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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR ALEKSANDRY ZOLOCINSKIEJ PT.
,BADANIE ZDOLNOSCI MEZENCHYMALNYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH
IZOLOWANYCH Z TKANKI TLUSZCZOWEJ (ASC) DO STYMULOWANIA
REGENERACJI USZKODZONYCH NERWOW OBWODOWYCH SZCZURA Z
WYKORZYSTANIEM RUSZTOWAN TKANKOWYCH.”

Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu mgr Aleksandry
Zolocinskiej zostata przygotowana w postaci monografii w jezyku polskim. Wpisuje si¢ ona w
aktualny i wazny kierunek badan dotyczacych zastosowania mezenchymalnych komoérek
macierzystych (MSC) w medycynie odtwdrczej i regeneracyjnej, w szczegdlnosci we
wspomaganiu gojenia si¢ i naprawie uszkodzonych tkanek i narzadéw. Wprawdzie temat jest
bardzo popularny i poswigcono mu wiele publikacji, jednak w dalszym ciggu nasza wiedza w tej
dziedzinie pozostaje niepelna. Dotyczy to szczegdlnie regeneracji nerwow. Dlatego tez uwazam,
ze wybor tematyki pracy doktorskiej mgr Zotocinskiej jest bardzo dobry. Dodatkowa gwarancje
trafnego wyboru tematyki i jakosci badan przeprowadzonych przez Doktorantke stanowi fakt, ze
praca zostala wykonana pod kierunkiem Prof. dr hab. Zygmunta Pojdy, ktérego Zespot ma
wieloletnie doswiadczenie 1 ogromne sukcesy w dziedzinie badan nad komoérkami
macierzystymi.

Monografia mgr Aleksandry Zotocinskiej ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich.
Zawiera wstep, cele pracy, materiaty i metodyke, wyniki, dyskusje, wnioski oraz bibliografig.
Do pelnego schematu zabrakto mi streszczenia pracy. Osobiscie nie uwazam tego za wielce
razgce uchybienie, niemniej jednak niektorzy mogliby to uzna¢ za odstepstwo od
obowigzujacych zasad.

We wstepie Doktorantka przedstawia podstawowe informacje na temat zrodet i potencjatu
terapeutycznego mezenchymalnych komorek macierzystych oraz ich wykorzystania w
medycynie regeneracyjnej. W zwigzku z tematyka pracy, Doktorantka odniosta si¢ rowniez do
uszkodzen oraz metod naprawy nerwow obwodowych. Wstep jest bardzo dobrze napisany i
zawiera wszystkie najwazniejsze i, co istotne, nowe informacje dotyczace MSC. Miedzy innymi,
za szczegblnie wazne uwazam odniesienie si¢ Doktorantki to toczacej si¢ dyskusji na temat
rzeczywistej ,,macierzystosci” MSC i ich fenotypu. Spodobato mi si¢ réwniez, ze Doktorantka
zaznaczylta wagg parakrynnego i immunomodulacyjnego dziatania MSC zaréwno na caly
organizm jak i uszkodzone tkanki. Jedyna krytyczna uwaga dotyczy braku podziatu tekstu na
kroétsze paragrafy. Jest to czgsto popelniany blad stylistyczny, ktory sprawia, Ze czytanie tekstu
nie nalezy do najtatwiejszych. Uwaga ta odnosi si¢ tez do dyskus;ji.

Podsumowujac, wstep jest bardzo dobrym wprowadzeniem do tematyki badan Doktorantki i
stanowi dobre uzasadnienie celow jej pracy.



Glowne cele badawcze Doktorantka zawarta w pieciu osobnych punktach:

1. Poréwnanie in vitro przydatnosci mezenchymalnych komérek macierzystych izolowanych
z tkanki tluszczowej réznych lokalizacji anatomicznych szczura do naprawy uszkodzen w
ukfadzie nerwowym

2. Ocena wptywu wybranych czynnikéw wzrostu na proneurogenne wiasciwosci
mezenchymalnych komérek macierzystych izolowanych z tkanki thuszczowej (ASC)
3. Ocena in vitro zdolnosci ASC do regeneracji uszkodzen mechanicznych komérek linii
N2a wywodzacej si¢ z mysiej neuroblastomy

4. Badanie oddziatywan pomigdzy kopolimerem poli-(L-laktydu) z poli-(e-kaprolaktonem) z
dodatkiem polianiliny (P(LLA-CL)/PANI) a ASC

5. Ocena przydatnosci rusztowania tkankowego wykonanego z P(LLA-CL)/PANI
zasiedlanego ASC do naprawy uszkodzen nerwéw obwodowych w modelu in vivo.

Cele te zostaly sformutowane prawidtowo, a sens ich realizacji znajduje potwierdzenie w
aktualnym stanie wiedzy.

Kolejna czgs¢ pracy ,,Materiaty i metodyka pracy” zawiera opis metod zastosowanych do
realizacji postawionych celow badawczych. Doktorantka szczegétowo opisuje metodyke
pobierania tkanki thuszczowej i izolacj¢ ASC oraz ocene ich liczby i zywotnosci. Odnosi si¢
rowniez do metod ich hodowli i pasazowania oraz przechowywania w stanie zamrozenia. W
podobny sposéb Doktorantka opisuje rowniez postepowanie z komdrkami komérek linii N2a.

W dalszej czgsci Doktorantka opisuje metody stosowane do oceny fenotypu komérek
metodg cytometrii przeptywowej oraz metody i sposoby oceny réznicowania komoérek w
kierunku osteogenezy, adipogenezy i chondrogenezy. W dalszej czesci opisuje ona metody
oceny potencjatu klonogennego, oceny aktywnosci metabolicznej i réznicowania ASC w
kierunku neuralnym. Osobne rozdziaty zostaty poswigcone metodzie izolacji RNA i ilosciowe;j
ocenie ekspresji mMRNA metodg qRT-PCR. Dalej Doktorantka opisuje metody stymulacji ASC
czynnikami wzrostu i pozyskiwania nadsaczoéw z ich hodowli oraz zastosowania modelu
komorek N2a do oceny uszkodzenia uktadu nerwowego in vitro.

W kolejnych podrozdziatach znajdujemy opis zastosowanej w badaniach nanowlokniny i
tubularnych rusztowan tkankowych z dodatkiem kolagenu oraz zasiedlania tych materiatow
przez ASC oraz opis metodyki oceny ich liczby, zywotnosci, réznicowania i apoptozy. Zas w
ostatnich podrozdziatach Doktorantka opisuje model uszkodzenia nerwu kulszowego na modelu
szczurzym, test behawioralny otwartego pola oraz oceng histologiczng i immunohistochemiczng
migsni dwubrzuscowych. Calo$¢ wienczy opis zastosowanych metod statystycznych.

Musze przyznaé, ze jestem pod ogromnym wrazeniem zakresu badan i warsztatu
badawczego jaki posiadta Doktorantka. Zastosowane przez Doktorantke metody byty
prawidlowe i adekwatne do postawionych zadan badawczych. Nie mam réwniez zastrzezen do
metodologii badan statystycznych. Z obowigzku recenzenta musze jednak wytkng¢ Doktorantce
niedostatki w opisie oceny fenotypu komoérek metoda cytometrii przeptywowej. Metoda ta jest
trudna i wymaga od badacza duzego doswiadczenia, a jednym z kluczowych elementow jest
wybor wlasciwej metody bramkowania. Aby czytelnik pracy mogt oceni¢ prawidtowosé
przeprowadzonej analizy nalezatoby zamiesci¢ stosowne wykresy przedstawiajace krok, po
kroku jak byly ustawiane bramki i ktéra populacje brano pod uwage w analizie wynikow. Bez
takiej analizy (zamieszczanej z zasady jako ,,supplementary data”) trudno dzisiaj oczekiwaé
opublikowania pracy w wysokoimpaktowym czasopismie.



Kolejna uwaga dotyczy metody gqRT-PCR. W jej opisie zabraklo bowiem kluczowej
informacji o sposobie obliczania wzglednej ekspresji mRNA. Na wykresach w rozdziale
., Wyniki” pojawia si¢ enigmatyczna dla czytelnika wartos¢ RQ. Wedtug mojej wiedzy wartos¢
RQ (Relative Quantification) opisuje zmiane ekspresji wzgledem kalibratora, ktorym z reguly
jest jaka$ kontrola (kontrola taka zawsze ma RQ=1). Niestety, Doktorantka w popisie metody nie
udzielita takiej informacji i nie zdefiniowata do jakiej kontroli odnosza si¢ okreslone wyniki. O
ile mozna przypuszczaé, ze w niektérych eksperymentach kontrola byty komorki nietraktowane
cytoking (Ryc 13-16), to w doswiadczeniach zilustrowanych na Ryc 12 i 17 jest to catkowicie
niejasne.

Poza wymienionymi powyzej uwagami uwazam, ze pozostate opisy metod badawczych sa
wystarczajgco szczegotowe i spetniajg warunki dobrego opisu metodologii badan. Na uwage
zastuguje fakt, ze opisy niektérych metod zostaly zilustrowane schematami i fotografiami, co
dodatkowo utatwia czytelnikowi zrozumienie procedur doswiadczalnych.

W nastepnej czesci pracy mgr Zotocinska przedstawita opis uzyskanych wynikéw. Poza
uwagami zgloszonymi powyzej i wynikajacymi z niedostatkéw opisu metodologii analizy
cytofotometrycznej i qRT-PCR, nie mam zastrzezen do sposobu ich prezentacji. Wyniki zostaty
starannie opracowane i przedstawione w jasny i przejrzysty sposob na wykresach, tabelach i
mikrofotografiach. Moja jedyna uwaga dotyczy braku umieszczenia w opisach do tabel i rycin
informacji na temat zastosowanej metody statystyczne;j.

W pierwszej czesdci pracy Doktorantka przedstawita wyniki charakterystyki ASC
uzyskiwanych z tkanki ttuszczowej szczura z réznych lokalizacji. Przedstawita rowniez wyniki
dowodzace, ze komorki te posiadajg potencjat ro6znicowania w kierunku adipogenezy,
chondrogenezy i osteogenezy. Badania te i ich wyniki sg powtorzeniem wczesniejszych
osiggni¢é uzyskanych przez Panig dr Katarzyne Siennicka, kolezanke¢ z Zespotu Pana Prof.
Pojdy, ktorej doktorat rowniez miatem zaszczyt recenzowac. Z tego wzgledu oraz biorac pod
uwage, ze zasadnicza problematyka doktoratu Pani mgr Zotocinskiej dotyczyla zdolnosci ASC
do réznicowania w kierunku neuralnym i do stymulowania regeneracji nerwéw uwazam, ze ta
cze$¢ rozprawy mogtaby by¢ catkowicie pominieta be z najmniejszej szkody dla ogélnej i
merytorycznej wartosci pracy.

W drugiej czesci pracy Doktorantka przedstawita wyniki dotyczace roznicowania ASC w
kierunku neuralnym, oceny ich zdolnos$ci do naprawy uszkodzen komorek N2a in vitro,
zasiedlania uzytych w pracy rusztowan oraz naprawy uszkodzonego nerwu kulszowego.

Uzyskane wyniki wskazatly, ze ASC moga réznicowaé w kierunku neuralnym niezaleznie od
miejsca pobrania tkanki ttuszczowej i proces ten moze by¢ stymulowany prze NGF. Doktorantka
wykazata rowniez, ze ASC oraz nadsacza z ich hodowli nie maja istotnego wplywu na wzrost
komorek N2a, ASC wplywaja natomiast na tempo zarastania rysy w hodowli N2a. Doktorantka
analizowata réwniez wzrost i réznicowanie ASC na réznych materiatach nanowtoknistych i
wykazata, ze materialy charakteryzuja sie akceptowalng biozgodno$é¢ dla badanych komorek.

W mojej opinii najciekawszg cze$¢ pracy stanowily badania nad regeneracja nerwu
kulszowego u szczuréw. Doktorantka wykazata, ze zastosowanie leczenia za pomoca
tréjwymiarowych tubularnych rusztowan tkankowych z wielofunkcyjnych kompozytowych
materiatdw nanowtdknistych (WKBN) zasiedlonych ASC przyspieszyto regeneracje nerwu w
stopniu co najmniej poréwnywalnym do autoprzesczepu. Wprawdzie nie zaobserwowano
istotnej r6znicy w zapobieganiu atrofii miesnia, ale terapia zasiedlonym ASC skafoldem



skutkowata wigksza liczbg widkien nerwowych i, co bardzo ciekawe, normalizacja zachowan
zwierzat ocenianych w badaniach behawioralnych.

Uzyskane wyniki Doktorantka wyczerpujaco przedyskutowata w $wietle wynikow
przedstawionych w pismiennictwie $wiatowym. Dyskusj¢ oceniam bardzo dobrze, chociaz
Autorka nie ustrzegta si¢ bledu powtarzania zbyt szczegbdlowego opisu wlasnych wynikow.
Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoseia krytycznej analizy wynik6w oraz korzystania z
pi$miennictwa. Jak juz wspomniatem wczesniej, podzial tekstu na wigcej paragrafow
zdecydowanie utatwitby jego czytanie.

Na podstawie przedstawionych badan oraz ich analizy Doktorantka wyciagnela 5 wnioskéw
odpowiadajgcych postawionym celom pracy:

1. Niezaleznie od lokalizacji tkanki tluszczowej, izolowane z niej ASC wykazujg zblizone

cech fenotypowe i czynno$ciowe, a takze zdolno$é do réznicowania w kierunku

neuralnym

2. Sposrod badanych czynnikéw wzrostu NGF w najwigkszym stopniu wptywa na
roznicowanie ASC w kierunku neuralnym, natomiast zaden z badanych czynnikéw nie ma
wplywu na ich potencjat do zwigkszania proliferacji komérek N2a

3. 3. ASC znamiennie skracaja czas naprawy uszkodzeri mechanicznych komérek linii N2a

4. Nanowtdknina wykonana z kopolimeru poli-(L-laktydu) z poli-(e-kaprolaktonem) z
polianiling (P(LLA-CL)/PANI) z dodatkiem kolagenu wptywa pozytywnie na
proneurogenne wiasciwosci ASC in vitro poprzez wzrost ekspresji genéw zwigzanych z
roznicowaniem w kierunku neurogenezy.

5. Tubularne rusztowanie tkankowe z P(LLA-CL)/PANI z dodatkiem kolagenu zasiedlone
ASC wspomaga naprawg uszkodzen mechanicznych nerwéw obwodowych w modelu in
vivo poprzez stymulacje wzrostu wiokien nerwowych.

Przedstawione przez Doktorantke wnioski sa prawidlowe i sg dobrym podsumowaniem
uzyskanych wynikow, chociaz wydaje mi sig, ze ostatni z nich brzmi moze nazbyt
optymistycznie.

Podsumowujac, stwierdzam, ze Doktorantka zaimponowata mi bogatym warsztatem
badawczym i wiedzg w temacie prowadzonych badan i nie mam watpliwosci, ze osiggneta
stopien dojrzalosci i samodzielnosci naukowej uprawniajacy ja do ubiegania sie o stopien
doktora. Moje krytyczne uwagi zawarte w niniejszej recenzji maja charakter bardziej formalny i
nie majg wplywu na moja ogdlna bardzo wysoka oceng rozprawy. Majac to na uwadze uwazam,
ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr Aleksandry Zotocinskiej jest oryginalnym
osiggnigciem Autorki oraz spetnia ustawowe wymogi stawiane rozprawom na stopien doktorski.
W zwigzku z tym wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im. Marii
Sklodowskiej-Curie o dopuszczenie mgr Aleksandry Zotocinskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.
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