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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Sybilli Matuszczak

,Charakterystyka mezenchymalnych komdrek zrebu izolowanych z ludzkiego serca”.

Populacja osiadlych w réznych tkankach komérek mezenchymalnych zrebu (MSC)
wyizolowanych ze szpiku kostnego, réznigcych si¢ od hematopoetycznych komérek macierzystych
(HSC) jest przedmiotem intensywnych badar z uwagi na poznawane ich szczegdlnie interesujace
cechy. Komérki te, w odréznieniu od hematopoetycznych komérek sa zdolne do samoodnowy, do
wzbudzania rozplemu komérek progenitorowych wykazujacych zdolnoéé do réznicowania si¢ do
réznego typu komérek w zaleznosci od miejsca i aktualnej sytuacji fizjologicznej czy patologicznej
danego mikroérodowiska. Pochodzace do badan z réinych tkanek, z miejsc stanu zapalnego, czy
procesu regeneracyjnego wykazuja obecnoéé¢ wspdlnych niehematologicznych markeréw, a takze
brak antygenéw MHC klasy I, odpowiedzialnych za ich immunogenno$é, nie posiadaja czasteczek
kostymulujacych CD40, CD 80 i CD86. Poznane ich cechy fenotypowe i aktywnosci sprawiaja, ze
komérki MSCs s3 wykorzystywane w przygotowywaniu nowych strategii terapeutycznych, takze
przeciwnowotworowych, a szczegélnie w transplantologii i medycynie regeneracyjnej.

Recenzowana praca doktorska liczy w sumie 93 strony maszynopisu, zawierajacego 11
rozdziatéw, spis 15 tabel i 18 rycin. Uktad pracy jest zgodny z ogdlnie przyjetymi normami.

Doktorantka we WSTEPIE do swej rozprawy, opracowanym na bogatym i rzeczowo dobranym
piémiennictwie przedstawia w dwdch podrozdziatach charakterystyke komérek MSC oraz ich
wiaéciwosci. Podaje kryteria ich oceny i historyczne nazwy, formutujac przyjeta w 2005 roku nazwe
,multipotentne mezenchymalne komérki zrgbu” i akronim MSC. Nazwe te zaproponowat Komitet ds.
Mezenchymalnych Komérek Macierzystych i Tkankowych Towarzystwa Terapii Komérkowej dla
fibroblastoidalnych, adherentnych do plastiku komérek, izolowanych z réinych tkanek. Jak stusznie
Doktorantka podkreéla, okreélenie w nazwie mezenchymalne oraz zrab — macierz $rédkomérkowa
odnosi sie do pochodzenia komérek, a nie do ich zdolnosci do réznicowania sie w kierunku komérek
pochodzenia mezodermalnego.

Doktorantka podaje kryteria oceny przyjete dla komérek MSCs, pochodzacych z réznych
tkanek, takze uzyskiwanych z tkanki z tluszczowej, oraz z szeroko stosowanej ich hodowli in vitro.
Podaje tabelaryczne zestawienie kierunkéw ich réznicowania sie do osteoblastéw, chondroblastéw i
adipocytéw. Interesujace s3 podane informacje o ich naturalnym pochodzeniu ”in situ”. Jedna z
badanych populacji MSC pochodzi z komdrek otaczajacych mate naczynia krwionosne i naczynia
wlosowate, to komérki zwane pericytami. Druga populacja komérek MSC pochodzi z zewnetrznej
warstwy duzych naczy, czyli z przydanki. Komérki te odpowiednio stymulowane in vitro réznicujg sie
do pericytéw, ktére sa prawdopodobnie ich komérkami progenitorowymi. Zewnetrzng warstwe
naczyrn krwionoénych — przydanke - uznaje si¢ za niszg komérek MSC w réinych tkankach i
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narzadach. Niektére badania wskazuja, ze komérki MSC podobne do fibroblastéw wykazuja mniejsza
zdolnoéé proliferacyjna, natomiast podobnie do nich reguluja proliferacje limfocytéw i w warunkach
in vitro modyfikuja fenotyp makrofagow.

Doktorantka podkresla, ze komérki MSC wystepuja praktycznie we wszystkich unaczynionych
tkankach organizmu ludzkiego, ale rézniq si¢ w saleznoéci od tkanki, z ktérej pochodza, od
stosowanej metody izolacji i warunkéw hodowli ex vivo. Dostepne informacje pochodza gtéwnie z
badania ich funkcji i fenotypu w warunkach ich pasazowania in vitro. Ze wzgledu na korzystanie w
ocenianej pracy jako ich Zrédta komérek MSC izolowanych z ludzkiego migénia sercowego warto
przytoczyé cytowang w tej czgsci wstgpu ocenianej rozprawy prace Rossiniego i wsp. z roku 2010,
ktérzy poréwnali komérki MSC uzyskane ze szpiku kostnego lub migénia sercowego tego samego
dawcy. Poréwnywane komorki nie réznily sig morfologia, tempem wzrostu oraz antygenami
powierzchniowymi, ani ekspresjq genéw, czasteczek miRNA i produkowanymi biatkami. MSC
izolowane z serca wykazywaly niisza zdolnoé¢ do réznicowania sie w kierunku adipocytow i
osteoblastéw, efektywniej réinicowaly si¢ w kierunku fenotypu komérek srédbtonkowych i
kardiomiocytow.

Doktorantka podkreéla wszechobecno$¢ wystgpowania komoérek MSC, ich lokalizacjg w
poblizu naczyn krwionoénych, gotowoéé¢ do roéznych funkcji utrzymujacych homoeostazg -
réwnowage w warunkach fizjologicznych i patologicznych, w szczeg6lnosci w procesach zapalnych iw
procesach regeneracyjnych. Zamieszczone w tej czesci pracy ryciny nr. 1 —nr 5 stanowia cenng
ilustracje bogatego zakresu dziatania rozmieszczonego W calym ustroju ukfadu stanowigcego
niezwykte $rodowisko dla utrzymania harmonii wspotdziatania w réznych czgsciach ale i w calym
organizmie w zdrowiu i w stanach chorobowych.

Prezentacje i oméwienie wynikéw badar poprzedza rozdziat MATERIALY | METODY. Na 19
stronach dysertacji podane s3 informacje szczegétowe dotyczace uzytych odczynnikéw, poizywek,
przeciwciat oraz pozyskiwanego materiatu biologicznego (z 20 serc ludzkich), izolowania z nich
fragmentéw, a nastepnie otrzymywanej zawiesiny komoérek do ich hodowli in vitro. Uzyskane proébki
analizowane byly w cytometrze przeptywowym po inkubaciji z podanymi przeciwciatami. Kolejny etap
przygotowania komérek MSC o fenotypie CD105' CD34" polegat na hodowli in vitro przez 7-10 dni, a
nastepnie przygotowywano ich zawiesing i sortowano po inkubacji z przeciwciatami dla uzyskania
czystej hodowli komérek o fenotypie CD105' CD34 do namnazania i stosowania w badaniach i
doéwiadczeniach in vitro i in vivo.

W doéwiadczeniach Doktorantka stosowata jako linig komoérek kontrolnych utrwalone linie-
mysich fibroblastéw, linie L1929 oraz mysiego glejaka, lini¢ GL 261, a takze linig komérek ludzkich
fibroblastéw o symbolu GM07492. Z hodowli in vitro komérek MSC CD105', CF31 oraz z trzech linii
kontrolnych gromadzono plyny hodowlane, nazywane przez Doktorantke ,pozywkami
kondycjonowanymi” i poddawano analizie pod katem zawartych w nich czynnikéw — cytokin i
czynnikéw wzrostowych.

Ocena tej czesci dysertacji jest pozytywna — Doktorantka zaprogramowata szeroki zbior

metod dla poznania cech fenotypowych wytwarzanych czynnikéw przez otrzymane komarki MSC z
ludzkich serc, w tym takze ich dziatanie naprawcze w terapii komérkowej w modelu doéwiadczalnym
niedokrwiennej koriczyny myszy. Zastosowata 12 celowo dobranych ludzkich przeciwciat dla zbadania
obecnoéci antygenéw powierzchniowych hodowanych i namnazanych w hodowli in vitro
wysortowanych komérek MSC . Oceniata zdolnoéé tych komérek do réznicowana sig do adipocytow,
osteoblastéw i chondroblastéw stosujac w badaniach immunocytochemicznych odpowiedni zestaw
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identyfikujacy HMSC Function and Identification Kit (R&D system). Ocenie poddane zostato tempo
wzrostu wysortowanych komérek MSC CD105'CD34" - mierzono czas podwojenia populaciji, mierzono
takze ich potencjat klonogenny oraz zdolnoéé¢ do samodzielnej migracji. Serotom pasazowanych
komérek SCM CD105'CD34" zbadano stosujgc potilosciowy pomiar ludzkich cytokin i czynnikow
wzrostowych stosujac zestaw Human Antibody Array C5 (Ray C5 Ray Biotech). Po izolacji makrofagow
mysich ze szpiku kostnego kosci dtugiej, zatozono ich hodowlg in vitro i oceniono ich antygeny
powierzchniowe — stuzyly jako kontrola dla makrofagéw pochodzacych od myszy po zabiegu.

Opis zabiegu wykonanego u myszy dla wywotania niedokrwienia koriczyny tylnej w celu
zbadania dziatania wplywu terapeutycznego podania wysortowanych i namnozonych in vitro ludzkich
komérek MSC podano na schemacie nr 5. W ocenie zmian w mieéniu tréjgtowym tydki stosowano
badanie histologiczne, histochemiczne, oceng wplywu na liczbe naczyn krwionoénych, na obecnos¢
Interleukiny IL-6 oraz na fenotyp makrofagéw. Metody statystyczne w analizie wynikéw zostaty
prawidlowo dostosowane i przeprowadzone, wyliczajac ¢érednie arytmetyczne i odchylenia
standardowe w przypadku normalnego rozktadu, w przypadku jego braku testy nieparametryczne,
analize wariancji. W obliczeniach statystycznych korzystano z programu STATISTICA 12. Dodatkowo,
Doktorantka umiescita szczeg6towe oceny statystyczne przy ilustracjach w opisie wynikow badan.

Kolejny rozdziat — WYNIKI zawarty na 19 stronach maszynopisu rozprawy, ilustrowany jest 12
rycinami. W hodowli komérek izolowanych z ludzkich serc od dnia 2 do 6 w odstepach 24 godzinnych
notowano zmiany ksztattu komérek i okreslano odsetek komérek o ekspresji antygenu CD34 i CD105.
Obserwowano nizszy odsetek komérek CD105'CD34" w hodowli w pozywce z dodatkiem 2% FBS w
poréwnaniu z hodowla z dodatkiem 20% FBS. W obu poréwnywanych hodowlach obserwowano
obnizenie liczby komérek CD105'CD34*. W sortowaniu uzyskano prawie 98% komérek CD105°CD34.
Analiza cytometryczna tej populacji wykazata, ze ponad 96% posiada antygeny charakterystyczne dla
komérek mezenchymalnych (CD105, CD29, CD73 i CD44), mniej niz 1% posiadat antygeny
charakterystyczne dla komorek pochodzenia hematopoetycznego (cD45), komoérek krwi, czy
komorek érédbfonkowych. Analiza cech antygenowych fibroblastéw ludzkiej linii kontrolnej GMO
7492, réinita sie wyzszym odsetkiem komérek wykazujacych antygen CD29 oraz CD90 oraz wyiszym
odsetkiem komérek z antygenami komérek hematopoetycznych (Lin) oraz obecnos¢ antygenu
CD146. Tylko komorki CD105'CD34" réinicowaly sig in vitro w kierunku adipozytéw, osteoblastow i
chondrocytéw (ryc. 8). Zdolnos¢ utrzymywania sie proliferacji komérek CD105'CD34 zmniejszata sig
w miare ich pasazowania. Do dalszych badan wykorzystywane byly komérki w pasazach od 1 do 3.
Zahamowanie proliferacji nie wptywato na utrzymywanie sig ekspresji antygenow powierzchniowych
charakterystycznych dla komérek mezenchymalnych (ryc. 9).

Badanie cytoszkieletu oraz potaczen miedzykomérkowych wykazato liczne filamenty aktynowe,
filamenty posrednie zbudowane z winektyny tworzyly cytoszkielet. Obserwowano diugie wypustki
badanych komdrek oraz zaleing od gestosci hodowli komérek wiékna alfaSMA’. W badaniach
immunofluorescencyjnych wykazano obecnos$¢ tzw. potaczeri zwierajacych, zbudowanych z N-
kadheryn (ryc. 10). Analiza klonogennosci hodowli komérek CD105'CD34 wykazata ich wyiszg
klonogenna zdolnoé¢ jak komérek kontrolnych GM0O7492 (30% vs. 7%, ryc. 11). Badanie migracji
komérek CD105'CD34" wykazato ich najwyzszg zdolnoéé do migracji pod wplywem dodania pozywki z
kontrolnej hodowli mysiego glejaka i 20% FBS. (ryc. 12).

Badanie sekrotomu z 48-godzinnej hodowli komérek MSC CD105'CD34" wykazato wydzielanie
do pozywki gtéwnie interleukiny IL-6 i IL-8, niewielka cze$¢ GRO (Growth Related Oncogen) stanowity
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czasteczki GROalfa. W pozywce obserwowano takie obecno$é czynnika wzrostu hepatocytow i
rozpuszczalne czasteczki OPG (Osteoprotegerin). Obserwowane wartoéci byt znacznie wyisze od
uzyskanych z badania pozywki znad hodowli kontrolnych mysich fibroblastéw, linii GMO7492 (ryc.
13C). Badany wplyw pozywki z hodowli komérek MSC CR105CD34 in vitro z dodatkiem LPS wykazat
obecnoéé specyficznego dla makrofagéw antygenu F4/80 oraz wyiszy odsetek makrofagéw o
fenotypie CD206", CD86" i CD206"i CD206 w poréwnaniu do kontrolnej pozywki (ryc.14).

W dotwiadczeniu terapeutycznym w przyjetej 5-cio stopniowej skali oceny sprawnosci
obserwowano najszybszy powrét do sprawnosci u myszy Ppo terapii komorkowej. Ocena
mikroskopowa wycinkéw mig$nia tréjgtowego tydki wykazata zmiany w poréwnaniu z grupami
kontrolnymi w przekrojach miocytéw oraz w obecnoéci bogato komdérkowych naciekéw w migéniach
myszy ,leczonych” (ryc. 15). W dniu 1 i 3 po wszczepieniu komérek SCM w miejscu ich podania
wykazano obecnos¢ IL-6 oraz wzrost liczby makrofagéw M2 od dnia 3, najwyiszy poziom dnia 7 i
spadek po 14 dniach (ryc. 18). Po 14 dniach Doktorantka obserwowata efekt proangiogenny -
zwiekszona liczbg naczyn krwionoénych (ryc. 16).

DYSKUSJA zawarta zostata na 8 stronach maszynopisu rozprawy. Stanowi interesujaco
przedstawiong konfrontacje uzyskanych wynikéw badarn wiasnych Doktorantki nad uzyskang i
badana populacja komérek MSC z ludzkiego migsnia sercowego Z podanymi we wstgpie pracy
przyjetymi miedzynarodowymi kryteriami ich weryfikacji. Po przystosowaniu komérek uzyskanych z
preparatéw ludzkiego miesnia sercowego do wzrostu in vitro, poznaniu zbioru ich cech
morfologicznych, fenotypu antygenowego i funkcji, a takie ich sortowaniu uzyskata populacjg
komérek o fenotypie CD105" CD34". Doktorantka w swych do$wiadczeniach zaprogramowanych i
przeprowadzonych prawidiowo wykazata wydzielanie przez nie prozapalnych i proangiogennych
cytokin, a takze polaryzowanie in vitro makrofagéw do fenotypu M2 o podobnej funkgji. Zastosowany
w modelu doéwiadczalnym ksenogeniczny przeszczep ludzkich komérek MSC powodowat
przyspieszenie procesu naprawy uszkodzonego niedokrwieniem migsnia tréjglowego poprzez
wytwarzanie naczyn - efekt proangiogenny i powodowanie polaryzacji makrofagéw do fenotypu M2.

Interesujgcym punktem rozwazanym w dyskusji jest sprawa réznic pomiedzy komoérkami
macierzystymi ukfadu krwiotwérczego i komérkami pochodzenia mezenchymalnego, ktérych cechy
poznano giéwnie w badaniach ex vivo. Komérkami progenitorowymi dla nich s3 takie komorki
macierzyste o fenotypie CD34. Pod wptywem zmian w okreélonym $rodowisku tkankowym, czy
narzadowym, a takie w warunkach ich pasazowania in vitro antygen CD34 znika. Wysortowane
komérki MSC CD105°CD34" wykazujg wy2szq aktywnos$¢. Natomiast antygen CD105 (endoglina) jest
glikoproteing towarzyszacq receptorowi TGFbeta wplywajaca na réine procesy komorkowe (jak
proliferacja, migracja, adhezja). Chroni komérki przed apoptoza wywotana hipoksja.

Inny ciekawy aspekt przedstawiany w Dyskusji to sprawa podobieristwa komérek MSC do
fibroblastéw, ktérych linie¢ mysiq i ludzka Doktorantka uzywata jako komorki kontrolne. Cecha
odrézniajaca jest brak lub nizszy potencjat do réznicowania sig do trzech charakterystycznych dla
komérek mezenchymalnych linii komérkowych. Podkreélona przez Doktorantke jest cecha stabilnosci
ekspresji antygenéw powierzchniowych w badanych kolejnych pasazach tych komérek. O zdolnosci
komérek MSC do réznicowania sie w kierunku miofibroblastéw i kardiomiocytow $wiadczy obecnos¢
w ich hodowli potaczerh migdzykomérkowych zbudowanych z N-kadheryn.



Ciekawy aspekt omawiany w Dyskusji to wplyw gestoéci komérek w hodowli na ekspresje
genéw zwigzanych z aktywnoscia proliferacyjng komérek. W przypadku matej gestosci wyzsza jest
ekspresja genéw zwigzanych z ich proliferacjq. Natomiast w przypadku duzej gestosci, wystepuje
aktywacja genéw zwigzanych z dziataniem immunosupresyjnym, przemieszczaniem sie komorek,
komunikacja oraz angiogenezq. Doktorantka stusznie podkreéla znaczenie wydzielania przez
stosowane komérki MSC zbioru cytokin i czynnikéw  wzrostowych, ktére wplywajg na
mikroérodowisko, reguluja dziatanie komérek uktadu odpornosciowego, W konsekwenciji stymulujac
naprawe uszkodzonej tkanki.

Inne problemy interesujaco przedstawione przez Doktorantke w Dyskusji to sprawa
immunologicznego uprzywilejowania komoérek MSC, czyli ich niskiej immunogennosci w ukladzie
ksenogenicznym, ich. interakcji z komérkami uktadu odpornoéciowego gospodarza, w tym sprawa
polaryzacji makrofagéw do przeciwzapalnego i proangiogennego fenotypu M2. Reasumujac
opracowanie przez Doktorantke informacji i danych z pismiennictwa (prace cytowane w tekscie i
zebrane bez ich numerowania w wykazie pismiennictwa (okoto 100 pozyciji zebranych do roku 2017)
éwiadcza o dobrym opanowaniu przedmiotu z bogatego zbioru cytowanych prac.

Oceniang dysertacje zamyka czes¢ WNIOSKI. W 7 punktach Doktorantka przedstawita
uzyskane wyniki swoich badan. Do ich zaprogramowania i przeprowadzenia nie zgtaszam uwag
merytorycznych, czy krytycznych. Doktorantka wykazata dobre przygotowanie teoretyczne do
sformutowania uzasadnienia wyboru dziedziny podjgtych badan, programu ich wykonania w
przeprowadzonych doswiadczeniach. Do strategii ich przeprowadzenia, oceny wynikéow, w tym
zastosowanego programu oceny statystycznej wynikéw nie mam zastrzezen. Jako byly
eksperymentator ialujg, ze Doktorantka nie potwierdzita uzyskanego ciekawego wyniku
doéwiadczenia terapeutycznego ,terapii komérkowej” leczenia zmian niedokrwiennego uszkodzenia
mieénia tréjgtowego koriczyny tylnej myszy. Jako recenzent zwracam uwage na stosowane - prawie
zawsze btednie - okreslenie liczba i ilo$¢ oraz btedy literowe, ktére zaznaczylem w recenzowanym
egzemplarzu dysertacji. Opisujac nacieki komérkowe podaje sig zwykle skiad jakosciowy komorek, a
nie tylko jego wielkos¢. W preparatach histologicznych przekroju migsnia poza opisanymi przez
Doktorantke zmianami uderza réznica w wielkoéci widkienek migéniowych i ich barwliwowsci w
stosunku do kontrolnego preparatu.

Badania realizowane w ocenianej pracy doktorskiej byly czesciowo finansowane przez Unig
Europejska z Funduszu Rozwojowego w ramach projektu POIG.01.03.01-00-169/9 oraz z budzetu
Pafstwa w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka. Cze$¢ pracy byta
opublikowana w jednej publikacji (Doktorantka druga autorka) oraz w 4 krajowych prezentacjach, w
ktérych Doktorantka byta pierwsza autorka, przedstawiajacq wyniki zawarte w ocenianej rozprawie.

Podsumowujac, oceniona przeze mnie pozytywnie rozprawa doktorska mgr Sybilli Matuszczak
Charakterystyka mezenchymainych komérek zrebu izolowanych z ludzkiego serca”, wykonana pod
opieka naukowa prof. dra Stanistawa Szali, spetnia wymogi stawiane kandydatom ubiegajacym sig o
nadanie stopnia naukowego doktora okre¢lone w Dzienniku Ustaw RP z dnia 21.06.2016 roku.
Dlatego przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej Centrum Onkologii — Instytutu im. Marii
Sktodowskiej-Curie w Warszawie wniosek o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Sybilli Matuszczak
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Przedktadam takze wniosek o wyréznienie tej pracy ze
wzgledu na jej podane walory naukowe, takie za szerokie i prawidiowe wykorzystanie bogatego
zbioru materiatéw i wspétczesnych metod badan w terapii komérkowej ich 4 prezentacjach, ktorych
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Doktorantka jest pierwszym autorem i w drugim autorem 1 publikacji (inny model

terapeutyczny). PLoS One 2016, IF=3.54.

Wroctaw, 08.07.2017. Prof. dr hab. n. med. Czestaw Radzikowski



