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Zgodnie z Uchwala Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku z dnia 29.06.2023 r.,
zacytowang w pi$mie Dziekana Kolegium Nauk Farmaceutycznych UMB z dnia 30.06.2023 r.,
przedstawiono do oceny rozprawg doktorskg mgr Joanny Chociej-Stypulkowskie;j.

Rozprawa doktorska liczy w sumie 111 stron i sklada si¢ z nastgpujacych czgsci: Wykaz skrotow,
Spis tresci, Wstep, Zatozenia i Cele pracy, Material i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Streszczenie,
Summary (streszczenie w jezyku angielskim), Pimiennictwo, Spis tabel, Spis rycin.

Rozprawa doktorska dotyczy znaczenia hematopoetycznych komérek macierzystych
w nowoczesnym leczeniu ubytkéw chrzgstno-kostnych powierzchni stawowych i zostata przygotowana
w oparciu o badania przeprowadzone u pacjentéw z choroba zwyrodnieniowg stawu kolanowego, jedng
z najczgstszych choréb ukiadu kostno-stawowego u wspélczesnego doroslego czlowieka. Ograniczona
skutecznoéé leczenia zachowawczego, operacyjnego i fizjoterapii w przypadku zmian
zwyrodnieniowych stawu kolanowego oraz narastajaca chorobowos¢ i jej skutki, sprzyjajg
poszukiwaniu kolejnych rozwigzan terapeutycznych. Wzrost oczekiwai klinicznych w dziedzinie
medycyny rekonstrukcyjnej i regeneracyjnej wymusza postgp we wszystkich obszarach medycyny.
Kariera komérek macierzystych w terapii réznych stanéw patologicznych, z zastosowaniem
hematopoetycznych komorek macierzystych (HSC) i mezenchymalnych komérek macierzystych
(MSC), potwierdza znaczenie oraz potencjal medycyny laboratoryjnej w praktyce kliniczne;.

Temat rozprawy doktorskiej, jej laboratoryjno-kliniczny kontekst i zaangaZowanie

nowoczesnych technologii medycznych sg godne pochwaly. Doktorantka podjgla duze wyzwanie,
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zwlaszcza, 2e wyniki i wnioski tego typu badan mogg postuzy¢ tworzeniu standardéw przeprowadzania
zabiegéw ortopedycznych z wykorzystaniem prekursorowych komorek krwi. To prowokuje recenzenta
do pytan i uwag, ktére by¢ moze Kandydatka wykorzysta przygotowujac materiat do publikacji
w czasopismach.

We wstepie Autorka obszernie przedstawita informacje wprowadzajace w tematyke rozprawy
doktorskiej, dotyczace komérek macierzystych i czynnikéw regulujacych ich rozwéj oraz fizjologii
stawu kolanowego i choroby zwyrodnieniowej tego stawu ze szczegotows charakterystyka patologiczna
1 mozliwosciami/propozycjami terapeutycznymi, w tym regeneracji i odbudowy uszkodzonych struktur
stawowych (zwlaszcza chrzastki stawowej) przy zastosowaniu terapii komorkowej. Tg czgsé swojej
pracy Kandydatka oparta na najbardziej aktualnym pismiennictwie, w wigkszosci z ostatnich pigciu lat,
z czego jasno wynika jak duze oczekiwania kliniczne s3 wigzane z autoprzeszczepami i zastosowaniem
komoérek macierzystych w ortopedii.

W Zalozeniach i Celach pracy Doktorantka sprawnie uzasadnita podjecie swojego tematu
badawczego i zapowiedziala dokonanie oceny dojrzaloéci komérek CD34+ stosowanych
w przeszczepach autologicznych oraz powigzanie jej ze skutecznoécia leczenia rozleglych ubytkéw
chrzgstno-kostnych powierzchni stawu kolanowego. Kandydatka wskazata, ze ww. cel ogdlny bedzie
realizowala poprzez oceng ilosciows i jakosciowa komorek obecnych w zawiesinie otrzymanej przy
uzyciu separatora HSC z krwi (po uprzedniej stymulacji czynnikiem wzrostu dla kolonii
granulocytanych, G-CSF), ocen¢ ich dojrzatoéci przejawiajacg si¢ m.in. produkcjg ,.substancji
oddzialujacych na kolejne formy™ (mediatorow/cytokin itp.) oraz korelacje otrzymanych wynikow
Z oceng stopnia ruchomosci leczonego stawu.

Sposéb realizacji ambitnych celéw Autorka opisata w rozdziale 3. Material i Metody. Doktorantka
przedstawila sposdb doboru grupy badanej obejmujacej 50 dorostych pacjentéw, w tym 18 kobiet
1 32 mezczyzn: kryteria wlaczenia - ogélnie, nieco domyslnie i kryteria wylaczenia - szczegblowo.
W rozdziale 3.1.Material do badan i charakterystyka grupy badanej, Kandydatka szczegélowo
1 obszernie przedstawita informacje dotyczace zabiegu ortopedycznego i kliniczne metody oceny jego
skutecznosci oraz skromnie - dotyczace materialu badanego, bgdacego podstawa do przeprowadzenia
badan laboratoryjnych. W tym miejscu (str.51) Doktorantka wskazala, ze uzyskala ,zawiesing komérek
z krwi pacjenta ... przy uzyciu separatorbw MSC”, co wymaga wyjasnienia z uwagi na sformulowanie
celu pracy (,,..przy uzyciu separatorow HSC...”), ograniczajyc si¢ do nazwania techniki otrzymywania
»Wg protokotu Haemonetix” (przy czym na Rys.11 widnieje nazwa ,Haemonetics™). Szczegélowy,
w miarg mozliwosci, opis uzyskanego materiatu do badan i przedstawienie zawartosci ,,analizowanej
zawiesiny”, koncentratu komoérek i osocza — takimi terminami postuguje si¢ Autorka w kolejnych
czgéciach rozprawy - bedzie cennym uzupelnieniem. W rozdziale 3.2. Kandydatka szczegblowo
i wyczerpujaco opisata metody badan laboratoryjnych (technologia i odczynniki), ktére zastosowata
dla oceny odsetka komorek i ekspresji antygendéw roznicowania komérkowego (CD) w koncentracie

oraz pomiaru st¢Zenia cytokin w osoczu otrzymanym z ,,analizowanej zawiesiny”, a tak2e przedstawila
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podstawy swojej analizy statystycznej. Badania kontrolne, oceniajgce efekt kliniczny zastosowanej
terapii przeprowadzono dwukrotnie: po minimum 12 miesigcach i minimum 24 miesigcach.

Wyniki przeprowadzonych badaf i ich opracowanie statystyczne Doktorantka przedstawila
oszczednie. Rezultaty zaprezentowala glownie w formie statystyki opisowej dotyczacej skladu
komoérkowego oraz stezen cytokin (II-1p, IL-2, IL-4, 11-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-17A, INF, TNF)
w analizowanych zawiesinach, w badanej populacji. W ocenie mikroskopowej rozmazu koncentratu
Autorka wykazata 10 populacji obejmujacych komérki blastyczne, komorki szeregu granulocytarnego
(7) oraz monocyty i limfocyty, i przyjmujgcych duzy rozrzut wartoéci od minimum do maksimum.
Analiza komérek jednojadrzastych przy uzyciu cytometru przeplywowego pozwolila na wyodrgbnienie
8 populacji komérek: MSC, HSC, prekursoréw i dojrzalych form limfocytéw T, limfocytow B
i monocytéw, a w oddzielnej analizie - 6 populacji limfocytow. Doktorantka wykazala najwyzsze
mediany stgzen IL-17A i IL-6 oraz najnizsze IL-1P oraz IL-12p70. Analizujgc wyniki na Rysunku 23
i poslugujac si¢ wskazang na wykresie skala, odczytujemy maksymalne stgzenia IL-6 i IL-8,
ktore nie znajdujg potwierdzenia w tekscie (str. 67). W czgéci dotyczacej badania klinicznego pacjentow
po przeprowadzonym zabiegu, Kandydatka podsumowala koficowe efekty przeprowadzonych testow
oceny skutecznosci leczenia. Potencjalne znaczenie rozprawy doktorskiej, zapowiedziane w jej tytule
i podtrzymane w zalozeniach i celu pracy, ze wskazaniem w metodyce kilku testow przeprowadzonych
dla oceny efektéw zabiegu, zasluguje na szczegélowe przedstawienie oceny dojrzalosci komérek
CD34+ w odniesieniu do skutecznosci leczenia. Ciekawo$¢ budzg konkretne wyniki analizy tych
powiazaf, np. pordwnania, korelacje. Ocen¢ stgzenia cytokin Autorka ograniczyla do statystyki
opisowej dla badanej populacji, a powigzania migdzy st¢zeniem cytokin a oceng liczby i rodzaju
komérek ,,analizowanej zawiesiny” w kontekscie efektow klinicznych s3 bardzo interesujace. Zachgcam
takze Doktorantke do oceny uzyskanych wynik6w z podzialem na ple¢ pacjentéw. Jak sama Kandydatka
wskazala, potrzebujemy szczegblowej analizy metod stosowanych w medycynie regeneracyjnej
i nastgpnie standaryzacji postepowania kliniczno-laboratoryjnego, dlatego zachgcam Autorke
do przygotowania publikacji ze szczegélowg analizg uzyskanych wynikéw w odniesieniu do danych
klinicznych pacjentow.

W Dyskusji Doktorantka przedstawita istotne informacje z dziedziny medycyny regeneracyjnej,
ktore powinny stanowi¢ wyzwanie dla réznych obszaréw medycyny laboratoryjnej. Autorka
zaprezentowala znane oraz potencjalne rezultaty stosowania zawiesiny komérek prekursorowych
w zabiegach regeneracyjnych, z uwzglednieniem ortopedii. Przytoczyla wnioski z wielu bada,
ktére moga tlumaczyé korzystne efekty przeszczepiania komérek macierzystych osadzonych
na biowchlanialnej matrycy i komoérek koéci gabczastej, w miejsce rozlegtych ubytkow chrzgstno-
kostnych. Przedyskutowala mozliwe wspéldzialanie elementéw procesu regeneracji tkanki z udzialem
prekursorowych i dojrzatych kombrek krwi oraz uwalnianych mediatoréw. Szczegélowo omdwila
potencjalna rolg cytokin, ktorych st¢zenie oceniala w pracy, W oméwieniu efektéw klinicznych

przeprowadzonego zabiegu Doktorantka podsumowuje, 2¢ ,Tak korzystne zmiany kliniczne byly
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zwigzane przede wszystkim z jakoscig podanych komorek™, co jest bardzo istotnym stwierdzeniem
i powinno by¢ odniesione do uzyskanych wynikow. Kandydatka nie przedstawila wynikow analiz
innych badaczy uzyskanych w podobnych warunkach eksperymentu medycznego. Czy to oznacza,
ze przeprowadzone przez Doktorantk¢ badania i ocena skladu ,,analizowanej zawiesiny” oraz stgzef
wybranych cytokin s3 pionierskie?

Rezultatem uzyskanych wynikow i przeprowadzonej dyskusji jest siedem wnioskow
podsumowujacych realizacj¢ celow pracy. Autorka nie ustrzegla si¢ tendencji ostroznego ich
formulowania i przedstawiania w formie podsumowania wynikéw dotyczacych efektu podania G-CSF,
skladu komérkowego analizowanej zawiesiny, szczegdtowej identyfikacji komérek CD34+ i CD34-
oraz st¢Zen ocenianych cytokin (wnioski 1-6, druga cze$¢ wniosku 7). Dodatkowo, pierwsza czgsé
wniosku 2 nie wynika z badan przeprowadzonych przez Kandydatke. Niezwykle istotny wniosek 7
informuje, Ze przeszczep autologiczny z zastosowaniem lacznym prekursorowych komérek krwi
1 komorek kosct gabczastej, znaczaco poprawia funkcjonalno$é stawu kolanowego.

Wyniki i wnioski z przeprowadzonych przez Doktorantke badafi, zwlaszcza po przedstawieniu
odpowiednich opraco;\wvaﬁ d:'mych klinicznych i laboratoryjnych (poréwnan, korelacji), z pewnoscia
zachgcy kolejnych badaczy do kontynuacji tego typu badan. Zachecam Kandydatke do przygotowania
publikacji do druku w renomowanych czasopismach naukowych. W taki sposéb kompletowane wyniki
w przyszlosci moga poshuzy¢ ustaleniu optymalnego sktadu komérkowego zawiesiny wspomagajgcej
leczenie zabiegowe uszkodzen stawu kolanowego i wypracowania standardow postgpowania
terapeutycznego.

Streszczenia w jezyku polskim i angielskim prezentuja syntetycznie zalozenia i cele pracy,
zastosowang metodyke, podsumowanie wynikéw oraz wnioski.

Autorka nie ustrzegla si¢ - bledow stylistycznych i gramatycznych w dyzertacji.
Przeszlo 20 skrotow uzytych w tekscie nie zostato zamieszczonych i wyjasnionych w Wykazie skrotow.

Obszerne pi$miennictwo stanowi 291 pozycji. Obejmuje istotne prace z obszaru badanego przez
Doktorantke, ktore pochodza w 57% z ostatnich 5 lat, w 23% z lat 2013-2017, w 11% z lat 2000-2012
i w 9% sprzed 2000 roku (w tym 7 publikacji historycznych z XIX wieku).

Podsumowujac, przedlozona do recenzji rozprawa doktorska zastuguje na szczegdlng uwage
kliniczno-laboratoryjna. Podnosi znaczenie medycyny laboratoryjnej w nowoczesnym postgpowaniu
terapeutycznym i przyczynia si¢ do wskazania roli jakg powinna ona odgrywa¢ przy przeprowadzaniu
zabiegéw ortopedycznych z uzyciem komoérek multipotencjalnych. Narz¢dzia jakimi dysponuje
diagnostyka laboratoryjna/medycyna laboratoryjna s3 w tym zakresie nicodzowne przy wprowadzaniu
zdobyczy nauki do praktyki klinicznej. Doktorantka wykazala si¢ znajomoscig wyzwan klinicznych
w zakresie choroby zwyrodnieniowej stawu kolanowego oraz mozliwoséci jakie oferuje wspélczesna
medycyna laboratoryjna i zaproponowala oryginalne rozwigzanie problemu. Zastosowala wlasciwe

i nowoczesne metody badawcze, pozwalajace na realizacj¢ zalozonych celoéw, przedstawita uzyskane
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wyniki oraz przeprowadzita dyskusj¢ w oparciu o najbardziej aktualng literaturg. Wnioski rozprawy
stanowia zachgtg do dalszych badaii, a w konseckwencji do opracowania standardéw leczenia ubytkow

chrzg¢stno-stawowych przy uzyciu przeszczepéw autologicznych.

Biorge pod uwagg calo$é¢ rozprawy doktorskiej mgr Joanny Chociej-Stypulkowskiej pt. ,,Ocena
dojrzalosci komérek CD34+ stosowanych w przeszczepach autologicznych w powigzaniu
ze skutecznoscig leczenia rozlegtych ubytkéw chrzgstno-kostnych powierzchni stawowych.”,
stwierdzam, Ze speinia ona warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r. poz. 574). Wnosz¢ do Wysokiego Senatu
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie mgr Joanny Chociej-Styputkowskiej

do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia naukowego doktora.
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