Recenzja pracy doktorskiej Pani lek. Karoliny Salwierak — Gto$nej
»Wplyw ptynu mézgowo-rdzeniowego i Srodowiska oligodendrocytarnej linii
komoérkowej na sekretom mezenchymalnych komérek macierzystych z galarety
Whartona w kontekscie patologii stwardnienia rozsianego”

pod kierunkiem Pani dr hab. n. med. Marioli Swiderek-Matysiak

Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani lek. Karoliny Salwierak — Gtoénej byto
zbadanie oraz ocena sktadu sekretomu mezenchymalnych komérek macierzystych z
galarety Whartona oraz jego modyfikacji pod wptywem $rodowiska ptynu mézgowo-
rdzeniowego (PMR) pochodzacego od chorych z SM (SM PMR) oraz kontroli (kontrolny
PMR), a takze pod wptywem interakcji z komérkami oligodendrogleju linii komérkowej
MO3.13.

Stwardnienie rozsiane (SM), znane réwniez jako stwardnienie rozsiane
wieloogniskowe, to przewlekta choroba autoimmunologiczna, ktédra wptywa na ukfad
nerwowy. W przypadku SM, uktad odpornosciowy atakuje ostonki mielinowe, ktére chronia
nerwy, co prowadzi do uszkodzenia nerwdéw i zaburzen neurologicznych. To schorzenie
dotyczy gtéwnie miodych oséb i stanowi najczestszg neurologiczng przyczyne
niesprawnosci w tej grupie oraz niesie ze sobg powazne problemy o znaczeniu spoteczno-
ekonomicznym. Leczenie stwardnienia rozsianego ma na celu tagodzenie objawoéw,
spowolnienie postgpu choroby oraz poprawe jakosci zycia pacjenta. Istnieje wiele réznych
podej$¢ terapeutycznych, w tym leczenie farmakologiczne, rehabilitacja, terapia objawowa i
wsparcie psychologiczne. W ostatnich latach badacze i naukowcy przeprowadzajg réwniez
badania nad potencjalnym wykorzystaniem komoérek macierzystych w leczeniu
stwardnienia rozsianego. Komérki macierzyste majg zdolno$é do samoodnawiania sie |
roznicowania w rozne rodzaje komérek w organizmie. Istniejg dwie gtéwne kategorie
komoérek macierzystych: komérki macierzyste embrionalne, pozyskiwane z zarodka i
komorki macierzyste doroste, ktére wystepuja w organizmach dorostych. Badania nad
wykorzystaniem komérek macierzystych w leczeniu SM sg wcigz w fazie eksperymentalne;
i nie zostaly jeszcze powszechnie zaakceptowane jako standardowe leczenie. Jednak
niektére eksperymenty na zwierzetach i wczesne badania kliniczne sugeruja, ze komorki
macierzyste mogg mie¢ potencjat do regeneracji uszkodzonych tkanek nerwowych i

zmniejszenia stanu zapalnego zwigzanego z SM przez uwalnianie mediatoréw odpowiedzi



immunologicznej, co mozna wykorzystaé przy opracowaniu terapii leczniczych.
Doktorantka zainteresowata sie tym aspektem i uznata, ze istotne jest poznanie sekretomu
WJ-MSC, tego jak on reaguje w Srodowisku PMR oraz komorek oligodendrogleju.
Nadsacza otrzymane z poszczegoélnych hodowli zbadano za pomoca testow Bio-Plex Pro™
Human Cytokine Assays (Bio-Rad Laboratories, USA) dla 27 czynnikéw.

Obecnie prowadzone sg liczne badania kliniczne, ktoére oceniajg skuteczno$¢ i
bezpieczenstwo terapii opartych na komérkach macierzystych u pacjentow ze
stwardnieniem rozsianym. Nalezy jednak pamieta¢, ze proces badan klinicznych jest dugi,
a potencjalne terapie oparte na komoérkach macierzystych wymagajg jeszcze dalszego
badania i oceny przed ewentualnym wprowadzeniem do rutynowego stosowania.

Rozprawa doktorska Pani lek. Karoliny Salwierak — Gto$nej przedstawiona mi do
oceny, ma konstrukcje typowg dla rozpraw doktorskich, jest napisana poprawnym jezykiem,
obejmuje streszczenie w jezyku angielskim i polskim, liste zastosowanych skrétéw, wstep,
zatozenie i cele pracy, materiaty, metody doswiadczalne, wyniki, dyskusje, wnioski oraz
literature (liczgcg 275 pozycji literaturowych anglojezycznych, opublikowanych gtownie w
ostatnich 10 latach). Streszczenie zamieszczone w jezyku polskim i angielskim umozliwia
szybkie zapoznanie sie z problematykg i wynikami pracy.

Praca liczy 135 stron, obejmuje 13 rycin i 7 tabel. W rozprawie pojawiajg sie
nieliczne btedy interpunkcyjne i edytorskie. Te problemy edytorskie nie majg wptywu na
zrozumienie i przejrzysto$¢ formy pracy.

,Wstep” zawiera wprowadzenie do wszystkich waznych watkow merytorycznych
wystepujgcych w pracy. We ,Wstepie” Doktorantka w bardzo ciekawy spos6b wprowadza
czytelnika w problem badawczy, ktérym zajeta sie w dalszej cze$ci przygotowanej rozprawy
doktorskiej, opisuje w sposob szczegoétowy epidemiologie, historie, etiologie, patogeneze,
patofizjologie, patomorfologie, przebieg oraz podtypy choroby oraz obecnie stosowane
leczenie. llustruje to dodatkowo na rycinach oraz tabelach, ktére sa doskonatym elementem
uzupetniajgcym tg czes¢ pracy. Doktorantka posiada wszechstronny warsztat
eksperymentatora. W prowadzonych badaniach.

,Wyniki” przedstawiono na 24 stronach podzielonych na podrozdziaty w formie
opisowej, jednocze$nie w tej czesci znajduje sie 7 rycin oraz dwie obszerne tabele,
pokazujgce zbiorczo, uzyskane wyniki badan.

Wyniki przeprowadzonych do$wiadczen wykazaty, ze:

1) WJ-MSC majg dziatanie immunosupresyjne w stosunku do PBMC pacjentow z SM, jak

réwniez wykazano dziatanie immunosupresyjne WJ-MSC w hodowli bezposredniej WJ-



MSC i PBMC, jak i w hodowli transwell, gdzie na PBMC oddziatuje jedynie $rodowisko
wydzielnicze WJ-MSC,

2) Wydzielony przez WJ-MSC sekretom jest bogaty w czynniki odpowiedzi
immunologicznej, wykazano obecno$¢ wszystkich badanych interleukin, chemokin i
czynnikow wzrostu. W najwyzszych stezeniach zostaty wydzielone: IL-6, IL-8, IP-10 i MCP -
1,

3) Srodowisko PMR ma istotny wptyw na sktad sekretomu WJ-MSC,

4) Nie wykazano istotnych statystycznie réznic pomiedzy sekretomem uzyskanym z
hodowli WJ-MSC w warunkach SM PMR, a sekretomem WJ-MSC w warunkach
kontrolnego PMR.

5) We wspdlnej hodowli WJ-MSC i oligodendrocytarnej linii MO3.13 stezenia wiekszoéci
wydzielonych cytokin ulegty zmniejszeniu w poréwnaniu do hodowli WJ-MSC.

6) Wykazano istotny wptyw indukcji dojrzewania oligodendrocytéw poprzez dodanie PMA
do hodowli WJ-MSC+MO3.13, na sktad sekretomu.

7) Dodatek PMA nie miat istotnego znaczenia dla sktadu sekretomu hodowli WJ-MSC, ani
dla WJ-MSC kondycjonowanych PMR .

Doktorantka podjeta sie rozwigzania bardzo ciekawego problemu badawczego, a
przeprowadzone przez nig badania pozwalajg nam lepiej zrozumie¢ mechanizmy dziatania
sekretomu wydzielanego przez komorki macierzyste i ich ewentualny wptyw na odpowiedz
immunologiczna.

Uzyskane wyniki w ramach przedstawionej pracy, stanowig znaczacy wktad w
badania nad poszukiwaniem skutecznej i bezpiecznej terapii z zastosowaniem terapii
komodrkowej, w oparciu o ich wtasciwosci wydzielnicze w potgczeniu z wplywem na uktad
immunologiczny biorcy z mozliwoscia modulowania wydzielanych mediatorow przez
komorki macierzyste.

W rozdziale ,Dyskusja” zostaty omoéwione i uzasadnione otrzymane wyniki badan.
Autorka interpretujgc wyniki wykazata sie duzg znajomoscig literatury w omawiane;
dziedzinie, o czym $wiadczy duza liczba wiasciwe dobranych odniesiert naukowych (272
pozycji literaturowych). Cytowane pi$miennictwo zawiera aktualne dane dotyczgce
przedmiotu badan. Doktorantka w jasny sposéb przedstawita uzyskane wyniki,
przedyskutowata z dostepng literaturg i wskazata istotny wptyw na rozwoj wiedzy w
naukach medycznych. Doktorantka odpowiedziata wyczerpujgco, w jaki sposéb uzyskane

wyniki odpowiadajg na postawione pytania badawcze w pracy doktorskiej, pokazata w jaki



sposoOb jej badania przyczyniajg sie do wypetnienia luki w wiedzy w zakresie sekretomu
komorek macierzystych.

Doktorantka przedstawita w swojej pracy doktorskiej prawidtowg analize i
interpretacje uzyskanych danych, omowita jakie sg mozliwe wyjasnienia dla uzyskanych
wynikow na podstawie wtasnych badan oraz w odniesieniu do literatury naukowej. Dyskusja
jest warto$ciowg czescig pracy, poniewaz uwzglednia poréwnanie uzyskanych wynikow z
wczesniejszymi badaniami opisanymi w literaturze naukowej i wskazuje mozliwosci
praktycznego zastosowania uzyskanych wynikbw w leczeniu pacjentéw chorych na SM.
Pani lek. Karolina Salwierak-Gtosna identyfikowata ewentualne ograniczenia w swoich
badaniach oraz wskazata obszary badawcze, ktére mogg by¢ badane w przysztosci, aby
dazy¢ do wdrozenia uzyskanych wynikéw w zastosowaniu ich w praktyce przy opracowaniu
terapii dla pacjentéw chorych na SM.

W recenzowanej pracy w rozdziale ,Wnioski" Doktorantka w sposéb zwiezty w
punktach podsumowata uzyskane wyniki. W mojej opinii taki sposéb prezentacji utatwiat
catosciowy odbior pracy, ze wzgledu na ogromng ilos¢ bardzo cennych wynikow.

Moje krytyczne uwagi dotyczg pojedynczych btedéw edytorskich, ktére sg bez
znaczenia w odbiorze pracy oraz opisu niektorych rycin. Zbyt mate napisy opisujgce ryciny
np. w czeéci ,Wyniki” powodujg, ze trudno na wydruku zaobserwowac opisywane zmiany,
a przez to sg mato czytelne (jednak w wersji PDF jakoSc¢ jest znaczaco lepsza).

Moje krytyczne uwagi sg znikome w poréwnaniu z wartoscig merytoryczng tej pracy i
bogactwem metod zaprezentowanych przez Doktorantke, dlatego nie zmieniajg ogdlnej
bardzo dobrej oceny recenzowanej dysertaciji.

Praca doktorska Pani lek. Karoliny Salwierak-Gtosnej ma warto§¢ poznawczg i
aplikacyjna, jest doskonatg kontynuacjg badan z laboratorium dr. hab. n. med. Marioli
Swiderek-Matysiak, bo daje nam podstawy do zrozumienia mechanizmu dziatania
mezenchymalnych komorek macierzystych jako ewentualnego 2zrédta mediatoréw
odpowiedzi immunologicznej, ktére w wyniku poznania skladu i mozliwosci ich
stymulowania, moga stanowi¢ powtarzalny, bezpieczny, efektywny element w terapii SM.

Potwierdzam, ze rozprawa doktorska przygotowana przez Panig lek. Karoline
Salwierak — Gto$ng spetnia warunki okre$lone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce. Z uwagi na powyzsze, wnioskuje o dopuszczenie Pani lek.
Karoliny Salwierak — Gtosnej do dalszych etapow przewodu doktorskiego przed Wysokg

Radg Naukowg Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi.



Ponadto, z uwagi na warto$é poznawczg oraz aplikacyjng otrzymanych wynikow i
wyjatkowag staranno$é w Opracowaniu i przedstawieniu materiatu badawczego,
rekomenduje wyréznienie przedstawionej pracy doktorskie;.

Rozprawa doktorska Pani lek. Karoliny Salwierak — Gtosnej charakteryzuje sie
wysokg wartoscig Poznawczg, co wynika z otrzymanych wynikéw badan. Praca zawiera
istotne informacje i wnioski, ktére przyczyniajg sie do rozwiniecia wiedzy w dziedzinie nauk
medycznych. Badania przeprowadzone przez Doktorantke majg wazne implikacje naukowe
i potencjalne zastosowanie praktyczne.

Dodatkowo, pragne podkresli¢, ze rozprawa doktorska zostata przygotowana z
wyjatkowa starannoscia. Doktorantka doktadnie opracowata i przedstawita materiat
badawczy, wykazujac dogtebng analize i gruntowng wiedze w swojej dziedzinie. Praca
prezentuje wysoki poziom metodologiczny, a wyniki zostaty przedstawione przejrzyscie i
precyzyjnie .

Z wyrazami szacunku

prof. dr. hab. n. med. Joanna Wojtkiewicz

%MM //\w/#o ré

Uniwersytet Warmirisko-Mazurski w Olsztynie



Uzasadnienie wyréznienia pracy doktorskiej Pani lek. Karoliny Salwierak— Gtosnej
,Wityw ptynu mézgowo-rdzeniowego i Srodowiska oligodendrocytarnej linii komorkowej na
sekretom mezenchymalnych komérek macierzystych z galarety Whartona w kontek$cie
patologii stwardnienia rozsianego”

pod kierunkiem Pani dr hab. n. med. Marioli Swiderek-Matysiak

Z uwagi na warto$¢ poznawczg oraz aplikacyjna otrzymanych wynikéw i wyjatkowag
staranno$é w opracowaniu i przedstawieniu materiatu badawczego, rekomenduje
wyréznienie przedstawionej pracy doktorskie;.

Rozprawa doktorska Pani lek. Karoliny Salwierak — Gto$nej charakteryzuje sie
wysoka wartoécig poznawcza, co wynika z otrzymanych wynikow badan. Praca zawiera
istotne informacje i wnioski, ktore przyczyniaja sie do rozwiniecia wiedzy w dziedzinie nauk
medycznych. Badania przeprowadzone przez Doktorantke majg wazne implikacje naukowe
i potencjalne zastosowanie praktyczne w leczeniu przewlektej choroby neurologicznej
majacej powazne konsekwencje i znaczenie spoteczno-ekonomiczne dla spoteczenstwa.

Dodatkowo, pragne podkre$li¢, ze rozprawa doktorska zostata przygotowana z
wyjatkowg starannoscig. Doktorantka doktadnie opracowata i przedstawita materiat
badawczy, wykazujgc dogtebng analize i gruntowng wiedze w dziedzinie neurologii. Praca
prezentuje wysoki poziom metodologiczny, a wyniki zostaty przedstawione przejrzyscie i
precyzyjnie.

Uzyskane wyniki moga sta¢ sie w przysztosci punktem wyjscia do opracowania
protokotéow postepowania przy leczeniu wspomagajgcym SM, jak roéwniez mogag by¢
podstawg do aplikowania o finasowanie zewnetrzne ze wzgledu na wysoka wartos¢

poznawczg oraz aplikacyjna.

prof. dr. hab. n. med. Joanna Wojtkiewicz
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