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Recenzja pracy doktorskiej mgr Urszuli Kozlowskiej
» Wlasciwosci biologiczne mezenchymalnych komérek macierzystych rezydujacych
w tkankach czlowieka”

pod kierunkiem Pani dr hab. Aleksandry Klimczak prof. nadzw.

Rozprawa Pani mgr Urszuli Kozlowskiej dotyczy wlasciwosci  biologicznych
mezenchymalnych komérek macierzystych (z j. ang. Mesenchymal Stem Cells, MSC), ktore
posiadajg wysoki potencjal proliferacyjny, immunomodulujacy, do réznicowania sie w kierunku
komorek innych typow oraz wydaja si¢ niezwykle obiecujacym narzedziem medycyny
regeneracyjnej. Dodatkowo istotne jest to, ze pozyskanie ich jest mozliwe z tkanki dorostego
osobnika, a to nie wzbudza kontrowersji etycznych. Grupy badawcze intensywnie pracujg nad
opracowaniem nowoczesnych terapii komorkowych, wykorzystaniem odkry¢ inzynierii komérkowe;
co daje mozliwos¢ wykorzystywania potencjatu komérek macierzystych w regeneracji
uszkodzonych tkanek i narzgdow.

Tematem przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej byla charakterystyka biologiczna in
vitro ludzkich mezenchymalnych komorek macierzystych zlokalizowanych w czterech niszach
tkankowych organizmu cztowieka: w szpiku kostnym (BM-MSC), tkance thiszczowej (AT-MSC),
migsniu  szkieletowym (SM-MSC) oraz skorze (SK-MSC). Material wykorzystany do badan
pochodzit ze szpiku kostnego pobranego od zmartych, migéni szkieletowych oraz tkanki thuszczowe;j,
pozyskanej w formie pozostatosci po zabiegach chirurgicznych oraz skéry pozyskanej po zabiegu
amputacji konczyn dolnych.

Praca doktorska przedstawiona mi do oceny rozpoczyna sie prezentacjg dorobku naukowego
Pani mgr Urszuli Koztowskiej, ktory $wiadczy o samodzielno$ci oraz bardzo dobrym warsztacie
naukowym Doktorantki zagwarantowanym przez Panig Promotor dr. hab. Aleksandre Klimczak
prof. nadzw., co juz w tej chwili zaowocowato zdobyciem przez Doktorantke prestizowego stazu
zagranicznego w renomowanym o$rodku naukowym.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska ma typowa konstrukcje dla rozpraw
doktorskich i obejmuje streszczenie w jezyku angielskim i polskim, liste zastosowanych skrotow,

wstep, cel pracy, materialy i metody, wyniki badar, dyskusje, wnioski, pi$miennictwo (liczace 211



pozycji literaturowych anglojezycznych, opublikowanych — glownie w ostatnich 10 latach).
Streszczenie zamieszczone w jezyku polskim i angielskim umozliwia szybkie zapoznanie sig
z problematyka i wynikami pracy. Praca liczy 230 strony, obejmuje 72 ryciny i 42 tabele. Rozprawa
jest napisana poprawng polszczyzng, nie mniej nieliczne bledy interpunkcyjne i edytorskie
pojawiajace si¢ w pracy oraz braki w opisie pojedynczych zdje¢ wchodzacych w skiad rycin (np.
rycina 21, 24, 38, 42, 43, 45 brak skali/opisu/skala nie zgadza si¢ z wielkoscig powigkszenia p), nie
majg wplywu na zrozumienie i przejrzysto$¢ formy pracy.

Wstep” zawiera wprowadzenie do wszystkich waznych watkéw merytorycznych
wystepujacych w pracy. We ,,Wstepie” Doktorantka w bardzo ciekawy sposob wprowadza
czytelnika w problem badawczy, ktorym zajeta si¢ w dalszej czgSci przygotowanej rozprawy
doktorskiej. Doktorantka w dokladny i niezwykle interesujacy sposob przedstawia w tej czgsci:

e zarys historyczny odkrycia komérek macierzystych,

e wihasciwosci komorek MSC (podstawowa charakterystyke fenotypowa oraz biologiczng
MSC, charakterystyke genow zwigzanych zich multipotencjalnym charakterem),

e zdolnos$ci MSC réznicowania i formowania sie do tkanki facznej (osteogeneza, andiogeneza,
chondrogeneza),

e wplyw czynnikow troficznych na chondrogenezg,

e wiasciwosci immunomodulujgce MSC mogace mie¢ wykorzystanie w medycynie (przez
wplyw na lokalne mikrosrodowisko wplywajgce na regeneracj¢ w terapiach takich schorzen
jak: choroba Parkinsona, stwardnienie zanikowe boczne, choroba Alzheimera, udar czy
dystrofie mieéniowe, rozlegle obrazenia ciata np. poparzenia, urazy mechaniczne skory,
rozlegle urazy miesni, kosci czy chrzgstki oraz w transplantologii, dzigki swojej naturalnej
zdolnoéci MSC do regulowania odpowiedzi odpornosciowej i tworzenia Srodowiska
sprzyjajacego przyjgciu przeszczepu).

Brakuje dtugoterminowych obserwacji potwierdzajacych bezpieczenstwo stosowania MSC i
zatwierdzonych protokoldw, co uniemozliwia ich aplikacj¢ w codziennej praktyce. Liczne badania
dostarczajg cennych informacji na temat biologii tych komorek oraz préb klinicznych z udziatem
pacjentéw. Jednak wiele pytan pozostaje bez odpowiedzi dotyczacych potencjalnych powiklan
zwigzanych z odpowiedzig immunologiczna, nowotworzeniem, réznic osobniczych w biologii MSC
pozyskiwanych od réznych dawcdw, czy inne ograniczenia aplikacyjne.

Celem pracy Doktorantki byla proba zbadania réznic biologicznych w komoérkach
o charakterze komorek MSC, izolowanych z czterech ludzkich tkanek oraz weryfikacja ich cech

biologicznych na to jak wptywajg warunki dlugoterminowej hodowli in vitro na jakos¢ i ilosci



przeszczepianych komorek. Badania dotyczyty: lokalizacji tkankowej komorek o badanym fenotypie
(9CD73+, CD90, CDI105+ oraz CDI146+ PDGFRa+t), dynamiki zmian ekspresji markerow
(charakterystycznych: CD73, CD90, CD105, oraz mniej typowych markerow charakteryzujacych
komoérki macierzyste i progenitorowe: CD146, PDGFRa, PW1, CD56) w czasie dlugoterminowej
hodowli, testow funkcyjnych zwigzanych ze zdolno$cig do roznicowania w strone osteoblastow,
adipocytow, chondrocytow oraz tworzenia spontanicznych fuzji komoérkowych, charakterystyki
wilasciwosci  immunomodulujacych MSC  poprzez analize profilu czynnikéw troficznych,
chemotaktycznych oraz immunosupresyjnych w nadsgczach po hodowli MSC, analizy stabilnosci
multipotencjalnego charakteru MSC poprzez zbadanie ekspresji mRNA gendéw: Oct4, Sox2, oraz
ekspresji mRNA gendéw: protoonkogenego (c-Myc) 1 supresorowego (p53) w komoérkach MSC
w czasie dtugoterminowej hodowli.

Doktorantka posiada wszechstronny warsztat eksperymentatora. Zaréwno tradycyjne jak
1 nowoczesne metody hodowli i analizy komérkowej oraz biologii molekularnej stosowane w tej
pracy sa szczegolowo opisane w rozdziale ,Materialy i Metody”. Metodologia pracy zostala
przedstawiona bardzo rzetelnie w przejrzysty sposéb, co nie budzi watpliwosci w zaangazowanie
Autorki w planowanie i wykonanie eksperymentu. Narzedzia badawcze zostaly wybrane
i zastosowane w prawidlowy sposéb. W badaniach wykorzystano metody: cytometrii przeptywowej,
barwien immunocytochemicznych, real time RT-PCR oraz Multiplex ELISA. Przeprowadzono
charakterystyke roznic pomiedzy MSC zaleznie od tkanki z ktérej pochodza oraz badano wplyw na
biologie komérek w dlugoterminowej hodowli in vitro. Zmiany fenotypowe analizowano oceniajac
dynamike intensywnosci fluorescencji poszczegdlnych markeréw, co odpowiada zageszczeniu
badanych antygenéw w komorce w pasazach P9 - P10.

»Wyniki” przedstawiono na 107 stronach w 5 podrozdziatach w formie opisowej w 23
tabelach i na 68 rycinach. W niniejszej pracy wplyw niszy i czasu trwania hodowli in vitro na
komorki MSC zostal zbadany szczegétowo (ocena przebiegu hodowli, analiza podstawowego
fenotypu oraz fenotypu zdolnosci proangiogennych, zmiana intensywnosci w hodowli
dtugoterminowej, analiza PW1, wlasciwosci multipotencjalnosei hodowli, wydzielania cytokin
i czynnikéw troficznych, ekspresji gendw charakterystycznych dla multipotencjalnosci). Na
podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka wykazata wplyw niszy tkankowej na potencjal
biologiczny izolowanych i hodowanych in vitro komérek MSC. Opisywane roznice w biologii moga
by¢ przydatne w celowanym stosowaniu komorek MSC pozyskanych z r6znych tkanek, w zaleznosci
od zdolnosci ich potencjatu regeneracyjnego i stabilnosci genetycznej. Autorka sugeruje, ze pod

uwage nalezy wzig¢ zdolnosci immunomodulujace, potencjat do roznicowania oraz tworzenia fuzji



komoérek MSC, poniewaz moze to mie¢ wpltyw na sterowanie procesem regeneracji poszczegodlnych
tkanek oraz wyciszanie agresywnych, cytotoksycznych komoérek odpowiedzi odpornosciowej.

Doktorantka w swojej pracy przekonujaco odpowiedziala na postawione pytania wynikajace
z przedstawionych wynikéw w formie prawidtowo sformutowanych wnioskow.

W rozdziale ,,Dyskusja” zostaly oméwione i uzasadnione otrzymane wyniki badan. Autorka
wykazata sie duzg znajomoscig literatury w omawianej dziedzinie przy interpretacji wynikow,
o czym $wiadczy duza liczba odniesien. Cytowane pismiennictwo zawiera aktualne dane dotyczace
przedmiotu badan.

Przedstawione punkty w rozdziale ,,Wnioski” zawieraja réwniez prawidlowe i zwigzle
podsumowanie wynikow co bardzo utatwiato catosciowy odbidr pracy, ze wzgledu na ogromng ilos¢
bardzo cennych wynikow badan, ktore stang si¢ podstawg do przygotowania interesujgcych i
wartosciowych publikaciji naukowcow oraz klinicystow zajmujacych si¢ medycyng regeneracyjna.

Moje krytyczne uwagi, dotyczace opisu niektérych rycin oraz pojedynczych bledow
edytorski, sa znikome w poréwnaniu z wartoscig merytoryczng tej pracy i bogactwem metod
zaprezentowanych przez Doktorantke, dlatego nie zmieniaja ogélnej bardzo dobrej oceny
recenzowanej dysertacji.

Poddana recenzji praca doktorska ma duze znaczenie poznawcze, a jej wyniki pozwalaja na
opracowanie zoptymalizowanych, powtarzalnych i ujednoliconych metod hodowli in vitro, co jest
istotne do kolejnych badan pordéwnawczych.

W przysztosci mogg pomdc w opracowaniu protokotu oceny ewentualnych terapii
stosowanych w modelach zwierzgcych oraz w badaniach klinicznych.

Stwierdzam, ze przedtozona rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art.13 Ustawy
z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz.595 z poézn.zm.) i wnosz¢ o dopuszczenie mgr Urszuli
Kozlowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego przed Wysoka Rada Instytutu Immunologii
i Terapii Do$wiadczalnych im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroclawiu.
Jednoczesnie z uwagi na wysokg warto$¢ poznawczg otrzymanych wynikow oraz wyjatkowa
staranno$¢ w opracowaniu i przedstawieniu tak duzego i wielowagtkowego materiatu badawczego

wnosze o wyrdznienie przedstawionej pracy doktorskiej.

dr hab. n. med. Joanna Wojtkiewicz, prof. UWM
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