Recenzja
pracy doktorskiej (cykl prac opublikowanych) autorstwva mgr Aleksandry Musial-
Wysockiej pt. ,Detailed characteristics of stem cells isolated from Wharton’s Jelly
(WJ-MSCs) by the use of modern molecular genetic methods. Assessment of the
regenerative potential of WJ-MSCs based on the murine model of hindlimb ischaemia
(HLI).”

Z przyjemnoscig zapoznatem si¢ z pracg doktorska p. mgr Aleksandry Musial-Wysockiej
pt. ,,Szczegélowa charakterystyka komorek macierzystych izolowanych z galarety Whartona
(WJ-MSC) przy uzyciu nowoczesnych metod genetyki molekularnej”. Ta praca (osiagnigcie)
oparta jest o 3 publikacje, z czego dwie (oryginalne) zostaly opublikowane w Int J Mol Sci
(wspotczynnik oddziatywania, 1F>4,0) oraz jednej pracy pogladowej opublikowanej w
prestizowym pi§mie branzowym, Cell T ransplantation (wspdtezynnik oddziatywania ok. 3.9).
Oba pisma nalezg do migdzynarodowych, prestizowych tytutéw z zakresu prac komorkowych,
w tym zwlaszcza komorek macierzystych. Komérki mezenchymalne, pochodzace z Galarety
Whartona od dawna zajmuja umysty badaczy i ich warsztaty z powodu obiecujacych efektow
terapeutycznych w dziedzinie tzw. medycyny regeneracyjnej.

W tej dosyé spéjnej pracy promocyjnej autorka zakredlita 2 etapy swojego toku
badawczego dotyczacego charakterystyki komorek mezenchymalnych pochodzacych z Galarety
Whartona (sznury pepowinowe) jak i ich potencjalnego wplywu na procesy pro-regeneracyjne,
w niedokrwionej (podwigzanej) tgtnicy konczyny dolnej, w modelu mysim. W celu pracy
mozna zakwestionowaé punkt dotyczacy ..stworzenia modelu niedotlenienia konczyny dolnej”.
Ot6z wydaje mi sie, ze takie modele juz stosunkowo dawno istnialy, natomiast ten obecnie
przedstawiony, wydaje si¢ by¢ dosy¢ nienaturalny, albowiem zamknigcie $wiatta naczynia jest
zabiegiem sztucznym i nie posiada cech zbieznych z rzeczywisto$cia kliniczna, jaka jest stenoza
tetnicy, powstajgca najczesciej w wyniku procesu atherosklerozy. Dodatkowo przy braku
udziatu komponentéw adaptatywnej odpowiedzi immunologicznej, ktéra nie wystgpuje W
myszach o uposledzonej odpornosci (SCID), powoduje to niemozno$¢ przesledzenia
konsekwencji polaczenia procesu zapalnego z reakcja (swoista) uktadu odpornosciowego.
Réwniez mam zastrzezenia, co do utworzonej grupy ,.sham”. Moim zdaniem prawidlowa
kontrola bylaby grupa ,,sham” z prawdziwg interwencja w postaci realnego podwiazania tetnicy
wraz z naktuciami interwencyjnymi (ale bez podania komorek), ktore w 1dentycznym cyklu jak
te dogwiadczalne, odpowiedziatyby na pytanie o rozwdj ew. krazenia obocznego, indukowanego
samymi nakhuciami. Ogélnie tez ujmujgc zakres informacyjno/obserwacyjny z 21 dni po

interwencji nie jest on wystarczajacy dla oceny procesow pro-regeneracyjnych — mamy tu do



czynienia raczej z niedotlenieniem ostrym, a 3 podania komorkowe w odstepach tygodniowych
réwniez budza pewne watpliwosci, albowiem winny by¢ poréwnane z efektem (na przyktad)
tylko jednej interwencji komoérkowej, co pozwoliloby wyodrebni¢ kinetyke pozytywnego efektu
terapeutycznego, badz jego trwalos¢. W przedstawionym schemacie monitorowany okres jest
krotki! To jest zreszta zarzut wobec calego przedstawionego modelu. Generalnie interesujg nas
bardziej przewlekle stany niedotlenienia i efektywne terapie wobec nich. Ostra stenoza
naczyniowa moze by¢ eradykowana obecnie dostepnymi $rodkami z wigczeniem stentow, badz
przeszczepéw naczyniowych.

W pierwszym opublikowanym doniesieniu dowiadujemy sie charakterystyki
molekularno-biologicznej dot. izolowanych komoérek z Galarety Whartona, ktére mozemy z
powodzeniem nazwa¢ mezenchymalnymi. W odréznieniu od komérek pluripotentnych —
naturalnych lub indukowanych — nie obserwowano w nich ekspresji 4 podstawowych genow
odpowiedzialnych za utrzymywanie stanu pluripotencji (OCT3/4, SOX2, KLF4, cMYC) a
jedynie podwyzszonej ekspresji genu OCT. 3/4 i towrzyszacemu mu genu NANOG,
odpowiadajacemu za utrzymywanie stanu niezréznicowania komoérkowego i tzw. odnowy
wlasnej. Zaobserwowano, ze ekspresja genéw OCT3/4 i NANOG wzrasta w warunkach
hipoksji. W wynikach tej pracy sugeruje si¢ na Ryc. 1A-C poréwnanie morfologii tych komorek
ze stanem hodowli w normoksji, ale w sumie na rzeczonej rycinie obserwuje si¢ jedynie
dokumentacje z warunkéw normoksyjnych (A-C). Uwazam tez za schizofreniczne uwagl na
stronie wynikowej tej pracy, ze obserwujemy podobne profile transkryptomowe w
uzyskiwanych liniach komérkowych z WJ-MSC. Tutaj, wida¢ ,jak na dloni” raczej
heterogenno$é transkryptomowsa podobnych linii WJ-MSC 1,2 wobec linii komérkowej WJ-
MSC 3 — i dziwilbym si¢ gdyby bylo inaczej. Sposréd badanych markeréw pluripotentnosci, w
zasadzie odnosimy wrazenie, ze opisywane komoérki ulegaja ekspresji jedynie w stosunku do
antygenu SSEA-4, w opozycji do innych (w tym TRA-1-60 czy SSEA-1) — te ostatnie sg
charakterystyczne dla komorek pluripotentnych. W odréznieniu od charakterystyki markerowej
nie wykonano analizy funkcjonalnej dla zadnej z przedstawionycyh nam 3 linii WJ-MSC, tak
wiec nadal nie wiemy czym si¢ one roznily w aspekcie funkcjonalnym wobec pigtna
molekularnego. Interesujacym zjawiskiem opisywanym w tej publikacji jest dhuzszy sygnal
luminescencyjny uzyskiwany z komérek w warunkach hipoksyjnych (lepsze przezycie lub pre-
selekcja?), natomiast stosunkowo szybko rozpraszaly si¢ komorki iPS (lub raczej sygnatl z nich
pochodzacy), a nastepnic obserwowano wtorny wzrost tego sygnatu. Nie znalazlo to nalezytego
miejsca w pozniejszej dyskusji.

W drugiej pracy oryginalnej oceniony zostal potencjal regeneracyjny

zastosowanych komorek, izolowanych z Galarety Whartona (moim zdaniem udowodniono



jedynie reperfuzje naczynia). W tym celu oznaczono potencjal pro-angiogenny zastosowanych
komorek mezenchymalnych, jednoczesnie wprowadzono lucyferazowy reporter molekularny
dla obrazowania komoérek i wymiareczkowano poziom sygnatu luminescencyjnego. Tutaj, dla
podniesienia wartoéci pracy, brakuje nam indywidualnego obrazowania komorkowego
mozliwego np. w PET i uwidocznienia transformacji komérek mezenchymalnych, albowiem ich
wplyw na mies$niéwke gladka w tak przeprowadzanych do$wiadczeniach jest iluzoryczny
(nieudowodniony). Potencjat pro-angiogenny winien tez by¢ moim zdaniem oceniony in vitro
poprzez interakcj¢ WH-MSC z komérkami HUVEC. Jednak tego wyraznie brakuje a oznczanie
wydzielania pro-angiogennych czynnikéw parakrynowych uchodzi jakiejkolwiek korelacji.
Schemat do$wiadczenia podany na rycinie 3A nalezy uznac za nieczytelny. W tekscie (dzial
Wyniki) autorka wskazuje ucieczke sygnatu lumienscencyjnego na dzien 14-ty, jednak z ryciny
4H wynika, ze utrzymuje si¢ on co najmniej do dnia 21-szego. 7 tej ryciny tez wynika, ze w
dniu 21-szym roznica w natezeniu sygnalu (pomimo istotnosci statystycznej) w stosunku do
interwencji z roztworem PBS jest raczej matfa. Nie jest dyskutowany fakt wytworzenia
naturalnego krgzenia obocznego i/lub samoczynna reperfuzja (pod rycinami nie ma liczebnosci
badanych zwierzat — zwlaszeza dotyczy to ryciny 4). Nie jestem tez usatysfakcjonowany
legenda i zawartoscig ryciny 5 — jesli méwimy o jakimkolwiek nacieku proliferujgcych komorek
— to w zasadzie jakich komérek to dotyczy? I czy sg one reprezentatywne w tym akurat
immunokompromisowanym modelu myszy SCID?

Do zgloszonej w osiggnieciu pracy pogladowej nie mam w zasadzie zadnych
uwag. Reasumujac, ocena przedstawionego osiggnigcia jest pozytywna, pomimo zgloszonych
krytycznych uwag, ktére majg na celu wykazanie prawdziwego sensu biologicznego
obserwowanych zmian. Publikacje skiadajace si¢ na cykl sa dobrze opublikowane, pomimo
wskazanych brakow. Calo$é osiagnigcia zastuguje na stopien promocyjny doktora i spelnia
wszystkie obwigzujace w tym zakresie wymogi, dlatego tez przedkladam swoja ogolnie
pozytywna opini¢ i wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki medyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego
-Collegium Medicum o dopuszczenie do dalszych etapow przewodu doktorskiego, p. mgr

Aleksandry Musiat-Wysockie;.
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