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Prof. dr hab. Aleksandra Klimczak
Kierownik Samodzielnego Laboratorium
Biologii Komorek Macierzystych i Nowotworowych

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Wioletty Lech na stopien naukowy doktora nauk
medycznych w dyscyplinie: biologia medyczna

Tytul rozprawy: Ocena wlasciwosci neuroprotekeyjnych i regeneracyjnych komérek WJ-
MSC w warunkach kontrolnych i modelach uszkodzenia OUN in vitro, ex vivo i in vivo

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Wioletty Lech zostala wykonana pod
kierunkiem Pani prof. dr hab. n med. Leonory Buzanskiej w Zaktadzie Bioinzynierii Komorek
Macierzystych Instytutu Medycyny Do$wiadczalnej 1 Klinicznej im. Mirostawa
Mossakowskiego PAN w Warszawie. Promotorem pomocniczym niniejszej rozprawy jest Pani
dr n. med. Marzena Zychowicz.

Jest to obszerne opracowanie napisane w jezyku polskim, zawarte na 201 stronach
maszynopisu, bogato ilustrowane, zawierajgce 39 rycin stanowigcych wykresy, fotografie lub
schematy oraz 6 tabel utatwiajacych analiz¢ uzyskanych wynikow. Rozprawa posiada uktad
typowy dla prac doktorskich tj. Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wprowadzajacy w
temat rozprawy Wstep, jasno sformulowane Hipoteza badawcza i Cele pracy, opisy
stosowanych Materiatlow i Metod, Wyniki, Dyskusje, Wnioski oraz bogata Bibliografig.
Obszerny wykaz stosowanych skrotow znakomicie utatwia recenzjg pracy.

Terapie komorkowe w badaniach eksperymentalnych w obszarze medycyny regeneracyjnej to
dynamicznie rozwijajaca si¢ gataz medycyny i stanowia nadzieje na regeneracj¢ uszkodzonych
tkanek, w tym osrodkowego ukladu nerwowego (OUN), dla ktorych obecnie nie ma
skutecznego sposobu leczenia. Efektywnos¢ terapii komoérkowej w leczeniu choréb OUN
zalezy od biologicznych wlasciwosci stosowanych komorek, sposobu podania, a postep w
rozwoju badan nad potencjalem terapeutycznym mezenchymalnych komérek macierzystych
(MSC) niesie nadziej¢ na opracowanie skutecznej terapii.

Zakladajac, ze potencjal terapeutyczny przygotowanych in vitro MSC zalezy od warunkéw
mikrosrodowiska, = Doktorantka podjgla sie¢ oceny potencjalu  terapeutycznego
mezenchymalnych komorek macierzystych izolowanych z galarety Whartona (WJ-MSC), w
warunkach biomimetycznych wlasciwych dla tkanki nerwowej OUN, poprzez dobor
odpowiedniej struktury skafoldow hydrozelowych 3D utworzonych z biatek ludzkiego osocza
oraz obnizenie poziomu tlenu do ..fizjologicznej normoksji” 5% Oz. Modelem badawczym
uszkodzenia OUN byl udar niedokrwienny moézgu w modelu szczurzym.
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W tym celu przeprowadzone zostaly badania w réznych warunkach przestrzennych i tlenowych
w ukladzie in vitro, ex vivo i in vivo. W badaniach in vitro grupy eksperymentalne stanowity
komorki WJ-MSC hodowane w réznych warunkach tlenowych (21% Oz lub 5% O2) i
przestrzennych 2D lub 3D z wykorzystaniem hydrozelowych skafoldow — z lizatu ptytkowego
(LP) oraz fibrynogenu (FB). W badaniach ex vivo grupy eksperymentalne stanowily
organotypowe skrawki hipokampa szczura uszkodzone w wyniku czasowego niedoboru tlenu i
glukozy (OGD), a nastepnie hodowane z komorkami WJ-MSC. W badaniach in vivo grupy
eksperymentalne stanowily szczury poddane uszkodzeniu moézgu indukowanym ouabaing
(OUA), ktorym do miejsca uszkodzenia podano komérki WI-MSC z hodowli 2D lub 3D
prowadzonej w réznych warunkach tlenowych (21% O; lub 5% O3) lub sél fizjologiczng albo
pusty skafold jako kontrole.

Czgs¢ doswiadczalng rozprawy poprzedza obszerny Wstep literaturowy, w ktorym
Doktorantka w przedstawila mechanizmy powstawania udaru niedokrwiennego mozgu
zwigzane z aktywnoscig komorek glejowych i komorek uktadu odpornosciowego, ktore biorg
udzial w zlozonych procesach zmian patofizjologicznych prowadzacych do niewydolnosci
bioenergetycznej komorek, dysfunkeji bariery krew-moézg, uszkodzenia mikrokrgzenia,
rozwoju stanu zapalnego i w konsekwencji do martwicy lub apoptozy neurondéw, komorek
glejowych i komorek srodbtonka naczyn. Ponadto, szczegolng uwage Doktorantka poswiecita
biologicznym witasciwosciom mezenchymalnych komoérek macierzystych izolowanych z
galarety Whartona (WJ-MSC) i znaczeniu niszy komoérkowej w procesach rozwojowych i
aktywnosci biologicznej komorek MSC.

We Wstepie znalazly sie uchybienia redakcyjne, ktoére nie umniejszajg wartosci pracy a
przedstawiam je z obowigzku recenzenta:

. Opis ze strony 38 ,,Zastosowanie terapeutyczne MSC pozyskiwanych z dorostych
tkanek, wiaze si¢ jednak z inwazyjng i_bolesng procedura izolacji oraz ryzykiem infekcji”.
Procedura izolacji komoérek odbywa sig in vifro i1 nie jest bolesna, raczej procedura pobrania
tkanek do izolacji moze by¢ bolesna, powyzsze zdanie nalezy odpowiednio przeredagowac.

. W pracy czesto pojawia si¢ potoczne wyrazenie ,przeszczep komorek™ czy
wprzeszezep WJ-MSC” jako nazwa procedury podania komorek, tymezasem poprawna nazwa
procedury to ,,przeszczepienie komorek™. ,,Przeszczep” to materiat przeszczepiany.

. W spisie literatury brak danych bibliograficznych prac cytowanych we wstepie:
Bozdag i wsp., 2018 na stronie 36, Johnson i wsp., 2017 cytowanej na stronie 37, Chu i wsp.,
2020 str. 37, Murphy i wsp., 2013 str. 38, Dabrowska i wsp., 2018 str. 38, Marino i wsp., 2019
str. 40, Sargeant i wsp., 2012 str. 44,

. Wyrazenia: ,.ilos¢ komoérek™ nalezy zamieni¢ na ,liczbe komorek™ (réwniez w
pozostatych czesciach pracy).

Hipoteza badawcza zostala jasno sformulowana i wynika z przedstawionych we Wstepie
zagadnien dotyczacych potencjalu terapeutycznego komoérek WI-MSC zaleznych od
mikrosrodowiska in vitro, w ktérym przygotowane zostang komorki do zastosowania w
leczeniu uszkodzen tkanki osrodkowego uktadu nerwowego. Hipoteza badawcza zostala
zweryfikowana w eksperymentach ,,proof of concept” ex vivo z wykorzystaniem hodowli

B¢ BN
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organotypowej uszkodzonych hipokampdéw szczura oraz in vivo po przeszezepieniu WJ-MSC
do moézgu szczura w eksperymentalnym modelu udaru niedokrwiennego.

Rozdzial Material i rozdzial Metody zawieraja szczegolowe informacje dotyczace
przeprowadzonych procedur niezbednych do wykonania zadan badawczych. Pobranie
materialu  klinicznego w  postaci sznura pepowinowego do izolacji  komorek
macierzystych/stromalnych zostalo zaakceptowane przez Komisje Bioetyczna przy
Warszawskim Uniwersytecie Medycznym. Badania ex vivo i in vivo uzyskaly akceptacje
odpowiednich Lokalnych Komisji Etycznych ds. Do$wiadczen na Zwierzetach.

Lista opisanych procedur i badan jest szczegolowa i wraz z przedstawionymi wynikami nie
pozostawia watpliwosci, ze Doktorantka znakomicie opanowala warsztat badawczy w zakresie
niezbednym do oceny wynikéw badan majacych na celu udowodnienie hipotezy badawczej
niniejszej rozprawy doktorskiej.

Doktorantka przejrzyscie opisala metodologie poszczegdlnych etapdéw pracy doswiadczalnej
dotyczacych badan: (1) in vifro majacych na celu charakterystyke WJ-MSC hodowanych w
roznych warunkach przestrzennych mikrosrodowiska 2D i 3D na hydrozelowych skafoldach
oraz poziomu tlenu atmosferycznego 21% O: i fizjologicznej normoksji 5% Oa, (2) ex vivo
poprzez ocen¢ dzialania neuroprotekcyjnego komoérek WI-MSC na komérki osrodkowego
uktadu nerwowego szczura w warunkach przestrzennych skrawkow organotypowych
hipokampa szczura uszkodzonych w modelu ischemicznym wywolanym czasowym
pozbawieniem tlenu i glukozy. (3) in vivo poprzez ocene potencjatu terapeutycznego WJ-MSC
po podaniu do uszkodzonego ouabaing mézgu szczura.

Dodatkowym atutem pracy jest bogata ilustracja przeprowadzonych procedur
eksperymentalnych w postaci schematdéw co znakomicie utatwia ocene wykonanych czynnosci.
W opisie metod nasuwa si¢ kilka pytan:

. W opisie modelu badawczego ex vivo podano, ze wspéthodowle organotypows
skrawkow hipokampa szczura z komoérkami WJ-MSC rozpoczeto bezposrednio po zakonczeniu
procedury czasowego pozbawienia tlenu i glukozy (Ryc. 16). Jakie byly przestanki aby w
eksperymencie in vivo komoérki WJ-MSC zostaly podane po 48 godzinach od momentu
wywolania uszkodzenia indukowanego ouabaing (Ryc. 17)?

. Dotychczasowe badania MSC dokumentujg, ze biologiczna aktywno$é MSC jest
najbardziej efektywna we wczesnych pasazach i moze by¢ zalezna osobniczo. Komérki WJ-
MSC do badan in vivo pochodzily z pasazu 3-5 (str. 78). Czy WJ-MSC uzyte do hodowli
trojwymiarowych i do badan ex vivo wspéthodowli ze skrawkami hipokampa szczura
pochodzity z tych samych pasazy? Czy WJ-MSC uzyte do badan in vivo pochodzity z tej samej
izolacji co komorki do badan in vitro i ex vivo? Ile izolacji WI-MSC zostalo wykonanych?

Wyniki. W rozdziale Wyniki Autorka szeroko i starannie udokumentowala wyniki badan
dotyczace efektywnosci potencjalu terapeutycznego WI-MSC w réznych warunkach
mikrosrodowiska. Analize ulatwiaja liczne wykresy i ryciny, ktére znakomicie ilustrujg
uzyskane wyniki.

W_badaniach in vitro wyznacznikiem byly: zywotnosé¢; proliferacja; zdolno$é do migracji;
zdolnos$¢ do réznicowania w kierunku neuralnym; ekspresja czynnikow bioaktywnych i cytokin
prozapalnych; zmiany w profilu ekspresji wybranych genéw w odpowiedzi na stymulacje
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czynnikami prozapalnymi. Autorka udokumentowata, ze komoérki WJ-MSC wykazuja liniowe
tempo wzrostu w warunkach 2D oraz 3D, ktéry byl istotnie szybszy w warunkach
fizjologiczne] normoksji (5% 0O2) w poréwnaniu do 21% O2. W hodowlach 3D ekspresja
badanych czynnikéw bioaktywnych (BDNF, GDNF, VEGF-A, TGF-B1. IL-6, IL-1B) na
poziomie mRNA ulegla znaczacemu zwigkszeniu juz po 24 godz. i efekt ten utrzymywat si¢ w
trakcie kilkudniowej hodowli in vitro, zar6wno w warunkach 21% jak i 5% st¢zenia tlenu w
odniesieniu do hodowli 2D.

W komoérkach WJ-MSC hodowanych w skafoldach LP i FB zaobserwowano zwigkszong
ekspresj¢ markerow neuralnych (nestyny, B-Tubuliny III, NF-200 i GFAP) na poziomie mRNA
oraz bialka. Poziom stezenia tlenu wplywal na kierunek roznicowania neuralnego WI-MSC:
przy stezeniu tlenu na poziomie 21% zaobserwowano tendencje do zwigkszonego roznicowania
w kierunku glejowym (znaczacy wzrost ekspresji GFAP). Fizjologiczna normoksja (5% O2)
sprzyjala zwigkszonej ekspresji markera neuralnych komoérek macierzystych — nestyny oraz
markera réznicowania w kierunku neuronéw NF-200.

Stymulacja komoérek WI-MSC in vitro czynnikami prozapalnymi (TNFa + IFNy) zaréwno w
warunkach 2D jak i 3D wywotala znaczacy wzrost ekspresji markeréw stanu zapalnego: IDO-1
oraz TSG-6, oraz wzrost ekspresji zaro6wno czynnikoéw troficznych (BDNF, GDNF, VEGF-A,
TGF-B1) jak i1 cytokin prozapalnych (IL-6 oraz IL-1B), przy czym warunki 3D istotnie
zwigkszaly ekspresje wszystkich badanych czynnikéw bioaktywnych.

W badaniach ex vivo wyznacznikiem efektywnosci potencjatu terapeutycznego WI-MSC byly:
neuroprotekcja uszkodzonych w wyniku czasowego niedoboru tlenu i glukozy skrawkow
hipokampa szczura; zmiany w ekspresji badanych markeréw (wyznacznikéw roéznicowania i
zdolnosci parakrynnych) po wspdéthodowli z uszkodzong tkankg nerwowa. Komorki WJ-MSC
hodowane w hydrozelowych skafoldach, zarbwno w warunkach 21% jak i 5% stezenia tlenu,
wykazaly silne dzialanie ochronne wzglgdem uszkodzonych skrawkéw organotypowych
hipokampa szczura. Najsilniejsze dzialanie ochronne wykazaty komoérki hodowane w
skafoldach z fibrynogenu w obecnosci 5% tlenu.

Ponadto, komoérki WJ-MSC w warunkach 3D (skafoldy LP i FB), po wspdthodowli z
uszkodzonymi skrawkami hipokampa, wykazywaly istotny wzrost ekspresji czynnikow
troficznych (GDNF, VEGF-A) oraz spadek ekspresji cytokin prozapalnych (IL-1PB), przy
jednoczesnym wzroscie ekspresji cytokin przeciwzapalnych tj. TGF-p.

Proszg¢ o odniesienie si¢ do ponizszych pytan/komentarzy dotyczacych badan in vitro i ex vivo:
. Analizg ekspresji czynnikéw troficznych i cytokin: BDNF, GDNF, VEGF-A, TGF-
B1, IL-6, IL-1B na poziomie mRNA zostala przeprowadzona w komérkach WI-MSC
hodowanych in vitro w warunkach 2D lub 3D oraz w warunkach obecnosci tlenu 21% O; lub
5% 0. Dlaczego analiza odpowiedzi komérek WI-MSC na stymulacje czynnikami
prozapalnymi (TNFa 5 ng/ml + IFNy 5 ng/ml) w warunkach 3D zostata przeprowadzona tylko
w warunkach ,,fizjologicznej normoksji” 5% 0,?

. Pytanie to poprzedza kolejne badania przeprowadzone ex vivo gdzie zastosowano
eksperymentalny model ischemicznego uszkodzenia skrawkow hipokampa szczura poprzez
przeprowadzenie procedury czasowego pozbawienia tlenu i glukozy a komérki WJ-MSC byly
uzyte we wspothodowli ze skrawkami hipokampa jako Zrédlo czynnikéw bioaktywnych o
dzialaniu neuroprotekcyjnym w warunkach hodowli 21% Oz lub 5% 0. Zaobserwowano, ze
komoérki WI-MSC hodowane w hydrozelowych skafoldach zaréwno w warunkach 21% jak i
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5% stezenia tlenu wykazujg silne dzialanie ochronne wobec uszkodzonych skrawkow
hipokampa szczura. Ocena ekspresji mRNA dla badanych czynnikow bioaktywnych wykazala,
ze w przypadku hodowli komoérek WI-MSC eksponowanych na dzialanie czynnikow
wydzielanych przez uszkodzong tkanke nerwowa, w warunkach 21% O odnotowano wyzszy
poziom ekspresji GDNF i VEGF-A niz w warunkach fizjologicznej normoksji 5% O2 (Ryc.
30). GDNF sprzyja przezyciu i regeneracji dojrzalych neurondéw, natomiast VEGF, ktory
zaangazowany jest w roznych etapach neurorozwoju, przede wszystkim stymuluje procesy
angiogenezy co ma istotne znaczenie dla prawidlowego unaczynienia tkanek. Stad istotnym
pytaniem jest jaki efekt ma zosta¢ osiaggnigty: jezeli ma to byé dziatanie proregeneracyjne to
korzystniejsze dla hodowli WJ-MSC sg warunki tlenu atmosferycznego 21%. natomiast
dzialanie przeciwzapalne zwiazane ze zwigckszong ekspresja TGF-Bl korzystniej bedzie
osiagna¢ w warunkach prekondycjonowania WJ-MSC w normoksji fizjologicznej 5% Oa.
Zatem, prosze o komentarz ktéry model prekondycjonowania moze by¢ rozwazany do
przygotowania komorek dla celow terapeutycznych?

W _badaniach in vivo efektywnos¢ potencjalu terapeutycznego WJ-MSC zostala oceniona
poprzez potwierdzenie obecnosci i przezycia przeszczepionych komorek oraz ekspresje
czynnikow troficznych i cytokin biorcy badana w tkance i w ptynie mézgowo-rdzeniowym.

W celu identyfikacji przeszczepionych komoérek WJ-MSC znakowanych nanoczasteczkami
tlenku zelaza (SPIO) zastosowano nowoczesng technologi¢ bioobrazowania z wykorzysatniem
rezonansu magnetycznego i wysokorozdzielczego skanu TurboRARE-T2. Sygnat generowany
przez komoérki WIJ-MSC znakowane nanoczasteczkami tlenku zelaza (SPIO) pozwolit na
wizualizacj¢ komorek po podaniu do miejsca uszkodzenia mozgu (prazkowie) wywotanego
ouabaing po 24 godz. od transplantacji i utrzymywat sie w czasie 21-dniowej obserwacji.
Zaobserwowano istotne zahamowanie uszkodzenia mézgu w nastgpstwie podania komorek
WI-MSC, przy czym, podanie komorek w skafoldach przyczynito si¢ do zmniejszenia
uszkodzenia moézgu w wigkszym stopniu niz w przypadku przeszczepienia komorek w soli
fizjologicznej. W nastgpstwie indukowanego iniekcja ouabainy uszkodzenia moézgu
zaobserwowano zwickszong ekspresje BDNF, GDNF, VEGF-A., TGF-B1, IL-6 oraz IL-1p.
Podanie komoérek WIJ-MSC do uszkodzonego moézgu szczura spowodowalo wzrost ekspresji
szczurzych markeréw troficznych i cytokin na poziomie mRNA dla: BDNF, GDNF, VEGF-A,
TGF-B1 oraz spadek ekspresji IL-6 i1 IL-1Bp w poréwnaniu do poziomu ekspresji
obserwowanego w uszkodzonym prazkowiu, gdzie nie zostaly podane komorki. Najwyzszy
wzrost analizowanych gendéw zaobserwowano w przypadku podania komorek, ktére byly
hodowane w warunkach fizjologicznej normoksji, a nastepnie przeszczepione w skafoldach LP.
Analiza poziomu czynnikéw neurotroficznych i cytokin w plynie mozgowo-rdzeniowym
szczuroOw po przeszczepieniu komérek WI-MSC wykazala wzrost poziomu BDNF, GDNF,
TGF-B1 w poréwnaniu do poziomu obserwowanego po uszkodzeniu ogniskowym bez podania
komoérek WI-MSC . Wyzszy poziom badanych czynnikéw obserwowano po podaniu WJ-MSC
w skafoldach w poréwnaniu do komérek z hodowli 2D. Jednocze$nie, u szczurow po podaniu
komorek WI-MSC zaobserwowano zmniejszony poziom cytokin prozapalnych IL-6 oraz IL-18
w plynie moézgowo-rdzeniowym.
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Whioski wynikajgce z podsumowanych wynikéw stanowia wyczerpujacg odpowiedz na
postawione cele 1 zadania badawcze.

Dyskusja. Doglebna dyskusja $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci zagadnien dotyczacych
biologicznej aktywnosci WJ-MSC oraz potencjalnego wykorzystania ich bioaktywnosci w
postepowaniu terapeutycznym. Doktorantka w sposob krytyczny dokonata przejrzystej analizy
i interpretacji uzyskanych wynikéw na tle bogatego pismiennictwa w wigkszosci
opublikowanego w ostatnich latach.

Podsumowanie. Praca zostala starannie zredagowana z duza dbatoscia o strong graficzng,
jednak Doktorantka nie ustrzegla si¢ pewnych blgdow redakcyjnych czy stylistycznych.
Uchybienia redakcyjne, o ktorych wspomnialam w treéci recenzji, w zaden sposob nie
umniejszajg wartosci pracy a stanowia jedynie wskazowki dla Autorki przed opracowaniem
wynikow pracy do druku w specjalistycznym czasopismie.

W podsumowaniu chciatabym podkresli¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr
Wioletty Lech stanowi oryginalne i nowatorskie osiggniecie naukowe polegajace na wykazaniu
pozytywnego wplywu warunkéw biomimetycznych do ,,prekodycjonowania™ komorek WJ-
MSC w celu uzyskania pozgdanego potencjatu terapeutycznego.

Badania przedstawione w niniejszej rozprawie dowiodly, ze dzigki zastosowaniu okreslonych
warunkow biomimetycznych hodowli komoérek WI-MSC (stata fizjologiczna normoksja 5%
02, skafoldy hydrozelowe wykonane z bialek ludzkiego osocza), otrzymano komorki o
najkorzystniejszym  profilu  neuroprotekcyjnym i  przeciwzapalnym. Odpowiednie
przygotowanie in vitro komoérek MSC przed przeszczepieniem ma kluczowe znaczenie dla
opracowania nowych, skutecznych rozwigzan w medycynie regeneracyjnej. szczegllnie w
perspektywie poOZniejszego opracowania innowacyjnego produktu leczniczego terapii
zaawansowanej (ATMP, ang. Advanced Therapy Medicinal Product) w leczeniu choréb OUN
o niskim wskazniku sukcesu terapeutycznego, co stanowi wymiar spoteczny.

Z uwagi na wysoka wartos¢ poznawcza wynikow niniejszej rozprawy doktorskiej oraz
wyjatkowa staranno$¢ w opracowaniu wielowatkowego materialu badawczego wnosze o
wyrdznienie przedstawionej dysertacji doktorskiej stosowng nagroda.

Stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity:
Dz.U. z 2021 r. poz. 478 ze zmianami), stawiane rozprawom na stopien doktora, wnosze zatem
do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa
Mossakowskiego PAN w Warszawie o dopuszczenie mgr Wioletty Lech do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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