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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Eweliny Pilny pt. ,Wtasciwosci proangiogenne

mezenchymalnych komorek zrebu izolowanych z ludzkiej tkanki ttuszczowej (ADSC)”

Angiogeneza jest zagadnieniem od wielu lat bardzo szeroko badanym w medycynie. Z jednej
strony badane sg wszelkie mozliwos¢ przeciwdziatania angiogenezje jak chociazby w chorobie
nowotworowej gdzie hamowanie rozwoju naczyn krwionosnych pozwala na ograniczenie
rozwoju guza i mozliwosci tworzenia przerzutéw, a z drugiej strony prowadzi sie bardzo wiele
badan nad mozliwoscig pobudzania angiogenezy jak chociazby w chorobach niedokrwiennych.
Jednym z wiekszych problemdéw wspdtczesnej medycyny sg choroby cywilizacyjne takie jak
miazdzyca czy cukrzyca, ktére powodujg niszczenie naczyn krwionosnych co w konsekwencji
doprowadza do niedokrwienia tkanek i catych narzgddéw. Walka z chorobami cywilizacyjnymi
takimi jak otytosé, ktéra w konsekwencji doprowadza do miazdzycy i cukrzycy jest
najwazniejszym wyzwaniem wspotczesnej medycyny. Dlatego tez kazda praca, ktéra pozwala
rozwigzywac lub przybliza zrozumienie mechanizmow, ktére mogg by¢ wykorzystane do
walki ze skutkami takich chordb sg niezmiernie cenne.

Jednym z takich zespotéw jest krytyczne niedokrwienie koriczyn (CLI). Jest to zaawansowana
forma choroby naczyn obwodowych (PAD,peripheral artery disease), wynikajgca z progresji
miazdzycy co prowadzi do stopniowej redukcji naptywu krwi do konczyny oraz zamykania
Swiatta tetnic doprowadzajgcych krew do tkanek koriczyn dolnych. Dominujgcym objawem
krytycznego niedokrwienia tkanek (CLI) jest silny bdl niedokrwionej koriczyny, ktory budzi
chorego w nocy i zmusza do wstania lub chodzenia, a takze niewyczuwalne tetno na nodze,
ochtodzenie koniczyny, zaniki miesniowe, zmiany troficzne pod postacig przebarwien i

owrzodzen. W przewazajgcej mierze (okoto 80%) sg to pacjenci z cukrzycg, a wiec réwniez z



wielopoziomowymi zmianami miazdzycowymi we wszystkich naczyniach, czesto po
zabiegach pomostowania aortalno-wiencowego, z niewydolnoscig nerek, niewydolnoscig
serca i po udarach.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska pt. ,,Wtasciwosci proangiogenne
mezenchymalnych komoérek zrebu izolowanych z ludzkiej tkanki ttuszczowej (ADSC)”

mgr inz. Eweliny Pilny powstata w Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej
Nowotwordw w Narodowym Instytucie Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie Pafistwowym
Instytucie Badawczym oddziale Gliwicki w ramach grantu NCN. Jest to osrodek, ktéry ma
duze doswiadczenie w prowadzeniu badan nad angigenezg i bardzo cieszy fakt, ze swoje
ogromne doswiadczenie wykorzystuje do badania innych choréb poza nowotworowymi.

W medycynie rowniez od wielu lat prébuje sie wykorzysta¢ duzy potencjat komodrek
macierzystych, niestety badania kliniczne nie dajg na razie zadawalajgcych rezultatéw. Do tej
pory w Europie zostaty dopuszczone dwie terapie wykorzystujgce komaérki macierzyste jako
w petni bezpieczny i skuteczny sposdb leczenia. Nie mniej jednak badania naukowe na
zwierzetach pokazujg, ze istnieje ogromny potencjat regeneracyjny tych komérek i dlatego
coraz wiecej badan klinicznych podejmuje te wtasnie zagadnienia.

Przedstawiona mi do recenzji praca mgr inz. Eweliny Pilny skonstruowana jest w sposob
typowy dla tego rodzaju opracowan i sktada sie z nastepujacych czesci: wstepu, zatozen i
celu pracy, materiatu i metodyki, wynikéw, dyskusji, wnioskdw, streszczenia oraz
pismiennictwa liczgcego 206 pozycji, a takze wykazu skrétéw zastosowanych w pracy, oraz
dorobku naukowego Doktorantki, ktéry musze przyznac jest imponujgcy oraz wykaz nagrdd,
stypendidw i grantdw ktére byty jej udziatem.

Praca rozpoczyna sie od przedstawienia celéw pracy co nie uwazam za wtasciwe. Mysle, ze
lepiej bytoby gdyby cel zostat zamieszczony po wstepie i zawierat réwniez informacje na
temat etapdéw w jakich te cele bedg realizowane. Te informacje zostaty zamieszczone
dopiero na poczatku opisu wynikéw. Taka konstrukcja utatwitaby czytanie metodyki i
ocenienie czy przyjete metody sg witasciwe do osiggniecia zamierzonych celéw pracy. Jednak
cele uwazam za jasne i prawidtowo postawione.

Wstep pracy liczy 19 stron w ktérym opisuje Doktorantka co to jest krytyczne niedokrwienie
koriczyn, mechanizm powstawania naczyn krwionos$nych, badania kliniczne z zastosowaniem
angiogenezy terapeutycznej. Opisuje réwniez komorki mezenchymalne zrebu, ttumaczy

problemy nazewnictwa, sposoby ich pozyskiwania oraz ich wtasciwosci i wszechstronne



mozliwosci. Bardzo dobry jest rozdziat ttumaczacy problemy z nazewnictwem tych komaérek,
ktére sg duzym problemem i czesto utrudniajg interpretacje wynikdéw réznych prac. Wstep
zawiera bardzo dobre ryciny, ktdre utatwiajg czytanie i zrozumienie tekstu.

W rozdziale ,Materiat i metody” zostaty w wyczerpujacy sposdb opisane wszystkie
stosowane metody i odczynniki. Jednak do tego rozdziatu mam najwiecej zastrzezen.
Najpowazniejszym btedem jest zupetny brak opisu doswiadczenia na zwierzetach. Nie wiemy
ile zwierzat uczestniczyto w tym badaniu, ile byto grup badawczych oraz jaki byt okres
obserwacji. Dowiadujemy sie tego dopiero z opisu wynikdéw, ale i tam nie jesteSmy wstanie
powiedzie¢ czy obserwacje byty prowadzone w 7, 14, 21 dniu poniewaz niektére obserwacje
koncza sie 14 dnia np. skutecznosé podwigzania konczyny, ale juz naprawa miesnia
obserwowana jest takze w 21 dniu, a naptywanie makrofagdw réwniez w dniu 3. To
powoduje, ze bardzo trudno jest ocenié i poréwnac wyniki przeprowadzonych doswiadczen.
Z mojego punktu widzenia uwazam réwniez, ze niepotrzebnie zostaty wprowadzone niektére
grupy kontrolne np. z myszami z niedoborem odpornosci NOD/SCID. W tym wypadku ta
grupa kontrolna wrecz zaciemnita obraz poniewaz zwierzeta te poza dysfunkcyjnymi
makrofagami pozbawione sg limfocytéw T, B, a takze komdrek NK (Natural killer) wiec do
konica nie wiemy czy obserwowane efekty sg spowodowane dysfunkcyjnymi makrofagéw czy
tez dysfunkcjg innych komadrek. Jestem tez ciekawa czy komérki mezenchymalne hodowane
in vivo byty stymulowane do wydzielania IL-6 czy nie? Cytokina ta jest najczesciej wydzielana
wtedy gdy komadrki sg stymulowane przez okreslone bodzce lub okreslong sytuacje
Srodowiska w ktérym sie znajduja.

W rozdziale tym mamy réwniez troche ,,skrétéw myslowych” i zargonowych sformutowan
takich jak ,,wszystkie doswiadczenia z wykorzystaniem mMSC wykonane byty miedzy drugim,
a pigtym pasazem” w pracy doktorskiej powinno sie unika¢ takich sformutowan.

W rozdziale ,Wyniki” Doktorantka opisata uzyskane wyniki wspomagajac sie 36 rysunkami i
zdjeciami z pod mikroskopu. Przedstawiona dokumentacja uzyskanych wynikow jest rzetelna
i nie budzi moich zastrzezen, czyta sie je dobrze, schematy i rysunki sg przejrzyste i tatwe do
analizy.

Dyskusja zawarta jest na 11 stronach. Uzyskane wyniki, konfrontowane sg z bogatym
pismiennictwem. Doktorantka pokazata, ze ludzkie mezenchymalne komorki zrebu
pochodzace z tkanki ttuszczowe] posiadajg cechy komérek mezenchymalnych i sg dobrze

tolerowane przez organizm myszy poniewaz sg obecne w miejscu podania do 14 dni.



Pokazano, ze odpowiadajg one za naptywanie makrofagdow proangiogennych M2 w
niedokrwione miejsca i biorg udziat w naprawie uszkodzonych tkanek oraz tworzeniu
nowych naczyn krwionos$nych zaréwno wtosowatych jak i tetniczych. Pokazano réwniez, ze
IL-6 wydzielana przez, ludzkie mezenchymalne komorki zrebu pochodzace z tkanki
ttuszczowej (hADSC) odgrywa istotng role w aktywowaniu proangiogenych i przeciw
zapalnych makrofagéw M2. Doktorantka stwierdzita réwniez, ze nie mozna za pomoca
deferoksaminy zwiekszy¢ wydzielania IL-6 z ludzkich komdrek mezenchymalnych zrebu
pochodzacych z tkanki ttuszczowej. Bardzo cenne jest rdwniez to, ze Doktorantka
przedstawia mozliwy mechanizm naprawy uszkodzonych tkanek i przebiegu angiogenezy.
Brakuje mi we wnioskach podkreslenia co jest najistotniejszego i innowacyjnego w tych

badaniach.

Podsumowujgc mimo uwag, ktére sg recenzenckim obowigzkiem uwazam prace i badania za
wartosciowe i jestem pewna, ze zostang bardzo dobrze opublikowane. Doceniam przede
wszystkim ogrom wykonanej pracy i ciekawe wyniki. Ponadto uwazam, ze dorobek
Doktorantki jest bardzo dobry co pozwala mie¢ nadzieje na szybki i wspaniaty rozwdj

naukowy.

Praca ta spetnia wymogi stawiane dysertacjom doktorskim zwracam sie
wiec do Wysokiej Rady Wydziatu Chemicznego, a obecnie Rady Dyscypliny
Nauki Chemiczne Politechniki Slaskiej z wnioskiem o dopuszczenie mgr inz.

Eweline Pilny do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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