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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Sandry D. Stamnitz
pt. ,,Charakterystyka biologiczna mezenchymalnych komoérek macierzystych (MSCS)
pozyskanych ze szpiku kostnego owiec
oraz ocena efektywnosci zastosowania bioimplantu wzbogaconego w MSC
w rekonstrukeji duzych ubytkéw tkanki kostnej w eksperymentalnym modelu owcy"
wykonanej pod kierunkiem
Promotoréw: prof. dr hab. Aleksandry Klimczak oraz prof. dr hab. Zdzistawa Kietbowicza
w Samodzielnym Laboratorium Biologii Komérek Macierzystych i Nowotworowych
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. L. Hirszfelda

Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu

Komorki macierzyste mezenchymalne/ stromalne (z ang. mesenchymal stem/ stromal cells;
MSCs) od kilkudziesigeiu lat stanowig przedmiot intensywnych badan na catym $wiecie, majacych na
celu m.in. poznanie ich wiasciwosci funkcjonalnych istotnych z punktu widzenia naprawy tkankowej,
w tym potencjatu réznicowania oraz ich aktywno$ci parakrynnej, a przede wszystkim mechanizmow
dzialania, ktére umozliwityby bardziej kierunkowane zastosowania kliniczne tych komérek
w naprawie uszkodzen tkankowych. Komoérki MSCs stanowig obecnie populacje komérek
macierzystych (KM) o najszerszym wykorzystaniu w badaniach klinicznych z udziatem pacjentow, ze
wzgledu na ich proregeneracyjny potencjat biologiczny oraz bezpieczenstwo zastosowania, o ktérych
swiadczg dziesiatki badan przeprowadzonych na calym $wiecie w modelach in vitro oraz w modelach
zwierzgeych in vivo. Ze wzgledu na ich endogenne wlasciwosci adhezji do powierzchni statych,

komorki MSCs wykorzystuje si¢ takze szeroko w inzynierii tkankowej, gdzie w potgczeniu z réznego
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typu biomateriatami, mogg wchodzi¢ w sklad ztozonych implantéw stosowanych dla efektywniejszej
regeneracji ubytkow tkankowych. W tym kontekscie nie tylko rodzaj zastosowanego biomateriatu
budujacego implant, ale réwniez ukierunkowane modulowanie potencjatu roznicowania samych
komérek MSCs do danego typu tkanki, mogg mie¢ istotne znaczenie dla efektywnosci terapeutycznéj
catego implantu po jego umieszczeniu w tkankach in vivo. Strategie inzynierii tkankowej, o ktorych
mowa powyzej, stanowig dzi$ jedna z galezi przysziosci w naprawie tkankowej.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pani mgr Sandry D. Stamnitz w pefni wpisuje si¢
we wspomniane wspdtczesne interdyscyplinarne trendy naukowe. Badania Doktorantki koncentrujg sie
na badaniach wiasciwosci biologicznych, w tym potencjatu réznicowania komorek MSCs -
pozyskanych ze szpiku kostnego owcy, w szczegolnosci w kierunku tkanki kostnej, w roznych
warunkach modulujgcych ten potencjal in vitro, jak rowniez na tgczeniu tych komorek
z biomateriatami, ktére mogtyby zostaé wykorzystane w budowie implantow i naprawie ubytkow
tkanki kostnej w warunkach in vivo. W swojej pracy Doktorantka zbadata m.in. istotny aspekt wplywu
wybranych czynnikéw wzrostowych uczestniczacych w procesach osteogenezy (w tym czynnikow
FGE-2 oraz BMP-2) na wybrane funkcje komérek MSCs, w tym ich potencjal roznicowania
osteogennego w warunkach in vitro. Zbadata takze potencjat naprawczy tych komérek w potgezeniu
z implantem syntetycznym opartym o ztozony biomateriat na bazie polikaprolaktonu (PCL/HAP/B-
TCP) pokryty hydroksyapatytem (n-HAP) - po wszczepieniu do ubytkéw kostnych w duzym modelu
zwierzgcym (Owcy) in vivo.

Praca Doktorantki moze stanowi¢ istotny wklad w rozwoj pzrysztych, nowych podejsé
terapeutycznych w naprawie tkankowej, w tym w szczegblnosci w leczeniu ubytkéw kostnych

u pacjentdéw ortopedycznych.

W sklad przedstawionej mi do recenzji rozprawy wchodzg trzy (3) spojne tematycznie artykuty
naukowe, w tym dwie (2) prace oryginalne oraz jeden (1) artykul przegladowy, opublikowane
w miedzynarodowych recenzowanych czasopismach naukowych o wysokich wspotczynnikach
oddziatywania (IF), w tym odpowiednio jeden w czasopismie Int J of Mol Sci (1F=5.924) oraz dwa
artykuty w Cells (IF=7.666), co $wiadczy o uznanym poziomie przeprowadzonych badan, ocenionych
rowniez przez niezaleznych recenzentow.

We wszystkich z trzech (3) wymienionych prac, w tym w obu publikacjach oryginalnych, gdzie
Doktorantka prezentuje wyniki swoich badan, Pani mgr Sandra D. Stamnitz jest pierwszg autorkg
- ze znaczacym, odpowiednio 60% i 50% udziatem Doktorantki w ich wykonaniu, co pozwala
potwierdzi¢, ze Doktorantka miata kluczowy wklad w przedstawione prace eksperymentalne oraz ich
przygotowanie do publikacji. Doktorantka jest takze pierwszym autorem w pracy przegladowej (z 70%
udziatem w jej powstaniu), we wspdtautorstwie ze swoim Promotorkg — Panig prof. dr hab. Aleksandrg

Klimczak, ktéra to publikacja podsumowuje dotychczasowg wiedze w obszarze badawczym, ktorym w




swojej pracy zajmowata si¢ Doktorantka, tj. dotyczacym zastosowan komoérek MSCs oraz rusztowan
w naprawie ubytkow kostnych, w tym z uwzglednieniem ich aplikacji w praktyce klinicznej.

Wkiad Doktorantki w przedstawione do oceny prace jest wiodacy i nie budzi watpliwosci. Zostat przy
kazdej z publikacji wykazany stosownym udzialem procentowym, potwierdzonym takze przez

pozostatych wspoétautorow wspomnianych artykutéw naukowych.

Ocena formalna pracy:

Rozprawg doktorskg rozpoczyna spis tresci, a takze Streszezenia w jezyku polskim oraz angielskim,
w ktorych Doktorantka w sposéb zwigzly i informatywny przedstawia gléwne cele i osiagniecia swojej
pracy doktorskiej. Po nich nastgpuje Lista publikacji (List o publications), ktére Doktorantka
przedstawia do oceny oraz deklaracje Wspotautoréw tych publikacji potwierdzajgce udziat
Doktorantki i kazdej/ kazdego z nich w powstanie danej publikacji. W dalszej kolejnosci Doktorantka
umiescita petne wersje wszystkich trzech (3) publikacji przedstawionych do oceny, wraz z materiatami
umieszczonymi w Suplementach, a na zakonczenie umieécita najwazniejsze konkluzje ptynace z tych
prac (w 4 punktach zawartych w sekcji Conclusions).

Niezaleznym zatgcznikiem do rozprawy doktorskiej jest 20-0 stronicowy Autoreferar w jezyku
polskim, w ktérym Doktorantka na tle wprowadzenia merytorycznego do tematyki jej rozprawy
doktorskiej - przedstawita cele swojej rozprawy i najwazniejsze wyniki zawarte w w/w publikacjach
oraz wnioski z nich ptynace, jak rowniez zaprezentowala swojg dotychczasows aktywno$¢ naukowsy i
dorobek naukowy, wykraczajacy poza publikacje objete rozprawa doktorska. Autoreferat konczy
Bibliografia, obejmujaca spis 24 pozycji literaturowych, do ktérych Doktorantka odniosta sie¢ w tym

zatgczniku.

Od strony formalnej rozprawa w przedstawionej formie spelnia w mojej ocenie wymogi stawiane tego
typu pracom, stanowigcym cykl artykutéw poswigconych danej tematyce i stanowi spdjne dzieto
zawierajgce wyniki badan eksperymentalnych Doktorantki, przedstawione w kontekscie konkretnych

celow jej badan oraz dotychczasowej wiedzy w obszarze badawczym.

Ocena merytoryczna:

Ze wzgledu na to, ze zasadnicza czgs¢ rozprawy doktorskiej stanowig artykuly naukowe,
opublikowane juz w recenzowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, ktére zostaty
poddane szczegolowej recenzji przez migdzynarodowych ekspertow przed ich opublikowaniem
- w tym w zakresie m.in. jakosci, interpretacji i znaczenia prezentowanych wynikéw badan oraz
stoswanej metodyki, moja ocena jako recenzenta rozprawy ma charakter dodatkowy. Ze swojej strony,
po szczegétowym zapoznaniu si¢ z przedstawionymi publikacjami Doktorantki, zaprezentowane

wyniki badan oceniam bardzo wysoko.
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W pierwsze] z zaprezentowanych prac (Gromolak i wsp. IJMS, 2020, 21 (24):9726),

Doktorantka skupita sie na ocenie fenotypu oraz podstawowych funkcji oraz potencjatu réznicowania
osteogennego komoérek MSCs wyizolowanych ze szpiku kostnego owcey, w warunkach in vitro. W tym
celu Doktorantka, we wspotpracy z Katedrg i Klinika Chirurgii Wydziatlu Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, pozyskiwata komorki pierwotne ze szpiku tych zwierzat,
a nastepnic wyprowadzata hodowle komorek MSCs, ktére w kolejnym etapie poddawata
dlugoterminowej hodowli w pozywkach o réznym skfadzie, w tym zawierajacych istotne czynniki
wzrostowe mogace modulowaé procesy osteogenezy, jak bFGF oraz BMP-2. W swoich badaniach
Doktorantka po raz pierwszy poddata analizie komorki pozyskane z tkanek owcy — zgodnie
z kryteriami klasyfikacji komérek MSCs zalecanymi przez Migdzynarodowe Towarzystwo Badan
Komérkowych (ISCT). Wykazala m.in., ze komorki te hodowane diugoterminowo (do 21 dni)
w pozywce kontrolnej oraz w obecnosci czynnikéw FGF-2 i/lub BMP-2 utrzymuja swoj zasadniczy
fenotyp komérek MSCs, zachowujac potencjat do réznicowania w tkanki listka mezodermalnego.
Wykazata takze, ze czynnik FGF-2 zwigksza tempo proliferacji tych komorek, natomiast czynnik -
BMP-2 zwigksza efektywnos$é réznicowania osteogennego tych komérek w poréwnaniu z innymi
stosowanymi pozywkami roznicujagcymi. Wykazata takze wplyw w/w czynnikéw wzrostowych
na profil wydzielniczy komodrek MSCs, w tym na produkcj¢ cytokin zwigzanych z osteogeneza,
angiogenezg oraz immunomodulacja.

Na podkreslenic w mojej ocenie zastuguje fakt wykorzystania przez Doktorantk¢ unikatowego
materialu zwierzecego w jej badaniach, co umozliwito nie tylko uzyskanie waznych poznawczo
wynikéw odno$nie wpltywu FGF-2 oraz BMP-2 na potencjat osteogenny komorek MSCs, ale takze
bezposrednie aplikowanie tych komérek w modelu regeneracji kosci u duzych zwierzat (owiec), co ma
ogromne znaczenie translacyjne, a co zostalo przez Doktorantke przeprowadzone w kolejnych
badaniach. Tego typu unikatowy materiat badawczy stawia szereg wyzwafi metodycznych, w tym w
zakresie m.in. doboru stosownych pozywek oraz specyficznych narzedzi m.in. do oceny fenotypu
komorek (w tym przeciwciat rozpoznajacych antygeny komoérek owcy) oraz ekspresji gendw (tj. m.in.
starteréw specyficznych do oceny transkryptéw pochodzenia owczego). W mojej ocenie Doktorantka
bardzo dobrze poradzita sobie z tym wyzwaniem, co umozliwito jej szybkie zastosowanie uzyskanych
wynikéw w badaniach in vivo, w duzym modelu zwierzecym (owcy). Uzyskane wyniki majg w mojej
ocenie charakter nowatorski, a takze translacyjny.

W_koleinych badaniach, przeprowadzonych w duzym modelu przedklinicznym in vivo,

o ktérym mowa powyzej, ktorych wyniki opublikowano w pracy Stamnitz i wsp. Cells, 2022, 11(21):

3446, Doktorantka podjeta si¢ oceny potencjatu regeneracyjnego ubytkow kostnych przez komérki
MSCs ze szpiku kostnego owcy w pofaczeniu z biozgodnym rusztowaniem opartym o zfozony
biomaterial bazujacy o polikaprolakton (PCL/HAP/B-TCP) dekorowany hydroksyapatytem (n-HAP),

po wszczepieniu in vivo w modelu owcy. W tym celu w pierwszej kolejnosci rusztowania oparte
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0 wspomniany biomaterial byly zasiedlane komoérkami MSCs, gdzie oceniano m.in. zdolno$é ich
adhezji i proliferacji na tym rusztowaniu, jak réwniez poziom ich réznicowania osteogennego
w obecnosci pozywki réznicujacej wzbogaconej (lub nie) w FGF-2 i BMP-2. Doktorantka wykazata
m.in., ze owcze komorki MSCs szpiku kostnego zasiedlaly rusztowanie i utrzymywaty aktywno$é
proliferacyjng przez 21 dni hodowli we wszystkich stosowanych pozywkach, z ktérych w pozywce
wzbogacanej w FGF-2 i BMP-2 te procesy byly szczegélnie intensywne. Doktorantka potwierdzita
takze stymulujgcy efekt BMP-2 na proces osteogenezy takze w komoérkach MSCs zasiedlajgcych
implant, co zbadata na poziomie ekspresji gendw zwigzanych z osteogenezg, jak rowniez
cytochemicznie — identyfikujagc ztogi wapniowe oraz aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej (ALP)
w roznicujgcych komérkach MSCs in vitro.
Uzyskane wyniki sg spdjne z obserwacjami przedstawionymi w publikacji pierwszej i wskazujg m.in.,
ze czynniki wzrostowe takie jak FGF-2 i BMP-2 moga by¢ wykorzystywane do modulacji potencjatu
osteogennego komorek MSCs w standardowych warunkach hodowlanych in vitro, ale takze
optymalizujgc podejscia inzynierii tkankowej — tj. w hodowli tych komérek na syntetycznych
implantach przeznaczonych do regeneracji ubytkow kostnych. Uzyskane wyniki majg zatem istotne
znaczenie translacyjne.
W kolejnym etapie niniejszych badan, we wspdlpracy z Katedrg i Klinikg Chirurgii Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu, Doktorantka zbadata
biozgodnos¢ i potencjat regeneracyjny w/w konstruktu po jego implantacji do tkanek zuchwy owcy
in vivo. Badania pilotazowe przeprowadzone na czterech zwierzgtach wykazaly m.in.
immunomodulacyjny potencjal wszczepionych komérek MSCs w miejscu uszkodzenia, a przede
wszystkim wykazaty biozgodnos¢ przeczepionego implantu oraz jego potencjal osteogenny in vivo.
Ta czes¢ badan stanowi w mojej ocenie jeden z istotnych waloréw pracy Doktorantki koncentrujac sie
na badaniach o charakterze przedklinicznym, badajacym mozliwos¢ przysziego zastosowania
opracowanych przez Doktorantke rozwigzan terapeutycznych w regeneracji ubytkéw kostnych
w praktyce kliniczne;j.

Wspdiczesne mozliwosci praktyczvnych aplikacji komorek MSCs, jak rowniez rusztowan
i czynnikdw biologicznie czynnych w naprawie ubytkéw kostnych, Doktorantka przedyskutowata

takze swojej kolejnej pracy przedstawionej do oceny (Stamnitz i Klimczak, Cells. 2021, 10(8):1925).

W publikacji przegladowej Doktorantka przedstawita merytoryczne przestanki do stosowania komorek
MSCs w regeneracji ubytkdw kostnych, wynikajace m.in. z ich wasciwosci biologicznych i potencjatu
roznicowania. Przedstawita takze mozliwosci zastosowania tych komodrek w potaczeniu
z rusztowaniami opracowanymi dla zastosowan w inzynierii tkankowej, ktore wzmacniajg potencjat
osteogenny komorek MSCs. Podala takze konkretne przyktady zastosowanych z sukcesem

biomaterialdw w regeneracji uszkodzen kostnych, uzytych w badaniach przedklinicznych oraz



w badaniach klinicznych u pacjentéw, wskazujac na przyklady zarejestrowanych juz produktow
leczniczych opartych o biozgodne rusztowania w naprawie tkankowej.
W mojej ocenie publikacja ta stanowi $wietne kompendium dotyczace wspotczesnych trendow
w inzynierii tkankowej i terapiach regeneracyjnych tkanki kostnej, wykorzystujacych nowe
biomateriaty oraz komoérki MSCs. Co istotne, w mojej ocenie publikacja potwierdza takze translacyjne
ukierunkowanie Doktorantki w jej badaniach i potwierdza jej zainteresowanie aspektami
translacyjnymi badan, ktére prowadzi.

Odkrycia Doktorantki przedstawione w publikacjach sa w mojej ocenie nowatorskie i wykazujg
wysoki potencjat wdrozeniowy. Moga one stanowi¢ podstawg do opracowania przysztych,
zoptymalizowanych strategii leczniczych w naprawie tkanki kostnej, w oparciu o komorki MSCs oraz

zlozone implanty.

W czasie lektury rozprawy i publikacji nasungto mi si¢ kilka pytah merytorycznych oraz

metodycznych, na ktore cheialabym poprosi¢ o odpowiedzi i wyjasnienia w czasie obrony jej pracy:

1. W jaki sposob Doktorantka dobrata stezenia czynnikéw wzrostowych zastosowanych
w badaniach (tj. 20ng/mL FGF-2 oraz 100ng/mL BMP-2)? Czy wykonywane byly wczesniej
jakies$ badania optymalizacyjne wskazujace na efektywnos$¢ wskazanych stgzen obu czynnikow
na komérek MSCs (w tym na badane w pracy MSCs ze szpiku kostnego owcy)?

2. W Publikacji 1 (Gromolak i wsp. IJMS, 2020, 21 (24):9726) na Rycinie 1, na zdjeciu w panelu
¢) widoczne sa struktury, ktére Doktorantka interpretuje jako struktury przypominajgce
komérki kostne (,,bone-like structures”). Mam pytanie, jak Doktorantka identyfikowala te
struktury i odrézniata je np. od adipocytow? Czy wykonywala moze zdjgcia hodowli
w wiekszych powiekszeniach, aby odrézni¢ te dwa typy obiektéw komorkowych, ktére mogg
pojawia¢ si¢ w hodowli réznicujacych MSCs?

3. W Publikacji 1 (Gromolak i wsp. IJMS, 2020, 21 (24):9726) na Rycinie 3, Doktorantka
przedstawita stabilny fenotyp komérek MSCs owcy, hodowanych przez 21 dni w réznych
pozywkach, w tym m.in. w obecnosci BMP-2. Jak Doktorantka interpretuje takq stabilnos¢
fenotypu (szczegdlnie w odniesieniu do wysokiej ekspresji antygenéw CD73 i CDI105)
w komorkach, ktdre przez dtuzszy czas hodowane byly w obecnosci czynnika wzrostowego,
ktory jest silnym czynnikiem stymulujacym osteogenezg, co pocigga zmiang fenotypowa?

4. W kontekscie badan przedstawionych w publikacji 2 (Stamnitz i wsp. Cells, 2022, 11(21):
3446) mam pytanie odnosnie wyboru zastosowanego biomateriatu. Prositabym Doktorantke
o wyjasnienie jakie aspekty merytoryczne decydowaly o konstrukeji tego zlozonego
biomateriatu z konkretnych sktadowych chemicznych (PCL/HAP/B-TCP) oraz o jego wyborze
do stworzenia implantu w badaniach Doktorantki? Tu tez mam pytanie ogdlniejsze: Jakimi

ogoblnie zasadami wedtug Doktorantki powinnismy sie¢ kierowa¢ przy konstruowaniu, czy tez
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wyborze biomateriatéw w celu ich faczenia np. z komérkami MSCs dla aplikacji w naprawie
tkankowej? Na co zwraca¢ uwage?

5. W kontekscie publikacji 3 (Stamnitz i Klimczak, Cells. 2021, 10(8):1925) mam takze pytania
ogolniejsze: Jak Doktorantka wyobraza sobie dalszy rozwoj strategii leczniczych opartych
o tzw. inzynieri¢ tkankowa w naprawie ubytkdéw kostnych? Jakie trendy na przysztosé
Doktorantka widzi w tym obszarze? Jak Doktorantka wyobraza sobie takze dalsze
zastosowania wynikow swoich badan w medycynie (lub/i weterynarii), a takze rozwdj

opracowanych przez nig podejs¢ terapeutycznych?

Myslg, ze odpowiedzi na postawione powyzej pytania i watpliwosci bedg dobrym punktem wyjécia

do dyskusji o wynikach badan Doktorantki, w czasie obrony jej pracy.

Podsumowujgc, praca doktorska mgr Sandry D. Stamnitz wpisuje si¢ w wazny aspekt badan
translacyjnych z zakresu medycyny regeneracyjnej, koncentrujgc si¢ na wykorzystaniu komoérek MSCs
w regeneracji ubytkow kostnych. W swoich badaniach Doktorantka wykazata m.in. mozliwo$é
modulowania i wzmacniania potencjatu osteogennego tych komdrek z zastosowaniem specyficznych,
wiasciwie dobranych czynnikow wzrostowych (w tym BMP-2) oraz poprzez fgczenie ich
z wlasciwymi rusztowaniami, ktore zwigkszalyby efektywnos$¢ regeneracyjng tych komorek po ich
aplikowaniu w miejsce ubytku kostnego in vivo. Otwiera to nowe mozliwoéci w opracowywaniu
nowych podej$¢ terapeutycznych w naprawie tkanki kostnej z zastosowaniem tych komorek
macierzystych. Wyniki uzyskane przez Doktorantk¢ stanowig jej oryginalne osiggniecie naukowe
i niosg istotny wktad w rozwdj nauk biomedycznych, w tym medycyny regeneracyjnej. Z wzgledu
na walor aplikacyjny oraz zastosowane modele badawcze, wyniki Doktorantki z pewnoscig mogg mie¢

w przysztosci istotne znaczenie praktyczne.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spetnia 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 pézn. zm.) i wnosz¢ o dopuszczenie mgr Sandry D.
Stamnitz do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych
i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
Jednoczesnie ze wzgledu na nowatorski charakter i wysoka warto$¢ poznawczg opublikowanych
wynikow badan objetych niniejsza rozprawa doktorskg oraz ich wysokie walory aplikacyjne, a takze
ze wzgledu na znaczgca aktywno$¢ naukowg oraz znaczgcy dotychczasowy dorobek naukowy
Doktorantki przedstawiony w Autoreferacie, wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu [iTD
PAN we Wroctawiu o wyrdznienie rozprawy doktorskiej stosowna nagrods.
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