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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Sybilli Matuszczak pt. ""Charakterystyka mezenchymalnych

komorek macierzystych zrebu izolowanych z ludzkiego serca”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska skupia si¢ na komorkach okreslanych w
przenosni jako magazyn lekow swoiscie dobranych dla pacjenta w celu naprawy uszkodzonych
tkanek. Mezenchymalne komorki macierzyste zrebu (MSC) uczestniczag w naprawie
uszkodzonych tkanek nie tylko jako sktadniki strukturalne, ale rowniez dzieki wlasciwosciom
immunomodulacyjnym, w tym przeciwzapalnym, ksztaltuja mikrosrodowisko patologiczne;j
zmiany regenerujgc i przywracajgc homeostazg tkanki. Komorki te, sg intensywnie badane nie
tylko ze wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystania ich w medycynie regeneracyjnej, ale rOwniez ze
wzgledu na ich wplyw na mikrosrodowisko tkanek, ktére wigze si¢ z procesami inwazji i
angiogenezy w progresywnie rosngcym guzie nowotworowym. Zmiana nowotworowa,
zwlaszcza inwazyjna, zmienia strukture¢ i homeostaze tkanki w sposob oczywisty 1 czasami
okreslana jest jako nie gojgca si¢ rana. Tak wiec przedmiot Rozprawy jest aktualnym i waznym
pytaniem-problemem naukowym dotyczacym kilku dziedzin nauk biomedycznych.

Rozprawa ma tradycyjny uktad i nie bede szczegétowo go omawiat.

We Wstepie, ktory czyta si¢ z przyjemnoscig, gdyz napisany jest rzetelnie, fadnym,
jasnym stylem, zawarte sg informacje niezbedne do wprowadzenia czytelnika w dziedzing
badan. Godna podkreslenia jest logiczna kompozycja Wstepu, od rozwiktania zagmatwanej
historii terminologii, przez definicj¢ MSC, ich role oraz wlasciwosci proangiogenne i
immunomodulujgce, nastgpnie niezwykle istotne dla medycyny regeneracyjnej
"immunologiczne uprzywilejowanie" MSC, az po znaczenie MSC w progresji nowotworu.

Po wprowadzeniu w problematyke swoich badan Doktorantka formutuje krétko i jasno
Cel pracy 1 szkicuje sposob jego realizacji, a nastepnie opisuje uzyte do tego materiaty i szeroki
wachlarz procedur eksperymentalnych. Zaliczajg si¢ do nich: wspolczesne metody biologii
komorkowej poczawszy od izolacji komorek z tkanek, hodowli komoérkowych z

wykorzystaniem pieciu roznych pozywek hodowlanych, okreslania fenotypu komérek za
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pomocg pojedynczego i podwdjnego barwienia immunofluorescencyjnego i cytometrii
przeptywowej, nastepnie selekcji komorek za pomocg sortera, indukowania ich réznicowania
w kierunku adipocytéw, osteoblastéw, chondroblastéw i barwienia immunofluorescencyjnego i
mikroskopii konfokalnej oraz barwien histochemicznych. Wtasciwosci wyizolowanych
komorek badano za pomoca testow okreslajacych ich potencjal klonogenny i zdolno$¢ do
migracji. Technika wykorzystujaca chemiluminescencje zbadano wydzielanie przez komérki
80 cytokin i czynnikéw wzrostowych. Duza zaletg tej Rozprawy jest nie-poprzestanie na
izolacji i analizie wlasciwosci komoérek in vitro, ale i okreglenie funkcjonalnosci in vivo tak
otrzymanych i scharakteryzowanych komérek. W tym celu zastosowano model niedokrwiennej
konczyny u myszy, w ktérg wszczepiono w godzing po podwigzaniu tetnicy udowej,
powierzchniowej milion wyizolowanych i namnozonych komérek CD105+CD34-.
Wiasciwosci proangiogenne wszczepionych komérek, zostaly zbadane poprzez oznaczanie
liczby naczyn krwiono$nych, wydzielanie ludzkiej IL-6, ocene¢ histologiczng miesnia oraz
oceng sprawnosci ruchowej koficzyny.

Wyniki badan zostaty poddane rzetelnej, dobrze opisanej analizie statystycznej
wykorzystujacej kilka testow statystycznych w zaleznosci od rozkladu wartosci, co pozytywnie
wyrdznia t¢ Rozprawe.

W stanowigcym zasadniczg czg$é rozprawy rozdziale Wyniki, Doktorantka opisuje
izolacj¢ materiatu z tkanki prawej komory serca od 20 pacjentéw poddanych zabiegowi
transplantacji gléwnie z powodu choroby niedokrwiennej serca. Doktorantka zwraca uwage, ze
material pobierano ze zdrowego wizualnie fragmentu prawej komory, co jest istotnym
szczegotem ze wzgledu na duzg plastycznosé i wrazliwo$é komorek macierzystych na warunki
mikrosrodowiska, zwlaszcza sasiedztwo uszkodzonej hypoksjg tkanki. Wréce do tej sprawy w
dalszej czgsci recenzji. W tym miejscu chee podkreslié rzetelnogé i skrupulatno$¢ Doktorantki
w wykonaniu i opisie przeprowadzanych eksperymentéw, co zasadniczo wzmacnia wartosé
naukowa pracy. Cechy te mozna obserwowaé w calej Rozprawie, gdzie wiasciwosci
wyizolowanych komérek poréwnywano w stosunku do kontrolnych fibroblastéw GMO7492, a
ekspresja antygenéw powierzchniowych badana byla w stosunku do odpowiednich kontroli
izotypowych. Fenotyp izolowanych i namnazanych komoérek okreslano nie tylko za pomoca
pozytywnych markeréw, ale réwniez wykazujac brak ekspresji markerow negatywnych.
Eksperymenty powtarzane byly co najmniej 3-krotnie. Rozprawa napisana jest w sposéb
zwigzly, ale szczegotowy. Zwieztos¢ wypowiedzi naukowej jest moim zdaniem duzg zaleta.
Pozwala na zwrdcenie uwagi na istotne wyniki. A jest ich w tej pracy wiele. Oto kilka

cickawych przyktadow. Zwraca uwage fakt, ze juz od 3 dnia hodowli, wyizolowanych ze
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zdrowej czgscei ludzkiego serca komdrek, zanika w populacji mnozacych sie komdrek antygen
powierzchniowy CD34 natomiast wzrasta odsetek komorek posiadajgcy na powierzchni
antygen CDI105. Chce zwrdci¢ uwage, ze hodowla prowadzona byla w atmosferze 5%
dwutlenku wegla i przy atmosferycznym 21% stezeniu tlenu. W tkankach stezenie tlenu jest
znacznie nizsze nawet w obszarach okolo-naczyniowych (krew tetnicza 13%, zylna 5%,
migsnie 4%, szpik 6%). Komorki macierzyste in vivo zasiedlajg nisze o wigkszej lub mniejszej
hipoksji, réwniez czgsciej sg identyfikowane w obszarach guzéw nowotworowych o duzej
hipoksji. W zwigzku z tym mam pytanie do Doktorantki: Czy tak szybki spadek odsetka
komorek progenitorowych CD34 w hodowli in vitro spowodowany moze by¢ zmiang stezenia
tlenu w ich mikrosrodowisku? Eksperymentalnie mozna to zatozenie zweryfikowaé prowadzac
hodowle in vitro bezposrednio po izolacji w warunkach np. 15% i 5% hipoksji. Czy
przeprowadzono taki eksperyment? Nie bylo to celem pracy, gdyz chodzito o uzyskanie
populacji zawierajacej mniej niz 2% komoérek CD34, zgodnie z definicjg MSC, lecz naukowo
poznanie warunkow indukcji komérek MSC z komérek CD34 jest ciekawe. Jego pozytywny
wynik tzn. utrzymanie si¢ wysokiego odsetka komoérek CD34 mogtby mie¢ znaczenie w ich
lepszej przezywalnosci po ponownym wszczepieniu in vivo, gdyz komoérki MSC, choé
immunologicznie uprzywilejowane, ze wzgledu na niski poziom HLA to jednak ging, a w
hodowli in vitro tracg potencjat proliferacyjny w kolejnych pasazach. W zwigzku z tym
pojawia si¢ pytanie - Czy spada réwniez wraz z czasem hodowli in vitro ich stosunkowo
wysoki potencjal klonogenny (okoto 30%) poréwnywalny z komoérkami nowotworowymi?
Odstania si¢ tu kolejny ciekawy problem z biologii MSC, dlaczego komoérki MSC
CD105+CD34- szybko ging in vivo? Technologia ich otrzymywania ukierunkowana jest na
uzyskanie duzej liczby wysoce oczyszczonych komorek, nalezgcych do zdefiniowanej
subpopulacji. Moze korzystne byloby mniej rygorystyczne oczyszczanie subpopulacji i
pozostawienie w populacji wigkszego odsetka komorek CD34, nawet kosztem liczebnosci,
powodujgc by¢ moze spowolnienie procesu $mierci in vivo komorek MSC a zwiekszajac ich
zdolnosci naprawcze? Kolejng kwestia wynikajacg z uzyskanych przez Doktorantke wynikow
jest stwierdzenie, Zze zdolno$ci naprawcze MSC w modelu niedokrwiennej konficzyny zwigzane
sg nie tyle z samymi komorkami i ich zdolno$ciami do réznicowania w kilka typéw komorek,
co wydzielanymi przez nie interleukinami, przede wszystkim IL6 i IL8. W zwigzku z tym
pytanie - czy podawanie w miejsce uszkodzenia koniczyny IL6 i IL8 moze mie¢ podobny efekt
terapeutyczny? Interesujg mnie poglady Doktorantki na poruszone tematy.

Rozdziat Dyskusja rozpoczyna si¢ syntetycznym podsumowaniem uzyskanych

wynikow badan zawartych w Rozprawie. Nastepnie w oparciu o literature przedstawiono
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poglady na temat komorek progenitorowych CD34 i oméwiono wyniki wiasne, stwierdzajac
zmiany w ich odsetku w zaleznosci od dnia hodowli 1 st¢zenia surowicy ptodowej w pozywce.
O ewentualnym wplywie stezenia tlenu zapytatem Doktorantke przy omawianiu tego problemu
w czesci Wyniki. Kolejno oméwiono pozostale markery pozytywne i1 negatywne, zwlaszcza
wiodacy 1 uzyty do selekcji pozytywnej CD105 stwierdzajgc, ze "zastosowane warunki
hodowli umozliwity otrzymanie komorek MSC stabilnych pod wzgledem obecnosci
mezenchymalnych antygendw powierzchniowych", co bylo celem pracy. Doktorantka zwraca
w Dyskusji uwage na fakt, ze znany w pismiennictwie wplyw bFGF na zmiane¢ fenotypu z
,miofibroblastoidalnego" z ekspresjg alfa-aktyny mie$ni gladkich (alfa-SMA) na
"fibroblastoidalny" i bez ekspresji alfa-SMA moze by¢ przetamany przez kontakt komorek i
zalezy od gestosci hodowli, co spektakularnie wykazata w eksperymentach przedstawionych na
Rycinie 10C. Umiejetnie prowadzac dyskusje wynikéw wlasnych i innych autorow sugeruje,
nadrzedny wplyw braku kontaktu pomigdzy komoérkami nad hamujacym dziataniem bFGF.
Postuluje, ze brak kontaktu mie¢dzykomodrkowego jest nowym, i moim zdaniem istotnym,
czynnikiem w dodatku do znanych juz czynnikow TGF beta i stresu mechanicznego, ktore
indukujg roznicowanie komoérek MSC w miofibroblasty. Uwazam to odkrycie za godne
podkreslenia, gdyz poznanie regulacji réoznicowania MSC w miofibroblasty jest kluczowe w
naprawie uszkodzonych tkanek oraz terapii przeciwnowotworowej. Jak podkresla Doktorantka,
zbyt mata aktywno$¢ miofibroblastow hamuje gojenie si¢ ran, a ich nadreaktywnos$¢ jest
przyczyng zwidknienia tkanek i patologii narzadow. W terapii przeciwnowotworowej umozliwi
kontrole komorek MSC zwigzanych z nowotworem (TA-MSC), ktére wydzielaja czynniki
wzrostu, zwigkszajg inwazyjno$¢ nowotworu i lekoopornos¢. W dalszej czgsci Dyskusji
omawia wilasciwosci immunomodulujagce MSC, podkre$lajac role wydzielanych przez nie
cytokin IL-6 i GRO w zwigkszaniu liczby makrofagéw M2 i naprawie uszkodzonej tkanki na
modelu niedokrwiennej konczyny u myszy. Moim zdaniem, zbyt malo uwagi poswigca
wydzielanej przez MSC IL-8, ktéra rekrutuje i aktywuje neutrofile w miejsce przerwania
fizjologicznej czy mechanicznej cigglosci tkanki oraz roli neutrofili w procesach zapalnych.
Wyciggnigte Wnioski sg sformutowane poprawnie, a Pis§miennictwo jest dobrze dobrane

i obejmuje najnowsze publikacje rowniez z roku 2017.

Wysoka Rado, Rozprawe oceniam wysoko jako bardzo dobrg i omawiajgc poszczegodlne
jej rozdziaty datem temu wyraz. Doktorantka wykazata si¢ wiedza z zakresu biologii komorki i
immunobiologii nowotworéw, opanowaniem nowoczesnych, réznorodnych i wzajemnie si¢

uzupetniajgcych technik eksperymentalnych. Przedstawiona rozprawa mgr Sybilli Matuszczak
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- to wazna, solidna praca naukowa, ktéra dostarcza nam istotnej wiedzy na temat komorek
CD105+CD34-, wyizolowanych z ludzkiego serca, zdolnych do réznicowania si¢ w kierunku
adipocytow, osteoblastow i chondroblastow in vitro i posiadajacych wlasciwosci terapeutyczne

in vivo w uszkodzonej niedotlenieniem tkance.

W oparciu o powyzsze stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
pt.:"Charakterystyka mezenchymalnych komorek macierzystych zrebu izolowanych z
ludzkiego serca” spelnia wymagania Ustawy o stopniach i tytutach naukowych i wnosz¢ do
Wysokiej Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im. Marii Sklodowskiej-Curie w
Warszawie o dopuszczenie mgr Sybilli Matuszczak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

W zwigzku z mojg wysokg oceng Rozprawy oraz zwazywszy, ze czgs¢ wynikow
przedstawionych w Rozprawie doktorskiej zostala opublikowana w PLoS One skladam

Wysokiej Radzie wniosek o wyrdznienie Rozprawy mgr Sybilli Matuszczak stosowna nagroda.

L A

Wroctaw, 26.06.2017 Prof. dr hag. Leon Strzadata
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