Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Siennickiej pt. “Badanie zaleznosci
pomiedzy morfologicznymi i czynno$ciowymi parametrami mezenchymalnych
komoérek macierzystych tkanki ttuszczowej (ASC) a wiekiem szczura — dawcy
komorek”

Mezenchymalne komorki macierzyste izolowane z tkanki ttuszczowej (adipose
stem cells - ASC) stanowig nie tylko interesujacy model badawczy procesu
réznicowania sie ich w kierunku wielu typéw komorek, ale stanowia tez
potencjalne narzedzie w auto- i allogenicznych terapiach regeneracyjnych u
ludzi. Jak dotad, zastosowanie komorek ASC w tego typu leczeniu ujawnito duze
mozliwoéci terapeutyczne. Dotychczasowe doniesienia na ten temat nie
poruszaty jednak wptywu wieku dawcy komérek macierzystych ASC na efekty
leczenia przeszczepami auto- i allogenicznymi. Nie znane sg takze morfologiczne
i czynnoéciowe wiasciwosci tych komarek hodowanych in vitro.

Wybor tematu rozprawy doktorskiej byt w petni uzasadniony i stanowit powazne
wyzwanie dla Doktorantki. A mianowicie postanowita na modelu zwierzgcym
zbadaé¢ wptyw wieku dawcy komorek ASC na ich cechy morfologiczne i
czynnosciowe w organizmie biorcy in vivo oraz czy te cechy zmieniajg si¢ one
podczas pasazowania komoarek in vitro.

Przestana do oceny rozprawa doktorska liczy 128 stron i ma klasyczny uktad
rozdziatow. Zawiera dziewie¢ tabel oraz 33 ryciny. Piémiennictwo zawiera 203
pozycje.

Rozprawe otwiera streszczenie napisane jasnym jezykiemi umozliwia catosciowg
ocene rozprawy doktorskiej. Zamiast tradycyjnego ,wstepu” Doktorantka
napisata Wiadomosci ogolne, w ktérych wprowadza czytajgcego z jednej strony
w skomplikowany a z drugiej strony fascynujacy éwiat komorek macierzystych.
Szczegdlng uwage poswigca mezenchymalnym komoérkom macierzystym
pochodzacym z tkanki ttuszczowej (ASC) opisujgc ich wtasciwosci biologiczne ze
szczegdlnym uwzglednieniem potencjatu terapeutycznego tych komorek.
Podrozdziat ten konczy opis dotychczasowych nielicznych zastosowan
klinicznych komorek ASC w medycynie regeneracyjnej. Zwraca uwage oryginalna
rycina przedstawiajgca mechanizmy dziatania tych komorek. Takie oryginalne
ryciny pojawiajg sie na dalszych stronach rozprawy i cechuje je duza przejrzystosc
utatwiajgca zrozumienie tekstu.




Nie ulega watpliwosci, ze tkanka ttuszczowa, jak podkresla Doktorantka, stanowi
wydajne zrédto komoérek macierzystych dla terapii komdrkowych. Ponadto
zwraca ona uwage na coraz wieksze znaczenie takich terapii u pacjentow w
podesztym wieku. Dlatego tez zadania badawcze Doktorantki sa w petni
uzasadnione i dotycza zbadania wptywu starzenia si¢ komérek ASC in vivo i in
vitro na ich zdolnosci terapeutyczne. Doktoranta sformutowata cztery czytelne
cele pracy: (1i2) ocena zwigzkéw pomigdzy wiekiem dawcy (na modelu mtodych
i starych szczuréw) a wiasciwosciami biologicznymi komérek macierzystych ACS
izolowanych in vivo oraz w badaniach in vitro; (3) wptyw wieku dawcy komoérek
macierzystych ASC z frakcji stromalno-waskularnej (SVF) i z hodowli in vitro na
procesy neoangiogenezy w obrebie przeszczepu tkanki ttuszczowej; (4) ocena
wptywu SVF lub ASC jako czynnikéw wzbogacajacych przeszczepy tkanki
ttuszczowej na ich stabilnoé¢. Nalezy podkresli¢, ze powyzsze cele byty ambitne i
stanowity duze wyzwanie dla Doktorantki.

Opisy zastosowanego materiatu badawczego i metodyka pracy s3 perfekcyjne.
Bez zbednych szczegétowych opiséw zastosowanych bardzo ztozonych technik
badawczych Doktorantka podzielita tekst na krétkie podpunkty okreslajace cel
okreélonego dziatania badawczego i uzyte techniki laboratoryjne. Opisy te
cechuje duza dojrzatoé¢ i $wiadczy o osobistym wykonaniu planowanych zadan
badawczych. Strategia zaplanowanych badar wymagata starannego doboru
materiatu doswiadczalnego oraz wielu zadan badawczych.

Materiatem badawczym byty pochodzgce z hodowli wsobnej szczury rasy Wistar
Albino Glaxo w wieku szeéciu miesiecy oraz dwoch lat. Nie podano informacji na
temat ptci tych zwierzat. Po u$pieniu zwierzat, pobierano tkanke ttuszczowa
biata i brunatna z czterech okolic ciata. Pobrane tkanki poddano nastgpujacym
procedurom badawczym: izolacja mezenchymalnych komdérek macierzystych,
przygotowanie zawiesin tych komdrek o okreélonej liczebnosci, badanie
zywotnoéci komorek i wyprowadzanie pierwotnych hodowli komérkowych in
vitro, ktore pasazowano i uzyskiwano wieksza liczbe komérek do doswiadczen.
Podczas pasazowania zastosowano trypsyne do odrywania komorek od dna
butelek hodowlanych — w przysztosci, czy nie lepsza bedzie kolagenaza, ktéra w
odréznieniu od trypsyny, nie uszkadza struktur powierzchniowych komorek.
Zamrozone komarki staty sie ,magazynem” do dalszych badan. Badania komorek
macierzystych dotyczyty: okreslenia potencjatu klonogennego (CFU-F), tempa
wzrostu i czasu podwojenia ich populacji, okreslanie aktywnosci enzymatycznej
(test MTS), definiowanie fenotypu komdérek metoda cytometrii przeptywowej,
stymulowanie rdznicowania sie komorek ASC w kilku kierunkach: adipogenezy,
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osteogenezy oraz chondrogenezy. Badania molekularne wykonywano na
izolowanych z komérek kwaséw nukleinowych RNA i cDNA stosujgc rutynowe
techniki a w celu badan ekspresji genéw zastosowano technike qPCR. Ponadto
zastosowano wysokospecjalistyczne analizy typu: ocena zdolnodci ASC do
tworzenia struktur podobnych do naczyn wilosowatych, do tworzenia
samoorganizujgcych sie sferycznych agregatéw komérek, badanie potencjatu
parakrynnego ASC a pPo implantacji tych komdrek szczurom ocena
proangiogennych wtasciwoéci. Wobec licznych wynikéw badan zastosowano
odpowiednie testy statystyczne.

Celowo wymienitem powyzej wszystkie elementy czesci doswiadczalnej
rozprawy, aby podkresli¢, ze stworzony model badawczy byt oryginalny i
wymagat duzego naktadu pracy Doktorantki.

Uwazam, ze opis analizy mikroskopowej powinien by¢ troche poszerzony: w jaki
sposob dokumentowano (jaka kamera cyfrowa)? Nie okreélono w jaki sposéb
wykonywano makrofotografie szczuréw z implantami (Ryc. 6).

Wyniki badan opisane na 43 stronach sg wzbogacone o liczne czytelne tabele
ryciny oraz mikrofotografie. W dokumentowaniu komérek niebarwionych
rosnacych in vitro lepszy bytyby kontrast fazowy a nie zwykty Swietlny mikroskop.
Ponadto na niektérych fotografiach brak jest strzatek wskazujgcych na
charakterystyczne cechy badanych komérek (ryc. 13, 178, 27, 28, 32).

Za najwazniejsze wyniki badan uwazam:

(1) Wykazanie, ze wiek dawcy mezenchymalnych komérek macierzystych
izolowanych z tkanki ttuszczowe;j (ASC) nie wptywa w Znaczacy sposdb na
morfologiczne i czynnoéciowe wtasciwosci tych komdrek

(2) Obserwacje komorek ASC dtugotrwatej hodowli in vitro wykazujg, ze
starzenie sie komodrek pochodzacych od mtodych dawcéw jest szybsze niz
w ASC pochodzacych od dawcéw starszych nie hodowanych in vitro.
Ponadto dtugotrwate hodowle in vitro zwigkszajg odsetek komdrek
klonogennych (CFU-F), ktére Zmieniajg takze swoje biologiczne cechy.

(3) Badania zdolnoéci do neowaskularyzacji i réznicowania komdrek ASC w
kierunku tkanki ttuszczowej, kostnej i chrzestnej, pomimo Zmiennosci
osobniczej, wskazujg na potencjalng przydatnoéé¢ kliniczng komorek
macierzystych uzyskanych od starszych wiekowo dawcéw.




(4) Wykazanie, ze komdrki SVF i ASC pochodzace z obu grup wiekowych
dawcéw po dodaniu do przeszczepionej tkanki ttuszczowej Zmniejszajg
tempo jej resorpcji.

Rozdziat dyskusja zostat napisany dynamicznie i czytelnie dzigki podziatowi
probleméw na okreslone zagadnienia (podrozdziaty). Doktorantka w sposéb
ostrozny przedstawia swoje wyniki badan na tle danych z pi$miennictwa.
Umiejetnie ,wplata” swoje wyniki badan w stan wiedzy na temat
mezynchymalnych  komdrek macierzystych pochodzacych z tkanki
ttuszczowej. Opracowany przez Doktorantke oryginalny model badawczy
pozwolit na wiarygodna ocene wpltywu wieku dawcéw komdrek
macierzystych mezenchymalnych ASC na ich wiasciwosci biologiczne w
hodowli in vitro oraz wptyw ich implantacji do przeszczepow tkanki
ttuszczonej in situ. Sg to wazne wyniki badan wobec stosunkowo nielicznych
publikacji na ten temat. Co wigcej, majg potencjalne implikacje kliniczne w
terapii rekonstrukcyjnej w medycynie.

Dyskusja zakoriczona jest piecioma wnioskami. Czgs¢ z nich stanowia
uzyskane wyniki badan, co jest zrozumiate — oryginalne wyniki badan moga
by¢ ujete w formie wnioskéw. Zasadniczy wniosek (1) dotyczy braku
znaczenia wieku dawcy mezenchymalnych komdrek macierzystych
izolowanych z tkanki ttuszczowej (ASC). Z kolei szereg obserwacji
biologicznych tych komdrek hodowanych in vitro (2, 3) dostarcza waine
implikacji do wiedzy o biologii tych komérek. Optymistyczny jest wniosek (4)
wskazujgcy na zdolnoé¢ do angiogenezy oraz réznicowania sie komérek ASC
w komorki réznego typu tkanek. Wniosek pigty ma duze znaczenie kliniczne,
gdyz wykazano, ze dodanie komdrek SVF i ASC zmniejsza resorpcje
przeszczepionej tkanki ttuszczowej. A zatem dodawanie tych komdrek do
przeszczepianej tkanki ttuszczowej moze poprawi¢ efekty terapii
rekonstrukcynej.

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Siennickiej jest ztozong eksperymentalna
pracy, w ktorej zastosowano szeroki wachlarz nowoczesnych technik
badawczych a uzyskane wyniki stanowig oryginalne elementy wiedzy o
mezenchymalnych komérkach macierzystych pochodzacych z tkanki

ttuszczowej. Juz teraz mozna dostrzec kliniczne implikacje wynikéw tych
badan.




Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Siennickiej jest dojrzata pracg naukowsy,
a oryginalne wyniki powinny by¢ przedmiotem publikacji w renomowanym
piSmie naukowym. Dlatego tez wystepuje do Rady Naukowej Centrum
Onkologii-Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie o wyroéznienie
rozprawy.
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