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Recenzja w przewodzie doktorskim Ewy Kruminis-Kaszkiel pt.:” Galareta Whartona —
zrédlo mezenchymalnych komérek macierzystych do réznicowania w kierunku

nerwowych komoérek macierzystych (NSC).”

Pod kierunkiem dr hab.n.med. Joanny Wojtkiewicz

Odkrycie mezenchymalnych komérek macierzystych wraz z ich potencjatem
roznicowania m.in. w kierunku neuralnym dato ogromne nadzieje chorym, zwlaszcza tym
cierpigcym na dotad nieuleczalne degeneracyjne i metaboliczne choroby uktadu nerwowego.
Wiele lat prac nad zastosowaniem tych komérek, w praktyce nie przyniosto jednoznacznych
odpowiedzi co do skutecznosci terapeutycznej, brakuje réwniez bezpiecznych, efektywnych
i w pelni powtarzalnych metod izolacji komérek i ich réznicowania. Komérki macierzyste
pochodzace z galarety Whartona w wielu publikacjach maja dobre parametry proliferacji,
stabilnosci fenotypowej w hodowli, niskiej immunogennosci, z tego powodu uwazane sa za
obiecujgce Zrédto mezenchymalnych komoérek macierzystych dla terapii komérkowej
allogenicznej. Ma to duze znaczenie, gdyz komorki pozyskiwane z tkanek pacjenta m.in.
szpiku kostnego w czgsci opublikowanych doniesien w tym np. w stwardnieniu rozsianym
czy stwardnieniu zanikowym bocznym charakteryzuja sie¢ gorszym potencjalem
proliferacyjnym i mniej korzystnym profilem immonoregulacyjnym i troficznym.

Przedstawiona rozprawa doktorska rozpoczyna sie od spisu treéci i wykazu skrotow
zastosowanych w rozprawie, po ktérych nastgpuje typowy uklad pracy obejmujgcy wstep,
cele, material 1 metody, wyniki, dyskusje, wnioski, streszczenia pracy w jezyku polskim
i angielskim, pismiennictwo. Praca liczy 101 stron; obejmuje 21 rycin i 17 tabel oraz 147
pozycji piSmiennictwa. Praca nie budzi wigkszych zastrzezefi pod wzgledem jezykowym,
autorka nie wusitrzegla sie drobnych bledéw ortograficznych, gramatycznych
i interpunkcyjnych, ktére jednak nie majg wplywu na rozumienie i przejrzysto$é formy pracy.




Wstep do pracy liczy 19 strom, na ktérych autorka w sposéb  wyczerpujacy
charakteryzuje mezenchymalne komérki macierzyste, w szczegblnosci te izolowane
z galarety Whartona. Duzy podrozdzial poswigcony jest metodom réznicowania
mezenchymalnych komérek macierzystych w kierunku neuralnych komérek macierzystych,
autorka opisuje metode posrednia i bezposrednia, wskazujgc na zalety tej drugiej, tym samym
uzasadniajgc wybdr tej metody w badaniach przeprowadzonych przez doktorantke,
Zamieszezone we wstepie ryciny dobrze ilustruja przedstawiane zagadnienia, a fabela nr 1
opisujgca przykladowe markery neuralnych komérek macierzystych i neuralnych komoérek
progenitorowych w sposéb systematyczny charakteryzuje fenotyp tych komoérek. Autorka nie
ustrzegla si¢ drobnych bledéw, rzadko zamiennie nazywajgc neuralne komérki macierzyste —
nerwowymi komérkami macierzystymi (str 27, 29), czy zbyt odwaznie opiniujge, ze komérki
pochodzenia plodowego sa: ... bardziej bezpiecznym i skutecznym narzedziem medycyny
regeneracyjnej w stosunku do MSC pochodzqcych z thanek doroshch” , jest to zbyt duze

uproszczenie (str. 21).

Hipoteza i cele pracy zostaly sformulowane w celu gléwnym i trzech celach
posrednich. Celem gléwnym pracy bylo opracowanie wydajnej, praktycznej i powtarzalnej
bezposredniej metody réznicowania ludzkich mezenchymalnych komoérek macierzystych
pochodzacych z galarety Whartona w kierunku komérek neuralnych w jednowarstwowej
hodowli przylegajacej. Cele pofrednie obejmowaly charakterystyke potencjalu
neurogenicznego mezenchymalnych komérek macierzystych poprzez ocen¢ ckspresji
markerdw réznicowania neuralnego na poziomie biatka i mRNA w komérkach

nieréznicowanych i wyréznicowanych.

Metodologia pracy zostala przedstawiona bardzo rzetelnie, w przejrzysty sposéb, co
nie budzi watpliwosci co do bezposredniego zaangazowania autorki w planowanie
i wykonanie eksperymentéw badawczych. Narzedzia badawcze zostaly dobrane
i zastosowane prawidlowo. Analizowano 10 hodowli ludzkich komérek macierzystych ze
sznuréw pepowinowych technikg eksplantéw tkankowych, komérki fenotypowano przy
pomocy cytometrii przeplywowej. Hodowle roznicujaca w kierunku komérek neuralnych
prowadzono w jednowarstwowej hodowli przylegajacej suplementujac bFGF, EGF, B27.
Komérki charakteryzowano przy pomocy cytometrii przeplywowej, immunocytochemii

i badajgc ckspresj¢ wybranych genéw reakcja PCR w czasie rzeczywistym.

Wyniki przedstawiono na 21stronach, w Spodrozdziatach, w formie opisowe;j oraz w 3
tabelach i 16 rycinach. W rozdziale 5 podsumowano wyniki i wnioski, wskazujae, ze komdrki




macierzyste izolowane ze sznura pepowinowego techniks eksplantéw tkankowych
odpowiadajg fenotypowi mezenchymalnych komérek macierzystych na poziomie ekspresji
bialek i mRNA. Komérki charakteryzowaly sie duzym potencjatem proliferacyjnym,
natomiast ekspresja nestyny i slaba ekspresja SOX2 wskazuje na ich wysoki potencijat
neurogenny. Do pelnej charakterystyki wyizolowanych komérek zgodnie z wytycznymi
Mig¢dzynarodowego Towarzystwa Terapii Komérkowej (ISCT) brakuje oceny potencjalu
roznicowania w  kierunku osteoblastéw, chondroblastéw i adipocytow. Otrzymane
W pierwszym etapie komérki poddano hodowli réznicujgce] jednowarstwowej uzyskujac
populacje neuralnych komérek macierzystych z wysoka ekspresja genéw nestyny, MAP2
i Ki67 oraz neuralnych komérek progenitorowych (SOX1 nestyna’). Réwnoczesnie niska
ckspresja na poziomie biatka S100B oraz niska koekspresia GFAP i S100B wskazujg, ze
komérki te nie majg fenotypu dojrzatych astrocytéw. Uzyskane przez autorke wyniki
potwierdzaja, Zze zastosowana metoda jednowarstwowej hodowli réznicujacej umozliwia
uzyskanie homogennej populacji komérek o fenotypie neuralnych komérek macierzystych
i progenitorowych. Udowodnienie wyzszosci zastosowanej metody nad réznicowaniem

posrednim w eksperymentach poréwnawczych byloby cennym uzupelnieniem pracy,

W dwunastostronicowej dyskusji autorka oméwita uzyskane wyniki odnoszae sie do
wybranych i adekwatnych pozycji piSmiennictwa. Autorka dobrze ocenila rozbieznosci lub
niejednoznaczne wyniki przeprowadzonych eksperyment6éw, wybrane w dyskusji doniesienia
innych autoréw wskazuja, ze autorka biegle porusza sic w pismiennictwie dotyczacym

szerokiego zagadnienia neuralnego potencjatu mezenchymalnych komérek macierzystych.

Przedstawione wnioski odpowiadajg celom pracy, sg istotne dla rozwoju nauk
podstawowych i majg praktyczne kliniczne implikacje. Autorka dowiodla, Zze stosowana
metoda pozwala uzyska¢ homogenng populacje neuralnych komérek macierzystych,
réwnoczesnie doktorantka widzi i wskazuje niezbedny kierunek dalszych badan tj. oceny
zdolnodei réznicowania w kierunku oligodendrocytéw, neuronéw i astrocytéw i badan

czynnosciowych.

Rozprawa doktorska Pani Ewy Kruminis-Kaszkiel jest warto$ciowa pozycia na drodze

do praktycznego zastosowania neuralnych komérek macierzystych w terapii komérkowej.

Po dokladnej analizie przedstawionej mi do oceny rtozprawy doktorskiej
Pani Ewy Kruminis-Kaszkiel stwierdzam, ze spelnia ona wymagania stawiane rozprawom na




stopien doktora. W zwigzku z powyZzszym zglaszam do Rady Wydziatu Lekarskiego Collegium

Medicum Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego wniosek o dopuszczenie Pani Ewy

Kruminis-Kaszkiel do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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