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UNIWERSYTET MEDYCZNY

IM. PIASTOW SLASKICH WE WROCLAWIU

Katedra i Klinika Ortopedii i Traumatologii Narzadu Ruchu

dia Dorostych i Dzieci
50-556 Wroctaw, ul. Borowska 213
tel. 71/734-32-00, fax. 71/734-32-09

Recenzja!
rozprawy doktorskiej mgr Sandry Darii Stamnitz

pt.

,»Charakterystyka biologiczna mezenchymalnych komorek macierzystych
(MSC) pozyskanych ze szpiku kostnego owiec oraz ocena efektywnosci
zastosowania bioimplantu wzbogaconego w MSC w rekonstrukcji duzych

ubytkow tkanki kostnej w eksperymentalnym modelu owcy”

Na swiecie diagnozowanych jest kazdego roku ok 150 milionow nowych zlaman, z ktérych
nawet 20% ulega zaburzeniom lub brakowi zrostu. Zdecydowana wickszo$¢ zlaman leczona jest
nieoperacyjnie z zastosowaniem, po odpowiedniej repozycji, czasowego unieruchomienia. Zlamania
niestabilne wymagaja jednak leczenia operacyjnego, ktore wykonywane jest przez otwarta lub
zamknigty repozycj¢ z wykorzystaniem przykostnych, $rodszpikowych lub zewnetrznych systemow
stabilizacji. Zlamaniom masywnym, wysokoenergetycznym, czgsto towarzysza ubytki tkanki kostnej,
powstajace glownie w wyniku zmiazdZeniowego urazu beleczkowego. Jest to zjawisko trudne w
leczeniu, zwlaszcza jesli towarzysza mu urazy tkanki chrzgstnej i czgsto zaburzenia kongruenciji stawow
co w funkcji czasu przeklada si¢ na rozw¢j zmian zwyrodnieniowych. Problem dotyczy wszystkich
stawow, ale najwigksze skutki u czlowieka niesie dla duzych stawow konczyny dolnej, a u zwierzat dla
wszystkich duzych stawéw konczyn. Problem ten jest jednym z najwickszych probleméw
diagnostyczno-leczniczych obecnej medycyny i stanowi powazny problem spoleczny i ekonomiczny.

' Recenzja zostala sporzadzona na podstawie dostarczonej dokumentacji w zwigzku z postepowaniem Rady
Naukowe;j Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda we Wroclawiu, w sprawie
nadania stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne mgr Sandrze Darii Stamnitz w oparciu o kryteria okreslone w art. 187 Ustawy Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018r. (Dz.U. 2020 poz. 85 z p6zn. zm.).



Artroza wigze si¢ z przewleklym, nawrotowym bolem. Czesto powoduje r6znego stopnia
wykluczenie spoleczne, ograniczajac aktywno$¢ zycia codziennego. Wplywa na pogorszenie ogolnego
stanu zdrowia, w tym rozw6j choréb ukladu sercowo-naczyniowego.

Ostatnie kilkadziesigt lat przyniosto istotny postep technologiczny w ortopedii, dzigki czemu
leczenie zlaman kosci 1 choroby zwyrodnieniowej stawow stalo si¢ skuteczne. Wprowadzenie nowych
metod leczenia 1 technik operacyjnych, pozwala na powrdt do normalnego funkcjonowania wiclu
pacjentom. Czgsto wigze si¢ jednak ze stosowaniem implantéw metalowych lub przeszezepdw kostnych
allo- lub autogennych. Stosowanic implantoéw metalowych, takich jak augmenty czy endoprotezy jest
powszechne, ale jest leczeniem ostatccznym, nicoszczedzajgcym tkanki kostnej 1 obarczonym
szeregiem mozliwych powiklan, 1 reakcji zarbwno miejscowych jak 1 ogdlnoustrojowych. Dostep do
przeszezepdw kostnych autologicznych jest ograniczony podazg lozyska kostnego pacjenta oraz wigze
si¢ z czgstymi dolegliwosciami bélowymi 1 zaburzeniami gojenia w micjscu pobrania. Z kolei nieliczne
banki tkankowe w Polsce, nic sa w stanic zapewni¢ wystarczajacej ilosci przeszezepdéw kostnych
allogennych, ktore mogloby pokry¢ zapotrzebowania wspélczesnej ortopedii 1 dziedzin pokrewnych w
przypadkach urazowych, ale takze, co wydaje si¢ stanowi wickszym problem, w przypadkach
planowych zabiegdéw endoprotezoplastyk w sytuacjach duzych ubytkow kostnych.

W zwigzku z tym stanem rzeczy mozliwosci zastosowania technik laczonych z
zastosowaniem biomaterialéw i technik biostymulujacych sg szeroko dyskutowane zaréwno przez
naukowcow z dziedziny bioinzynierii 1 biomechaniki, jak i samych lekarzy praktykow.

Dlatego tez z uznaniem nalezy przyjac podjecie przez mgr Sandre Dari¢ Stamnitz badan w
tym zakresie. Oceniana rozprawa doktorska, powstala pod patronatem naukowym wybitnych
specjalistow w tej dziedzinie, doswiadczonych badaczy 1 klinicystow, prof. dr hab. Aleksandry
Klimczak i prof. dr hab. Zdzislawa Kielbowicza.

Przeslang do recenzji rozpraw¢ doktorska mgr Sandry Darii Stamnitz pt. , Charakterystyka
biologiczna mezenchymalnych komérek macierzystych (MSC) pozyskanych ze szpiku kostnego owiec
oraz ocena efektywnosci zastosowania bioimplantu wzbogaconego w MSC w rekonstrukcji duzych
ubytkéw tkanki kostnej w cksperymentalnym modelu owcey” stanowi cykl prac powigzanych
tematycznie w postaci trzech publikacji naukowych.

Wyniki zostaly przedstawione w dwoch pracach oryginalnych, natomiast w jednej publikacji
przegladowej autorka podsumowala aktualny stan wiedzy o rusztowaniach komoérkowych,
zastosowaniu MSC 1 czynnikach biologicznie aktywnych w regeneracji kosci. Calo$é prac wraz z
wymagang przepisami oprawg stanowi druk, ktéry liczy 112 stron.

W sklad cyklu publikacji wchodza:

1. ,Biological Characteristics and Ostecogenic Differentiation of Ovine Bone Marrow
Derived Mesenchymal Stem Cells Stimulated with FGF-2 and BMP-2” Int. J. Mol. Sci.
2020.

2. “Osteogenic Potential of Sheep Mesenchymal Stem Cells Preconditioned with BMP-2
and FGF-2 and Seeded on an nHAP-Coated PCL/HAP/B-TCP Scaffold”, Cells 2022.

3. ,Mesenchylam Stem Cells, Bioactive Factors, and Scaffolds in Bone Repair: From
Research Perspectives to Clinical Practice”, Cells 2021.

Streszezenie w jezyku polskim znajduje si¢ na stronach 6-8, streszczenic w jezyku angielskim na
stronach 9-11, lista publikacji na stronie 12. Na stronach 13-31 znajdujg si¢ deklaracje wspolautordw,
na stronach 32-111 zalaczone sg publikacje, ktére wchodza w sklad cyklu prac. Strong 112. stanowig
wnioski.



Celem pracy doktorskiej byla:

1. Charakterystyka biologiczna mezenchymalnych komérek macierzystych pochodzacych ze
szpiku kostnego owiec (BM-MSC, ang. Bone marrow-derived mesenchymal stem cells),

2. Zwickszenie potencjalu osteogennego komérek BM-MSC in vitro, poprzez stymulacje
cytokinami FGF-2 1 BMP-2,

3. Charakterystyka wlasciwosci osteogennych konstruktu inzynierii tkankowej zlozonego z
rusztowania kompozytowego PCL/HAP/B-TCP, pokrytego nanohydroksyapatytem (n-HAP,
ang. Nanohydroxyapatite) oraz owczych BM-MSC stymulowanych FGF-2 1 BMP-2 i vitro,

4. Ocena biokompatybilnosci i potencjatu ostcogennego konstruktu rusztowanie-BM-MSC po
heterotropowej implantacji do tkanck w okolicy Zuchwy owcy.

Badania przeprowadzone w ramach recenzowanej pracy doktorskiej to badania
interdyscyplinarne, z pogranicza biologii, weterynarii, chemii materialowej 1 medycyny regeneracyjnej.
Realizacja badan przebicgala w czterech czesciach 1 zostala przedstawiona w dwoch pracach
oryginalnych. Pierwsze dwa cele realizowane byly w ramach pracy ,Biological Characteristics and
Osteogenic Differentiation of Ovine Bone Marrow Derived Mesenchymal Stem Cells Stimulated with
FGF-2 and BMP-2" Int. J. Mol. Sci. 2020. Cele 3. 1 4. w ramach pracy “Osteogenic Potential of Sheep
Mesenchymal Stem Cells Preconditioned with BMP-2 and FGF-2 and Seeded on an nHAP-Coated
PCL/HAP/B-TCP Scaffold”, Cells 2022.

W przedstawionych badaniach dokonano klasyfikacji komorek stymulowanych FGF-2 lub
polaczeniem FGF-2 i BMP-2, wyizolowanych ze szpiku owiec wedlug kryteriow ISCT 1 wykazano, ze
owcze BM-MSC stymulowane w kierunku osteogennym utrzymuja typowy dla MSC fenotyp w hodowli
dlugoterminowe;j i posiadajg zdolnosé do roznicowania osteogenncgo, chondrogennego i adipogennego.
Stwierdzono, ze FGF-2 ma wigkszy wplyw na tempo proliferacji a BMP-2 jest stymulatorem
roznicowania osteogennego. Autorka wykazala rowniez, ze powyzsze cytokiny oprécz zwigkszania
potencjalu osteogennego na kazdym ctapic tworzenia kosei, wplywaly na profil wydzielniczy BM-MSC,
regulujgc réznicowanie ostcogenne, proangiogenne i immunomodulujace.

Wykazano rowniez, ze FGF-2 i BMP-2 zwickszaja potencjal adhezyjny 1 proliferacyjny BM-
MSC owiec hodowanych na rusztowaniu PCL/HAP/B-TCP pokrytym nanohydroksyapatytem. Ponadto
FGF-2 i BMP-2 dodane do medium osteogennego najbardziej zwigkszaly potencjal osteogenny BM-
MSC, oceniany na podstawic barwicnia czerwicnig alizarinowg 1 aktywnoSci ALP. Jednoczesnie
hodowanic BM-MSC w medium aMEM z FGF-2 i BMP-2 zwickszalo ckspresj¢ genéw markerow
osteogennych.

Badania in vivo przeprowadzone w ramach pracy doktorskicj wykazaly, ze BM-MSC owcy
charakteryzujg sie aktywnoscia parakrynng, moduluja srodowisko lokalne, przyspieszaja procesy
regeneracyjne i lagodza odpowiedZ zapalng, a badany konstrukt rusztowanic-BM-MSC wykazywal
biokompatybilnosc i potencjal proosteogenny.

Autorka wskazala réowniez, Zze mimo zdolno$ci réznicowania w osteogenne komorki
progenitorowe i stymulacji osteogenezy przez aktywno$¢ parakrynng, MSC same nie s w stanie pokry¢
duzych ubytkow kostnych.



Whioski:

1. Komoérki wyizolowane ze szpiku kostnego owiee, suplementowane FGF-2 lub FGF-2 i
BMP-2 w hodowli dlugoterminowej, zachowaly fenotyp natywnych MSC i posiadaly
zdolnos¢ do réznicowania w kierunku komorek tkanki kostnej, chrzgstnej i tluszczoweyj.

2. FGF-21BMP-2 zwigkszaly potencjal ostcogenny owczych BM-MSC oraz modulowaly
ich profil wydzielniczy.

3. Owcze MB-MSC traktowane FGF-2 1 BMP-2, umieszczone na rusztowaniu
PCL/HAP/B-TCP pokrytym nHAP, mialy zdecydowanie wigkszy potencjal adhezyjny
1 osteogenny, w porownaniu z komoérkami traktowanymi samym FGF-2 lub
nictraktowanymi.

4. Konstrukt zlozony =z rusztowania PCL/HAP/B-TCP pokrytego nHAP oraz
autologicznych BM-MSC, traktowanych FGF-2 lub FGF-2 w polaczeniu z BMP-2, byl
biokompatybilny z tkankami owcy oraz korzystnie wplywal na regeneracj¢ tkanki
kostnej w zuchwie owiec, stanowiac tym samym obiecujacy strategi¢ do zastosowania
klinicznego w naprawie duzych ubytkow kostnych.

Za oryginalne osiggni¢cia Doktorantki uwazam:

1. Doglebng analiz¢ wplywu FGF-2 lub FGF-2 i BMP-2 na dlugoterminowe zachowanie
fenotypu natywnych MSC pochodzenia owczego,

2. Analizg wptywu FGF-2 lub FGF-2 i BMP-2 na potencjal ostcogenny i profil wydziclniczy
owczych BM-MSC,

3. Analiz¢ biokompatybilnosci  konstruktu PCL/HAP/B-TCP  pokrytego nHAP i
autologicznych BM-MSC z tkankami owcy oraz jego wplywu na regeneracj¢ tkanki
kostne;j.

Opiniowana praca jest probg wnikniccia w zlozone, trudne 1 wicloaspektowe problemy
zwigzane z technikami lgczonymi z zastosowaniem biomaterialdw i technik biostymulujacych oraz ich
mozliwosci zastosowania w leczeniu ubytkow kostnych. Przeprowadzenie tych badan wymagalo
wczesniejszego doswiadcezenia przedklinicznego, klinicznego 1 duzego nakladu pracy. Na szczegolne
uznanic zasluguje sposéb przygotowania teoretycznego i odniesienic wynikéw badan do wynikow
uzyskanych przez innych autoréw oraz przeprowadzenie doglgbnej analizy statystycznej uzyskanych
wynikow,

Na zakonczenie recenzji pozwalam sobie na zadanic pytania nasuwajacego si¢ podczas
studiowania pracy:

1. Czy na podstawic uzyskanych wynikow 1 wlasnych doswiadczen Doktorantka moze
zaproponowa¢ dalsze ctapy dzialan naukowych, ktére moglyby prowadzi¢ do aplikacji
klinicznej badanych biomaterialow wspomaganych technikami biostymulacji?

W mojej ocenie, poruszany przez Doktorantke, problem jest niczwykle istotny klinicznie, ze
wzgledu na wage spoleczng problemu ubytkéw kostnych powstajacych pourazowo jak i w przebiegu
zmian o charakterze zwyrodnieniowym. Biorac pod uwage ograniczona dostgpnosé allogennych
preparatow kostnych, problemy zwigzane z pozyskiwaniem przeszczepdw autogennych i znaczny koszt
preparatow  kosciozastgpezych, badania nad mozliwoscig zastosowania biomaterialéw 1 technik
biostymulujgcych w sytuacji ubytku kostnego sg niezwykle istotne.



Reasumujac swojg recenzj¢ stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr
Sandry Darii Stamnitz pt. ,Charakterystyka biologiczna mezenchymalnych komorek macierzystych
(MSC) pozyskanych ze szpiku kostnego owiec oraz ocena efektywnodci zastosowania bioimplantu
wzbogaconego w MSC w rekonstrukcji duzych ubytkow tkanki kostnej w eksperymentalnym modelu
owcy” jest bardzo warto$ciowa, przedstawia bardzo duze walory poznawcze i praktyczne oraz spelnia
kryteria okreslone w ustawie art. 187 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca
2018r. (Dz.U. 2020 poz. 85 z p6zn. zm.). W tym przekonaniu przedstawiam Radzie Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda we Wroclawiu wniosek o przyjecie
pracy i dopuszczenie rozprawy doktorskiej mgr Sandry Darii Stamnitz do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Majgc na uwadze wagg poruszanego problemu i nieczgste tak szerokie spojrzenie na
przedmiotowy problem, stawiam réwniez wniosek o wyrdznienie oceniane] pracy doktorskiej.

Wroclaw, 24 lutego 2023 roku
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