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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR KATARZYNY SIENNICKIEJ PT.
,BADANIE ZALEZNOSCI POMIEDZY MORFOLOGICZNYMI I
CZYNNOSCIOWYMI PARAMETRAMI MEZENCHYMALNYCH KOMOREK
MACIERZYSTYCH TKANKI TLUSZCZOWEJ (ASC) A WIEKIEM SZCZURA -
DAWCY KOMOREK.”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Katarzyny Siennickiej zostata
przygotowana w postaci monografii w jezyku polskim. Dotyczy ona niezwykle aktualnego
zagadnienia jakim jest problematyka pozyskiwania i przeszczepiania komorek macierzystych.
Komorki macierzyste dzieki swojej niegraniczonej mozliwosci do podziatow, mozliwosci
roznicowania w kierunku réznych typow komorek oraz interesujacym wiasciwosciom
immunoregulacyjnym sg przez niektorych uwazane za niezwykle cenne narzedzie terapeutyczne.
Niestety nasza dotychczasowa wiedza na temat ich pozyskiwania i praktycznego zastosowania
jest ciagle niezadowalajgca i wymaga dalszych badan. Z réznych wzgledow najtatwiej dostgpne
sg komorki macierzyste pozyskiwane od dorostych osobnikow ze szpiku lub tkanki ttuszczowej.
Niestety, mato wiadomo o potencjale tych komoérek w zaleznosci od wieku dawcy. Dlatego tez
uwazam, ze wybor tematyki pracy doktorskiej mgr Siennickiej jest trafny i wpisuje sie¢ w
aktualne trendy w tej dziedzinie badan. Praca zostala wykonana pod kierunkiem Prof. dr hab.
Zygmunta Pojdy w zespole, ktory ma wieloletnie doswiadczenie i ogromne sukcesy w dziedzinie
badan nad komoérkami macierzystymi.

Praca mgr Katarzyny Siennickiej ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich. Zawiera
streszczenie w jgzyku polskim i angielskim, wykaz najczgsciej uzywanych skrotow, wstep
zatytulowany ,,Wiadomosci ogdlne”, cele pracy, materiaty i metodyke, wyniki, dyskusje,
wnioski oraz bibliografie. Calo$¢ uzupetniajg spisy tabel i rycin, ktére w mojej ocenie sa

niepotrzebnie.



We wstepie Doktorantka przedstawia podstawowe informacje na temat komorek
macierzystych. Opisuje kolejno pochodzenie, wiasciwosci i potencjal komorek macierzystych
zarodkowych, plodowych, somatycznych i indukowanych. Nastepnie przedstawia
mezenchymalne komoérki macierzyste (MSC). Opisuje pokrotce histori¢ ich odkrycia, dyskutuje
sprawy nomenklaturowe oraz opisuje ich fenotyp. Odnosi si¢ tez do zrodta tych komoérek
wskazujac szpik i tkanke ttuszczowa jako gtowne tkanki, z ktérych mozna je pozyskiwac¢ do
celow badawczych i terapeutycznych. W tym miejscu cheiatbym zwrdci¢ Doktorantce uwagg, ze
termin ,,stroma szpiku” lub ,,komorki stromalne™ brzmi nie najlepiej. Zgodnie z polska
nomenklaturag powinno si¢ uzywaé terminu ,,podscielisko”. Podobnie, zr¢czniej jest uzywac
terminu ,,szpik”, a nie ,,szpik kostny™.

W dalszej czgsei wstepu Doktorantka skupia sie, zgodnie z zalozeniami pracy, na
mezenchymalnych komorkach macierzystych pozyskiwanych z tkanki ttuszczowej (ASC).
Opisuje metodologie ich izolacji oraz wlasciwosci. Autorka szczegolnie skupia sie na opisie
wlasciwosci ASC, ktory doskonale wprowadza czytelnika w zagadnienia ich biologii i
potencjatu do réznicowania w rozne typy dojrzatych komorek organizmu oraz przedstawia ich
zdolnosci do modulowania reakcji odpornosciowych, a szczegdlnie ich wlasciwosci jako
komorek supresyjnych.

Dalsze czesci wstepu poswigcone sg potencjatowi terapeutycznemu ASC oraz zastosowaniu
terapii z zastosowaniem komoérek macierzystych u ludzi w starszym wieku. Ta czgs$¢ jest bardzo
dobrym wprowadzeniem pozwalajagcym zrozumienie dlaczego Doktorantka podjeta si¢ swoich
badan oraz stanowi dobre uzasadnienie celow jej pracy.

Podsumowujac, wstep stanowi bardzo dobry, oparty na nowoczesnym pismiennictwie opis
aktualnej wiedzy na temat komorek macierzystych, szczegolnie ASC i ich zastosowania w
terapii. Z punktu widzenia czytelnika musz¢ wszakze zaznaczy¢, ze Autorka, jakkolwiek bardzo
dobrze postuguje si¢ jezykiem polskim, to jednak nie ustrzegla si¢ bledu braku wlasciwego
podziatu tekstu na krétsze paragrafy. Na przyktad, jeden z paragrafow liczy sobie az cztery
strony (!) co sprawia, ze czytanie tekstu nie nalezy do najtatwiejszych.

W oparciu o dotychczasowg wiedze Doktorantka sformutowata cztery gtowne cele
badawcze:

1. Ocena in vitro zaleznosci pomiedzy wiekiem dawcy (na przyktadzie mtodych i starych
szczurdw) a morfologicznymi i czynnosciowymi wlasciwosciami mezenchymalnych
komoérek macierzystych izolowanych z tkanki thuszczowej (ASC),

2. Ocena wptywu wieku dawcy na ilosciowe i jakosciowe parametry ASC poddanych

procesowi ekspansji in vitro,



3. Badanie in vivo wpltywu wieku dawcy mezenchymalnych komérek macierzystych (w
postaci SVF lub hodowanych ASC) na procesy neoangiogenezy w obrebie przeszczepu
tkanki thuszczowe;j,

4. Ocena wptywu SVF lub ASC wzbogacajacych przeszczepy tkanki tluszczowej na jej

stabilnos¢ po przeszczepieniu.

Cele te sformutowane sg prawidlowo, chociaz w mojej opinii cel nr 1 1 2 sg bardzo
szczegdtowe i mozna by polaczy¢ je w jeden punkt.

Kolejna czes¢ pracy .,Materialy i metodyka pracy” poswigcona jest opisowi metod
zastosowanych do realizacji postawionych celow badawczych. Znaczaca czgs$¢ tego rozdziatu
stanowi opis metod izolacji i hodowli badanych komorek. Opis ten jest bardzo szczegdtowy i
spelnia warunki dobrego opisu metodologii badan. Na uwagg zastuguje fakt, ze opisy metod sa
dodatkowo ilustrowane schematami i fotografiami co utatwia czytelnikowi zrozumienie
skomplikowanych procedur izolacyjnych i doswiadczalnych. Calos$¢é konczy opis zastosowanych
metod statystycznych. Podsumowujac, zastosowane przez Doktorantke metody byty prawidiowe
1 adekwatne do postawionych zadan badawczych. Nie mam réwniez zastrzezen do metodologii
badan statystycznych.

Nastepny rozdzial pracy mgr Siennickiej to opis uzyskanych wynikow. Do opisu tego
wlaczone sg wyniki optymalizacji izolacji ASC. Autorka pokazata szczegotowe wyniki
porownawcze dotyczace tkanki thuszczowej pochodzacej z réznej lokalizacji: jej masy, liczby
uzyskanych komorek oraz ich zywotnosci. Waznym wynikiem tej czesci badan jest brak
istotnych réznic pomiedzy tkanka ttuszczowa z réznych czgsci ciata oraz brak roznic zwiazanych
z wiekiem dawcow (szczurdw 6 miesiecznych i szczurow dwu letnich). Analiza cech
fenotypowych (tacznie z markerami powierzchniowymi) ASC pozyskanych od miodych i
starych zwierzat tez nie wykazata istotnych réznic. Jedyng réznicg byta wieksza liczba
ziarnistosci u szczurdw starych i wyzsza ekspresja 3-galaktozydazy. Komorki izolowane od
miodych i starych zwierzat nie roznity si¢ rowniez w szczegolny sposéb pod wzgledem
proliferacji in vitro, klonogennosci oraz potencjatu do réznicowania sie w adipocyty, osteoblasty
lub chondrocyty. Podobnie nie bylo istotnych réznic w ich potencjale proangiogennym. Za
bardzo ciekawe uwazam wyniki uzyskane w doswiadczeniach nad rola komérek macierzystych
W utrzymaniu przeszczepow tkanki ttuszczowej. Wynika z nich, ze suplementacja takich
przeszczepdw komorkami macierzystymi wzmaga miejscowy proces angiogenezy oraz utatwia

utrzymanie objetosci przeszezepionej tkanki.



Wyniki zostaty opisane bardzo jasno i przejrzyscie. Dokumentacja w postaci licznych tabel i
wykresdéw oraz mikrofotografii jest bardzo dobra i nie budzi zastrzezen. Moja jedyna uwaga to to,
ze byloby wskazane umiesci¢ w opisach do tabel i rycin zawierajacych wyniki poszczegoélnych
doswiadczen informacje na temat zastosowanej metody statystyczne;j.

Podsumowujac, Doktorantka w jasny i elegancki sposob wykazata, ze ASC od mtodych i
starych szczurdw nie roznig si¢ w istotny sposob, co z kolei sugeruje, ze komorki macierzyste od
starych osobnikéw mogg by¢ z powodzeniem stosowane w terapii.

Uzyskane wyniki Doktorantka wyczerpujaco przedyskutowata w $wietle wynikow innych
badaczy. W dyskusji odniosta si¢ zarowno do ogdlnego przedmiotu badan, jak i do innych
aspektow jej pracy takich jak izolacja komorek, ich cechy fenotypowe i czynnosciowe, zdolnos¢
do réznicowania oraz ich zastosowanie w przeszczepach tkanki thuszczowej. Dyskusj¢ oceniam
bardzo dobrze. Autorka wykazata si¢ umiejetnoscig korzystania z piSmiennictwa oraz
krytycznego spojrzenia na uzyskane wyniki. Podobnie jak w przypadku wstepu, podziat tekstu
na wiecej paragrafow zdecydowanie ulatwit by jego czytanie.

Na podstawie przedstawionych badan oraz ich analizy mgr Katarzyna Siennicka wysnuta 5
wnioskéw koncowych:

1. Wiek dawcy nie wptywa w istotny sposdb na morfologiczne (fenotyp, morfologia) i
czynnosciowe (tempo wzrostu, czas podwojenia populacji, aktywno$¢ metaboliczna,
potencjat klonogenny) wtasciwosci mezenchymalnych komorek macierzystych
izolowanych z tkanki tluszczowej (ASC)

2. Marker starzenia komorek, jakim jest poziom b-galaktozydazy jest wyzszy w
dlugoterminowo hodowanych in vitro ASC pochodzgcych od mtodych dawcow, niz w
ASC pochodzacych od dawcow w podesztym wieku nie poddanych dtugoterminowe;j
hodowli. Poréwnanie to sugeruje potencjalne ryzyko zwiazane ze stosowaniem ekspansji
mezenchymalnych komérek macierzystych in vitro (wykorzystanie bioreaktorow) celem
uzyskania ich wigkszej liczby dla celow terapeutycznych

3. Dtugoterminowa hodowla ASC (30 pasazy) zwigksza odsetek komoérek klonogennych
(CFU-F) in vitro, zmieniajac ilosciowo, a by¢ moze jakosciowo cechy hodowanych
komorek. Zmiana ta znajduje odzwierciedlenie w biologicznych efektach wywieranych
przez przeszczepiane komorki

4. Zdolnos¢ do neowaskularyzacji oraz roznicowania ASC w kierunku tkanki tluszczowej,
kostnej i chrzgstnej jest w pewnym stopniu zalezna od wieku dawcy i czasu ekspansji in
vitro, zadna z badanych cech nie zmieniala si¢ jednak w stopniu wigkszym niz

obserwowanym jako rozrzut migdzyosobniczy w kazdej z grup, co sugeruje przydatnosé



kliniczng komorek pozyskanych od zawansowanych wiekowo dawcow
5. Zaréwno SVF, jak ASC obu badanych grup wiekowych, dodane do przeszczepianej
tkanki tluszczowej zmniejszajg tempo jej resorpcji, co potwierdza celowos¢ wzbogacania

w autologiczne SVF lub ASC ttuszczu wykorzystywanego do celow medycyny

rekonstrukcyjnej lub estetycznej

Dla porzadku nalezy uznaé, ze przedstawione powyzej stwierdzenia nalezy traktowac raczej
jako podsumowanie a nie rzeczywiste wnioski. Wiasciwymi wnioskami powinny by¢ raczej
stwierdzenia, ze komorki macierzyste pozyskiwane z tkanki tluszczowej wykazujg potencjat
terapeutyczny niezaleznie od zaawansowania wieku dawcy oraz, ze sa potencjalnie przydatne
przy przeszczepach thuszczu w zabiegach z zakresu medycyny estetycznej. Nie zmienia to faktu,
ze powyzsze punkty sg dobrym podsumowaniem uzyskanych wynikow.

Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny dysertacja mgr Katarzyny Siennickiej jest
bardzo rzetelnym i oryginalnym dzielem oraz spetnia ustawowe wymogi stawiane rozprawom na
stopien doktorski. Doktorantka wykazata si¢ duza erudycja i umiejetnoscig przygotowania pracy
naukowej oraz posiadla bogaty warsztat badawczy oparty na nowoczesnej metodologii badan
doswiadczalnych. Uwagi zawarte w mojej recenzji maja raczej charakter techniczny i nie maja
wplywu na mojg og6lna bardzo wysoka ocene rozprawy. Uwazam, ze Doktorantka osiagneta
stopien dojrzatosci naukowej uprawniajacy ja do ubiegania si¢ o stopien doktora. W zwigzku z
tym wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im. Marii Sklodowskiej-
Curie o dopuszczenie mgr Katarzyny Siennickiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, majac na uwadze wysokie umiejetnosci badawcze i samodzielnosé
naukowa mgr Katarzyny Siennickiej, aplikacyjny charakter oraz bardzo wysoki poziom
merytoryczny jej doktoratu i fakt, ze przedstawione w niej wyniki majg realng szanse na
publikacje w renomowanym czasopismie z listy filadelfijskiej sktadam rowniez wniosek do
Wysokiej Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie o

wyroznienie jej rozprawy doktorskie;j.

Warszawa, 28/04/2019 Jacek Malcjezyk



