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Recenzja rozprawy doktorskiej pt. ,,Opracowanie metody izolacji i hodowli pierwotnej
oraz badanie zdolnosci do réznicowania si¢ komorek macierzystych pozyskiwanych z

galarety Whartona”

autorstwa mgr Katarzyny Stefanskiej

realizowanej w Instytucie Biostrukturalnych Podstaw Nauk Medycznych
Zakladzie Histologii i Embriologii
Kolegium Nauk o Zdrowiu
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

promotor: prof. dr hab. n. med. Bartosz Kempisty

Mezenchymalne komodrki macierzyste to heterogenne morfologicznie i funkcjonalnie
multipotencjalne komorki, ktorych mozliwosci wykorzystania i dalszej manipulacji sg jednym
z wiodacych 1 najbardziej obiecujacych przedsiewzig¢ z zakresu inzynierii tkankowej. Zgodnie
z obecnym stanem wiedzy, mezenchymalne komorki macierzyste s3a komodrkami
wystepujacymi w wiekszosci unaczynionych tkanek. Liczne badania pokazaty ich unikatowe
wlasciwosci, tj. mozliwo$¢ ich indukowanego réznicowania si¢ w komorki wywodzace si¢ z
endodermy i ektodermy oraz wlasciwosci immunoregulacyjne. Pierwotnie komorki te
izolowano ze szpiku kostnego, jednakze pdzniej z tkanki thuszczowej, galarety Whartona, krwi
pepowinowej, miazgi zgbowej, btony i ptynu owodniowego, krwi obwodowej, gruczotéow
$linowych, czy nawet z pltynu maziowego. Z punktu widzenia wdrozeniowego oraz
komercyjnego w dziedzinie ustug, w ostatnich latach, bardzo duze zainteresowanie jako zrédto
mezenchymalnych komoérek macierzystych wzbudza sznur pgpowinowy. Szczegolnie, z uwagi

na fakt, ze stanowi on odpad medyczny pozyskiwany w wyniku porodu.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska na stopien doktora nauk medycznych
pt. ,,Opracowanie metody izolacji i hodowli pierwotnej oraz badanie zdolno$ci do réznicowania
si¢ komorek macierzystych pozyskiwanych z galarety Whartona” porusza ciekawe

merytorycznie zagadnienia z zakresu medycyny regeneracyjnej i dotyczace charakterystyki
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transkryptomistycznej mezenchymalnych komorek macierzystych pozyskiwanych z galarety
Whartona. Podjety przez Doktorantke problem naukowy znajduje si¢ w nurcie aktualnych
badan nad rozwojem terapii komorkowej i stanowi wazny wktad merytoryczny w dyskusji na
temat przydatnosci ustug bankowania mezenchymalnych komorek macierzystych
pozyskiwanych ze sznura pepowinowego. Warto podkresli¢, ze badania ujgte w rozprawie
doktorskiej zostaly sfinansowane przez Ministerstwo Edukacji i Nauki w ramach programu

,Doktorat Wdrozeniowy”.

Rozprawa doktorska autorstwa mgr Katarzyny Stefanskiej ma charakter
eksperymentalny 1 jest zbiorem 3 powigzanych tematycznie prac naukowych. Praca obejmuje
165 stron i ma wlasciwy uktad dla komentarza do zbioru opublikowanych publikacji
naukowych. Rozdzialy pracy obejmuja kolejno: ,,Zrodla finansowania”, ,Liste skrotow”,
»Wykaz publikacji stanowigcych podstawe postgpowania o nadanie stopnia doktora”,
,wAktywno$¢ naukowa osoby ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora wraz z
opisem dorobku naukowego,” ,Przedmiot badan” i ,Zalaczniki” w postaci: kopii prac
stanowigcych cykl publikacji, pisemnych o§wiadczen wspotautorow prac tworzacych cykl o
wyrazeniu zgody na wykorzystanie publikacji dla potrzeb przeprowadzenia przewodu
doktorskiego oraz okres$lajacych indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie
wymienionych w cyklu publikacji, a takze zgody Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie

Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Prace naukowe ujete w rozprawie doktorskiej mgr Katarzyny Stefanskiej zostaty
opublikowane w rozpoznawalnych czasopismach naukowych o tacznym wspotczynniku IF =
15.440 1 420 punktéw wg MEIN (obecnie MNiSW). Publikacja nr 1 zostala opublikowana w
Journal of Clinical Medicine (IF = 4.240), natomiast publikacje nr 2 1 3 w International Journal
of Molecular Sciences (IF = 5.600). Zgodnie z zalaczonymi o§wiadczeniami wspotautorow,
mozna stwierdzi¢, ze wktad Doktorantki w powstanie zbioru prac stanowigcych podstawe

rozprawy doktorskiej byt znaczacy i potwierdza jej wiodaca prace merytoryczng i techniczna.

Komentarz do publikacji wchodzacych w sktad cyklu prac naukowych stanowigcych
podstawe nadania stopnia doktora ujeto w rozdziale Przedmiot badan. Zostat on podzielony na
nastgpujace podrozdzialy: ,,Wstep”, ,,Zatozenia rozprawy”, ,,Cele”, ,,Komentarz do publikacji
wchodzacych w sktad cyklu stanowigcego podstawe do nadania stopnia doktora”, ,,Wnioski”,

,Pi$miennictwo” oraz ,,Streszczenie” w jezyku polskim i angielskim.
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Podrozdziat ,Wstgp” stanowi krotkie wprowadzenie do zagadnien ujetych w
publikacjach naukowych stanowigcych podstawe nadania stopnia doktora i obejmuje zwigzta
charakterystyke gltéwnych typoéw komoérek macierzystych, sznura pgpowinowego i galarety
Whartona.  Ponadto  Doktorantka, wymienita identyfikatory badan klinicznych
uwzgledniajacych wykorzystanie mezenchymalnych komorek macierzystych pozyskanych z
galarety Whartona w leczeniu przykladowych chorob. Rozdzial ten stusznie konczy si¢
wprowadzeniem do metodologii pracy i hastowym uzasadnieniem wybrania kluczowej metody
prac badawczych — sekwencjonowania RNA. Rozwinigciem tego rozdziatu jest publikacja
pogladowa, ktora wchodzi w sklad niniejszej dysertacji i stanowi wlasciwy wstep do rozprawy
doktorskiej. Stad, w mojej ocenie, zwigzly charakter rozdzialu jest w pelni uzasadniony i
stanowi jedynie nakierowanie czytelnika na istot¢ problemu naukowego rozwigzywanego
podczas realizacji przewodu doktorskiego, cho¢ dla zachowania przejrzystosci okreslitbym go

mianem ,,Wprowadzenia”.

W podrozdziale ,,Zatozenia rozprawy”, Doktorantka prezentuje przedmiot badan i
wskazuje, ze zalozeniem rozprawy byta weryfikacja hipotezy méwiacej, ze zoptymalizowana
metoda izolacji, dtugoterminowej hodowli pierwotnej oraz réznicowania mezenchymalnych
komoérek macierzystych pozyskanych z galarety Whartona pozwoli na uzyskanie
chondrocytéw, adipocytow, osteoblastow i komodrek typu nerwowego. Zalozeniem rozprawy
byto réowniez dostarczenie nowych informacji dotyczacych molekularnych mechanizméow
zaangazowanych w proces roznicowania in vitro, co moze przetozy¢ si¢ na ich zastosowanie w

srodowisku klinicznym.

Cele rozprawy doktorskiej zostaty wskazane przez mgr Katarzyne Stefanska w
podrozdziale ,,Cele” i odnosza si¢ do poszczegdlnych prac wlaczonych do cyklu publikacji
naukowych stanowigcych podstawe nadania stopnia doktora. Obejmuja kolejno: (1)
Charakterystyke ludzkich komorek pozyskiwanych z galarety Whartona, a w szczeg6lnos$ci ich
potencjalu macierzysto$ci oraz analiz¢ aktualnego zastosowania w badaniach klinicznych i
przedklinicznych, jako alternatywy dla przeszczepdéw allogenicznych i ksenogenicznych w
terapiach komorkowych, (2) Identyfikacj¢ gendw zwigzanych z apoptoza, zaangazowanych w
proces réznicowania in vitro mezenchymalnych komodrek macierzystych pozyskanych z
galarety Whartona w kierunku osteoblastow, chondrocytow, adipocytéw i komorek typu

nerowego, i (3) Okreslenie zmian transkryptomicznych zachodzacych podczas réznicowania
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mezenchymalnych komorek macierzystych pozyskanych z galarety Whartona oraz
identyfikacja nowych markeréw bioracych udziat w tym procesie, co moze stuzy¢ jako punkt
odniesienia do dalszych badan eksplorujacych role tych genow w fizjologii mezenchymalnych
komoérek macierzystych pozyskiwanych =z galarety Whartona oraz w medycynie
regeneracyjnej. Okre$lone przez Doktorantke cele skonstruowane sa poprawnie, znajduja
odzwierciedlenie w celach opublikowanych prac i stanowig rozwinigcie zalozen rozprawy

doktorskie;j.

Prace naukowe cyklu publikacji stanowigcego rozprawe doktorska mgr Katarzyny
Stefanskiej zostaly przez niag omodwione w podrozdziale , Komentarz do publikacji

wchodzacych w sklad cyklu stanowigcego podstawe do nadania stopnia doktora”.

Pierwsza publikacj¢ cyklu stanowi praca pogladowa pt. ,,Human Wharton's Jelly-
Cellular Specificity, Stemness Potency, Animal Models, and Current Application in Human
Clinical Trial” opublikowana w 2020 roku w Journal of Clinical Medicine (IF = 4.240). Warto
podkresli¢, ze na dzien sporzadzenia niniejszej recenzji, publikacja cytowana byta 32-krotnie
wg Web of Science i powstata ona w ramach wspotpracy zagranicznej (afiliacje z Wielkiej
Brytanii, Brazylii i Republiki Czeskiej). Publikacja ta stanowi wtasciwy wstep do rozprawy
doktorskiej 1 swoim zakresem obejmuje kluczowe aspekty zwigzane z komorkami
macierzystymi oraz sznurem pgpowinowym, w tym jego histologie i charakterystyke komorek
znajdujacych si¢ w poszczegdlnych jego komponentach. Praca obejmuje réwniez
charakterystyke komorek znajdujacych si¢ w galarecie Whartona, macierzystych wlasciwosci
komorek stromalnych galarety Whartona, wtasciwo$ci immunoregulacyjne wykazywane przez
mezenchymalne komorki macierzyste pozyskiwane z galarety Whartona, a takze omoéwienie
dotychczas przeprowadzonych badan przedklinicznych i klinicznych z wykorzystaniem

powyzszych komorek.

Druga publikacj¢ cyklu stanowi praca oryginalna pt. ,,Apoptosis Related Human
Wharton's Jelly-Derived Stem Cells Differentiation into Osteoblasts, Chondrocytes,
Adipocytes and Neural-like Cells-Complete Transcriptomic Assays” opublikowana w 2023
roku w International Journal of Molecular Sciences (IF = 5.600). Publikacja cytowana byta 1-
krotnie wg Web of Science, jednakze ukazata si¢ ona 12 czerwca 2023 r. Warto podkresli¢, ze
podobnie jak praca nr 1, publikacja ta powstata w ramach wspolpracy zagranicznej (afiliacje z

Republiki Czeskiej i USA). Oprdcz klasycznej oceny morfologii komoérek i roznicowania oraz
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analizy cytometrycznej, praca skupia si¢ na przedstawieniu wynikdw sekwencjonowania RNA
wyizolowanego z komorek zrdéznicowanych oraz kontrolnych mezenchymalnych komorek
macierzystych pozyskanych z galarety Whartona. Na uwage zastuguje bogata analiza
bioinformatyczna wynikow, ktora dowodzi zaawansowaniu prac stanowigcych przedmiot
niniejszego doktoratu. Przeprowadzone badania, nie tylko potwierdzity dostepne dane
literaturowe w zakresie zwickszonej ekspresji gendow zwigzanych z apoptoza w procesie
réznicowania, ale rowniez wykazaty nowe potencjalne markery réznicowania osteogennego
(CD14, EDNRB, SEPTIN4), neurogennego (BEX2, ITPRI, SEPTIN4), adipogennego (ITPRI,
SEPTIN4) 1 chondrogennego (SEPTIN4) mezenchymalnych komorek macierzystych
pozyskanych z galarety Whartona. W publikacji zwrocono réwniez uwage na potrzebg
identyfikacji skutkéw dlugotrwatej hodowli in vitro 1 procesu réznicowania w konteks$cie
$mierci na drodze apoptozy, zwlaszcza, ze w srodowisku klinicznym komorki te moga by¢
dodatkowo narazone na $mier¢ indukowang hipoksja i niedostateczng zawarto$cia sktadnikéw

odzywczych.

Trzecig 1 ostatnig publikacje cyklu stanowi praca oryginalna pt. ,,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”
opublikowana w 2023 roku w [International Journal of Molecular Sciences (IF = 5.600).
Publikacja nie byta dotad cytowana, lecz ukazata si¢ dopiero 18 sierpnia 2023 r. Podobnie jak
dwie poprzednie publikacje cyklu powstata ona we wspolpracy z osrodkami zagranicznymi
(afiliacje z USA 1 Republiki Czeskiej). W pracy przedstawiono analize¢ wynikow
sekwencjonowania RNA macierzystych komorek mezenchymalnych pochodzacych z galarety
Whartona i zréznicowanych do chondrocytow, adipocytow, osteoblastéw oraz komorek typu
nerwowego wobec komorek niezroznicowanych. Wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy
stanowig bezposrednig kontynuacje i rozwinigcie badan przedstawionych w publikacji nr 2
cyklu prac tworzacych niniejsza rozprawe doktorska. Umozliwity one poznanie zmian
transkryptomicznych  zachodzacych podczas roznicowania macierzystych komorek
mezenchymalnych pochodzacych z galarety Whartona w warunkach in vitro oraz identyfikacje
nowych markeré6w zaangazowanych w ten proces. Sg one o tyle istotne, gdyz moga stanowic
podstawe do dalszych badan transkryptomicznych i proteomicznych w celu opracowania
bezpiecznych i skutecznych terapii komorkowych, a takze pozwalaja uzupehic obraz fizjologii

tych komoérek. W pracy wskazano rowniez, ze zrdéznicowane komorki mezenchymalne
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pozyskane z galarety Whartona, zwlaszcza w formie sferoidow, moga stuzy¢ jako

tréjwymiarowy model do testowania i opracowywania nowych lekow.

Rozprawa doktorska zostata bardzo dobrze zaplanowana, a dobrane przez Doktorantke
techniki badawcze 1 uzyskane za ich posrednictwem wyniki stanowig istotny wkiad w rozwdj
dyscypliny naukowej reprezentowanej przez Doktorantke. Zrodtem materiatu badawczego byty
sznury pgpowinowe pozyskane ze Szpitala Ginekologiczno-Polozniczego w Poznaniu na
podstawie zgdéd Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu (nr 237/19 1 199/21). Jezyk rozprawy nie budzi zastrzezen, cho¢
odnotowatem drobne btedy stylistyczne, literowe, zargon laboratoryjny, czy zbedne wtrety

anglojezyczne. Dla przyktadu:

e na stronie 17 rozprawy Doktorantka pisze ,,W ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej przedstawiono wyniki sekwencjonowania RNA komoérek WJ-MSCs
niezréznicowanych” zamiast ,,W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
przedstawiono wyniki sekwencjonowania RNA niezréznicowanych WJ-
MSCs”,

e na stronie 23 rozprawy Doktorantka uzywa ,,odtrawionych komoérek” zamiast
»enzymatycznie odklejonych” albo ,,odklejonych od podtoza przy uzyciu 0,25%
roztworu trypsyny”, odnoszac si¢ do wskazania w omawianej publikacji
naukowej,

e na stronie 45 rozprawy Doktorantka nie ttumaczy na jezyk polski grupy
ontologicznej ,,pozytywna regulacja procesu apoptozy” i pomija liter¢ ,,s” w

stowie anglojezycznym ,,process” (,,positive regulation of apoptotic proces”).

Cze$¢ merytoryczng rozprawy koncza 3 wnioski, ktére w pelni odzwierciedlaja
postawione przez Doktorantke cele badawcze 1 bezposrednio odnosza si¢ do poszczegodlnych

publikacji naukowych stanowigcych podstawe do nadania stopnia doktora:

1) Na podstawie dostgpnych danych literaturowych wykazano, ze mezenchymalne
komorki macierzyste pozyskiwane z galarety Whartona wykazuja cechy
mezenchymalnych komorek macierzystych o wysokim potencjale réznicowania i
proliferacji, a takze o szerokich wlasciwosciach immunomodulujacych.

Przytoczone w publikacji nr 1 prezentowanego cyklu badania przedkliniczne oraz
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kliniczne wskazuja, ze potencjal do zastosowania tych komorek we wspomaganiu
leczenia powaznych schorzen oraz w regeneracji tkanek jest wysoki.

2) Dazigki przeprowadzonemu sekwencjonowaniu RNA komoérek mezenchymalnych
komorek macierzystych pozyskanych z galarety Whartona niezréznicowanych oraz
zréznicowanych do osteoblastow, chondrocytow, adipocytow i komorek typu
nerwowego (publikacja nr 2) zidentyfikowano geny zaangazowane w proces
apoptozy, ktorych  ekspresja ulega zmianie podczas rdznicowania
mezenchymalnych komoérek macierzystych pozyskanych z galarety Whartona w
warunkach in vitro. Stwierdzono, ze wigkszo$¢ genow ulegajacych najbardziej
podwyzszonej ekspresji w zrdéznicowanych komorkach jest zaangazowana w
pozytywna regulacje¢ tego procesu, w zwigzku z czym mozna wnioskowaé, ze
przedhuzona hodowla in vitro oraz réznicowanie mezenchymalnych komorek
macierzystych pozyskanych z galarety Whartona skutkuje nasileniem apoptozy.

3) Na podstawie przeprowadzonych analiz (publikacja nr 3) zidentyfikowano geny o
najbardziej zmienionej ekspresji podczas réznicowania mezenchymalnych komorek
macierzystych pozyskanych z galarety Whartona do osteoblastow, chondrocytow,
adipocytow i1 komorek typu nerwowego w warunkach in vitro. Mezenchymalne
komorki macierzyste pozyskane z galarety Whartona zréznicowane do komorek
typu nerwowego roéznig si¢ w kwestii genéw o najbardziej podwyzszonej ekspresji
w poréwnaniu z pozostaltymi trzema grupami, ktére wykazuja znaczace
podobienstwa w tym zakresie. Chociaz wigkszos¢ gendw o stwierdzonej na
podstawie obecnych badan najbardziej podwyzszonej ekspresji w zréznicowanych
mezenchymalnych komorkach macierzystych pozyskanych z galarety Whartona
zostala juz w literaturze powigzana z procesem réznicowania komorek, z reguly
analizy te nie byly przeprowadzane na mezenchymalnych komorkach
macierzystych pozyskanych 2z galarety Whartona, tylko na komorkach
pozyskiwanych z innych tkanek. Ponadto na podstawie otrzymanych wynikéw
zidentyfikowano takze nowe markery, ktérych wczesniej nie wigzano z procesem

réznicowania.

W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze wyniki ujgte w rozprawie doktorskiej mgr
Katarzyny Stefafiskiej sa spojne 1 niezwykle przydatne z punktu widzenia podjetej

problematyki badawczej. Co wigcej, maja one duzy potencjal aplikacyjny i1 stanowig czes¢
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wigkszego projektu naukowego. Doktorantka pokazata, Ze potrafi samodzielnie sformutowac i
rozwigza¢ problem naukowy, a takze wykorzysta¢ niezwykle szeroki i godny podziwu warsztat
badawczy, w tym bioinformatyczny. Mgr Katarzyna Stefanska wykazata si¢ rowniez
umiejetnoscia konfrontacji swoich wynikéw z doniesieniami innych grup badawczych, co
potwierdzaja bardzo dobrze przeprowadzone dyskusje w publikacjach oryginalnych
wiaczonych do dysertacji. Wskazane przeze mnie drobne btedy stanowig jedynie element

kosmetyczny pracy i nie maja najmniejszego wyptywu na jako$¢ merytoryczng rozprawy.

Na uwage zastuguje rowniez dorobek naukowy Doktorantki. Jest wspdtautorem 44
publikacji naukowych o sumarycznym wspotczynniku IF = 73.494 1 2275 punktow wg MEiIN
(obecnie MNiSW). Ponadto, zgodnie z informacja zawarta w rozdziale ,,Aktywnos$¢ naukowa
osoby ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora wraz z opisem dorobku
naukowego”, na dzien 7 grudnia 2023 r. liczba cytowan prac naukowych wg bazy Web of
Science wynosita 120 (w tym 117 bez autocytowan), a indeks Hirscha — 7. Potwierdza to
widoczno$¢ prac naukowych wspotautorstwa mgr Katarzyny Stefanskiej oraz istotno$¢
podejmowanych przez nig przedsigwzig¢ badawczych. Pokazuje to rowniez wysoka pozycje
naukowa zespolu, ktorego jest czlonkiem, a takze wysoki mentorski charakter opiekuna

naukowego i promotora — prof. dr hab. n. med. Bartosza Kempistego.

Jako kolejng istotng informacj¢ z punktu widzenia realizacji badan w ramach
finansowania z programu MEiIN (obecnie MNiSW) pn. ,,Doktorat Wdrozeniowy” uwazam

wspotautorstwo w 2 patentach zgloszonych przez Cellivia 3 Spotka Akcyjna:

e Pat.243367  pt. »3posob  krioprzechowywania  nieembrionalnych,
mezenchymalnych komorek macierzystych i1 egzosoméw z dzigsta oraz
krioprzechowywania komoérek macierzystych dzigsta i egzosomow”

e Pat.242801 pt. »SPOSOb przechowywania multipotencjalnych

mezenchymalnych komoérek macierzystych z miazgi zgba”.

W zwigzku z powyzszym, jednoznacznie stwierdzam, ze rozprawa doktorska
mgr Katarzyny Stefanskiej pt. ,,Opracowanie metody izolacji i hodowli pierwotnej oraz badanie
zdolnosci do réznicowania si¢ komorek macierzystych pozyskiwanych z galarety Whartona”
spetnia wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie

wyzszym 1 nauce (tj. Dz. U. z 2022 r., poz 574 z pdzn. zm.). Dodatkowo jest ona spojna z
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zakresem rownoleglej dziatalnos$ci naukowej w firmie biotechnologicznej Cellivia 3 Spétka
Akcyjna. Dlatego wnioskuj¢ o dopuszczenie mgr Katarzyny Stefanskiej do dalszych etapow

postepowania doktorskiego.

Ponadto, z uwagi na wysoka warto§¢ poznawcza pracy wyrazong w miedzynarodowych
1 wysokopunktowanych publikacjach naukowych, jakos$¢ przeprowadzonych badan w oparciu
o sekwencjonowanie RNA, wspotprace migdzynarodowa, a takze aplikacyjno$¢ otrzymanych
wynikéw wnioskuje do Kapituly Kolegium Nauk o wyrdznienie rozprawy doktorskiej
autorstwa mgr Katarzyny Stefanskiej pt. ,,Opracowanie metody izolacji i hodowli pierwotnej
oraz badanie zdolnosci do réznicowania si¢ komorek macierzystych pozyskiwanych z galarety

Whartona”.
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