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Recenzja

pracy doktorskiej lek. med. Aleksandry Zotocinskiej pt.: "Badanie zdolnosci
mezenchymalnych komérek macierzystych izolowanych z tkanki ttuszczowej (ASC)
do stymulowania regeneracji uszkodzonych nerwéw obwodowych szczura z
wykorzystaniem rusztowan tkankowych”
pod promotorstwem prof. dr hab. n. med. Zygmunta Pojdy.

Uszkodzenia nerwow obwodowych sg czeste i majg duzy wplyw na jakos¢ zycia pacjentow.
Czgstos¢ takich uszkodzen w Europie wynosi 300 000 przypadkow rocznie, a do
najczestszych przyczyn naleza wypadki samochodowe, obrazenia ostrymi przedmiotami i
ztamania kosci dtugich. Mimo zaawansowanych technik chirurgicznych przywracanie
funkcji ruchowych i czuciowych jest czgsto nieosiggalne. Regeneracja nerwow
obwodowych jest szczeg6lnie trudna u oséb, u ktérych nastgpito opoéznienie w zabiegu
chirurgicznym lub w przypadkach regeneracji aksonéw w duzej odlegtosci. Z racji
powolnego tempa regeneracji neurondéw (1-3 mm/dzien) regenerujgce si¢ aksony pozostaja
pozbawione tgcznosci przez miesigce lub lata. W takich warunkach komdrki Schwanna w
dystalnych zakonczeniach przecietych nerwow pozostajg zwykle przewlekle odnerwione, co
prowadzi do utraty zdolnosci do uzyskiwania komorek naprawczych.

Istnieje wiec zapotrzebowanie na skuteczne leczenie sprzyjajace regeneracii.
Mezenchymalne komoérki macierzyste izolowane z tkanki ttuszczowej posiadajg zdolnos¢
do réznicowania w komorki innych tkanek, potencjal do endogennej stymulacji proceséw
naprawczych w miejscu uszkodzenia i aktywno$¢ immunomodulacyjna, a takze wlasciwosci
proangiogenne. To rodzi nadzieje, ze podjecie wezesnej interwencji chirurgicznej wraz

zastosowaniem stymulowania regeneracji z uzyciem ASC poprawi kliniczne wyktadniki
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powrotu funkcji neurologicznych po uszkodzeniu nerwow.

Autorka w swej pracy postawita sobie za cel zbadanie przydatnosci
mezenchymalnych komorek macierzystych izolowanych z tkanki thuszczowej (ASC)
szczura do wspomagania proces6w naprawczych uszkodzen mechanicznych nerwow
obwodowych z wykorzystaniem rusztowan tkankowych wykonanych metodami inzynierii
materiatowe;.

W dalszej kolejnosci Autorka w sposéb bardzo logiczny i przemyslany formutuje
szczegolowe cele niniejszej dysertacji:

- dokonano charakterystyki ASC izolowanych z wybranych lokalizacji tkanki thuszczowej
szczura, porownujgc ich cechy fenotypowe i czynnosciowe.

-oceniono potencjal ASC do réznicowania w kierunku neuralnym i zbadano wpltyw
czynnikéw wzrostu — NGF, VEGF i bFGF na zdolno$¢ do réznicowania w komorki tkanki
NErwowe;j.

-zbadano wptyw ASC oraz ich sekretomu na tempo wzrostu oraz zdolno$¢ do naprawy
uszkodzen mechanicznych w hodowli komoérek linii N2a, wywodzacej si¢ z mysiej
neuroblastomy.

Do realizacji wyzej wymienionych celéw autorka zaprojektowatla protokoét badania, w
ktorym kolejno weryfikuje swoje hipotezy naukowe. Na najwyzsze uznanie zastuguje
opracowanie bardzo doktadnego i logicznego schematu przeprowadzonej analizy z
zastosowaniem najnowoczesniejszych technik badawczych. Przyjete metody badawcze
zgodne sg z migdzynarodowymi standardami tego typu badan naukowych. Autorka
przeprowadzita szczeg6towsg i dobrze dobrang metodyke statystyczng analizujac
uzyskiwane wyniki.

Opis wynikow jest bardzo staranny i klarowny stanowigc logiczng konsekwencje podjetych
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metod badawczych. W podobnym uktadzie, Doktorantka przeprowadzita dyskusje
uzyskanych wynikéw odnoszac si¢ do dostepnej literatury w pismiennictwie §wiatowym.

Autorka sformutowata wnioski bezposrednio podsumowujgce uzyskane wyniki na
podstawie kolejnych etapéw swoich prac analitycznych na koncu rozdziatu Dyskusja:

-Niezaleznie od lokalizacji tkanki thuszczowej, izolowane z niej mezenchymalne
komorki macierzyste wykazuja zblizone cechy fenotypowe i czynnosciowe, a takze
zdolno$¢ do réznicowania w kierunku neuralnym.

-Sposrod wykorzystanych czynnikow wzrostu, NGF w najwigkszym stopniu wplywa na
zdolnos¢ do réznicowania ASC w kierunku neuralnym, natomiast zaden z badanych
czynnik6w wzrostu nie ma wplywu na ich potencjat do zwigkszenia proliferacji linii
komoérkowej N2a, wywodzacej si¢ z mysiej neuroblastomy.

-ASC znamiennie skracaja czas naprawy uszkodzen mechanicznych komorek linii N2a
wywodzgcej si¢ z mysiej neuroblastomy.

- Nanowld6knina wykonana z kopolimeru poli-(L-laktydu) z poli-(e-kaprolaktonem) z
polianiling (P(LLA-CL)/PANI) z dodatkiem kolagenu wptywa pozytywnie na
proneurogenne wlasciwosci ASC in vitro poprzez wzrost ekspresji genow zwigzanych z
réznicowaniem w kierunku neurogenezy.

- Tubularne rusztowanie tkankowe z kopolimeru poli-(L-laktydu) z poli-(e-kaprolaktonem)
z polianiling (P(LLA-CL)/PANI) z dodatkiem kolagenu zasiedlone mezenchymalnymi
komérkami macierzystymi izolowanymi z tkanki thuszczowej szczura wspomaga naprawe
uszkodzen mechanicznych nerwéw obwodowych w modelu in vivo poprzez stymulacje
wzrostu wlokiem nerwowych.

W tym miejscu z obowigzku recenzenta ale réwniez klinicysty pragne wyrazi¢ kilka
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W literaturze opisano szereg badan z zastosowaniem ASC na regeneracje nerwOw w
modelach zwierzecych. Praca Tremp i wsp., 2018, ktéra cytuje autorka wydaje si¢ dosé
zblizona co do metod zastosowanych w niniejszej dysertacji. Autorzy opisali poprawe w
zakresie testow behawioralnych u zwierzat leczonych ASC. Warto poszerzy¢ w dyskusji
omoéwienie podobienstw i réznic w protokotach badawczych w tych projektach.

Bardzo istotnym elementem oceny w aspekcie regeneracji bytby poszerzony protokét
badan behawioralnych i ruchowych u zwierzat poddawanych obserwacji po uszkodzeniu
nerwu kulszowego. Prosz¢ o poruszenie w dyskusji w czasie obrony jakie testy moglyby
by¢ wazne i przydatne w tym zakresie.

W praktyce klinicznej stosowane sg intensywne metody rehabilitacji i fizykoterapii u
pacjentéw po uszkodzeniach nerwow — czy wedtug autorki mogloby to pooprawiaé efekty
dziatania komorek macierzystych, wéwczas gdyby udato si¢ udowodni¢ ich efekt
terapeutyczny?

Czy nalezaloby si¢ spodziewac jaki$ dziatan niepozadanych przy uzyciu takiej metody
terapeutycznej- ten temat rowniez nalezatoby poruszy¢ w Dyskusji.

Powyzsze uwagi zostaly sprowokowane lektura niniejszej dysertacji i wynikajg z
zainteresowania Recenzenta tym zagadnieniem i w niczym nie umniejszajg wartosci tej
pracy.

Waznym aspektem calej dysertacji jest fakt, ze po raz pierwszy uzyto konduit z tego typu
polimeru zawierajacego kolagen i zasiedlanego mezenchymalnymi komoérkami
macierzystymi izolowanymi z tkanki thuszczowej szczura co stanowi o jej oryginalnym
charakterze.

Praca stanowi kontynuacje badan w Zaktadu Medycyny Regeneracyjnej Narodowego

Instytutu Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie, PIB w Warszawie dotyczacych prac nad
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zastosowaniem komorek macierzystych w procesie regeneracji. Osrodek ten kierowany
przez Pana prof. dr hab. n med. Zygmunta Pojde jest stynny i niezwykle ceniony w kraju i
za granicg. Niniejsza dysertacja ma charakter nowatorski i jest oryginalna oraz wnosi wiele
nowych danych do catoksztattu badan nad regeneracja nerwéw obwodowych. Doktorantka
wykazala si¢ duza dojrzatoscig, starannoscig i rzetelno$cig naukows, co bardzo dobrze
wrozy na przysztos¢ dla jej kariery naukowe;j.

Dlatego tez, mam zaszczyt wnosi¢ do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii
im. Marii Sktodowskiej-Curie, Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie o
dopuszczenie lek. med. Aleksandry Zotocinskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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