzystymi tkanki thuszczowej osoby chorej. Badania wykonano na
modelu z komérkami macierzystymi tkanki thuszczowej u szczura i te wyniki zostaly
wykorzystane w badaniu na podobnym modelu komoérek tkanki thuszczowej cztowieka.
Przedstawione rozwigzania sa oryginalne, a zalozone cele zostaly zrealizowane. Prezentacja
wynikow jest przejrzysta, co potwierdza teoretyczna wiedze autorki z zakresu prowadzonych
badan oraz umiejetnosé organizowania i prowadzenia pracy naukowe;j.

W mojej ocenie, rozprawa spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy o
stopniach naukowych i tytule naukowym. Przedstawiona rozprawa uzasadnia dopuszczenie
pani Agaty Kurzyk do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego. Wnioskuje o nagrodzenie

Autorki za przedstawiong rozprawe.
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