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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Sandry Darii Stamnitz
»Charakterystyka biologiczna mezenchymalnych komérek macierzystych (MSC)
pozyskanych ze szpiku kostnego owiec oraz ocena efektywnosci zastosowania
bioimplantu wzbogaconego w MSC w rekonstrukeji duzych ubytkow tkanki kostnej

w eksperymentalnym modelu owey"

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Sandry Darii Stamnitz
zostata wykonana w ramach Interdyscyplinarnych Srodowiskowych — Studiéw
Doktoranckich BioTechNan w dwoch osrodkach: w Samodzielnym Laboratorium Biologii
Komorek Macierzystych i Nowotworowych Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. L. Hirszfelda PAN pod kierunkiem Profesor dr. hab. Aleksandry
Klimezak oraz w Katedrze i Klinice Chirurgii Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu pod kierunkiem Profesora dr. hab. Zdzistawa
Kietbowicza.

Rozprawa jest spojnym zbiorem tematycznym trzech artykuléw: dwodch
oryginalnych i jednego przegladowego, opublikowanych w recenzowanych czasopismach
naukowych, znajdujacych si¢ na liscie JRC i wysoko punktowanych w strukturze oceny
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Doktorantka jest pierwszym autorem
wszystkich trzech prac: ,,Characteristics and Osteogenic Differentiation of Ovine Bone
Marrow Derived Mesenchymal Stem Cells Stimulated with FGF-2 and BMP-2”
opublikowanej w International Journal of Molecular Sciences (IF 5.924), oraz dwoch
opublikowanych w Cells (IF 7.666) ,,Osteogenic Potential of sheep Mesenchymal Stem
Cells Preconditioned with BMP-2 and FGF-2 and Seeded on sn HAP-Coated PCL/HAP/B-
TCP Scaffold” i ,,Mesenchymal Stem Cells, Bioactive Factors, and Scaffolds in Bone

Repair: From Research Perspectives to Clinical Practice”. Z o$wiadczen wspoétautorow



@ Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
im. Mirostawa Mossakowskiego
’ Polskiej Akademii Nauk

Platforma Badar Translacyjnych w zakresie medycyny regeneracyjnej
dr hab. Anna Sarnowska, prof. IMDIK, Kierownik

tel.. 48 22 608 65 98
e-mail: asarnowska@imdik.pan.pl

dotgczonych do dokumentacji wynika, ze Jej wklad w powstanie kazdej z prac
stanowit 60%.

Tematem przedstawionej do recenzji rozprawy na stopien doktora nauk medycznych jest
ocena mozliwoéci zastosowania konstruktu sktadajacego sie¢ z rusztowania 3D
zasiedlonego mezenchymalnymi komorkami macierzystymi/stromalnymi, w celu
optymalizacji leczenia rozlegtych ubytkow kostnych. Doktorantka w tym celu
wyizolowata i scharakteryzowata owcze BM-MSC. Nastepnie poddata je stymulacji
czynnikami proosteogennymi i przeanalizowala zmiany jakie zaszly w morfologii oraz
zdolnosciach wydzielnicznych wymienionych komorek. Tak prekondycjonowanymi
komorkami zostaly zasiedlone rusztowania 3D o specjalnie dobranym sktadzie. W ostatnim
etapie doswiadczen doktorantka wszczepita otrzymane konstrukty do kosci twarzoczaszki owcey.
Nalezy podkresli¢, ze projekt przedstawiony w rozprawie doktorskiej jest wysoce aplikacyjny i
odpowiada na realne zapotrzebowanie kliniczne.

Rozprawa posiada forme¢ zszywki, w ktorej wymienione publikacje poprzedzone sg
bardzo kréotkim (trzy-stronicowym) opisem w jezyku polskim. Do pracy zostat dotgczony
20-stronicowy autoreferat, obejmujgcy: szersze niz w rozprawie doktorskiej
wprowadzenie, wyszczegolnione cele pracy, omowienie wynikow, wnioski oraz dorobek
naukowy doktoranta. Zatgczony autoreferat, zgodnie z regulaminem jednostki, nie
podlegal ocenie merytorycznej, ale znacznie ulatwil zapoznanie si¢ zar6wno z sylwetka
doktoranta, jak i z tokiem prowadzonych doswiadczen.

Ponizsza recenzja zawiera oceng wartosci merytorycznej catosci pracy doktorskiej
oraz zgodnosci zatozen i tematu z osiggnigciami koncowymi, doboru literatury, metod
badawczych, wynikdw pomiaréw oraz ich analizy, a nie stanowi oceny merytorycznej
poszczegdlnych publikacji.

Struktura podziatu tresci pracy, jak rowniez kolejnos¢ rozdziatéw nie jest typowa,
co zwigzane jest cze$ciowo z forma spinki, a czgsciowo z niespojnymi kryteriami dla tej
formy doktoratu, obowigzujgcymi na r6znych uczelniach.

Recenzowana praca zawiera 112 strony maszynopisu, w tym strong¢ tytutows, spis
tresel, streszezenie w jezyku polskim i angielskim, list¢ publikacji ujetych w spince, kopie

publikacji oraz wnioski. Rozprawe uzupelniaja zatgczniki zawierajgce o$wiadczenia
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wszystkich wspétautoréw publikacji okreslajace indywidualny udzial (merytoryczny i
procentowy) kazdego z nich w powstaniu publikacji. Streszczenia zamieszczone w jezyku
polskim i angielskim przedstawione sg w sposob zwiezly, ale bardzo komunikatywny i
umozliwiajg szybkie zapoznanie si¢ z problematyka i wynikami pracy. Tekst jest napisany
poprawng polszczyzng i starannie edytowany — znalaztam zaledwie pare drobnych
literdwek i kilka niezrecznodci stylistycznych.

Zwraca jednak uwage pewna niespojnos¢ dotyczaca jezyka pracy. Strona tytutowa
zostala przedstawiona w dwoch jezykach: polskim i angielskim, kolejno: informacja o
osrodkach w ktérych prowadzono badania tylko w jezyku polskim, nastepnie spis tresci
tylko w jezyku angielskim, streszczenie ponownie w dwoch jezykach, lista publikacii,
deklaracje wspotautoréw, zalaczone publikacje i wnioski tylko w jezyku angielskim. Nie
Jest to zarzut dla omawianej pracy, tylko raczej kwestia ustalenia spdjnego regulaminu
przez jednostki ksztatcace.

Na poczatku pracy brakuje roéwniez wykazu stosowanych skrotow, ktéry
wyprzedzalby streszczenie. Skroty sa wyjasnione w poszezegdlnych publikacjach, ale
umieszczenie ich na etapie czytania streszczenia bytoby pomocne dla czytelnika.

Trzy-stronicowe streszczenie zawiera krotki wstep, cel rozprawy, omoéwienie
wynikow przedstawionych w kolejnosci zatgczonych prac oraz wnioski.

Cel pracy sklada si¢ z czterech celow szczegélowych: 1) charakterystyki
biologicznej mezenchymalnych komorek macierzystych pochodzacych ze szpiku kostnego
owiec (BM-MSC); 2) oceny efektu stymulacji osteogennej komérek BM-MSC z uzyciem
cytokin FGF-21 BMP-2; 3) charakterystyki wlasciwosci osteogennych konstruktu
rusztowanie-BM-MSC  stymulowanych FGF-2 i BMP-2 in vitro oraz 4) oceny
biokompatybilnosci i potencjalu osteogennego konstruktu rusztowanie-BM-MSC po
heterotopowej implantacji do tkanek w okolicy zuchwy owcy.

Zardwno cel jak i zakres badan, w powigzaniu z wynikami innych autoréw, zostaty w

rozprawie okreslone jednoznacznie.
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Opis metodologii i przedstawione wyniki zostaly w poszczegdlnych
publikacjach przedstawione odpowiednio doktadne i umozliwiajg innym badaczom

powtdrzenie badania w celu weryfikacji wynikéw na innym materiale.

Sposdb opisu wynikow oraz dalsza ich interpretacja wskazuje, ze doktorantka
swobodnie i z duzg wiedzg porusza si¢ w tej dziedzinie. Interpretujgc wyniki,

Doktorantka wykazata si¢ duza znajomoscig literatury w omawianej dziedzinie.

Cytowane pismiennictwo zawiera wybrane dane dotyczace przedmiotu badan, w

tym réwniez najnowsze pozycje.

Na podstawie przeprowadzonych badan doktorantka sformutowata 4 wnioski, ktore
stanowig logiczne podsumowanie uzyskanych wynikéw. Doktorantka stwierdzila, ze: 1)
komorki wyizolowane ze szpiku kostnego owiec, suplementowane FGF-2 lub FGF-2 i BMP-2
w hodowli dlugoterminowej, zachowaty fenotyp natywnych MSC i posiadaty zdolno$é do
roznicowania w kierunku komorek tkanki kostnej, chrzestnej i thuszezowej; 2) FGF-2 i BMP-2
zwigkszaly potencjal osteogenny owczych BM-MSC oraz modulowaly ich profil wydzielniczy;
3) owcze BM-MSC traktowane FGF-2 i BMP-2, umieszczone na rusztowaniu PCL/HAP B-
TCP pokrytym nHAP, mialy zdecydowanie wigkszy potencjat adhezyjny i osteogenny w
poréwnaniu z komoérkami traktowanymi samym FGF-2 lub nietraktowanymi; 4) konstrukt
ztozony z rusztowania PCL/HAP/B-TCP pokrytego nHAP oraz autologicznych BM-MSC,
traktowanych FGF-2 lub FGF-2 w kombinacji z BMP-2, byt biokompatybilny z tkankami owcy
oraz korzystnie wptywat na regeneracje tkanki kostnej w zuchwie owiec, stanowigc tym samym
obiecujacy strategi¢ do zastosowania klinicznego w naprawie duzych ubytkéw kostnych.
Przedstawione na zakoniczenie pracy wnioski zawierajg odpowiedZ na przedstawione w
streszczeniu cele.

W tekscie dostrzezono jedynie kilka drobnych uchybien merytorycznych i
jezykowych.

Zgodnie z najnowszym, zrewidowanym stanowiskiem ISCT (Mesenchymal
Stromal Cell committee position statement on nomenclature 2019), nazwa mezenchymalne

komorki macierzyste powinna by¢ stosowana jedynie po wykonaniu eksperymentow in
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vitro 1 in vivo potwierdzajacych ich macierzysto$¢, w tym in vitro ocen¢ potencjatu
klonogennego (CFU-F) i testy réznicowania trdjliniowego. Sama zdolnos¢ do tworzenia
kolonii wskazuje na status progenitorowy komorek, ale jest niewystarczajgca do wykazania
zdolnosci do samoodnawiania przy braku danych in vivo. W zwigzku z brakiem takich
wynikow w przedstawionej pracy, zalecalabym stosowanie nazwy mezenchymalne
komorki macierzyste/stromalne.

Przy nazewnictwie biatek i gendéw, doktorantka zastosowata poprawng pisownie
(nazwy gendéw napisane sg pochytymi literami, biatek — normalng czcionkg). Jedynie dla
genu dla biatka powierzchniowego CD90 doktorantka zrobita wyjatek i wszedzie napisata
normalng czcionka. Czy byt ku temu specjalny powdd? Ponadto przyjeto ogolnie, ze nazwy
gendw i biatek ludzkich piszemy duzymi literami w przeciwienstwie do nazw genow i
bialek zwierzgcych. Zaréwno w streszczeniu, jak i w publikacjach, ta reguta jest pominieta
i raz nazwy sg wymienione z duzych liter (w tabeli), raz z matych lub w sposob mieszany
(w streszczeniu).

Po przeczytaniu prac pojawia si¢ rowniez kilka pytan merytorycznych.
Przedstawione publikacje poruszajg bardzo wazny z punktu klinicznego problem gojenia
kosci. W streszczeniu doktorantka porusza zdolno$¢ do samoregeneracji uktadu kostnego.
W literaturze istniejg dane dotyczace innego przebiegu odnowy po urazach kosci u dzieci
do 6 r.z. (bez $ladu urazu) i u 0séb po tym wieku. Czy doktorantka spotkata si¢ z takimi
doniesieniami?

W streszczeniu doktorantka nadmienia, ze autologiczne przeszczepy kostne nie majg
zastosowania z uwagi na ograniczong mozliwo$¢ pobrania tkanki kostnej. Jednakze warto
zwroci¢é  uwage, ze od tej zasady istniejg  wyjatki. W chirurgii
rekonstrukcyjnej/transplantacyjnej u dzieci, do uzupelnienia rozleglych ubytkow
najczescie] wykorzystywane sa autologiczne fragmenty kostne pobrane od pacjenta.
Miejsce pobrania fragmentu kostnego stanowi najczesciej talerz kosci biodrowej, ale
czasem rowniez czaszka, ko$¢ piszczelowa oraz miejsce spojenia zuchwy. Niestety
pobranie fragmentu kostnego od pacjenta czesto wigze si¢ z deformacjg kostng powstalg w
miejscu pobrania tkanki, a czasem roéwniez wpltywa na zaburzenie przyczepu miesni do

struktury, z ktérej zostat pobrany fragment. Istniejg rowniez inne, najczesciej czasowe,
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niepozgdane skutki transplantacji takie jak np.: zespot bolowy, problemy z motoryka.
Dodatkowym negatywnym aspektem autologicznej transplantacji jest zwigkszone ryzyko
ztaman koéci, w miejscu, z ktorego zostal pobrany fragment (Secondary Alveolar Bone
Grafting: the Dilemma of Donor Site Selection and Morbidity, 2008), stad tez tak wazne
jest poszukiwanie materialtow i metod umozliwiajgcych zastgpienie przeszczepdw
autologicznych.

Réwniez podniesiony w streszezeniu zostat problem braku wlasciwosci osteogennych
implantow. Warto nadmieni¢, ze w stomatologii stosowane sg obecnie materialy na bazie
hydroksyapatytu, pokryte kolagenem I, ktore wykazuja silne dziatanie osteoindukcyjne i
mogg sprzyja¢ tworzeniu si¢ nowej kosci (Wong RW, Rabie AB. Open Biomed Eng J.
2010 Mar 9;4:71-6; Mao Y I wsp. Front Bioeng Biotechnol. 2022 Sep 20;10:976499).
Dos¢ ciekawg obserwacjg przedstawiong w pracy jest obnizenie si¢ ekspresji genu dla
biatka CD90 (bialka charakterystycznego dla MSC) po stymulacji osteogennej komorek
BM-MSC z uzyciem cytokin FGF-2 i BMP-2, przy jednoczesnym braku zmian w dwéch
rownorzednych biatkach CD105 i CD73? Jak powyzsza obserwacje interpretuje
doktorantka?

Rowniez coraz czgsciej dyskutowana jest rola osteopontyny w procesach chorobowych
zwhaszcza 7z towarzyszacym stanem zapalnym. Czy zmiana poziomu osteopontyny
obserwowana przez doktorantk¢ moze nie by¢ bezposrednio zwigzana z procesem
regeneracji kosci tylko interwencjg z zastosowaniem MSC i rusztowania 3D (interwencja
zewnetrzng)?

Ostatnie pytanie dotyczy zastosowania GAPDH jako genu referencyjnego. Skad wybér
tego wiasnie genu, czy doktorantka sprawdzita rozrzut jego ekspresji w MSC i MSC po
stymulacji osteogennej z uzyciem cytokin FGF-2 i BMP-2 ? Czy byty brane pod uwage

inne geny referencyjne?

Przedstawione powyzej nieliczne, drobne uwagi nie umniejszajg wartosci pracy
doktorskiej. Przedstawiona praca nie budzi zadnych watpliwosci co do

oryginalnosci.
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Tematyka badawcza rozprawy doktorskiej Pani mgr Sandry Darii Stamnitz jest
oryginalna, zagadnieniec wazne poznawczo, a tre§¢ pracy odpowiada tematowi
okreslonemu w tytule. Na uznanie zastuguje rzetelna dyskusja otrzymanych wynikéw w

oparciu o aktualne i nalezycie wykorzystane zZrodia literaturowe.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedtozona rozprawa doktorska spelia warunki
okreslone w art 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6zn.zm.)
w zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe
— Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 z p6zn.zm.) i
wnoszg o dopuszczenie mgr Sandry Darii Stamnitz do dalszych etapéw obrony pracy
doktorskiej przed Rada Naukowa Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im.
L. Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.

Ze wzgledu na warto$¢ merytoryczng zweryfikowang ich opublikowaniem w
recenzowanych czasopismach naukowych, znajdujacych si¢ na liscie JRC i wysoko
punktowanych w strukturze oceny Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego oraz
biorgc pod uwage dotychczasowy dorobek naukowy Doktorantki (4 publikacje o
tacznym wspélczynniku oddziatywania IF = 25, kierowanie projektem ExCELLent,
udziat w 2 projektach finansowanych przez NCBiR oraz NCN, 9 doniesien

konferencyjnych) wnioskuje o wyrdznienie przedstawionej mi do recenzji rozprawy.
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