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Ocena rozprawy doktorskiej
mgr Katarzyny Stefanskiej
pt. Opracowanie izolacji i hodowli pierwotnej oraz badania zdolnosci do
réznicowania komoérek macierzystych pozyskiwanych z galarety Whartona

Rozprawa mgr Katarzyny Stefanskiej powstata w oparciu o trzy publikacje, w tym
jeden artykut przegladowy i dwie oryginalne prace badawcze. Badania wykonano w
Zakladzie Histologii i Embriologii Instytutu Biostrukturalnych Podstaw Medycznych,  \ydzial Biologii
Kolegium Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu pod kierunkiem prof. dr hab. Bartosza Kempistego.
Wszystkie prace zostaly opublikowane w czasopismach z listy JCR, a VYL Loniagl
Doktorantka jest ich pierwszym autorem. Wyniki badan wraz z dokumentacjg dla i Badan Biomedycznych
kazdego z artykutdbw oryginalnych, zostaty zweryfikowane przez minimum dwdch
zagranicznych recenzentéw, powotanych przez redakcje czasopism. Artykut 2aklad Endokrynologil
przegladowy, opublikowany w czasopi$mie specjalistycznym, réwniez zostat
oceniony przez co najmniej dwoéch ekspertéw. Zatem moja ocena, w duzej mierze,
bedzie dotyczyé polskojezycznego opracowania, w ktérym Doktorantka, poza
wigczeniem skandw trzech publikacji przygotowata staranny komentarz w jezyku
polskim dla kazdej z nich, majacy na celu uzupetnienie anglojezycznych artykutow i
zwienczenie pracy w cato$¢. Ponadto, w rozprawie znajduje sie wykaz skrétow,
informacje o aktywnosci naukowej Doktorantki, wstep, zatozenia i cele badan, oraz
wnioski i streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Stosowne oswiadczenia
wspotautoréw, zatgczone w koricowej czesci rozprawy, wskazujg na wiodgcy udziat
Doktorantki w opracowaniu, realizacji i przygotowaniu manuskryptow
wieloautorskich prac, stanowigcych podstawe ubiegania sie o stopien doktora nauk

medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie ,nauki o zdrowiu”.

Dane bibliograficzne publikacji przedstawiam ponizej:
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24(12): 10023 (IF: 5,600; punkty MEiN: 140) ul. Gronostajowa 9

30-387 Krakdw

tel./fax: +48 12 664 50 98

/bk\_—



3. Stefaniska et al. Expression Profile of New Marker Genes Involved in Differentiation of

Human Wharton's Jelly-Derived Mesenchymal Stem Cells into Chondrocytes,
Osteoblasts, Adipocytes and Neural-like Cells. International Journal of Molecular
Sciences. 2023; 24(16): 12939. (IF: 5,600; punkty MEiN: 140)

Wysoko oceniam warto$¢ naukowa rozprawy, ktérej przedmiotem byta analiza
transkryptomiczna macierzystych komérek pozyskiwanych z galarety Whartona,
niezréznicowanych i podlegajgcych zréznicowaniu do chondrocytow, adipocytow,
osteoblastéw i komorek typu nerwowego, co pozwolito na zidentyfikowanie gendw, m.in.
zwigzanych z apoptoza, zaangazowanych w réznicowanie komaérek in vitro i wykazanie
nowych markeréw réznicowania.

W dobrze i zwiezle napisanym Wstepie Doktorantka przedstawia znaczenie komorek
macierzystych w medycynie regeneracyjnej, zwracajgc uwage na rézne zrodta ich
pozyskiwania, m.in. szpik kostny, tkanka ttuszczowa, tozysko. Koncentruje sie na sznurze
pepowinowym wraz z galaretg Whartona, omawiajac zalety komérek macierzystych z niej
pozyskanych i podkresla, ze sznur pepowinowy jako odpad medyczny uzyskiwany
podczas porodu, stanowi fatwo dostepne Zrodio wysoce proliferujgcych komorek
macierzystych, a galareta Whartona stanowi obiecujgca alternatywe dla szpiku kostnego
jako zrédto komorek o duzym potencjale. Uwazam, ze Wstep wystarczajgco argumentuje
zatozenia i cel pracy oraz podjecie sie charakterystyki izolowanych i hodowanych komorek
macierzystych. W tym miejscu pragne podkresli¢ merytoryczng warto$¢ artykutu
przegladowego, w ktérym na podstawie najnowszego, $wiatowego pisSmiennictwa,
przedstawiono histologiczna strukture sznura pepowinowego i dokonano charakterystyki
komérek w nim zawartych, a w oparciu o badania immunohistochemiczne, wnikliwie
oméwiono cechy komoérek macierzystych z galarety Whartona, ich wlasciwosci
immunomodulacyjne i mozliwosci ich wykorzystania w badaniach przedklinicznych i
klinicznych, jako alternatywy dla przeszczepéw allo- i ksenogenicznych w terapiach
komérkowych. Wyniki tych badaf zebrano w niezwykle informatywnych tabelach, co
stanowi dodatkowy atut publikacji.

Metodyka badann zostata szczegdétowo opisana w oryginalnych publikacjach i
przedstawiona w polskojezycznym opracowaniu. Material badawczy byt pozyskiwany
podczas zdrowych porodéw w Ginekologiczno-Potozniczym Szpitalu Klinicznym w
Poznaniu, a prowadzenie catosci badan zostato pozytywnie zaopiniowane (zgody nr
237/19 oraz nr 199/21) przez Komisje Bioetyczng przy Uniwersytecie Medycznym im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Doktorantka opisata warunki izolacji komorek
macierzystych z galarety Whartona i ich hodowli wraz z podaniem badanych markerow

powierzchniowych (CD44, CD105 i CD73 stuzyly jako markery pozytywne, a CD34, CD31



i CD45 jako negatywne) i czasem roznicowania komoérek do chondrocytow, adipocytow,
osteoblastéow | komoérek typu nerwowego. Kazde docelowe réznicowanie byto
potwierdzone odpowiednim, specyficznym dla danego typu komérek, barwnikiem. |zolacje
RNA i jego sekwencjonowanie prowadzita dla komoérek zréznicowanych i nie-
zroznicowanych, ktore stuzyly jako kontrola. Analiza bioinformatyczna i statystyczna
pozwolita na identyfikacje gendéw zwigzanych z apoptoza. Doktorantka wykazata zmiany
transkryptomiczne podczas réznicowania badanych komérek. Przyktadowo, w komérkach
zréznicowanych do chondrocytéw, adipocytéw i osteoblastow, geny ZBTB16, FOX01 i
SEPTIN4 wykazywaly podwyzszong ekspresje w stosunku do kontroli, podczas gdy
ekspresja IGF1 byla wyzsza w komédrkach zréznicowanych do chondrocytéw,
osteoblastéw i komérek typu nerwowego, a genéw CNR7T i FRZB, tylko w tych,
zréznicowanych do adipocytéw. Dalsza analiza wykazata, iz we wszystkich grupach
komérek zréznicowanych zwiekszonej ekspresji ulegajg geny zaangazowane w proces
apoptozy, wiekszo$¢ z nich zwigzana jest z pozytywng regulacjg tego procesu, co
pozwolito na stwierdzenie zaleznosci pomiedzy czasem hodowli komorek macierzystych
in vitro i ich réznicowaniem, a nasileniem apoptozy. Wyniki powyzszych badan zostaty
szczegotowo udokumentowane i przedyskutowane w drugiej publikacii.

Kolejnym celem badan byto poznanie mechanizméw molekularnych biorgcych udziat w
réznicowaniu komoérek macierzystych z galarety Whartona. Poddano analizie pie¢ genéw
o najsilniej podwyzszonej ekspresji w kazdej ze zréznicowanych grup. Doktorantka
wykazata odmienny zestaw gendéw o podwyzszonej ekspresji w komodrkach
zroznicowanych do chondrocytéw, adipocytéw i osteoblastow, a inny w tych,
zréznicowanych do komérek typu nerwowego, wskazujgc, iz te ostatnie réznig sie w
zakresie gendw od komorek zréznicowanych do chondrocytéw, adipocytow i
osteoblastow, ktore cechuje szereg podobienstw. Istotnym poznawczo wynikiem byto
rowniez zidentyfikowanie nowych markeréw, ktérych wczesniej nie wigzano z procesem
roznicowania. Wyniki tych badan zostaty opracowane i udokumentowane w trzeciegj

publikaciji.

Nalezy podkresli¢, ze opisane powyzej rezultaty badan wchodzace w sktad rozprawy
doktorskiej nalezg do znaczacych i nowatorskich. Analiza catosci wynikéw pozwolita
Doktorantce na sformutowanie poprawnych, uzasadnionych badaniami, wnioskéw.
Warto takze dodac, ze na ujete w publikacjach badania, Doktorantka uzyskata $rodki
przyznane przez Ministerstwo Edukacji i Nauki w ramach programu ,Doktorat

Wdrozeniowy”.
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Jednym z elementéw oceny jest zwrécenie uwagi recenzenta na braki czy niescistosci.

Musze przyznaé, ze rozprawe Pani mgr Katarzyny Stefanskiej cechuje szczegdina
staranno$¢ w przygotowanie catosci i jej edytorska poprawnosé. Zaréwno pod wzgledem
merytorycznym jak i metodologicznym nie znajduje uchybien. Doktorantka, co nalezy do
rzadkoéci, ustrzegta sie catkowicie wyrazen zargonowych w polskojezycznym
opracowaniu, co sprawia, ze nie mam uwag krytycznych. Prosze jednak o
doprecyzowanie czy stosowane barwienia w celu potwierdzenia Sciezki réznicowania
komérek macierzystych oparta Pani na danych literaturowych? Nie znalaztam bowiem w
pracach oryginalnych odniesienia do stosownego piSmiennictwa. Kolejne, czysto
techniczne pytanie dotyczy uzycia kolagenazy. Czym uzasadnia Pani wybor kolagenazy
I, a nie np. kolagenazy NB6 o czystosci GMP?
Natomiast uwaga o charakterze dyskusyjnym dotyczy pierwszego wniosku. W mojej opinii
jego tre$¢ nie powinna by¢ opatrzona cyfrg 1, co oznacza wniosek nr 1, poniewaz
informacje w nim zawarte pochodzg z danych literaturowych, a nie z badan wtasnych, tak,
jak pozostate dwa wnioski. Ten pierwszy, bardzo potrzebny w tym miejscu,
potraktowatabym jedynie jako ,wstep” do wnioskow.

W tym miejscu pragne raz jeszcze podkreslic wage artykutu przeglgdowego w catosci
rozprawy. Opracowanie zagadnienia w oparciu o ponad 100 pozycji $wiatowego
pi$miennictwa $wiadczy o zglebieniu problematyki i merytorycznym przygotowaniu do ,
badan, ktérymi Doktorantka podjeta sie zajgé. Ryciny w artykule przeglgdowym zastugujg
na podkreslenie, zostaly starannie wykonane i dobrze opisane, dzieki czemu stanowig

cenne zrodto informaciji dla czytelnika.

Podsumowujgc, bardzo pozytywnie oceniam przediozong do recenzji dysertacje i
stwierdzam, ze Pani mgr Katarzyna Stefariska w peini zastuguje na nadanie stopnia
doktora. Doktorantka nie tylko wykazala przygotowanie i umiejetnos¢ pracy
nowoczesnymi technikami, ale prawidlowo je wykorzystata. Pokazata doskonatg
znajomo$é problematyki, a postawione w oryginalnych publikacjach cele badawcze
pokazujg systematyczne dgzenie do rozwigzania zadania, co jest zastugg odpowiedniego
przygotowania i pokierowania Doktorantki przez Promotora, prof. dr hab. Bartosza
Kempistego, ktorego doswiadczenie naukowe z zakresu badan in vitro jest cenione w

srodowisku badaczy wykorzystujgcych techniki izolacji komoérek i ich hodowli.

Catosé rozprawy pokazuje duzg wiedze Doktorantki i umiejetno$¢ dyskusji wynikow
wlasnych. Pragne zaznaczy¢, iz Pani mgr Katarzyna Stefanska, bardzo dobrze wtgczyta
sie w nurt aktualnej i waznej klinicznie problematyki, pracujgc najnowszymi technikami

biologii molekularnej stosowanymi w badaniach biomedycznych, z wykorzystaniem



analizy bioinformatycznej. Atutem niniejszej rozprawy jest wartos¢ poznawcza badan,
ktére przyczyniajg sie do rozpoznania i wykorzystania w przysziosci zrodta komorek

macierzystych jakim jest galareta Whartona.

Whniosek koncowy

W Swietle powyzszych danych stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Katarzyny
Stefanskiej spetnia wszystkie kryteria stawiane pracom doktorskim okreslone w art. 187
ustawy z dnia 20 lipca 2018 Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (tekst jednolity: Dz.
U. z 2022 r. poz. 574 ze zm.). Wnosze zatem do Kapituly Kolegium Nauk o Zdrowiu
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, o dopuszczenie Pani
mgr Katarzyny Stefanskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na
walory poznawcze badan, ktérych wyniki zostaly opublikowane w czasopismach
indeksowanych w bazie Web of Science, wnioskuje o jej wyrdznienie w formie

przewidzianej regulaminem macierzystej Uczelni.
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