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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Aliny Mieczkowskiej
pod tytutem: ,Transkryptomiczna ocena odpowiedzi na stymulacje czynnikami

proregeneracyjnymi komérek progenitorowych tkanki tluszczowe;j”

Mezenchymalne komérki zrebowe (ang. Mesechymal Stromal Cells, MSCs)
to multipotencjalne komérki wywodzace sie z mezodermy, wystepujace niemalie we wszystkich
unaczynionych tkankach ludzkiego organizmu. Tkanka tluszczowa jest jedng z najbardziej dostepnych,
a zarazem najbogatszych w komérki MSCs tkanek, co czyni jg doskonatym Zrédtem tych komérek do
celéw medycyny regeneracyjnej. W bazie ClinicalTrial.gov do dnia dzisiejszego zarejestrowano 12 170
badan klinicznych z uzyciem komdrek MSCs izolowanych z réznych Zzrédet. Wskazuje to na ogromny
potencjat tych komérek w terapii roznego rodzaju schorzen. Z drugiej strony, do tej pory nie
opracowano, ujednoliconych, wystandaryzowanych kryteriow identyfikacji mezenchymalnych
komoérek zrebowych. Brakuje réwniez danych na temat wplywu diugotrwatej hodowli in vitro
na  wilasciwoéci komérek MSCs, w tym zdolnos¢ do utrzymania fenotypu
i multipotencjalnosci. Ponadto, pomimo znaczacego rozwoju w dziedzinie medycyny regeneracyjnej,
w tym wprowadzenia nowych metod leczenia z wykorzystaniem produktéw leczniczych somatycznej
terapii komérkowe] oraz produktéw inzynierii tkankowej, opracowanie skutecznych metod indukcji
regeneracji tkanek pozostaje jednym z najwiekszych wyzwan medycyny. Mozliwos¢ farmakologicznej
indukcji regeneracji tkanek z wykorzystaniem matoczasteczkowych zwigzkéw pro-regeneracyjnych
jest jednym z najbardziej interesujgcych zagadnien badawczych wspéiczesnej medycyny

regeneracyjnej.

Majac na wzgledzie powyisze, nalezy z catg moca podkresli¢, iz wybdr tematu rozprawy doktorskiej
mgr Aliny Mieczkowskiej jest nie tylko trafny z punktu widzenia koniecznosci pogtebienia wiedzy na
temat charakterystyki komérek MSCs tkanki ttuszczowej (ang. Adipose Derived MSCs, AD-MSCs)

w hodowli in vitro, ale réwniez potrzeby poszukiwania nowych zwigzkéw o dziataniu
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proregeneracyjnym i oceny wptywu tych zwigzkéw na komorki AD-MSCs. Nalezy przy tym podkreslic,
7e badania bedace przedmiotem rozprawy doktorskiej s3 czescig wiekszego projektu
pt. ,Nowe technologie farmakologicznej stymulacji regeneracji” finansowanego ze S$rodkow
programu STRATEGMED Narodowego Centrum Badan i Rozwoju i realizowanego przez konsorcjum
naukowe Regennova, w ktérym jednym z lideréw jest prof. dr hab. Arkadiusz Piotrowski- promotor

niniejszej rozprawy doktorskiej.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska napisana jest w jezyku polskim, ma uktad
typowy dla pracy doswiadczalnej. Praca zawiera 117 stron wydruku podzielonego na 5 rozdziatow.
Dodatkowo przedstawiono wykaz stosowanych skr6téw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
wykazy tabel i rycin, publikacje i patenty powstate w wyniku realizacji pracy, bibliografig, oraz zgode
Komisji Bioetycznej GUMed. Rozprawa zawiera 11 tabel i 35 rycin. Bibliografia zawiera 124 pozycje,
w tym pozycje nowe (do 10 lat) stanowia 60%. Czes¢ starszych pozycji jest z cata pewnoscia niezbgdna

do wnikliwej analizy dysertaciji.

Celami pracy byto:
1) opracowanie jakosciowej i ilosciowej metody oceny ,macierzystosci” komoérek ASCs w oparciu
o analize pozytywnych i negatywnych markeréw tych komérek;
2) przygotowanie transkryptomicznej charakterystyki réznicowania komérek ASCs w kierunku
adipocytow, osteocytéw i chondrocytéw poprzez oznaczanie tkankowo-swoistych markerow;
3) ocena stabilnosci markeréw ,,macierzystosci” ASCs w czasie prowadzenia ich hodowli in vitro od
pasazu nr 1 do pasazu nr 6;
4) zbadanie efektu proregeneracyjnego peptydomimetykéw i ptodowej surowicy bydlecej- FBS na

profil transkryptomiczny komoérek ASCs.

W bardzo krétkim, liczacym niespetna 8 stron rozdziale ,Wstep” Autorka zdefiniowata pojgcie
regeneracja, a nastepnie scharakteryzowata komdrki ,progenitorowe” tkanki ttuszczowej,
wyszczegdlniajac markery stuzace do identyfikacji komérek. W dalszej czgsci przedstawiono wady
i zalety stosowania ptodowej surowicy wotowej w hodowli komérek in vitro oraz opisano badane

zwigzki o potencjale proregeneracyjnym.
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Po przeczytaniu tej czesci dysertacji nasuwaja mi si¢ pewne uwagi. Autorka pracy nazywa komorki
izolowane z tkanki ttluszczowej komérkami macierzystymi tkanki ttuszczowej (ang. Adipose derived
Stem Cells, ASCs). W pracy brakuje informacji na temat toczacej sie dyskusji co do nomenklatury
komérek izolowanych z tkanki ttuszczowej i kontrowersji co do ich macierzystosci. Komdrki izolowane
z tkanki ttuszczowej wykazujg cechy komérek MSCs definiowanych jako mezenchymalne komérki
macierzyste (ang. Mesenchymal Stem Cells), mezenchymalne komérki zrebowe (ang. Mesenchymal
Stromal Cells) (Cytotherapy, 2019; 21: 10191024), lub rzadziej multip.otencjalne komérki macierzyste
(ang. Multipotent Stem Cells), czy lecznicze komérki sygnalizacyjne (ang. Medicinal Signaling Cells)
(Tissue Eng Part A 2010;16:2415-7; Stem Cells Translational Medicine 2017;6:1445-1451).
Arnold Caplan, ktéry rozpropagowat w latach 90. XX wieku nazwe mezenchymalne komorki
macierzyste (J Orthop Res 1991, 9:641-650) juz w 2010 r. zaapelowat do srodowiska naukowego,
by zmieni¢ te nazwe, by przestaé nazywa¢ komérki MSCs macierzystymi (Tissue Eng Part A
2010;16:2415-7).

Pomimo tego, ze komérki MSCs wykazuja pewne cechy komdrek macierzystych, takie jak
multipotencjalnoé¢ w obrebie linii mezodermalnej czy pewng zdolno$¢ do samoodnowy
w warunkach in vitro, to nie sa prawdziwymi komérkami macierzystymi- nie maja zdolnosci do
samoodnowy i réznicowania w warunkach in vivo, a ich wtasciwosci proregeneracyjne wynikajg
gtéwnie z sekrecji czynnikéw troficznych oraz immunomodulujacych. Majac na wzgledzie powyzsze
uwazam, ze nalezy z duzg ostroznoscig uzywac okreslenia ,macierzyste” w odniesieniu do komérek
MSCs izolowanych z tkanki ttuszczowej, albo przynajmniej wyjasni¢ czytelnikowi we wstepie,
ze okreslenie ,macierzyste” uzywane w pracy ma bardziej wymiar refleksyjno-tradycyjny anizeli cisle
naukowy. W najbardziej aktualnej rekomendacji Miedzynarodowego Towarzystwa ds. Terapii
Komérkowej i Genowej (Cytotherapy, 2019; 21: 10191024) podtrzymano stanowisko, aby nie uzywac
terminu ,,mezenchymalne komoérki macierzyste” do czasu znalezienia $cistych dowodéw funkcyjnych
potwierdzajagcych zdolno$¢ do samoodnowy i réinicowania komoérek MSCs in vitro
i in vivo. Jednoczeénie wskazano by utrzymac akronim MSCs dodajac do niego informacje wskazujaca
na pochodzenie komérek MSCs. Zgodnie z tymi wytycznymi najbardziej witasciwym
w odniesieniu do mezenchymalnych komérek zrebowych izolowanych z tkanki ttuszczowej wydaje sie
by¢ uzycie akronimu AD-MSCs. Okreslenie ,markery macierzystosci” zastgpitabym konsekwentnie

okresleniem markery komoérek AD-MSCs.
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W rozdziale ,Materiaty i Metody” Doktorantka szczegétowo scharakteryzowata przyjeta metodologie
badawcza. Dobér technik oraz przeprowadzenie badari Swiadczy o znakomitym warsztacie
naukowym Doktorantki. Godna podkreslenia i uznania jest rozlegtos¢ i mnogos¢ wykonanych
analiz. W mojej ocenie brakuje tu jedynie krotkiej informacji na temat przebiegu doswiadczenia,
w  ktérym oceniano wplyw zwigzkéw proregeneracyjnych na  komdrki  AD-MSCs
i ktdra utatwitaby czytelnikowi zrozumienie wynikéw przedstawionych w kolejnym rozdziale. Warto
bytoby dodaé tu réwniez chociaz krétki akapit poswiecony metod uzytym do analizy statystycznej

uzyskanych wynikéw.

Wyniki badar sa bardzo dobrze udokumentowane i przedstawione w przejrzysty i staranny
sposob. Potaczenie wynikéw z elementami dyskusji pozwala na bezposrednig konfrontacje

uzyskanych danych z danymi z piémiennictwa.

Przeprowadzone badanie pozwolito na opracowanie rozszerzonego panelu 28 markeréw komoérek
AD-MSCs do oznaczenia ilo$ciowego metodg PCR w czasie rzeczywistym. Wykazano, ze ocena
markeréw komérek za pomoca techniki PCR w czasie rzeczywistym moze by¢ z powodzeniem
stosowana jak alternatywna do cytometrii przeptywowej technika do oceny fenotypu komérek
AD-MSCs. | co nalezy podkresli¢ i na co wskazuje Doktorantka, zastosowanie techniki PCR w czasie
rzeczywistym niesie te korzysé, iz wyklucza ryzyko zaburzenia wynikéw przez wystgpowanie izoform
markeréw komoérek AD-MSCs. Sg to w mojej ocenie niezwykle cenne obserwacje wskazujace
na ograniczenia stosowania komercyjnie dostepnych przeciwciat i techniki cytometrii przeptywowej

do analizy fenotypu komdrek AD-MSCs.

Multipotencjalny charakter komérek AD-MSCs oceniono poprzez ich réinicowanie w kierunku
adipocytéw, chondrocytéw i osteocytéw. Potencjat do réznicowania komérek AD-MSCs z pasazy P2,
P4, P6 w kierunku adipocytéw, chondrocytéw i osteocytéw potwierdzono z wykorzystaniem metod
cytochemicznych, odpowiednio barwien: czerwienig oleista O, biekitem alcjanu i czerwienig
alizarynowa S. Analiza wybranych markeréw réznicowania komérkowego z wykorzystaniem techniki
PCR w czasie rzeczywistym potwierdzita potencjat komérek AD-MSCs do réinicowania w kierunku
adipocytow i chondrocytow. Nie potwierdzono natomiast zdolnosci komérek AD-MSCs

do réinicowania w kierunku osteocytéw. Majac na wzgledzie powyisze, uwazam, ze wniosek
4
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,Wybrano i oznaczono tkankowo- specyficzne markery trasnskryptomicznej charakterystyki
réznicowania ASCs w kierunku adipocytéw, osteocytéw i chondrocytow, potwierdzajac potencjat
do réznicowania niezalezng metoda” wymaga przeredagowania. Brakuje tu réwniez informacji czy
obserwowano réznice w potencjale do réznicowania w kierunku adipocytéw i chondrocytéw komorek
AD-MSCs pochodzacych z roznych pasazy P2, P4 i P6. Czy réznice w ekspresji markeréw réznicowania
adipogennego i chondrogennego przedstawione odpowiednio na Ryc. 14 i Ryc. 15 pomiedzy
réznicowanymi komérkami AD-MSCs, a komérkami AD-MSCs hodowanymi w poiywce kontrolnej

byly istotne statystycznie?

Najbardziej innowacyjng cze$é pracy stanowia badania w zakresie oceny wptywu wybranych
zwiazkéw proregeneracyjnych zsyntetyzowanych w ramach projektu Regenova na komorki
AD-MSCs. Doktorantka poddata szczegétowym badaniam transkryptomicznym komorki AD-MSCs
traktowane 6 wybranymi zwigzkami: IM, AGF, A20, A196, PDGF2, Z1. Badania te staly sie podstawg
szeregu zgtoszen patentowych. Z duzym uznaniem nalezy podkresli¢, ze Doktorantka jest
wspétautorka az 4 patentéw. Z perspektywy klinicznej, najbardziej interesujgcym wydaje sie byc
chondrogenne dziatanie czynnika AGF9, co moze w przysztoéci znalez¢ zastosowanie w terapii
uszkodzen chrzastki. Rdwnie interesujgce wydajg sie by¢é w mojej ocenie wyniki badan zwigzku
A-196, ktory wykazuje wtasciwosci przeciwzapalne, co moze zapobiega¢ bliznowaceniu i sprzyja¢
regeneracji tkanek. Badane zwigzki IM, A20, A196 indukowaty réing odpowiedz w zaleznosci
od rodzaju komdrek uzytych do eksperymentéw. Co ciekawe, AD-MSCs oraz fibroblasty
charakteryzowaty sie podobng, aktywacyjng reakcjg na badane zwigzki, natomiast keratynocyty
reakcja przeciwstawna. To kolejne dane wskazujace na olbrzymie podobieristwo komoérek AD-MSCs
i fibroblastéw. Obserwacje te powinny by¢ przedmiotem dalszych badarn, majgcych na celu prébe
odpowiedzi na pytanie co do mechanizmu dziatania wyselekcjonowanych czynnikéw

proregeneracyjnych w warunkach in vivo.

Whioski wieniczace prace (z wyjatkiem jednego, co do ktérego uwagi przedstawiono powyiej
i ktéry wymaga niewielkiego przeredagowania) wyptywaja z uzyskanych wynikéw, potwierdzajgc
osiggniecie zatozonych celéw badawczych. Uwaiam réwniez, ze stylistycznego przeredagowania
wymaga ostatni wniosek , Wyniki transkryptomiczne dla peptydéw IM, A20 i A196 wykazaty réing

odpowied? na badane zwigzki w zaleznosci od rodzaju komdrek uzytych do eksperymentow”.
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Podsumowujac, wysoko oceniam istotno$é, trafnosé, aktualnosc i oryginalno$¢ podjetej tematyki
badawczej oraz trud pracy wloiony w jej wykonanie. Wszystkie zawarte w recenzji uwagi,
ktére musiatam z obowigzku poczyni¢, w najmniejszym stopniu nie umniejszajg naukowej
i poznawczej wartosci pracy. Diatego podsumowujac z wielkg satysfakcjg stwierdzam, ze dysertacja
mgr Aliny Mieczkowskiej pod tytutem: ,Transkryptomiczna ocena odpowiedzi na stymulacje
czynnikami proregeneracyjnymi komérek progenitorowych tkanki tluszczowej” odpowiada
wymogom stawianym pracom doktorskim, co upowaznia mnie do przediozenia Wysokiej Radzie

Nauk Farmaceutycznych Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego wniosku o dopuszczenie
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Doktorantki do dalszych etapow przewodu.



