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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. Marcina Piejko pt.: ”T#uszczopochodne mezenchymalne komorki
macierzyste w leczeniu przetok odkryptowych i w chorobie Crohna. Optymalizaja hodowli, implantacji
i nowe propozycje lecznicze”

Przetoki odbytowe i odbytowo-pochwowe wplywaja znaczaco na pogorszenie jakosci zycia w wielu
jego aspektach pacjentéw dotknigtych tym schorzeniem. Wystepuja w przebiegu wielu choréb: jako
powiklanie zapalenia uchytkéw, zakazen gruczoléw odbytu, ropni gruczoléw Bartholiniego, martwicy
przestrzeni odbytniczo-pochwowej, towarzysza chorobom zapalnym jelit — chorobie Le$niowskiego-Crohna i
zapaleniu wrzodziejacemu jelita grubego. Moga by¢ tez objawem zaawansowanych nowotworéw lub
powiklaniem ich leczenia, a takze powiklaniem innych operacji proktologicznych lub w obrebie pochwy.
Leczenie tego schorzenia jest operacyjne i obarczone niestety duzym odsetkiem niepowodzen. Dlatego
udoskonalane sg dotychczas stosowane oraz rozwijane nowe techniki majace prowadzi¢ do wyleczenia,
ktorego glownym elementem jest prawidlowa, sekwencyjne nastepujaca regeneracja tkanek. Pomocne w
uzyskaniu tego celu mogg by¢ osiagnigcia medycyny regeneracyjnej.

Medycyna regeneracyjna to rozwijajaca si¢ dynamicznie od polowy XX wieku galagz medycyny,
ktérej celem jest wykorzystanie réznych technik, majgcych na celu poprawe funkcjonowania uszkodzonych
tkanek i narzadéw. Zaliczy¢ do niej nalezy przeszczepianie narzadow, tkanek i komorek, wszczepianie
wyrobow medycznych oraz zastosowanie produktéw leczniczych terapii zaawansowanej. Ta ostatnia grupa
zostala wydzielona i opisana przed 14 laty. Zalicza si¢ do niej: terapi¢ komoérkami somatycznymi, inzynierie
tkankowa oraz terapi¢ genowg.

W okresie ostatnich 20 lat szczegdlnie rozbudzaja nadziej¢ terapie z zastosowaniem komorek
macierzystych. Wpisuja si¢ one w kryteria medycyny spersonalizowanej, komérki macierzyste daja nadzieje,
ze mozemy nie tylko naprawié, ale takze zregenerowaé uszkodzone i uposledzone tkanki ciata w celu
przywrdcenia ich pierwotnych funkcji. Lekarze poddawani sa presji, aby wykonaé zabieg, gdy tylko moze
okaza¢ si¢ obiecujacy. Presja ta wywierana jest przez pacjentéw, firmy biotechnologiczne, media i
uniwersytety, ktére sa zainteresowane wszelkimi innowacjami w medycynie. Pamieta¢ jednak nalezy, Ze
obecnie dobrze udokumentowane efekty terapeutyczne dotycza wylacznie przeszczepéw hematopoetycznych
komoérek macierzystych i hodowanych komérek naskérka. Wszystkie pozostale terapie z zastosowaniem
komérek macierzystych nalezy uznaé na obecnym etapie ich rozwoju za eksperymentalne i wymagajace
gruntownego poznania i potwierdzenia skutecznosci.

Dlatego tez, podjete przez lek. Marcina Piejko badania majgce na celu propozycje leczenia
nawracajacych oraz przetrwatych przetok odbytu i odbytniczo-pochwowych z wykorzystaniem
mezenchymalnych komérek macierzystych i wyrobéw medycznych, réwniez we wzajemnej kombinacji
poprzez tworzenie produktéw inzynierii tkankowej uwazam za istotne zaréwno z poznawczego jak i
praktycznego punktu widzenia.

Przedstawiona mi do recenzji praca wydaje si¢ mie¢ uktad typowy, liczy 159 stron, zawiera 29 tabel i
27 rycin oraz 152 pozycje piSmiennictwa. Skiada si¢ z 7 rozdzialéw i zalgcznika: Streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, Wykaz rycin i tabel, Wstep, Cel pracy, Materiat i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski i
Pismiennictwo.

We Wstgpie, na stronach 13-38, Autor najpierw wprowadza czytelnika problematyke dotyczaca
przetok odbytu i odbytniczo-pochwowych, podajac ich etiologig, najczesciej odkryptows, czestosé
wystgpowania, wskazuje na réznice w statystyce pomigdzy zapadalnoscia i chorobowoscia, objawy i
skutecznosé leczenia, a wlasciwie brak skutecznosci pierwszorazowego zaopatrzenia i konsekwencje
spoleczne tego schorzenia. W dalszej czgsci przedstawia klasyfikacje przetok oraz opisuje patofizjologie ich
gojenia wskazujgc na wyplyw czynnikéw ogélnoustrojowych i lokalnych wptywajacych na ten proces. W tym
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miejscu, jako osoba uczaca studentéw chciatbym zwréci¢ uwagg Autorowi na stosowanie okreslenia
_$luzéwka”, ktéra jest zapozyczeniem, przyjetym do zargonu medycznego z okreslenia z j¢z. angielskiego
,mucosa”. Nalezaloby raczej konsekwentnie uzywa¢ okreslenia ,,blona sluzowa”.

Nastepnie lek. Marcin Piejko opisuje dostepne wspélczesne metody zaopatrywania przetok. Wymienia
i opisuje rézne metody chirurgiczne, analizujac ich skuteczno$é, leczenie biologiczne, zastosowanie
biomaterialéw jak: kleje, zatyczki (kolagenowe i syntetyczne resorbowalne), miejscowe zastosowanie
czynnikéw wzrostu i réznicowania, wskazujac na graniczenia i problemy zwigzane ze standaryzacja ich
stosowania. Kolejny podrozdziat po§wigcony jest charakterystyce mezenchymalnych komérek macierzystych.
Autor opisuje miejsca wystgpowania w organizmie czlowieka mezenchymalnych komdrek macierzystych, ich
cechy, w tym zdolno$é do roéznicowania oraz fenotyp na podstawie obecnosci okreslonych (CD105, CD73,
CD90) i braku (CD45, CD34, CD14, lub CD11b, CD79alpha, lub CD19 i HLA-DR) antygenéw
prezentowanych na blonie komérkowej, ich rodzaje w zaleznosci od lokalizacji i interakcje z tkankami. W
koncowe] czesci tego podrozdzialu wskazuje na kontrowersje dotyczace mezenchymalnych komérek
macierzystych, opisane zastosowania kliniczne tych komérek jako iniekcji zawiesiny oraz po zasiedleniu
tréjwymiarowych rusztowan. W kolejnym podrozdziale Autor porusza po krétce wazki temat jakim jest
wdrazanie do zastosowania leczniczego produktéw inzynierii tkankowej, czyli jak sam pisze “drogg od
laboratorium do 167ka pacjenta”, zwraca uwage na uwarunkowania prawne, organizacyjne, wspolprace
interdyscyplinarng oraz koniecznos$é dostosowania przez naukowcéw metod wytwarzania tych produktow do
rezimu Dobrej Praktyki Wytwarzania, identycznego jak w firmach farmaceutycznych. Ostatni podrozdziat
wstepu pos$wiecony jest postgpowaniu z pacjentami poddanymi terapiom eksperymentalnym w kontekscie
obowiazujacego W naszym kraju ustawodawstwa dotyczacego eksperymentu medycznego, zar6wno
leczniczego jak i badawczego. Wskazuje na roznice w ich stosowaniu, uwarunkowaniach zwiazanych z
przeprowadzaniem badania klinicznego, porusza role lekarza i wykorzystanie eksperymentu w praktyce
medycznej. W dalszej jego czesci Autor omawia aspekty zwigzane z produktami leczniczymi terapii
zaawansowanej (ang. ATMP), ustawodawstwo regulujace ich wytwarzanie dopuszczenie do stosowania,
formy produktéw leczniczych terapii zaawansowanej w zaleznosci od rejestracji produktu: ATMP
zarejestrowany, ATIMP i HE-ATMP, rodzaje ATMP w zaleznosci od sktadu: GM-MP, SCT-MP, TE-MP i
Combined ATMP, tkanki jako materiat startowy do ich wytwarzania zauwazajac odrgbne od
farmaceutycznego prawo transplantacyjne, ktoremu podlegajg. Wskazuje na wieloetapowosé i koniecznosc¢
dostosowania do roznych regulacji prawnych na kolejnych etapach wytwarzania produktu leczniczego terapii
Zaawansowanej.

Uwazam, ze wstep do dysertacji zostat opracowany dobrze. Wybér poruszanych w nim zagadnieii, ich
wielowatkowo$é z jednej strony, z drugiej za$, spojnos¢ z tematyka pracy $wiadezy o dojrzaloéci i szerokiej,
wielodyscyplinarnej wiedzy Autora. W czgsciach wstepu, omawiajacych eksperymenty medyczne
zastosowanie terapii komérkowych oraz produkty lecznicze terapii zaawansowanej zabraklo mi kilku stow
komentarza zwiazanych z aspektami etycznymi. W moim przekonaniu wazny wydaje si¢ aspekt zgody czy
ochrony pacjenta/ochotnika poddawanego eksperymentowi medycznemu. Istnieje takze oczywista
sprzeczno$é w podejsciu do mozliwosci czerpania korzysci finansowych w przypadku leczenia z uzyciem
przeszczepéw komorek, tkanek i narzadéw w poréwnaniu do stosowania produktow leczniczych. Czerpanie
korzyéci finansowych w pierwszym przypadku jest zabronione, wrecz penalizowane, za§ w drugim nie.
Uwazam réwniez, Ze nalezy uzywaé okreslenia ,,choroba Lesniowskiego-Crohna” a nie ,,choroba Crohna”.

Cel pracy, strony 39-40, zostat sformutowany w 3 gtéwnych punktach z podpunktami i obejmuje:

1. Opracowanie propozycji leczenia przetok odbytu z uzyciem thiszczopochodnych mezenchymalnych
komérek macierzystych w procedurze dwuetapowej:
- przygotowanie produktu leczniczego terapii zaawansowanej sktadajgcego sig z ASC,
- przeprowadzenie eksperymentu pilotazowego leczenia przetok odbytu w procedurze dwuetapowe;j,
- opracowanie niekomercyjnego badania klinicznego w leczeniu przetok odbytu w przebiegu choroby
Crohna w procedurze dwuetapowe;.

2. Opracowanie biomaterialu dedykowanego przetokom odbytniczo-skérnym (o tréjwymiarowym
ksztalcie):
- przedstawienie charakterystyki biochemicznej macierzy zewngtrzkomoérkowe] z tkanki thiszczowej
(adipoECM),



- ocena biokompatybilnosci in vivo,
- ocena wgajania si¢ i przebudowy adipoECM in vivo.
3. Opracowanie biomaterialu wzbogacanego ASC dedykowanego rekonstrukcji przetok odbytniczo-
pochwowych o ksztaltach ptaskich:
- opracowanie optymalnej proporcji komdrek w stosunku do powierzchni biomateriatu,
- przedstawienie charakterystyki wzrostu komérek w biomateriale,
- scharakteryzowanie potencjatu do przebudowy konstruktu biomateriatu wraz z komoérkami,
- przeprowadzenie eksperymentu pilotazowego leczenia ptaskich ubytkéw tkanek migkkich przy uzyciu
konstruktu biomateriatu i komorek.
Kolejny rozdzial, strony 41-72, zatytutowany Materiat i metody zostal przez Autora podzielony na trzy
gtéwne
czgéci: Terapia komoérkowa z wykorzystaniem ASC, Decelularyzowana ludzka tkanka thiszczowa
(adipoECM) i Konstrukt ASC-Integra® DRT.
W czgsci pierwszej, w materiatach, lek. Marcin Piejko, informuje ze do wytwarzania ASC wykorzystano
probki tkanki thuszczowej pozyskane jako odpad medyczny. Na pozyskanie tkanek oraz przeprowadzenie
eksperymentéw leczniczych, a takze na planowane niekomercyjne badanie kliniczne uzyskano pozytywne
opinie odpowiednich Komisji Bioetycznych. Nastgpnie wymienione zostaly odczynniki, ktore wykorzystano
w pracy. W dalszej czg$ci opisane zostaly kolejno metody wytwarzania ASC z podzialem na 4 etapy: izolacjg
z zastosowaniem kolagenazy I i wirowanie w celu uzyskania frakcji oraz zalozenie hodowli pierwotnej,
hodowle (2-4 cykli pasazu u wymian pozywki) z zastosowaniem dodatku 10% plodowej surowicy bydlecej
(FBS) lub 8,5% ludzkiego lizatu plytkowego (hPL). Na tym etapie okreslano czas podwojenia hodowli. W
kolejnych etapach opisana zostala szczegblowo procedura przygotowania ASC do wydania oraz walidacji
warunkéw transportu. Zywotno$é komérek oceniana w mikroskopie §wietlnym w barwieniu bigkitem trypanu
postuzyla do oceny morfologii i organizacji komérek. Do charakterystyki produktu wykorzystano oceng
jatowosci, badanie fenotypu ASC, ocen¢ réznicowania komoérek oraz ich kariotyp. Do oceny jatowosci
wykorzystano analize retrospektywng serii ASC HE-ATMP wykonang w Instytucie Biotechnologii Surowic i
Szczepionek BIOMED S.A. oddzial w Krakowie zgodnie z Farmakopeg Europejskg w zakresie oceny ptynu
znad tkanki w czasie izolacji i zawiesiny komdrek z opakowania przed jego zamknieciem i wydaniem oraz
analizg¢ prospektywna migdzyoperacyjna: ocena przejrzystosci pozywki, obecno$é mikroorganizméw podczas
mikroskopowej obserwacji hodowli, zmiany morfologii komdérek, odsetek odklejonych od podtoza komdérek,
cechy zakazanie materialéw uzywanych do hodowli oraz warunki srodowiskowe pomieszczen czystych
(liczba czastek, monitoring mikrobiologiczny, kaskada ci$nien), w ktérych prowadzono hodowle komérkows.
Fenotyp hodowanych komdrek okreslano po II pasazu przy uzyciu zestawu przeciwcial zabarwionych
odpowiednim fluoroforem do oceny fenotypu mezenchymalnych komérek macierzystych, zaréwno w zakresie
markeréw pozytywnych (CD105, CD73, CD90) jak i negatywnych (CD45, CD34, CD11b, CD19 i HLA-DR).
Badanie wykonano na ASC od 3 pacjentéw, w 3 powtdrzeniach do 3 dotkéw plytki 6.cio dotkowej. Po
dodaniu przeciwciat i odpowiednim plukaniu przeprowadzono, dokumentowane zdjeciami, obserwacje w
mikroskopie fluorescencyjnym oceniajac 100 komérek przy 100.krotnym powickszeniu dla kazdego z
kanatéw fluorescencji. Réznicowanie komérek w hodowlach ASC badano przy 80-90% konfluencji poddajac
Jje réznicowaniu w kierunku osteocytow, adipocytéw i chondrocytéw stosujac odpowiednie komercyjnie
dostgpne pozywki réznicujace. Po trzech tygodniach hodowle utrwalono w 4% formaldehydzie i wykonano
odpowiednie barwienia cytochemiczne: czerwienia olejows dla adipocytow, czerwienia aliazarynowsg S dla
osteocytow oraz bilgkitem alacjanu dla chondrocytéw. Obserwacje przeprowadzono w mikroskopie
$wietlnym. Kariotyp okreslano w hodowli od 3 pacjentéw, po II pasazu w Zakladzie Genetyki
Uniwersyteckiego Szpitala Dzieciecego w Krakowie.
W dalszej kolejnosci, w czgsci pierwszej, opisany zostal pilotazowy eksperyment leczniczy: dwuetapowa
procedura zaopatrzenia przeto przy uzyciu ASC. Do leczenia kwalifikowano pacjentéw spemiajacych kryteria
wigczenia: obecnos¢ przetoki odbytowej lub odbytniczo-pochwowej niezaleznie od etiologii, przetoka
utrzymujgca si¢ co najmniej 12 miesigcy pomimo przynajmniej 1 interwencji chirurgicznej oraz mozliwosé
sr6d-zabiegowego pozyskania tkanki tluszczowej. Moim zdaniem nalezaloby stosowaé okreslenie ,,$rod-
zabiegowego pobrania tkanki...”, poniewaz jest to dzialanie celowe. Okreslenie ,,pozyskanie” zgodnie z art.
21 ustawy z dnia 1 lipca 2005 r. o pobieraniu, przechowywaniu i przeszczepianiu komérek, tkanek i narzadéw
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(Dz.U. z 2020 r. poz. 2134) zarezerwowane jest do sytuacji, gdy komorki, tkanki, narzady lub ich czg¢sci
usuniete sa z innych przyczyn niz w celu pobrania z nich komérek, tkanek lub narzadéw, po uzyskaniu zgody
na ich uzycie od dawcy lub jego przedstawiciela ustawowego.

Leczenie eksperymentalne przeprowadzono u w latach 2013-2015, na podstawie pozytywnej opinii
Komisji Bioetycznej UJCM, po uzyskaniu $wiadomej zgody pacjentéw i przeprowadzonej diagnostyce
endoskopowej i ultrasonograficznej. W drugim etapie leczenia u 4 pacjentéw, po uptywie 2 do 4 tygodni od
zaopatrzenia chirurgicznego przetoki w pierwszym etapie, podawano komorki: u dwéch pacjentek pomigdzy
éciane pochwy i odbytnicy, po uprzednim przeszczepieniu migsnia smuklego uda w te okolice, u jednej
pacjentki w okolicg szczelinowatego kanatu po uprzedniej plastyce od strony pochwy i odbytnicy, u jednego
pacjenta, po migdzyzwieraczowym podwigzaniu przetoki od strony $ciany przetoki. Okolo % zawiesiny
komorek podawano w $ciany przetoki, pozostata czgé¢ odpowiednio od strony uj $cia w pochwie (3 pacjentki)
lub od ujécia zewnetrznego na skorze (1 pacjent). Obserwacje pozabiegows prowadzono przez 12 miesigcy w
okresie 1, 4, 8 1 12 tygodni oraz 6 i 12 miesigcy, ktéra obejmowata oceng subiektywna, wziernikowanie i USG
przez odbyt. Za wygojenie uznawano brak objawdw klinicznych przetoki, brak komunikacji migdzy
pierwotnymi ujéciami przetoki w badaniu wziernikowym, za$ za brak nawrotu — brak komunikacji w 12
miesiacu po terapii komérkowej. W koricowej czeéci tego podrozdzialu przedstawiono projektowanie badania
klinicznego fazy Ila ATIMP ASC w ramach procedury dwuetapowej, zgodnie z wytycznymi Europejskiej
Agencji Lekéw dla ATMP i bioragc pod uwage dotychczas przeprowadzone badania kliniczne. Przyjgto
nastepujace zalozenia: badanie jednoosrodkowe, otwarte, jednoimienne, oceniajace bezpieczenstwo oraz
wstepna oceng skutecznosci, badanym produktem beda autologiczne ASC. Kryteria walczenia: przetoka w
przebiegu choroby Lesniowskiego-Crohna, utrzymujgca sig co najmniej 12 miesigcy pomimo co najmniej 1
interwencji chirurgicznej lub przetoka nawrotowa. W pierwszym etapie wykonywana bedzie fistulektomia z
pobraniem tkanki thuszczowej, w drugim etapie podanie ASC ATIMP w okresie 2-4 tygodni od uprzednigj
interwencji chirurgicznej. Schemat opracowano w oparciu o badanie pilotazowe, za$ punkty koncowe
okreslono pa podstawie dostgpnego piSmiennictwa.

Druga czgéé tego rozdziatu (Material i metody) poswigcona jest procedurze decelularyzacji ludzkiej
tkanki tluszczowej. W podrozdziale dotyczacym metod okreslono, ze materiat wyjéciowy stanowi tkanka
tluszczowa pozyskana jako odpad medyczny po operacjach przeprowadzanych z innych wskazan na
podstawie pozytywnych opinii odpowiednich Komisji Bioetycznych. Eksperymenty z wykorzystaniem
zwierzat laboratoryjnych uzyskaly réwniez zgode odpowiedniej Lokalnej Komisji Etycznej do spraw
Dos$wiadczen na Zwierzetach w Krakowie. Dalej, w tabeli wymieniono wykaz stosowanych materiatow oraz
wykaz roztworéw, ktére postuzyly do uzyskania adipoECM i wykorzystane do dos$wiadczen. Dalej opisano
metode decelularyzacji tkanki tluszczowej. Na szczegdlng uwagg zwraca fakt, ze zastosowana alkoholowa
metoda decelularyzacji jest autorska metoda opracowang przez doktoranta. W badaniu wykorzystano tkanke
thuszczowa pozyskang od trzech dawcéw (pacjentéw). Bezpieczenstwo decelularyzacji oceniano poprzez
badanie stezenia endotoksyn z zastosowaniem reakcji lizatu amebocytow skrzyptocza (LAL) z kontrola
negatywna i pozytywna oraz badajac jatowo$¢ uzyskanej macierzy. W opisie pominigto sposob badania
jalowosci procesu decelularyzacji innymi metodami. Wilasciwosci uzyskanej macierzy zewnatrzkomorkowej
okreélano badajac jej elastyczno$é przy uzyciu reometru w Katedrze Biomateriatéw i Kompozytéw na
Wydziale Inzynierii Materialowej i Ceramiki AGH w Krakowie. Pomiary przeprowadzano w  stalej
temperaturze 25°C wykonujgc po trzy powtérzenia. Do oceny biochemicznej 3 serii adipoECM, po ich
liofilizacji i ekstrakcji kolagenaza 1 wykorzystano badania: zawartosci DNA (oznaczenie metoda
spektrofotometryczng  NanoDrop), — zawartosci glikozoaminoglikanéw z zastosowaniem metody
spektrofotometrycznej z bigkitem alcjanu przy dtugosci fali 600 nm, analizy proteomicznej wykonanej metodg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzegnigtej ze spektrometriy mas w Pracowni Proteomiki i
Spektrometrii Mas w Matopolskim Centrum Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Obecno$¢ lipidow
badano metoda mikroskopowa na skrawkach mrozeniowych, barwionych czerwienia olejows i hematoksylina.
W celu sprawdzenia cytotoksycznosci decelularyzowanej macierzy Autor wykonal analize wzrostu i
zywotnoéci ASC na adipoECM przy zastosowaniu alternatywnego do MTT testu AlmarBlue
wykorzystujacego redukcje resazuryny do resarufinu i zastosowaniu spektrofotometrii. Pomiary wykonywano
1, 7 i 14 dnia po wysianiu ASC na badana macierz. W celu sprawdzenia biokompatybilnoéci adipoECM na
poziomie lokalnym i ogolnoustrojowym, 40 myszom BALB/c wszczepiano badany material podskdrnie,
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nagrzbietowo. Jako material kontroli zastosowano ptlatki Integra® DRT. Zwierz¢ta poddawano eutanazji w 1,
7, 30 i 60 dniu po wszczepieniu i pobierano wszczepiony material w bloku ze skora. Polowe objgtosci
wycigtych tkanek utrwalono w celu wykonania preparatow histologicznych, druga polowe zas zatapiano w
OCT u zamrazano. W czasie eutanazji pobierano krew myszy do badan oraz narzady: watrobe i $ledziong.
Wykonywano morfologie przy uzyciu analizatora weterynaryjnego, badania biochemiczne z surowicy krwi
(fosfatazy alkalicznej, transferazy alaninowej, kreatyniny, catkowitego stezenia biatka i mocznika) przy
uzyciu odpowiedniego analizatora oraz oznaczano profil cytokin prozapalnych (IL-1e, IL1B, IL-6, IL-10, IL-
12p70, IL-17a, IL-23, IL-27, MCP-1, INF-B, INF-y, TNF-a) z wykorzystaniem cytofotometrii przeptywowe;.
Poddano takze ocenie histologicznej preparaty pobranych watréb i $ledzion. W celu oceny przebudowy
adipoECM na skrawkach parafinowych macierzy wykonano trdjkolorowe barwienie metoda Massona.
Skrawki mrozeniowe posituzyly natomiast do oceny komoérek zasiedlajgcych wszczepione matryce metoda
immunohistofluorescencji posredniej z zastosowaniem znakowanych przeciwciat przeciwko CD11b (antygen
komérek monocytarno-makrofagalnych), CD31 (antygen komérek s$rédblonka), CD90 (antygen komorek
mezenchymalnych) i dobarwiano DAPI. Obserwacje mikroskopowe preparatéw histologicznych
immumnohistofluorescencyjne i immumnocytofluorescencyjne przeprowadzano za pomocg zestawu
mikroskopowego wyposazonego w kamery do $wiatla przechodzacego i do fluorescencji oraz z akwizycja
obrazéw.
W czedci trzecie] Materialéow i metod Autor opisuje metody badan opracowanego konstruktu ASC-
Integra® DRT. Do zasiedlenia matrycy wykorzystano komorki izolowane z tkanki tluszczowej pozyskanej
jako odpad medyczny po operacjach przeprowadzanych z innych wskazan na podstawie pozytywnych opinii
odpowiednich Komisji Bioetycznych. Eksperymenty lecznicze przeprowadzone z zastosowaniem
opracowanego konstruktu réwniez uzyskaly pozytywne opinie odpowiednich Komisji Bioetycznych.
Podobnie jak w poprzednich cze$ciach, w tabeli wymieniono wykazy zastosowanych materialéw i
roztwordw, ktére postuzyly do uzyskania konstruktu ASC- Integra®DRT i wykorzystane do doswiadczen.
Konstrukty wykonywano poprze wycigcie krazkow o $rednicy 6 mm z Integra®DRT, a nastg¢pnie inkubowano
w medium hodowlanym przez minimum 8 godzin. Optymalizacj¢ warunkéw wytwarzania konstruktu, tak aby
ASC zachowaly jak najdiuzej zywotnoé¢, zbadano jaka gestos¢ wysiewania komorek jest najefektywniejsza.
Matryce Integra®DRT wysycano roztworami soli fizjologicznej lub Sterofundin z 10% albuming ludzka.
Zywotno$é komérek oceniano po 24 godzinach od zasiedlenia. Medium kontrolnym byt DMEM z 10% FBS.
Komérki wysiewano w trzech réznych stezeniach (1, 10 i 100x10° ASC w przeliczeniu na cm”) na uprzednio
przygotowane krazki. Po 24 godzinach inkubacji dodawano 10% AlamarBlue i po 3 godzinach inkubacji
wykonywano pomiary fluorescencji w czytniku plytek. Otrzymane wyniki dla dwoch mediéw, osobno dla
kazdej gestosci wysiewanych komodrek normalizowano wzgledem konstruktéw inkubowanych w DMEM z
dodatkiem 10%FBS. To pozwolito na wybdr gestosci wywiewanych komoérek do dalszej czesci
eksperymentow. W dalszej kolejnosci przeprowadzono analiz¢ proliferacji ASC na matrycy przy uzyciu testu
WST-1. Zwigzane z matrycg komorki inkubowano, zmieniajgc po 1, 7 i 14 dniach pozywke na 10% roztwér
WST-1 w DMEM z FBS do pomiaréw absorbancji. Do oceny zywotnosci, apoptozy i nekrozy konstrukty
przygotowano analogicznie, ktére w badanych punktach czasowych, w odr6znieniu od poprzedniego
eksperymentu ulegaly zniszczeniu. Do oceny elastycznos$ci i do oceny ekspresji genéw komorki wysiewano z
podobna gestoscia, jednak ich srednica byta wigksza i wynosita 2 cm?®. Ocene morfologiczna ASC rosnacych
na Integra®DRT przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu konfokalnego w Zakladzie Biofizyki Komorki.
Zywe komoérki wyznakowano fluorochromem-TMRE gromadzacym sie w mitochondriach. Jadra komérkowe
wybarwiono Hoechst 33342. Apoptoze komorek oceniano po 2, 7 i 14 dniach inkubacji stosujac przeciwcial
przeciw aneksynie V za$ nekroze stosujac 7-AAD (barwnik gromadzacy sie w DNA komoérek nekrotycznych)
i analizowano metoda cytofotometrii przeplywowej w Zakladzie Biofizyki Komérki. Mozna réwniez
rozwazy¢ potwierdzenie obecnosci ASC na matrycy poprzez wezesniejsze, ich wyznakowanie bezposrednio
przed wysianiem, lipofilnym fluorescencyjnym barwnikiem btonowym (DID — detekcja w dalekiej czerwieni).
Aktywnos¢ kolagenolityczng konstruktu okreslano za pomoca testu, w ktérym substratem jest kolagen
typu I polaczonym kowalencyjnie z fluoresceing. W obecnosci enzyméw trawigcych kolagen dochodzi do
uwalniania fluoresceiny a detekcja fluorescencji jest wprost proporcjonalna do aktywnosci kolagenolitycznej.
Badania zebranego medium hodowlanego przeprowadzano po 2, 7 i 14 dniach inkubacji. Badania
elastycznosci konstruktu, podobnie jak badania adipoECM przeprowadzono przy uzyciu reometru réwniez po
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2, 71 14 dniach inkubacji. Ekspresje genéw zaangazowanych w gojenie tkanek migkkich przeprowadzano po
3 tygodniach hodowli ASC na matrycy Integra®DRT. Badania przeprowadzano przy uzyciu ilosciowej
laficuchowej reakcji polimeryzacji w czasie rzeczywistym z mRNA izolowanego z ASC oraz fibroblastow
skéry pochodzacych od tego samego dawcy. Uzyto starteréw dla genéw COL1A1, COL4Al, VEGF, KGF,
MMP2, MMP9, IL-6, IL-8, HGF, FGF-2, TGFp i B2M. Przeprowadzono réwniez pilotazowy eksperyment z
zastosowaniem badanego konstruktu u pacjentki z blizng pooparzeniowa w trakcie zabiegu uwolnienia
przykurczéw szyi i okolicy prawego barku. Procedura byla dwuetapowa. W pierwszym pobrano tkankeg
podskérng w celu izolacji ASC. Po trzech tygodniach wycigto blizny i ubytki tkanek zaopatrzono konstruktem
Integra®DRT z ASC. Badania kontrole przeprowadzano po 1,3, 6 i 9 miesigcach od zabiegu.

Analizy statystyczne wykonywano w programie OriginPro 2019b, a analizy istotnosci statystycznej
testem Manna-Whitneya.

Na szczeg6lng wage zastuguje fakt staranno$ci Autora w zaplanowaniu badafi oraz wzigeie pod uwagg
wszystkich aspektow wynikajacych z regulacji prawnych z wielu obszaré6w majacych zastosowanie w
medycynie. Zaproponowana przez Autora w tym rozdziale Sciezka badah jest wybrana prawidiowo.
Swiadczy to o Jego dojrzaloéci naukowej i dojrzatosci w aspekcie legalizmu.

Rozdziat Wyniki, zawarty na stronach 73-118, réwniez podzielony zostal na trzy czgsci
korespondujace z Celami oraz Materialami i metodami. W podsekcji pierwszej — Terapia komérkowa, Autor
najpierw przedstawia uzyskane wyniki dotyczace izolacji, hodowli i transportu komérek. Zwalidowana
zostata metoda izolacji ASC. Wykorzystano dane zaréwno z procesu wytwérczego jak i z fazy
do$wiadczalnej. Z wystandaryzowanej, biorae pod uwagg zmiennosci osobnicze objetodei tkanki thuszczowej,
poddanej enzymatycznemu trawieniu, uzyskiwano 0,375 do 1,1 x10° ASC w czasie od 4 do 8 dni. Troche
zaskakuje, choé pozytywnie, fakt, ze w procesie wytwérczym z 1 ml tkanki tluszczowej uzyskiwano 2-3
wigcej komérek w przeliczeniu na dzief niz w fazie eksperymentalnej. Nastgpnie przestawiono wyniki
wydajno$ci namnazania ASC. Najwigkszy przyrost ASC po trzech dniach hodowli (8,7+/-1,3 uzyskano w
pozywce zawierajacej lizat plytkowy, za$ najefektywniejsza gestos¢ wysiewania komérek wynosita 1 do
2x10° ASC/cm?. Zoptymalizowano wigc czas podwojenia populacji hodowanych komérek, ktory pozwolit na
opracowanie zalozetfi wytwarzania produktu: catkowity czas wytwarzania <28 dni, czas etapu I < 8 dni, liczba
komérek po 1 etapie — 0,373-1,1x10°. Wszystkie z wytwarzanych serii komodrek byly jatlowe po
dwutygodniowej ocenie jatowosci. W dalszej kolejnosci przedstawiona zostala charakterystyka ASC.
Potwierdzono fenotyp izolowanych komérek, wyniki przedstawiono w formie tabeli i zilustrowano zdjeciami
z analizy immunocytofluorescencyjnej. Wykazano, poparty zdjgciami z wybranych barwiefi, potencjal
réznicowania ASC w kierunku adipocytéw, osteocytéw i chondrocytdw z wytwarzaniem odpowiedniej
macierzy zewnatrzkomérkowej. W hodowlach po 2 pasazu stwierdzano prawidlowy kariotyp komérek we
wszystkich badanych hodowlach eksperymentalnych. W dalszej czgsci przedstawiono wyniki walidacji
warunkow transportu. Po 24 godzinach, akceptowalng zywotnos¢ komorek (85%), prawidtowa morfologig i
organizacj¢ wykazywaly AS zawieszone w roztworze krystaloidéw wzbogaconych 20% albuming.

Dalszg czgéé stanowi opis wynikéw eksperymentu pilotazowego. U opisanych w poprzednim rozdziale
pacjentach wykonano odpowiednio: oczyszczenie przetoki, gracilloplastyke z wylonieniem stomii
odbarczajacej oraz fistulektomie z asysta wideofistuloskopu. Pod koniec zabiegu pobierano, nie zas jak pisze
Autor pozyskiwano z tkanek odpadowych (uwaga opisana wczesniej), tkankg tluszczows. Nastgpnie, W
drugim etapie do $ciany przetoki podano przygotowane komérki i prowadzono obserwacje. U zadnego z
pacjentéw nie obserwowano rozwoju infekcji po podaniu ASC czy reakcji uczuleniowej na resztki substancji
uzywanych w czasie procesu wytwarzania ani na substancje pomocnicze uzywane w czasie transportu. U
pacjentek z przetoka odbytowo-pochwowg migdzy 4 a 8 tygodniem ustgpity subiektywne objawy przetoki, a
po 8 tygodniach nie stwierdzano przetoki w badaniu wziernikowym. U pacjenta réwniez po 8 tygodniach nie
obserwowano wycieku tresci ropnej ani surowiczej z ujécia zewngtrznego przetoki. W 6 miesigcu stwierdzono
catkowite wygojenie przetoki. U pacjentek 2 i 3, nie za$ 4 (pomytka pisarska Autora), odtworzono w 415
miesiacu ciagglo$é przewodu pokarmowego. Wyniki zilustrowano zdjgciami $rodoperacyjnymi. W koncowej
czedci tego podrozdziatu opisano przygotowanie badania klinicznego. Pierwszym koniecznym etapem bylo
uzyskanie zgody na wytwarzanie badanego produktu leczniczego terapii zaawansowanej (ATIMP) ASC na
podstawie uprzednio przeprowadzonych procedur optymalizacyjno-walidacyjnych. Wzigto réwniez pod
uwage wyniki badad pilotazowych realizowanych w ramach HE-ATMP oraz przedstawione w tabeli
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opublikowane badania kliniczne. Na podstawie analizy badan klinicznych przeprowadzono oceng
bezpieczenstwa stosowania ASC w leczeniu przetok, stwierdzajac wystepowanie proktalgii, ropni, bolu, ropni
okotoodbytniczych, goraczki, guzka w miejscu podania komoérek i innych, ktore kwalifikowano jako istotne
reakcje niepozadane (SAE), i ktére zostaly wyleczone. Wymienione zdarzenia sa czesto obserwowanymi
powiklaniami u pacjentéw poddanych procedurom chirurgii proktologicznej. Skuteczno$¢ analizowanych
terapii wynosita od 33 do 83%. Pracowano projekt badania klinicznego, ktdry jest oceniany przez Urzad
Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i Produktéw Biobdjczych i umieszczono go w
bazie badan klinicznych EuduraCT pod akronimem TMCF-ASC. Na zakonczenie, w formie tabeli,
przedstawiono streszczenie planowanego badania klinicznego uwzgledniajac liczb¢ osrodkéw, cel i hipotezy
badawcze, liczbg pacjentéw i ich populacje, rodzaj badanego produktu leczniczego i w koricu kryteria oceny.

W czgsci drugiej rozdziatlu przedstawiono wyniki dotyczace badan nad decelularyzowang tkanka
tluszczowsg. W pierwszym etapie zaprezentowano wyniki decelularyzacji. Proces trwal 2 dni. Zawartosé
wagowa adipoECM wynosita 5%, za$ zawarto$¢ wagowa macierzy i komdrek w tkance thuszczowej — 78-
89%., tak wigc w procesie decelularyzacji usuwane jest 73-84% masy wyjsciowej tkanki (przedziat
komérkowy wraz z lipidami). Wyniki z poszczegdlnych serii prébek przedstawiono w tabeli. Dalej
przedstawiono wyniki przeprowadzonej charakterystyki adipoECM. Wykazano zgodno$é z zalozeniami
wszystkich badanych parametréw: akceptowalna, niskg zawartosci DNA, obecnosé¢ GAG, brak obecnosci
jader komorkowych, lipidéw, endotoksyn, jatlowos¢ dla warunkéw tlenowych i beztlenowych oraz okreslono
elastyczno$¢ materiatu. Wyniki przedstawiono w tabeli i zilustrowano zdjgciami obrazéw mikroskopowych i
przeprowadzonego badania stezenia endotoksyn. Analiza proteomiczna wykazala w badanym adipoECM
obecnosé gléwnych bialek macierzy i tych, odpowiedzialnych za interakcje z komérkami: kolagenéw typu I,
II1, IV, V, lamininy, fibryliny, fibronektyny, tenascyny i elastyny.

W ocenie biokompatybilnosci wykazano brak dzialania toksycznego i stopniowa, powolna proliferacje ASC
na otrzymanym produkcie w okresie 14 dni. W eksperymentach in vivo z wykorzystaniem myszy szczepu
BALB/c poréwnano adipopECM z Integra®DRT. W przypadku grupy, ktérej wszczepiano adipoECM,
parametry morfologii, w tym rozmazu byly prawidlowe, w odréznieniu od tych ktérym wszczepiano
Integra®DRT, gdzie obserwowano wigksza liczbg limfocytéw. Nie obserwowano réznic w stezeniu
alkalicznej fosfatazy, transferazy alaninowej kreatyniny, biatka catkowitego ani mocznika w obu badanych
grupach. Podobnie, stezenia badanych cytokin prozapalnych nie réznily sie pomiedzy grupami
doswiadczalnymi. Uzyskane wyniki zilustrowano wykresami. Wykonane obserwacje preparatéw
histologicznych wykazaly prawidlowa budowe watroby i §ledziony zwierzat obu grup.

W ocenie histologicznej, barwieniu Massona, eksplantowanych wszczepéw, w 1. dniu od wszczepienia
obserwowano obecnos¢ widkien kolagenowych, brak komoérek oraz integracji z otaczajgcymi tkankami. Po 60
dniach od wszczepienia obie badane matryce $cisle przylegaja do sasiadujgcych tkanek. We wszczepie
Integra® DRT komorki obecne byly wylacznie na obwodzie materiatu, podczas gdy w adipoECM obecne byly
na wszystkich przekrojach, przy czym ich rozklad nie byl réwnomierny. W strefie bogato komodrkowej
ulozone sg one pomigdzy luZnymi pgczkami widkien kolagenowych, zas w strefie ubogo komoérkowej —
wzdhuz podluznych, zbitych pasm kolagenu. Opisane wyniki wzbogacono fotografiami obrazow
mikroskopowych. W preparatach adipopECM Autor przeprowadzil analize zasiedlajacych material komorek.
Potwierdzit obecnos¢ makrofagéw i komoérek mezenchymalnych, za§ w przekrojach naczyn krwionosnych
erytrocyty i komorki srédbtonka, podobnie ilustrujac obserwacje zdjgciami z mikroskopu.

W czgsci trzeciej rozdzialu Wyniki Autor przedstawia charakterystyke konstruktu ASC-
Integra®DRT. Wykorzystujac test zywotnoéci, stwierdzono, ze optymalna gesto$é wysiewanych komérek
powinna wynosié¢ 100x10° ASC/cm?, za$ pozywka powinien by¢ ptyn wieloelektrolitowy z albuming, ktéry
pozwala uzyskanie zywotnosci ASC na poziomie 95+/-1%. Wzrost ASC na Integra®DRT jest ciagly, jednak
znacznie wolniejszy niz na podlozach plastikowych. Analiza cytometryczna wykazala, ze w pierwszych
dwoch dniach po wysianiu komoérek na matryce zywotnoéé komérek wynosi odpowiednio 95,5 i 93,7%,
odsetek komérek apoptotycznych wynosi 3,9 do 5,2%, nekrotycznych 0,6 do 1,1%. W kolejnych dniach (7 i
14) odsetek zywych komoérek spada odpowiednio do 41,1 i 45%, zwigksza liczba komérek apoptoczych —
53,7149,9 (jak wynika z tabeli, a nie jak podano w tekscie - 9,9 - pomytka pisarska) oraz nekrotycznych — 4,9
1 5,1%. Zasiedlenie matrycy Integra®DRT ASC zobrazowano przyzyciowym preparatem mikroskopii
konfokalnej uwidaczniajac jadra komorkowe i mitochondria zywych komérek. W kolejnych badaniach,
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pomiedzy 2 a 14 dniem inkubacji, stwierdzono stopniowy spadek elastycznosci, ktéremu towarzyszyl
stopniowy wzrost aktywnoéci kolagenolitycznej konstruktu zwigzanej ze wzrastajaca aktywnoscig
metaloproteinaz. Analiza w ASC z konstruktu, wykazata wzrost ilosci mRNA dla czynnikow promujacych
gojenie: VEGF, FGF-2, HGF, KGF, przebudowujacych macierz zewnatrzkomorkows: CollAl, Coldal,
MMP-2 i MMP-9 oraz czynnikéw immunomodulujgcych: TGFp, IL-6 i IL-9, w poréwnaniu z mRNA
fibroblastéw w podobnych warunkach inkubacji. Rozdziat ten konczy przedstawienie wynikéw zastosowania
badanego konstruktu w leczeniu pacjentki z blizng pooparzeniowa w trakcie zabiegu uwolnienia przykurczow
szyi i okolicy prawego barku. Ok 10 cm ubytku po wycigtej bliznie skornej wypetniono badanym
konstruktem ASC-Integra®DRT, z wysianiem komorek o gestosci 1x10°, a cze$¢ samym opatrunkiem
Integra®DRT (obszar referencyjny). Po 4 tygodniach usunigto silikonowa warstwe z obu fragmentow
konstruktu. W trakcie obserwacji, obydwie powierzchnie cechowaly si¢ czerwonym zabarwieniem, przy czym
obszar testowy byl bledszy. Po 9 miesigcach uzyskano catkowite odtworzenie ubytku. Wokét obszaru
badanego konstruktu nie obserwowano blizny. W czasie obserwacji nie obserwowano reakcji niepozadanych,
w tym zakazenia materiatu badanego i kontrolnego. Doswiadczenie zilustrowano fotografiami.

W rozdziale Dyskusja, strony 119-141, Autor poréwnuje wyniki badan wiasnych z wynikami
uzyskanymi przez innych autoréw. Ta czesé dysertacji, podobnie jak wezesniejsze, podzielona jest na trzy
czeéci, odnoszace sie odpowiednio do omawianych: terapii komérkowej, decelularyzowanej tkanki
tluszczowej (adipoECM) oraz konstruktu ASC-Integra®DRT. W dyskusji Doktorant wykazal si¢ szeroka
wiedzq w zakresie problematyki podjetego tematu badawczego oraz znajomos¢ aktualnego pi$miennictwa
specjalistycznego. Wykazat w ten sposéb umiejgtnos¢ krytycznego analizowania otrzymanych wynikow i
doskonate przygotowanie do prowadzenia pracy naukowo-badawcze;.

W rozdziale Wnioski, strony 142-143, Autor podsumowuje i odpowiada na przedstawione w
zalozeniach badawczych cele.

Rozdziat Pismiennictwo, strony 144-154, stanowi rozsadnie wybrane pozycje korespondujace z
tematyka pracy.

Ciekawym dodatkiem jest rozdziat 8 — Zalgczniki, w ktérym Autor zaproponowat ankietg dla
pacjentéw z utrzymujaca si¢ przetoka odbytu w kontekscie wplywu schorzenia na funkcjonowanie w
kontekscie ponoszonych wydatkéw finansowych.

Podsumowujgc uwazam, ze Doktorant prawidtowo zrealizowal cel badawczy. To bardzo bogata w
material naukowy dysertacja. Z powodzeniem moéglby on byé Zrédtem przynajmnie; dwoch niezaleznych,
ciekach opracowan. Drobne uchybienia w Zaden spos6b nie umniejszajag wysokiego poziomu recenzowangj
przeze mnie pracy. Lekarz Marcin Pigjko wykazal si¢ ponadprzecigtng umiejetnoscia zaplanowania,
wykonania doswiadczef i przedstawienia wynikéw badaf oraz ich rzeczowej analizy. Potrafi wiasciwie
interpretowaé uzyskane dane oraz wybraé i korzysta¢ odpowiednio z pi$miennictwa naukowego.

Stwierdzam zatem, e praca doktorska lek. Marcina Piejko pt.: “Tiuszczopochodne
mezenchymalne komorki macierzyste w leczeniu przetok odkryptowych i w chorobie Crohna. Optymalizaja
hodowli, implantacji i nowe propozycje lecznicze” stanowi samodzielne rozwigzanie problemu
naukowego przez Autora i spelnia warunki art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i
tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 poz. 595 z péin. zm.). Stad tez
zwracam sie z wnioskiem do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki medyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego
o dopuszczenie lek. Marcina Piejko do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, ze
wzgledu na wskazany powyzej wysoki poziom naukowy i aplikacyjny oraz wazko$§¢ podjetej tematyki,
whioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki medyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o wyréznienie
przedstawionej mi do oceny rozprawy lek. Marcina Piejko.




