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Recenzja pracy doktorskiej mgr Aleksandry Musial-Wysockiej,
pt. ,Szczegélowa charakterystyka komorek macierzystych izolowanych
z Galarety Whartona (WJ-MSC) przy uzyciu nowoczesnych metod genetyki
molekularnej. Ocena potencjalu regeneracyjnego WJ-MSC w oparciu o mysi
model niedotlenienia konczyny dolnej (HLI)”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Aleksandry Musial-
Wysockiej dotyczy charakterystyki oraz oceny wiasciwosei terapeutycznych
komoérek mezenchymalnych wyizolowanych z Galarety Whartona (WJ-MSC) w
leczeniu schorzen zwigzanych z niedotlenieniem koficzyn. Temat rozprawy jest
istotny zaréwno merytorycznie — ciagle nie znane sa mechanizmy molekularne
lezagce u podstaw dzialania MSC w miejscu przeszczepu, jak i spolecznie —
poszukiwany jest skuteczny sposéb terapii, a takze przeciwdziatanie zmianom
degeneracyjnym po niedotlenieniu tkanki miesniowe;.

Badania Doktorantki prowadzone pod opieka merytoryczng promotora prof.
Marcina Majki w Zakladzie Transplantologii, Katedrze Immunologii Klinicznej i
Transplantologii Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Jagiellonskiego - Collegium
Medicum w Krakowie, majg na celu uzupelnienie wiedzy w tym temacie, a
przedstawione wyniki sg istotnym wkladem w zrozumienie i standaryzacje
otrzymywania kompetentnych terapeutycznie MSC, ktére mozna stosowaé do
regeneracji tkanki migsniowe;j.

Prace badawcze nad wiladciwosciami regeneracyjnymi MSC 1i ich translacja
do kliniki od lat prowadzone sa w Zespole prof. Marcina Majki. Prace te
doprowadzily ostatnio do opracowania produktu leczniczego ,,CardioCell”
ofrzymanego na bazie WIJ-MSC, ktory obecnie stosowany jest w trzech
randomizowanych, podwdjnie zaslepionych prébach klinicznych. Czesé
przedstawionej do oceny dysertacji stanowia badania przedkliniczne produktu
»CardioCell” w modelu mysim niedotlenienia koniczyny dolnej, a wyniki tych badan
staty si¢ podstawg merytoryczna do rozpoczecia préb klinicznych.
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Recenzowana rozprawa doktorska jest zbiorem trzech zwiazanych
tematycznie prac, opublikowanych w 2019 roku w miedzynarodowych czasopismach
naukowych (,International Journal of Molecular Sciences” oraz ,,Cell
Transplantation”) indeksowanych w bazie PubMed oraz znajdujacych sie na liscie
Journal Citation Reports. L.aczny wspdtczynnik oddzialywania tych prac jest wysoki
1 wynosi IF=11,8. Dwa przedstawione artykuly to prace badawcze - oryginalne,
trzeci artykul jest pracg przegladowa, we wszystkich pracach Doktorantka jest
pierwszym autorem. Wymagane o$wiadczenia wspdtautorow, ktére swiadeza o
wiodacej roli Doktorantki w tych publikacjach zostaty dotgczone do rozprawy.

Rozprawa opatrzona jest krétkim ,,Wprowadzeniem” dotyczacym przedmiotu
pracy 1 zawiera kolejne rozdzialy: ,Cele pracy”, ,Materialy 1 metody”,
»Pismiennictwo”, ,,Streszczenia artykuldw w jezyku polskim i angielskim”, ,,Wyniki
1 wnioski” oraz ,Podsumowanie”. Wyodrebnione przez Doktorantke cele pracy
zawieraly (cytuje):

1. Opracowanie i zoptymalizowanie metody izolacji oraz hodowli komérek WJ-
MSC.

2. Szczegbtowa charakterystyke WIJ-MSC przy zastosowaniu technik
mikroskopowych 1 molekularnych, ze szczegélnym uwzglednieniem
wlasciwosci proangiogennych i kardiotroficznych.

3. Stworzenie mysiego modelu niedotlenienia konczyny dolne;.

4. Ocene potencjatu regeneracyjnego WI-MSC in vivo z wykorzystaniem mysiego
modelu niedotlenienia konczyny dolne;j

5. Oceng bezpieczenstwa terapii opartej na WJ-MSC.

Analizujgc sformutowane cele dysertacji, chciatam prosi¢ Doktorantke o
wyjasnienie, czym réznifa si¢ metoda izolacji WJ-MSC od powszechnie stosowanej
metody mechanicznej lub enzymatycznej. Ciekawi mnie réwniez, czy mysi model
niedotlenienia konczyny dolnej w prezentowanej pracy oryginalnej zostal autorsko
»Stworzony” (w tym miejscu uzylabym raczej stowa ,opracowany”) przez
Doktorantke, czy tez znany byl wczesniej z literatury (referencja 14 w
przedstawionym pi$miennictwie).

W pierwszej pracy skiadajacej si¢ na zbiér prac przewodu doktorskiego,
zatytulowanej: “Molecular and functional verification of Wharton’s Jelly
Mesenchymal Stem Cells (WJ-MSCs) pluripotency” Doktorantka podjeta sie
wnikliwej analizy molekularnej badanej populacji WJ-MSC hodowanych w réznych
warunkach tlenowych, ze szczegélnym uwzglednieniem markeréw pluripotencii
(NANOG, OCT-4, SSEA-4). W tym celu, poza typowymi metodami (np. RT-PCR w
czasie rzeczywistym) Doktorantka zastosowata nowoczesne techniki biologii
molekularnej, m.in. sekwencjonowanie catogenowe (NGS) oraz wysoko specyficzne
molekularne techniki cytometrii przeptywowej. Na szczegolng uwage zastuguje
zastosowanie techniki analizy cytofluorymetrycznej z panelem przesiewowym
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»Lyoplate”, co umozliwito zbadanie poziomu ekspresji molekul adhezyjnych w
komérkach WJ-MSC, niezmiernie waznych dla ustalenia mechanizmu dziatania tych
komérek w przeszczepionej tkance. Charakterystyka molekularna badanej populacji
WI-MSC wykazala, ze posiadaja wszystkie cechy zdefiniowane dla MSC przez
ISCT (International Society for Cellular Therapy), m.in. obecnosé typowych dla
MSC markeréw powierzchniowych i zdolno$é¢ réznicowania do osteoblastow,
adipocytéw oraz chondroblastéw in vitro. Okazato sie roéwniez, ze w WI-MSC
podlegajg ekspresji niektdre markery pluripotencji (NANOG, OCT-4, SSEA-4),
jednak na znaczaco nizszym poziomie niz w komoérkach indukowanych
pluripotencjalnych, ktére w tym dos$wiadczeniu stanowily kontrole. Obnizenie
poziomu tlenu w hodowli do 5% spowodowato wzrost ekspresji tych markeré6w w
WI-MSC, ale ciagle byl to poziom znaczaco nizszy niz w komoérkach iPS.
Szczegbdlne uwzglednienie poziomu ekspresji gendéw pluripotencjalnych w  tej
analizie ma uzasadnienie z punktu widzenia bezpieczenstwa terapeutycznego
komorek izolowanych, tym bardziej, ze izolacja dotyczy MSC z tzw. ,,poptodu”,
cechujacych si¢ niedojrzatoscia rozwojows. Dlatego wazna jest druga cze$é tej
pracy, w ktérej badano bezpieczenstwo stosowania WIJ-MSC jako terapii
komérkowej w modelu in vivo. Sledzenie przeszczepionych komérek, zaréwno
kontrolnych jak i mezenchymalnych, umozliwita modyfikacja genetyczna polegajaca
na wprowadzeniu wektorem lentiwirusowym genu lucyferazy (LUC). Doktorantka
badata obecnos¢ komérek, ich proliferacje i czas przezycia. Pomimo ekspresji
markerow pluripotencji, WJ-MSC po przeszczepieniu podskérnym do myszy nie
wykazaty wlasciwosci tumorogennych, w przeciwienstwie do kontrolnych komoérek
iPS, gdzie zaobserwowano pojawienie sie mierzalnych guzéw podskérnych.
Komorki hodowane w obnizonym poziomie tlenu cechowal duzszy czas przezycia
w organizmie myszy. Warto tez wiedzie¢, ze sg doniesienia, iz przedtuzona hodowla
in vitro komoérek mezenchymalnych (ok. 30 pasazy) w warunkach tlenu
atmosferycznego moze prowadzi¢ do aberracji chromosomowych, podczas gdy te
same komoérki hodowane w 5% stezeniu tlenu sg stabilne genetycznie (Lech i wsp.
Stem Cells International, 2016, dx.doi.org/10.1155/2016/2514917). Swiadczy to o
pozytywnym wplywie biomimetycznego srodowiska hodowli na zdolno$é¢ komorek
do przezycia w organizmie biorcy. W tym miejscu celowo uzylam stowa
,blomimetycznego”, poniewaz naturalny poziom tlenu w niszach komoérek
macierzystych in vivo waha si¢ od 3% do 8% i w literaturze nazywany jest
»fizjologiczng normoksja” lub ,.fizjoksja”. Termin ,hipoksja” stosuje si¢ zwykle do
poziomu tlenu ponizej 1% O2. Chciatabym poprosié Doktorantke o skomentowanie
wystepujacych w literaturze rozbieznosci, dotyczacych tej sprawy.

W drugiej pracy zatytutowanej: “Regenerative potential of the product ”CardioCell”
derived from Wharton’s Jelly Mesenchymal Stem Cells for treating hindlimb
ischemia” badano wlasciwosci terapeutyczne ludzkich WJ-MSC po podaniu
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domig$niowym produktu leczniczego ,,CardioCell” w modelu niedokrwienia
koficzyn dolnych myszy. Podczas eksperymentu trwajacego 3 tygodnie badany byt
poziom przeptywu krwi, mierzony za pomocg laserowego obrazowania perfuzji oraz
morfologiczne objawy uszkodzenia konczyn. Dodatkowo oceniano sprawno$é
konczyny dolnej zgodnie z przyjeta skalg punktowa okreSlonych zadan
behawioralnych. Doktorantka wykazata, ze przeptyw krwi i wyniki czynnosciowe
ulegly poprawie u myszy leczonych WJ-MSC w pordéwnaniu z kontrolami.
Przeszczepione komérki indukuja odpowiedZz neowaskularng, powodujac znaczny
wzrost przeptywu krwi w konczynach z niedokrwieniem. Wynik ten jest zgodny z
wysoka ekspresjg czynnikéw proangiogennych (VEGF-A, ANGPT-1, MMP-1, FGF-
1, FGF 2, HGF, PDGF-A), ktére Doktorantka badata w populacji podawanych
komérek na poziomie ekspresji genow. Analiza histopatologiczna regenerujacej
tkanki wykazata obecno$¢ przeszczepianych komérek po miesiacu od
przeprowadzonego zabiegu. Te wyniki uprawniajg do wysnucia wniosku, ze
potencjal terapeutyczny WI-MSC jest wysoki, a ich proangiogenne wiasciwosci
sprzyjaja tworzeniu nowych naczyn i regeneracji tkanki.

Szeroki wachlarz zastosowanych metod zaréwno w eksperymentach in vitro,
jak 1 obrazowanie in vivo oparte na bioluminiscencji w dwéch przedstawionych do
oceny pracach oryginalnych dowodzi, ze Doktorantka posiada wszechstronny
warsztat eksperymentatora. W przedstawionych do oceny publikacjach oryginalnych
Doktorantka wykazata dojrzato$¢ w planowaniu i wykonaniu prac badawczych oraz
umiejetnos¢ wyciagania wiasciwych wnioskow.

Trzecia przedstawiona w dysertacji praca zatytutowana “The pros and cons of
Mesenchymal Stem Cell-based therapies”, to praca przegladowa, w ktérej
doktorantka przedstawia w sposob krytyczny wady i zalety terapii komoérkowych z
zastosowaniem mezenchymalnych komorek macierzystych. Praca jest rzetelnym
przeglgdem istniejgcej na ten temat literatury. Doktorantka stusznie podsumowuje, ze
pomimo bardzo zaawansowanych badan nad MSC, konieczne sg dlugoterminowe
obserwacje w celu zbadania efektow terapeutycznych MSC, a takze skutkow
negatywnych, ktérych nie mozna pominaé stosujgc terapie komoérkowe w badaniach
klinicznych.

Z pozycji recenzenta musze jeszcze zwroci¢ uwage na brak przedstawienia
hipotezy catej dysertacji. Wprawdzie wypunktowane przez Doktorantke cele
badawcze jasno okreslajg zakres prowadzonych badan, ale hipotezy ktdra powinna
by¢ postawiona przed prezentacja wynikow (a nastepnie wykazana jej stusznosé
badZ nie), recenzent moze si¢ jedynie domysla¢. Dlatego zwracam sie z prosba o
jasne postawienie hipotezy i jej obrong w dalszych etapach przewodu doktorskiego.

Powyzsze uwagi nie zmieniaja ogélnej bardzo dobrej oceny recenzowane;j
dysertacji. Przedstawione badania sa cennym wkladem eksperymentalnym dla
okreslenia kompetentnej terapeutycznie populacji komérek do leczenia
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niedokrwienia konczyn dolnych i moze znalezé w przyszlosci zastosowanie
kliniczne.

Stwierdzam, ze przedlozona rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w
art.13 Ustawy z dnia 21 kwietnia 2017 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i wnosze o dopuszczenie mgr
Aleksandry Musial-Wysockiej do dalszych etapéw obrony pracy doktorskiej przed
Wysoka Rada Dyscypliny Nauki medyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego-Collegium
Medicum w Krakowie. Jednoczes$nie z uwagi na wysoka warto$¢ merytoryczng i
cechy wdrozeniowe pracy, wnosze o wyrdznienie dysertacji.

Prof. dr hab. Leonora Buzanska
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