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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr Anny Sylwii Figiel-Dabrowskiej

»Przedtransplantacyjna optymalizacja funkcji mezenchymalnych komérek
macierzystych pochodzacych z tkanki ttuszczowej w celu zwiekszenia ich
potencjatu regeneracyjnego”

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Anny Sylwii Figiel-Dabrowskiej zostata
napisana w oparciu o wyniki badan przeprowadzonych w Instytucie Medycyny Doswiadczalne;j
i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego PAN w Warszawie. Promotorem pracy jest Pani dr
hab. n. med. Anna Sarnowska Prof. IMDIK.

Doktorantka podjeta prébe oceny bezpieczeristwa i skutecznoéci terapii z wykorzystaniem
mezenchymalnych/zrebowych komérek macierzystych pozyskanych z tkanki ttuszczowej, w
wybranych trzech schorzeniach uktadu nerwowego: w padaczce lekoopornej o podtozu
autoimmunologicznym, stwardnieniu zanikowym bocznym oraz wtérnym uwolnieniu nerwu
po uszkodzeniu i nieudanej prébie rekonstrukcji. Zastosowanie komérek macierzystych w
praktyce Kklinicznej zostato poprzedzone szczegétowymi badaniami przedklinicznymi,
pozwalajgcymi na ocene i poréwnanie wtasciwosci multipotencjalnych wybranych frakgiji
pozyskanych z tkanki ttuszczowej komérek mezenchymalnych (ASC oraz DFAT), hodowanych
w roéznych warunkach tlenowych. Uzyskane wyniki pozwolity na sformutowanie ogélnego
wniosku o mozliwosci utrzymania komérek w stanie wysokiej aktywnosci proliferacyjnej z
zachowaniem stabilnosci genetycznej, co determinuje ich bezpieczne zastosowanie kliniczne.

Uktad rozprawy doktorskiej

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Anny Sylwii Figiel — Dabrowskiej
przedstawiona zostata w formie liczacego 52 strony opracowania, bedgcego omdéwieniem
powigzanych tematycznie szesciu artykutéw naukowych, opublikowanych w okresie od 2016
do 2022r. Zbiér artykutéw wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej wraz z informacja
dotyczacg finansowania badan, zostat umieszczony na poczatku opracowania. Badania bedace
przedmiotem publikacji zostaty przeprowadzone w ramach projektéw naukowo-badawczych,



we wspotpracy z réznymi osrodkami naukowo-badawczymi, réwniez zagranicznymi.
Doktorantka jest pierwsza autorka dwdéch publikacji i wspétautorkg w pozostatych czterech.
Wszystkie publikacje ukazaty sie w renomowanych czasopismach z listy filadelfijskiej, z
wysokim wspotczynnikiem impact factor.

Przejrzysta forma SPISU TRESCI i kolejno WYKAZ SKROTOW (z drobnym btedem
redakcyjnym), w znacznym stopniu utatwiajg czytanie pracy.

Tekst gtéwny rozprawy jest poprzedzony STRESZCZENIEM w jezyku polskim i angielskim,
zawierajacym krotkie uzasadnienie wybranego tematu pracy, przedstawienie w przystepne;j,
syntetycznej formie catosci zagadnienia, z podkresleniem wytyczonych celéw, przebiegu
kolejnych etapédw badarn z oméwieniem podstawowych zasad metodologii. Zawiera réwniez
zebranie uzyskanych wynikéw, oraz sformutowanie podstawowych wnioskdéw, bedacych
wskazaniem dla prowadzenia kolejnych badan w tym zakresie.

ORYGINALNOSC ROZPRAWY rozpoczyna syntetyczny zbidr podstawowych wnioskéw z
przeprowadzonych badan. Pozostaje pytanie o zasadnos$¢ umieszczenia go w tym miejscu
opracowania.

Zasadnicza cze$¢ pracy obejmuje nastepujace rozdziaty: WSTEP, CEL PRACY, MATERIALY |
METODY, PODSUMOWANIE NAJWAZNIEJSZYCH WYNIKOW, WNIOSKI, BIBLIOGRAFIA, KOPIE
PUBLIKACJI, OSWIADCZENIA. Omdwienie kolejnych rozdziatow:

1. WSTEP — W podrozdziale 1.1 Autorka definiuje podstawowe pojecia, z omdwieniem
réznic nomenklaturowych, niejednolitego nazewnictwa, bedgcego przedmiotem
konsultacji zespotu ekspertéw z miedzynarodowych towarzystw naukowych i
skutkujacego zmianami w tym zakresie w kolejnych latach. Uzasadnia tym samym
zastosowanie réznych okreslen tych samych frakcji komérkowych w prezentowanych
publikacjach. W celu unikniecia watpliwosci dotyczacych interpretacji uzyskanych
wynikéw, w kazdej pracy przedstawiono szczegétowo metodyke badan z
uwzglednieniem aktualnej nomeklatury. Kolejno Autorka przedstawia rys historyczny
dotyczacy poczatkéw badan nad komérkami macierzystymi; omawia rézne metody ich
pozyskiwania, ze szczegdlnym uwzglednieniem tkanki ttuszczowej jako ich zrédta. W
tym miejscu zastosowano odnosnik do pracy Gimble i wsp z 2007r, natomiast w
BIBLIOGRAFII znajduje sie praca tych autoréw z 2017r. Autorka szczegdétowo
charakteryzuje rézne frakcje komérek macierzystych, zaréwno niehodowane, $wiezo
wyizolowane jak i namnozone w warunkach in vitro, w oparciu o kryteria fenotypowe,
profil biatek powierzchniowych, oraz analize wskaznikéw proliferacji, ze szczegolnym
uwzglednieniem metod pozyskiwania i namnazania dwéch wybranych do dalszych
badan frakcji mezenchymalnych komdrek zrebowych / macierzystych ASC i DFAT.
Uzasadnia wybor tych frakcji w oparciu o ich wiasciwosci oraz zwigzane z tym
potencjalne efekty kliniczne oraz stopien bezpieczeristwa podczas ich stosowania. W
podrozdziale 1.2 oméwiono aspekty bezpieczeAstwa stosowania ASC, zwigzane z




heterogennoscia tej populacji komdérkowej, zalezng od wielu czynnikéw. Uzyskanie
wzglednie jednolitej frakcji komdrkowej umozliwito zastosowanie tzw. hodowli
sufitowej. Tak uzyskane komorki charakteryzujg sie wyzszym niz typowe MSC,
potencjatem do wielokierunkowego réznicowania. W tym miejscu znajduje sie
odnosnik do pracy Morikawa i in z 2016, a w BIBLIOGRAFII jest praca tych autoréw z
2009r, oraz do pracy Niibe i in. z 2016r, a w BIBLIOGRAFII jest praca tych autorow z
2017r. Tekst jest uzupetniony schematem ilustrujgcym heterogennos¢ komérek
macierzystych pochodzacych z tkanki ttuszczowej. W podrozdziale 1.3 Autorka
omawia wptyw warunkéw s$rodowiska na witasciwosci hodowli komoérkowej, z

podkresleniem zastosowania zblizonego do fizjologicznego stezenia tlenu w
hodowlach, co stymuluje proliferacje, migracje, utrzymanie ich macierzystego
charakteru. Cechy te zostaty potwierdzone oceng ekspresji gendéw odpowiedzialnych
za utrzymanie MSC w stanie macierzystym. Warunki fizjoksji stymulujg komérki do
szybszego wzrostu z wytwarzaniem licznych centrow proliferacyjnych. W omawianym
podrozdziale wskazano odnosnik do pracy Pan i in. z 2019, natomiast w BIBLIOGRAFII
jest uwzgledniona praca tych autoréw z 2020r. W podrozdziale 1.4 Autorka omawia
wtasciwosci  terapeutyczne komodrek macierzystych pozyskiwanych z tkanki

ttuszczowej, z wyraznym podkresleniem wtasciwosci wydzielniczych, gtéwnie cytokin,
czynnikdbw  wzrostu i bioaktywnych czasteczek, zaleznych od sygnatéw
mikrosrodowiska. Wydzielane czynniki warunkujg wtasciwosci antyapoptotyczne,
proangiogenne, immunomodulacyjne, w tym przeciwzapalne, immunosupresyjne i
inne. W tym miejscu zamieszczono dwukrotnie odnosnik do pracy Li, Ma i Sun z 2019,
ktérej to pracy nie ma w spisie BIBLIOGRAFIA. Podsumowaniem rozdziatu jest
wskazanie wtasciwosci przeciwzapalnych, protekcyjnych i troficznych ASC w ocenie
efektu klinicznego ASC w wybranych, na potrzeby prezentowanej pracy doktorskiej,
chorobach uktadu nerwowego.

CEL PRACY — w rozdziale Doktorantka przejrzyscie sformutowata zasadniczy cel pracy,
ktérym byta optymalizacja warunkéw hodowli in vitro mezenchymalnych komdrek
zrgbowych/macierzystych pochodzacych z tkanki ttuszczowej, zapewniajaca
efektywne namnozenie z jednoczesnym utrzymaniem wiasciwosci terapeutycznych
tych komérek. Autorka okredlita takze 5 istotnych celéw szczegétowych dotyczacych
wybranych do dalszych badan frakcji komérek macierzystych pozyskanych z tkanki
ttuszczowej:  mezenchymalnych  komérek  zrgbowych/macierzystych  (ASC)
otrzymywanych metoda enzymatyczng oraz odréznicowanych komérek ttuszczowych
otrzymywanych metodg tzw. hodowli sufitowej (DFAT), obejmujgcych:

1. okredlenie wptywu réznych stezen tlenu, fizjologicznego 5% i atmosferycznego
21%, na cechy warunkujace skutecznos¢ i bezpieczerstwo klinicznego
zastosowania ASC;

2. charakterystyke wybranych populacji komérek macierzystych ASC i DFAT
podczas hodowli in vitro potwierdzajacg mezenchymalny charakter DFAT oraz



pordwnujacg  wiasciwosci  pluripotencjalne  obu  wybranych  frakgji
komorkowych;

3. ocene potencjatu terapeutycznego ASC i DFAT, z uwzglednieniem |/
wtasciwosci neuroprotekcyjnych w modelu hodowli skrawkéw hipokampa
szczura czasowo pozbawionej glukozy i tlenu; 1l/ zdolnosci do neuralnego
roznicowania indukowanego obecnoscig zdrowe] lub uszkodzonej tkanki
nerwowej w modelu hodowli skrawkéw hipokampa szczura czasowo
pozbawionej glukozy i tlenu;

4. okreslenie profilu sekrecyjnego mezenchymalnych komorek macierzystych
odpowiadajgcego za ich immunomodulacyjne, regeneracyjne wtasciwosci: I/ in
vitro/ex vivo z analizg czynnikdw wzrostowych, cytokin, chemokin w pozywkach
po wspothodowli ASC i DFAT ze zdrowg i uszkodzong tkanka nerwowg, oraz I/
in vivo z analizg ptynu mdézgowo-rdzeniowego pacjentéw po podaniu komdrek
mezenchymalnych wyizolowanych z tkanki ttuszczowej;

5. ocene bezpieczenstwa i skutecznosci zastosowania ADSC/ADRC w leczeniu
wybranych choréb neurologicznych: stwardnieniu zanikowym bocznym,
autoimmunologicznej padaczce lekoopornej i pourazowym uszkodzeniu
nerwow obwodowych;

MATERIAL | METODY — Autorka we wstepie ponownie wyjasnia szereg aspektow
zwigzanych z niejednoznaczng nomenklaturg dotyczaca réznych populacji komérek
macierzystych, sposobu ich pozyskiwania. Ttumaczy stosowanie réznych okreslen w
odniesieniu do tych samych frakcji komodrkowych w kolejnych pracach, co jest
zwigzane z réiznym czasem ich publikowania, w zaleznosci od proponowanych
kolejnych zmian nazewnictwa wprowadzanego przez towarzystwa naukowe ISCT,
IFATS. Podkreslono réwniez ograniczenia dotyczace stosowania komérek
macierzystych, przede wszystkim ze wzgledu na ich heterogennosé¢, zalezng od metody
pozyskiwania, ale takze cechy osobnicze dawcy, takie jak m.in. wiek, pte¢, ogdlny stan
zdrowia. Badania bedace przedmiotem prezentowanej pracy zostaty starannie
zaplanowane w oparciu o dane z dostepnych danych z literatury przedmiotu. W
podrozdziatach przedstawiono szczegétowe elementy metodologii kolejnych etapdw
badan dotyczacych: prowadzenia hodowli komérkowej (3.1), cytometrycznej analizy
powierzchniowych markeréw komérkowych (3.2), analizy proliferacji ASC i DFAT (3.3),
oceny senencji (3.4), analizy kariotypu (3.5), oceny potencjatu ASC i DFAT do tworzenia
kolonii (3.6), réznicowania mezodermalnego (3.7), barwieri immunocytochemicznych
(3.8), hodowli organotypowej z oceng neuroprotekcyjnego dziatania ASC i DFAT (3.9),
oceny potencjatu do réznicowania w trzy listki zarodkowe (3.10), oznaczenia poziomu
ekspresji wybranych genéw metoda qPCR (3.11), oznaczenia wybranych czynnikéw
wydzielanych przez ASC do pozywki lub PMR (3.12) oraz analizy statystycznej (3.13).



4. PODSUMOWANIE NAJWAZNIEJSZYCH WYNIKOW — w rozdziale zostaty syntetycznie
przedstawione wyniki przeprowadzonych badan, bedace punktem wyjécia do
sformutowania wnioskéw korncowych. Podczas omawiania kolejnych wynikéw,
umieszczono wielokrotnie odnosniki do publikacji bedgcych przedmiotem pracy
doktorskiej, w ktorych zostaty one zawarte. W krétkim wstepie dotyczgcym omdéwienia
warunkéw tlenowych do prowadzenia hodowli, zawarto skrotowe omdwienie danych
z doniesien literaturowych. W tym zakresie ponownie zwraca uwage pewna
niescistos¢, zwigzana z umieszczeniem w podrozdziale 4.1 odnosnika do pracy Drela i
in z 2014r, natomiast w BIBLIOGRAFII jest praca z 2016r.

Pierwszg czes¢ badan (podrozdziat 4.1) dedykowano opracowaniu optymalnych

warunkéw tlenowych hodowli uzyskanych komérek macierzystych, umozliwiajacych
przygotowanie pozadanej liczby komérek o oczekiwanej i potwierdzonej jakosci.
Podkreslono istotne znaczenie zastosowania 5% stezenia tlenu w hodowli ASC,
mieszczacego si¢ w zakresie stezen charakterystycznych dla niszy mezenchymalnych
komaérek macierzystych, dla uzyskania efektywnego namnozenia materiatu
komdrkowego, a takze odpowiadajacego za wolniejszy proces starzenia sie i mniejsze
ryzyko transformacji nowotworowej komdrek. Efektem koficowym jest wyzszy
potencjat terapeutyczny ASC. Wyniki tej czesci badan zostaty zebrane i przedstawione
w publikacji | ,Phenotypic, Functional, and Safety Control at Preimplantation Phase
of MSC-Based Therapy” (2016). W pracy przedstawiono bardzo szczegétowo
metodologie przeprowadzanych eksperymentéw, z oméwieniem réznych metod
izolacji komarek i warunkéw ich hodowli, oraz ocene jakosci uzyskanych w kolejnych
pasazach komérek, z oméwieniem wskaznikdw proliferacji i starzenia sie komérek, a
takze ich zdolnosci do réznicowania. Praca zawiera bogatg dokumentacje w postaci
szeregu zdje¢ i wykreséw, w jasny sposéb ilustrujgcych uzyskane wyniki. Publikacja
jest uzupetniona bibliografig w postaci 33 aktualnych pozycji literatury przedmiotu.
Druga czes¢ badan (podrozdziat 4.2) dotyczyta poréwnania wybranych frakcji komorek
macierzystych ASC i DFAT w aspekcie ich wtasciwosci immunomodulacyjnych,
mozliwosci réznicowania w kierunku neuralnym oraz potencjatu repopulacyjnego.
Uzyskane wyniki wskazujg na podobne wtasciwosci multipotencjalne, profil biatek
powierzchniowych, potencjat proliferacyjny, dynamike starzenia, wtasciwosci
klonogenne w obu frakcjach komérkowych. Natomiast w komodrkach DFAT
stwierdzono wyzszy poziom czynnikéw transkrypcyjnych oraz wyzsza ekspresje genu
zwigzanego z procesem réznicowania ektodermalnego, sugerujgcych wieksza
plastyczno$¢ z mozliwoscig réznicowania neuralnego (podrozdziat 4.3). Cechy te
zostaty potwierdzone w badaniach immunocytochemicznych komérek niezaleznie dla
obu frakcji wykorzystanych we wspéthodowli ze skrawkami hipokampa poddanymi
czasowemu pozbawieniu tlenu i glukozy. Doktorantka wskazuje, ze wzajemne
oddziatywanie miedzy komdrkami macierzystymi i tkanka jest zwigzane z
wtasciwosciami  wydzielniczymi obu komponentéw. W opisanym modelu
eksperymentalnym zauwazono réwniez wtasciwosci neuroprotekcyjne komérek obu




badanych frakcji, na podstawie znaczaco nizszego odsetka komdrek martwych w
rejonie CA1l hipokampa w poréwnaniu z kontrolg. Badania szczegotowe wykazaty
réznice miedzy ASC i DFAT w odniesieniu do wydzielanych cytokin, czynnikéw
neurotroficznych (podrozdziat 4.4). Uzyskane wyniki zostaty bardzo szczegotowo i
przejrzyscie przedstawione w publikacji Il ,Neurogenic and Neuroprotective Potential
of Stem/Stromal Cells Derived from Adipose Tissue” (2021). Bogata dokumentacja
fotograficzna, wykresy, zbiorcze tabele oraz schematy ilustrujgce procesy
eksperymentalne uzupetniajg znaczgco wartoéé¢ pracy. Autorzy podkredlili, ze do tej
pory nie byty publikowane wyniki analiz poréwnawczych wtasciwosci neurogennych i
neuroprotekcyjnych komérek ASC i DFAT, a prezentowana praca jest w tym aspekcie
innowacyjna. Bibliografia obejmuje 69 pozycji aktualnego pi$miennictwa.

W podrozdziale 4.5 Autorka uzasadnia celowoé¢ wykorzystania komorek
macierzystych w chorobach o podtozu autoimmunologicznym w oparciu o wyniki
prowadzonych wczesniej badar, wskazujgcych na wtasciwosci immunomodulujgce i

hamujace proces zapalny komérek.

Kolejne etapy pracy doktorskiej dotyczyty zastosowania komérek macierzystych w
praktyce klinicznej w wybranych trzech schorzeniach uktadu nerwowego: lekoopornej
padaczce ogniskowej o podfozu autoimmunologicznym, stwardnieniu zanikowym
bocznym oraz uszkodzeniu nerwéw obwodowych.

W publikacji Ill ,Intrathecal Infusion of Autologous Adipose-Derived Regenerative
Cells in Autoimmune Refractory Epilepsy: Evaluation of Safety and Efficacy” (2020),
Autorka omawia efekty kliniczne obserwowane u 6 pacjentéw z rozpoznang padaczka
lekooporng o potwierdzonym podtozu autoimmunologicznym, u ktorych po
nieskutecznej terapii farmakologicznej podjeto probe zastosowania komérek
macierzystych. Byty one podawane dokanatowo. Uzyskano pozytywny efekt w zakresie
poprawy funkcji poznawczych u wszystkich pacjentéw, natomiast zmniejszenie
czgstosci napadéw, co byto gtéwnym celem terapii, uzyskano tylko w jednym
przypadku w postaci catkowitego ich ustapienia. Byt to jednak przypadek szczegdiny w
tej grupie ze wzgledu na wczesniej zastosowane intensywne leczenie
immunosupresyjne. W tym miejscu nasuwa sie pytanie, w jakim czasie przed terapia
komérkowa prowadzono leczenie immunosupresyijne, i w jakim stopniu wptyneto ono
na efekt koricowy; czy moina sugerowaé przediuzajacy sie efekt dziatania
immunosupresji, widoczny dopiero po podaniu dodatkowo komérek macierzystych.
Autorka podejmuje prébe wyjasnienia potencjalnych mechanizméw takiego efektu. Z
pewnoscig wigcej pozostaje pytar niz jednoznacznych odpowiedzi w tym zakresie. U
kolejnych trzech pacjentéw z badanej grupy uzyskano czeiciowa poprawe w zakresie
czgstosci napadoéw, z podkresleniem okredlert ,tagodne i okresowe”, natomiast w
dwdch przypadkach nie byto Zzadnego efektu klinicznego w odniesieniu do napadoéw.
Mata grupa pacjentéw nie pozwala oczywiscie na wyciagniecie jednoznacznych
wnioskow. Nasuwa sie pytanie, czy planowane sa kolejne préby kliniczne dotyczace tej
grupy chorych?



Druga grupg pacjentdw poddanych terapii komdérkami macierzystymi stanowili 4
chorzy z rozpoznanym stwardnieniem zanikowym bocznym. Autorka przyjeta
zatozenie, ze oczekiwane efekty miatyby by¢ wynikiem wiasciwosci wydzielniczych, w
zakresie czynnikow przeciwzapalnych, troficznych, regeneracyjnych (dwéch
pacjentow, podanie dokanatowe) oraz potencjatu do réznicowania neuronalnego z
nadzieja na zastapienie uszkodzonych komoérek nerwowych (dwéch pacjentéw,
podanie dordzeniowe). Zauwazalne efekty kliniczne dotyczyly zmniejszenia napiecia
migsni, co powodowato mniejsze problemy z poruszaniem sie, a takze mniej nasilone
uczucie meczliwosci; u jednego chorego obserwowano ponadto zwiekszenie zakresu
ruchu ramion i poprawe mowy. Efekty byty widoczne tylko po podaniu dordzeniowym
komérek. Autorka podjeta prébe wyjasnienia mechanizmu dziatania komaérek ADRC w
ALS oraz, na podstawie oceny stezenia wybranych cytokin w ptynie mdzgowo-
rdzeniowym, okreslenia czasu przezycia komérek macierzystych. Metodyka badan,
kolejne etapy eksperymentu oraz szczegétowe wyniki zostaty przedstawione w
publikacji IV , Intraspinal Transplantation of the Adipose Tissue-Derived Regenerative
Cells in Amyotrophic Lateral Sclerosis in Accordance with the Current Experts’
Recommendtaions”Choosing Optimal Monitoring Tools” (2018). Ze wzgledu na
bardzo ograniczong liczebnos¢ grupy badanej, uzyskane wyniki moga by¢ jedynie
wstepem do dalszych badan. Podkreslone aspekty zwigzane z bezpieczerstwem, dobra
tolerancjg zastosowanej metody, moga budzi¢ nadzieje i uzasadnia¢ prowadzenie
dalszych badar u chorych z tg nieuleczalng, postepujaca choroba neurodegeneracyjng.
Podkreslany przez Autorke wydtuzony okres przeiycia u pacjentéw objetych
eksperymentem wymaga, jak sie wydaje, ostroznoéci w sformutowaniu wniosku o
dziataniu komérek ADRC w tym zakresie. Moze warto w tym miejscu dodaé dane z
literatury dotyczace liczby pacjentéw z dtuzszym okresem przezycia po rozpoznaniu
choroby. Prace uzupetnia bibliografia obejmujgca 60 aktualnych pozycji literatury
przedmiotu.

Wrtasciwosci regeneracyjne ADSC zostaty wykorzystane réwniez w kolejnym modelu
eksperymentalnym u 3 pacjentdw, w ramach innowacyjnej terapii wspomagajacej
uszkodzonych w nastepstwie urazu nerwéw obwodowych, po nieskutecznym
odtworzeniu  ciggtosci nerwdw posrodkowego i tokciowego. Komérki
zrgbowe/macierzyste byly podawane mikroiniekcyjnie wzdtuz peczkéw i wokét
przylegajacych tkanek. Uzyskano stopniowg poprawe czuciows i funkcjonalng u tych
chorych. Wyniki ukazaty sie w publikacji V ,,Secondary release of the peripheral nerve

—with autologous fat derivates benefits for functional and sensory recovery” (2021).

Cykl szczegétowo zaplanowanych i przeprowadzonych badan eksperymentalnych,
podsumowuje praca przegladowa VI ,Critical factors responsible for the therapeutic
effect of mesenchymal stem/stromal cells in central nervous system disorders”
(2022). Doktorantka i wspdtautorzy przedstawili w niej przeglad danych z literatury,
dotyczacych poszczegdlnych aspektéw zwigzanych z bezpieczeristwem stosowania
terapii komoérkowej oraz rozpoznanych ograniczen dotyczacych mozliwosci



wykorzystania tej metody w praktyce klinicznej. Oméwiono szczegétowo szereg
elementéw, takich jak metody izolacji, heterogennos¢ frakcji komérkowych, metody
hodowli/namnazania, droga podania, powtarzalno$¢ kolejnych aplikacji, mogacych
mie¢ wptyw na skutecznos$¢ efektow oraz potencjalne ryzyko objawéw niepozadanych
zastosowanej terapii. Na tle opublikowanych danych z badan miedzynarodowych,
Autorka umiescita skrétowo wyniki przeprowadzonych badar wtasnych bedacych
przedmiotem recenzowanej pracy. W podsumowaniu po raz kolejny zwrécono uwage
na koniecznos¢ ostroznego formutowania wnioskéw dotyczacych skutecznosci i
bezpieczeristwa stosowania roznych frakcji komoérek macierzystych w praktyce
klinicznej oraz podkreslono, ze obecnie podstawowe cechy MSC, wptywajace na efekty
ich dziatania w okreslonych chorobach s3 zwigzane ze stymulacjg procesow
regeneracji, gtdwnie w nastepstwie dziatania aktywnie wydzielanych czynnikéw z
grupy cytokin, czynnikéw wzrostu i szeregu innych. Mechanizm dziatania MSC, ktory
nie budzi watpliwosci, jest zwigzany z wtasciwoéciami adjuwantowymi. Pozostate
mechanizmy wcigz wymagaja dalszych badar.

WNIOSKI - w rozdziale uwzgledniono syntetycznie ujete wnioski, odpowiadajgce
postawionym we wstepie celom. Wyniki przeprowadzonych badan pozwolity na
sformutowanie pieciu zasadniczych wnioskow:

1. Fizjologiczne (5%) stezenie tlenu w hodowli komérek mezenchymalnych
izolowanych z tkanki ttuszczowej warunkuje ich efektywne namnazanie w
warunkach in vitro oraz utrzymanie w hodowli cech mtodych fenotypowo
komorek;

2. Analizowane frakcje komérek (ASC i DFAT) posiadajg mezenchymalne i
multipotencjalne wtasciwosci, oraz spetniaja kryteria umozliwiajace ich
zastosowanie w praktyce klinicznej;

3. Obie frakcje komérek (ASC i DFAT) wykazuja potencjat terapeutyczny w oparciu
o wtasciwosci neuroprotekcyjne i repopulacyjne;

4. Mechanizmy odpowiedzialne za terapeutyczny potencjat DFAT i
ASC/ADSC/ADRC s3 zwigzane z immunomodulacyjnymi/regeneracyjnymi
wiasciwosciami wydzielanych czynnikéw: wzrostowych (BDNF, EGF, FGF),
przeciwzapalnych (TNF-alfa, IL-1beta, i INF-gamma) i
wzrostowych/remodelujacych (bFGF, MMP-9);

5. Zastosowanie ADSC/ADRC w wybranych chorobach neurologicznych i
pourazowym uszkodzeniu nerwéw obwodowych jest bezpieczne i wymiernie
skuteczne;

5. BIBLIOGRAFIA - opracowanie jest uzupetnione o liste 54 pozycji aktualnej literatury
przedmiotu, obejmujaca prace publikowane w czasopismach z listy filadelfijskiej. Ma
przejrzysty uktad, w kolejnosci alfabetycznej. Zwracajg uwage pewne niescistosci, ktore
zostaty juz wczesniej wypunktowane podczas omawiania rozdziatéw WSTEP i



PODSUMOWANIE NAJWAZNIEJSZYCH WYNIKOW. Ponadto w zestawieniu publikacji sg
umieszczone prace: Sarnowska A i wsp. z 2009 oraz Yamashita i wsp. z 2021r, ktérych
nie uwzgledniono w tekscie rozprawy.

6. KOPIE PUBLIKACNI - w rozdziale dotgczono kopie szeéciu publikacji bedacych
przedmiotem recenzowanej pracy doktorskiej. W publikacji trzeciej, omytkowo
wklejono dodatkowo strony 4-5 przed stronami 2-3, co chwilowo mogto utrudnié
ptynne czytanie pracy. Publikacje sktadajace sie na przedstawiony cykl, sa bardzo
dobrze i starannie przygotowane, zawierajg przejrzystg, wtasciwie dobrang do
prezentowania okredlonego typu wynikéw dokumentacje graficzng, w tym
dokumentacje fotograficzng, szereg schematéw, wykreséw, tabel zZnaczgco
podnoszacych warto$¢ przedstawionych prac. Caty materiat graficzny zostat
wyczerpujaco opisany, a wigkszos¢ wynikdw zostata dokfadnie przeanalizowana
statystycznie.

7. OSWIADCZENIA - w rozdziale umieszczono os$wiadczenia wspoétautorow
publikowanych prac ze szczegétowym okresleniem zakresu wktadu indywidualnego w
ich powstanie oraz wyrazeniem zgody na wykorzystanie w przewodzie doktorskim mgr
Anny Sylwii Figiel-Dabrowskiej. Umieszczono takze zakres udziatu klinicystow zwigzany
z opieka, przeprowadzaniem procedur oraz analizg badar diagnostycznych u
pacjentéw uczestniczacych w eksperymentach.

We wszystkich publikacjach, sktadajacych sie na cykl bedacy podstawa rozprawy, Doktorantka,
zgodnie z zamieszczonymi o$wiadczeniami, miata znaczacy udziat w ich tworzeniu, na kazdym
etapie badan doswiadczalnych i klinicznych. Wskazuje to na bardzo duzg wiedze Doktorantki i
zainteresowanie tematem, swiadczy o zaangazowaniu i samodzielnoéci Autorki, ale rowniez
umiejgtnosci wspoétpracy zespotowej. Wszystkie prezentowane prace powstaty dzieki
zaangazowaniu wielu specjalistéw, naukowcéw bedacych wspétautorami publikacji. W tym
miejscu warto zwrdci¢ uwage, ze Doktorantka jest wspétautorka tacznie 11 prac naukowych
opublikowanych w renomowanych czasopismach, o tacznym IF 50,494, MEN 930, wielokrotnie
cytowanych.

PODSUMOWANIE

Uktad rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Sylwii Figiel — Dabrowskiej jest zgodny z normami
przyjetymi dla tego typu opracowar, a na podkreélenie zastuguje bardzo duza syntetycznosg,
systematycznos¢ wynikajace z wiasciwie przyjetej koncepcji przygotowania rozprawy.
Przejrzysty sposéb ujecia wynikéw przeprowadzonych badan eksperymentalnych wskazuje na
zasadnc;s'(: i konsekwencje w zaplanowaniu i realizacji kolejnych etapéw prac badawczych.
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest kompleksowym opracowaniem, ktérego
niewatpliwym osiagnigciem jest bardzo aktualny, wainy w codziennej praktyce klinicznej
temat pracy, z ktorego wynikaty zatozone cele, gtéwny i uzupetniajgce. Uzyskane wyniki



pozwolity na sformutowanie odpowiadajacych celom wnioskéw. Moga one i powinny by¢
wstgpem do kontynuowania pracy w oparciu o zastosowanie komoérek macierzystych w
kolejnych grupach pacjentéw. Wysoka jakos¢ opublikowanych prac bedacych podstawa
rozprawy doktorskiej wskazuje, ze Doktorantka doskonale opanowata techniki
mikrobiologiczne, biochemiczne, molekularne i inne, ktérych zastosowanie pozwolito na petne
wywigzanie sig z zadan, jakie zostaty postawione w celach pracy.

Recenzowana praca napisana zostata w sposéb wskazujacy na duzg wiedze teoretyczng i
praktyczng, dazenie do rozwigzywania probleméw, umiejetno$é interpretacji wynikéw, ich
syntetycznego przedstawienia oraz wnikliwg, tworcza dyskusje. Doktorantka wykazuje
rozsadny dystans do uzyskanych pozytywnych wynikéw przeprowadzonych badan.
Postawione cele i hipotezy badawcze byly konsekwentnie realizowane w podjetych
eksperymentach badawczych. Dobdr literatury jest odpowiedni, powigzany z tematyka pracy
i Swiadczy o bardzo dobrej orientacji Doktorantki w badanej tematyce i umiejetnosci
korzystania ze Zrédet literaturowych. Doktorantka potrafi krytycznie analizowa¢ i umiejetnie
interpretowac wyniki wykonanych eksperymentéw, przeprowadzié dyskusje w oparciu o dane
z cytowanego pismiennictwa oraz poprawnie formutowaé wnioski.

Przy lekturze rozprawy doktorskiej nasuwaja sie tez pewne uwagi i pytania:

1S Wykazano, ze istnieje konieczno$¢ kolejnych podari komérek w celu utrzymania efektu
terapeutycznego w odstepie czasowym nie dtuzszym niz 3 miesigce — czy w zwigzku z tym
bytoby uzasadnione kontynuowanie terapii komdrkami macierzystymi w takim schemacie
przez dtuzszy? Jak dtugi czas? Na ile efekt osiggniety po 3 podaniach mozna uznaé za
wystarczajacy, utrwalony?

2 Warto bytoby uzupetni¢ informacje dotyczace préb zastosowania komdrek
macierzystych w innych jednostkach klinicznych, z uwzglednieniem publikowanych wynikéw.
W jakim zakresie klinicznym podejmowano préby zastosowania komérek macierzystych. Jakie
inne grupy pacjentéw mogtyby by¢ brane pod uwage w celu zastosowania terapii komérkami
macierzystymi.

3. W rozdziale BIBLIOGRAFIA uwzglednione publikacje s zebrane w kolejnosci
alfabetycznej nazwiska pierwszego autora; wydaje sie, ze dodatkowo numeracja pozycji
literatury utatwitaby z nich korzystanie.

4. Drobne uwagi w postaci krotkich komentarzy/sugestii/pytari zostaty zawarte
bezposrednio w omdwieniu rozprawy.

Powyzsze uwagi, maja charakter marginalny i nie umniejszajg zupetnie wartosci rozprawy.
Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Anny Sylwii Figiel — Dabrowskiej
wskazuje na posiadanie przez Autorke szczegétowej wiedzy teoretycznej w wybranej
dyscyplinie naukowej, potwierdza umiejetnoéé¢ i przygotowanie Doktorantki do dalszej
samodzielnej pracy naukowe;j.
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OCENA KONCOWA

Uwazam, ze recenzowana praca Pani mgr Anny Sylwii Figiel — Dabrowskiej
»Przedtransplantacyjna optymalizacja funkcji mezenchymalnych komérek macierzystych
pochodzacych z tkanki ttuszczowej w celu zwigkszenia ich potencjatu regeneracyjnego”,
spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim, zgodnie z obowigzujgcg ustawa z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. z 2016r., poz 882, 1311, z 2017r. poz. 859).

Zwracam sig do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa
Mossakowskiego PAN w Warszawie z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Anny Sylwii Figiel -
Dabrowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, bioragc pod uwage bardzo wysoki poziom recenzowane]j rozprawy, wartosé
naukowa przeprowadzonych badari oraz dorobek naukowy Autorki wnioskuje do Rady
Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego
PAN w Warszawie o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Anny Sylwii Figiel - Dgbrowskiej
stosowng nagroda.

dr n.med. Ewa Nagans

il
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