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Dynamiczny rozwdj badan nad mezenchymalnymi komdérkami macierzystymi (MSC) na przetomie
XX i XXI wieku wzbudzit zainteresowanie naukowcéw i klinicystdw potencjatem terapeutycznym MSC i
potencjalnym wykorzystaniem tych komérek w medycynie regeneracyjnej. Poznanie wiasciwosci
biologicznych MSC dato nadzieje na ich zastosowanie w medycynie regeneracyjnej u chorych, u ktérych
konwencjonalne mozliwosci leczenia zostaty wyczerpane. Aby zapewni¢ odpowiednig jakos¢ MSC i
jednolity charakter biologiczny MSC, International Society for Cellular Therapy (ISCT) opracowato
ujednolicone kryteria biologiczne, ktére powinny spetniaé komédrki nazywane ,mezenchymalnymi
komdrkami macierzystymi”. MSCs mozna pozyska¢ z wielu tkanek i narzadéw dorostego organizmu,
jednakze, przed zastosowaniem klinicznym, ich wtasciwosci powinny zosta¢ udokumentowane
spetnieniem podstawowych cech biologicznych rekomendowanych przez ISCT.



MSC mozna pozyskac ze szpiku kostnego, tkanki ttuszczowej, krwi pepowinowej, pepowiny, miazgi
zebowej, miesdni gtadkich, szkieletowych i miesnia sercowego, okostnej, btony maziowej, skory wiasciwe;j,
pericytdw, tozyska, krwi obwodowej, wiezadet przyzebia i ptynu owodniowego. Wsrdd nich
najpopularniejszy jest szpik kostny, tkanka ttuszczowa, krew pepowinowa oraz galareta Whartona.
Podczas izolacji MSC przez plastyczne przyleganie i hodowle in vitro mogg w pewnych warunkach
réznicowac sie w linie komérkowe mezodermalne, takie jak: osteocyty (komorki kostne), chondrocyty
(komorki chrzastki) oraz adipocyty (komérki ttuszczowe).

Rosnie liczba prac demonstrujgcych na modelach zwierzecych role MSC w leczeniu ostrych stanéw
zapalnych i witéknienia ptuc. Pomimo, iz MSC s3 jednym z gtdwnych narzedzi uzywanych obecnie w terapii
komadrkowej, mechanizm ich dziatania nie do korca zostat poznany. Wyniki uzyskane podczas badan
przedklinicznych i klinicznych przeprowadzonych w ostatnich dziesiecioleciach wyraznie wskazujg, ze MSC
posiadajg wysokg zdolno$¢ do immunomodulacji, regeneracji i gojenia uszkodzonych tkanek. MSC
regulujg wydzielanie parakrynnych czynnikow wzrostu, cytokin, czynnikéw antyfibroskopowych i
mediatoréw angiogennych

Obecnie MSC uwaza sie za terapeutyczng alternatywe w leczeniu wielu zaburzen, takich jak
choroby odpornosciowe, zwyrodnieniowe lub traumatyczne. Pomimo udowodnionego bezpieczenistwa,
nadal istnieje wiele przeszkdéd, aby wprowadzi¢ te rodzaje komoérek jako leki w terapii komodrkowej. Ich
natura, zastosowanie i regulacja poprzez nisze lub mikrosrodowiska powinny by¢ dogtebnie przebadane,
poniewaz ich funkcjonalno$¢ moze zmienia¢ sie w zaleznosci od bezposredniej interakcji z innymi
komadrkami. Istotne jest zbadanie zachowania réznych populacji MSC w odniesieniu do konkretnych nisz,
a nie uogdlnienie jej terapeutycznego zastosowania.

Przedstawiona mi do oceny praca Bezpieczeristwo podawania i mechanizmy dziatania
mezenchymalnych komdrek macierzystych pochodzqcych z tkanki ttuszczowej w eksperymentalnym
modelu astmy obejmuje 114 stron maszynopisu. Uktad rozprawy jest typowy i podzielony na wstep
zakonczony podaniem celu pracy, hipotezy badawczej, zadan badawczych, prezentacje wynikdw ujetych
w dwodch opublikowanych artykutach naukowych, dyskusje zakoriczong wnioskami korncowymi. W
rozprawie autorka odwotuje sie do 117 pozycji piSmiennictwa anglojezycznego.

Na 9 stronach wstepu oraz w zatgczonej pracy przeglagdowej Stem Cell Reviews and Reports, w
ktérej Doktorantka jest pierwszym autorem, mgr Tynecka wprowadza czytelnika w charakterystyke
mezenchymalnych komdrek macierzystych oraz opisuje witasciwosci immunosupresyjne MSC. W
kolejnych punktach Doktorantka prezentuje mechanizmy immunomodulacyjne zalezne od bezposrednich
odziatywan komodrkowych, czynnikdw rozpuszczalnych z uwzglednieniem mikropecherzykéw
btonowych/egzosoméw, ponadto omawia mechanizmy regulacji astmatycznego zapalenia ptuc za
posrednictwem MSC.

Podziat na rozdziaty jest przeprowadzony w sposdb przejrzysty, umozliwiajgc zrozumienie i
uzasadnienie podjecia badan bedgcych przedmiotem prezentowanej rozprawy. Uwzgledniajac, iz analizy
przedtozonej rozprawy dotyczyly oceny bezpieczenstwa podawania i mechanizméw dziatania
mezenchymalnych komdrek macierzystych pochodzgcych z tkanki ttuszczowej w eksperymentalnym



modelu astmy, ktéra jest jedng z najbardziej rozpowszechnionych choréb na swiecie, dotykajaca okoto
10% ludzkiej populacji, brakuje przyblizenia przyktadéw badan przedklinicznych oraz klinicznych,
obrazujacych préby wigczenia terapii komérkowych w leczenie astmy oskrzelowe;.

Chorobe charakteryzuje przewlekty stan zapalny btony $luzowej oskrzeli, prowadzacy do
ograniczenia przeptywu powietrza w drogach oddechowych i powodujgcy nadreaktywnosé oskrzeli w
reakcji na pospolite bodzce srodowiskowe. Przyczyny, uruchomione mechanizmy regulatorowe oraz
skutki istniejgcego zapalenia w astmie tworzg ztozong sie¢ wzajemnych oddziatywan i obejmujg kaskade
zdarzen, w ktérg zaangazowanych jest wiele rodzajow komorek, wydzielanych przez nie czynnikéw oraz
mediatoréw wspoétdziatajgcych ze sobg i prowadzacych do charakterystycznej przebudowy sciany oskrzeli.

Cele pracy zostaty jasno i logicznie sformutowane. Doktoranta za gtéwny cel postawita sobie ocene
bezpieczeAstwa stosowania mezenchymalnych komdrek macierzystych jako potencjalnej strategii
terapeutycznej w astmie z wykorzystaniem modelu zwierzecego po wczesniejszej weryfikacji fenotypu,
zdolnosci do réznicowania oraz wtasciwosci immunosupresyjnych ludzkich mezenchymalnych komérek
macierzystych pochodzacych z tkanki ttuszczowej. Ponadto Doktorantka poddata ocenie
eksperymentalnej potencjalne mechanizmy immunosupresyjnego efektu MSC w modelu astmy
indukowanej ekstraktem roztocza kurzu domowego.

Przedstawiony opis materiatdéw uzytych do badan jest drobiazgowy i nie budzi zadnych zastrzezen.
Dobdr metod badawczych obejmujacy techniki cytometrii przeptywowej, hodowli komdrkowych in vitro,
immunohistochemii oraz mikroskopii konfokalnej, sekwencjonowania nowej generacji oraz odpowiednich
modeli zwierzecych jest adekwatny do obranej tematyki dysertacji i pozwala na eksperymentalng
weryfikacje obranych celéw pracy. Na stronie 45 Doktorantka opisuje model indukcji zapalenia drég
oddechowych o fenotypie eozynofilowym oraz neutrofilowym poprzez podanie myszom szczepu C57BL/6
przez nosowo ekstrakt roztocza kurzu domowego, odpowiednio w dawce 10 ug przez okres 5 dni, po
ktérych nastepowaty 2 dni przerwy, po czym w kolejnym tygodniu proces indukcji zapalenia zostat
powtdrzony. Nie jest jasne czy zwierzeta otrzymywaty dawke 10 ug dziennie czy tacznie podano myszom
10 ug ekstraktu w trakcie 5 iniekcji jednego cyklu indukcji.

Doktorantka podjeta sie ambitnego tematu, ktérego realizacje przeprowadzita z duzg
starannoscia. W pierwszej fazie badan ocenita fenotyp oraz zdolno$¢ do rdinicowania sie MSC
pozyskiwanych z ludzkiej tkanki ttuszczowej. W celu oceny bezpieczernstwa terapii komodrkowej w
wybranym modelu zwierzecym astmy, Doktorantka poddata ocenie in vivo ktdtkoterminowy oraz
dtugoterminowy wptyw dziatania przez nosowego podania MSC myszom z niezmieniong zapaleniem
tkanke pftucna. Wykazata, iz podanie mezenchymalnych komoérek macierzystych do niezmienionej
zapalnie tkanki ptucnej myszy indukuje stan zapalny o niskim nasileniu, ktéremu towarzyszy usuwanie
komédrek apoptotycznych przez komorki fagocytarne biorcy. Uzyskane przez Doktorantke wyniki w
eksperymentach na zdrowych ptucach myszy po podaniu MSC pokazaty wzrost odsetka limfocytéw T
pomocniczych wytwarzajacych IFNy, spadek ekspresji okludyny oraz klaudyny 3 zaangazowanych w
utrzymanie integralnosci bariery nabtonkowej oraz zmiany w profilu transkrypcyjnym czynnikéw
regulujgcych réwnowage redoks, aktywacje szlakow przekazu sygnatu w warunkach hipoksji oraz
aktywacji potencjatu fagocytarnego makrofagéw.



Nastepnie Doktorantka poddata analizie ekspresje wspdlnych genach, charakterystycznych dla
obu modeli astmy — krdtko- oraz dtugoterminowego. Po pierwsze, wykazata niewielka liczbe interakcji
miedzy analizowanymi genami, ktére gtédwnie odzwierciedlaja zmiany w regulacji odpowiedzi
immunologicznej, a mianowicie funkcji komdrek dendrytycznych, komérek T i komdrek B (Cd7, Cd37,
Cd72, Cd79a, Spib i ll-21r, Cxcr5, Ccl5, Zbp1). Ponadto zanotowata sie¢ interakcji dla biogenezy rybosoméw
oraz regulacji cyklu komérkowego (Rrs1, Gpatch4, Trp35, Ncl, Rasl11a, Rbm38, Hist1h1b), biatek szoku
(Cirbp, Hspb6) oraz rytmu okotodobowego (Dbp, Arntl, Npas2, Nfil3). Ponadto zanotowata stosunkowo
istotng zmiane w ekspresji Trp53, ktdéra jest uznawana za wazny czynnik przyczyniajgcy sie do martwicy
wywotane] stresem oksydacyjnym. Dodatkowo zaobserwowata istotng zmiane wzglednej ekspresji
Gpril32, ktory jest charakterystyczna dla procesu infiltracji makrofagéw. Warta podkreslenia jest
zanotowana tendencja do spadku poziomu ekspresji analizowanych genéw wraz z uptywem czasu po
podaniu MSC, co moze wskazywaé na stopniowy remodelling i przywrdcenie homeostazy ptuc.

Analiza klastrow genowych zwigzanych w zapaleniem drég oddechowych w modelu
indukowanym HDM wykazata wzrost ekspresji gendw zwigzanych z odpowiedzig zalezng od limfocytow T
subpopulacji Th1, Th2, Th17, proliferacjg limfocytdw, ich migracjg, rekrutacjg bazofiléw oraz eozynofilow;
aktywacjg mediatoréw lipidowych oraz produkcja mucyn. W obu zastosowanych modelach astmy
Doktorantka zanotowata po podaniu MSC przy wykorzystaniu narzedzi MetaCore modelowania
funkcjonalnego, obnizenie prezentacji antygenu w kontekscie MHCII, ograniczenie chemotaksji zaleznej
od biatek G, spadek przekazu sygnatu zwigzanego z aktywnoscig receptoréw limfocytéw B.

W dyskusji dysertacji Doktorantka dojrzale omawia uzyskane przez siebie wyniki zestawiajac je z
obserwacjami innych autoréw. Uzyskane wyniki potwierdzajg, iz procesy zapalenie o niskim stopniu
ztosliwosci sg indukowane w pdznych fazach po podaniu MSC. W konsekwencji, komarki T wytwarzajgce
IFN moga aktywowaé wrodzone komodrki odpornosciowe do eferocytozy, prowadzac nastepnie do
przywrécenia homeostazy tkanki ptucnej. Zatem, jak opisuje Doktorantka w tej czesci dysertacji,
prezentowane wyniki czesciowo potwierdzajg koncepcje ,umierajgcych komdrek macierzystych” i ,,uderz
i zgin”. Brakuje szerszego omowienia obu hipotez w kontekscie otrzymanych wynikéw. Ponadto, biorgc
pod uwage, iz w modelu krétkoterminowym Doktorantka zaobserwowata obnizenie ekspresji genéw
zwigzanych z bioaktywnym lipidem sfingozyno 1- fosforan 3, brakuje oméwienia potencjalnego znaczenia
tego wyniku. Sfingolipidy, przez lata uznawane jedynie za budulec bton komodrkowych, sg dzis
czasteczkami o poznanym wptywie na procesy wzrostu, réznicowania, migracji, zycia i $mierci komorek,
co w kontekscie terapii komérkowych i immunomodulacji ma ogromne znaczenie.

Podsumowujgc, ztozona rozprawa doktorska Pani mgr Marleny Tyneckiej pt. ,Bezpieczeristwo
podawania i mechanizmy dziatania mezenchymalnych komdrek macierzystych pochodzqcych z tkanki
ttuszczowej w eksperymentalnym modelu astmy” w petni zastuguje na pozytywng ocene ze wzgledu na
wybdr tematu, przeprowadzenie wnikliwej analizy dostepnego materiatu badawczego, jasnego
przedstawienia wynikéw oraz dojrzatej dyskusji uzyskanych wynikow w kontekscie dostepnych danych
literaturowych.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2022 r. poz. 574) i wnosze o



dopuszczenie Pani mgr Marleny Tyneckiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego. Uwzgledniajgc
osiggniecie naukowe doktorantki obejmujgce kierownictwo grantu Preludium finansowanym przez
Narodowe Centrum Nauki, zwyciestwo zespotowe z konkursie RundaT Fundacji Technotalenty oraz
odbyte staze w osrodkach akademickich w USA oraz Szwajcarii, szereg publikacji, ktérych jest
wspoétautorem, wnioskuje do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego z Odziatem Stomatologii i Odziatem
Nauczania w Jezyku Angielskim Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o przyznanie wyrdznienia.
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