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Recenzja

rozprawy doktorskiej lek. wet. Krzysztofa Buczaka pt: ,,Wplyw substancji bioaktywnych
zawartych w mikropecherzykach pochodzacych z mezenchymalnych komorek macierzystych

na gojenie si¢ ubytkow chrzastki szklistej stawowej u owiec”

wykonanej w Katedrze i Klinice Chirurgii Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu

pod kierunkiem Pana Profesora Zdzistawa Kietbowicza oraz Pana dr hab. Przemystawa Przadki
jako promotora pomocniczego

Podstawe formalng wykonania opinii niniejszej rozprawy doktorskiej stanowi pismo Pana
Przewodniczacego Rady Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu
powolujace si¢ na Uchwale Rady Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu z dnia 30 maja 2023r.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska dotyczy wykorzystania komorek macierzystych
szpiku kostnego oraz substancji bioaktywnych zawartych w mikropecherzykach pochodzacych z
komorek macierzystych szpiku kostnego na gojenie ubytkow chrzagstki szklistej w stawie
kolanowym u owiec oraz w dalszej perspektywie ocena tego sposobu leczenia w odniesieniu do
terapii choroby zwyrodnieniowej stawow (DJD) u ludzi i zwierzat.

Praca zostala przygotowana jako monografia i sktada sie z 12 rozdziatow: ,,Wprowadzenie”
oraz ,,Wstep” obejmujacy 5 podrozdziatéw poswigconych budowie oraz diagnostyce uszkodzen
chrzastki stawowej, leczeniu ubytkow chrzastki oraz wybranym zagadnieniom z medycyny
regeneracyjnej; mezenchymalnym komorkom macierzystym oraz mikropecherzykom blonowym.
Kolejne rozdziaty pracy to ,,Zatozenia i cel pracy”, ,,Material i metody”, ,,Wyniki” , ,.Dyskusja i
omowienie wynikow”, ,,Wnioski”, ,,Streszczenie” w jezyku polskim i angielskim, ,,Pismiennictwo”,
oraz ,,Spis tabel 1 rycin”. Rozdzial Wprowadzenie poprzedza obszerny wykaz skrotow polskich i

angielskich uzywanych w pracy.



Lacznie rozprawa doktorska liczy 115 stron, zawiera 9 tabel, 40 rycin oraz 161 pozycji
literaturowych.

W rozdziale Wprowadzenie Autor opisuje powazny problem ortopedyczny, jakim jest
choroba zwyrodnieniowa stawow u ludzi i zwierzat. Dotyczy ona znacznej czesci populacii ludzi 1
zwierzat, a nieleczona prowadzi do powstania rozleglych zmian zwyrodnieniowych, skutkujacych
trwala dysfunkcjg stawéw. Leczenie DJD obejmuje postgpowanie zachowawcze wspomagane
fizykoterapia oraz w zaawansowanych przypadkach leczenie chirurgiczne. Alternatywa jest
wykorzystanie medycyny regeneracyjnej, w szczegélnosci komorek macierzystych oraz ich
biologicznych pochodnych (mikropecherzykow). Wymaga to jednak opracowania sposobu aplikacji
komdrek macierzystych do stawu oraz wyjasnienia sposobu dziatania i monitoringu procesu
leczenia aby wykluczy¢ ryzyko dziatan niepozadanych. W oparciu o udokumentowane wlasciwosci
chondrogenne MSCs pochodzacych ze szpiku i tkanki tluszczowej owiec Doktorant trafnie
uzasadnia potrzebe zbadania wpltywu komodrek macierzystych szpiku kostnego oraz substancji
bioaktywnych zawartych w MVs implantowanych na rusztowaniu kolagenowym na regeneracj¢
chrzastki stawowej w stawie kolanowym u owiec.

W rozdziale ,,Wstep” Autor szczegdlowo opisuje strukture tkanki chrzestnej szklistej,
zawracajagc uwage na jej zmiany w trakcie normalnego obcigzenia, a takze mechanizm
powstawania ubytkow chrzastki. W konteks$cie wyjasnienia mechanizmoéw rozwoju DJD
Doktorant opisuje etiologie powstawania ubytkéw chrzestnych, ich rodzaje oraz proces gojenia i
regeneracji. Odrebng cze$¢ tego rozdzialu stanowi analiza dostepnych metod diagnostycznych
ubytkow chrzestnych, ktére Autor analizuje pod katem ich przydatnosci w czesci eksperymentalne;j
pracy. W dalszej czesci Wstepu Autor przedstawia wspotczesne metody leczenia ubytkéw chrzastki
stawowej, uwzgledniajagc najnowsze osiagnigcia w tej dziedzinie ortopedii weterynaryjnej. Na
zakonczenie Doktorant omawia zagadnienie mezenchymalnych komoérek macierzystych MCSs, ich
wykorzystania w leczeniu zwierzat oraz technologie ich pozyskiwania. Odrebng cze$é rozdziatu
stanowi  charakterystyka  mikropecherzykow  btonowych  pozyskiwanych z  komorek
mezenchymalnych.

W rozdziale Zatozenia i cel pracy Autor przedstawil podstawowe zatozenia swojej pracy
badawczej, dotyczace zbadania wplywu implantacji skafoldu kolagenowego nasgczonego
autologicznymi BM -MSCs lub autologicznymi mikropecherzykami MVs pochodzacymi z BM-
MSCs do wytworzonego operacyjnie ubytku chrzastki stawowej szklistej stawu kolanowego owcy
na proces gojenia chrzastki. Skutecznos¢ tej metody leczenia Autor postanowil oceni¢, wykonujac
nastepujace procedury badawcze:

e badanie CT struktur operowanego stawu kolanowego



e badanie makroskopowe operowanych stawow kolanowych
e ocene mikroskopowa fragmentu bloczka kosci udowej z wytworzonym ubytkiem
e monitorowanie parametréw morfologicznych i biochemicznych krwi

Na przeprowadzenie badan Autor uzyskat zgode Lokalnej Komisji Etycznej we Wroctawiu.

Materiat 1 metody.

Czes$¢ badawcza podzielono na 2 etapy:

1) prefabrykacja BM-MSCs i MVs,

2) wszczepienie implantow
W badaniach implantacyjnych wykorzystano 16 owiec, podzielonych na 4 grupy: grupa I (2 owce,
kontrola negatywna), grupa II (2 owce, kontrola pozytywna 0,9% NaCl), grupa III (6 owiec, MVs),
grupa IV (6 owiec, BM-MSCs). W pierwszym etapie doswiadczenia od 12 owiec S$rodoperacyjnie
pobrano szpik kostny z blizszej nasady kosci ramiennej i wykonano prefabrykacje BM-MSc oraz
MVs. W drugim etapie badania u kazdej owey z grupy II, III 1 IV wykonano ubytek chrzestno-
kostny o $rednicy 6,5 mm i glebokosci 10 mm w bloczku prawej kosci udowej, ktore wypetniono
skafoldem kolagenowym, a nastepnie nasaczono go odpowiednio 0,9% NaCl, MVs lub BM-MSCs.
Obserwacja u operowanych zwierzat trwata 180 dni, w dniu 0, 90 1 180 wykonano kontrolne
badanie CT stawow kolanowych. Badania hematologiczne wykonano w dniu 0, 3, 6, i 10 po
operacji. Po eutanazji u zwierzat przeprowadzono analize makroskopowa i mikroskopowa okolicy
ubytku chrzestno-kostnego.

Wyniki

W oparciu o wyniki badan CT operowanych stawow Autor wykazal, ze w grupach
doswiadczalnych z implantem zawierajacym BM —MSCs i MVs widoczne jest lepsze wypelnienie
nowopowstalg tkankg ubytku chrzgstno-kostnego w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

W badaniach makroskopowych w grupach eksperymentalnych w grupie III stwierdzono
calkowite wypelnienie ubytku tkankg o charakterze tacznotkankowym, podczas gdy w grupie
kontrolnej pozytywnej widoczna byla zapadnieta powierzchnia ubytku wypelniona tkanka o
charakterze tgcznotkankowym.

Ocene histopatologiczng ubytku chrzastki stawowej uzupetlniono o oceng podtjakosciows
opartg na 14-punktowej skali utworzonej i zmodyfikowanej w oparciu o wytyczne ISRS, ktorag
poddano analizie statystycznej. Na podstawie obserwacji mikroskopowych i wynikéw analizy
statystyczne] powyzszej skali mozna postawi¢ wniosek, ze zastosowania MVs pozwala na lepsze
wypehienie ubytku chrzastki, umozliwia szybsze zastapienie tkanek pierwotnych ostatecznymi i co

za tym idzie powr6t do funkcjonalnosci powierzchni chrzestne;j.



Ocena parametrow morfologicznych krwi wykazata przejsciowy wzrost liczby leukocytow
bezposrednio po zabiegu, ktory do 10 dnia wrocit do wartosci referencyjnych. W badaniach
biochemicznych Autor zaobserwowat rowniez przej$ciowe zmiany.

W rozdziale Dyskusja i omdwienie wynikow Autor omdwit otrzymane wyniki 1 porownat je
z dostepna literaturg.  Zaprezentowane wyniki pozwolity na sformulowanie nastepujacych

wnioskow:

1. Zastosowanie autologicznych mezenchymalnych komoérek macierzystych pochodzenia
szpikowego (BM-MSCs) i mikropecherzykoéw (MVs) w leczeniu doswiadczalnie wykonanego
krytycznego ubytku chrzestno-kostnego zwieksza odbudowe tkanki tgcznej wypetniajacej ubytek.
Sposrdéd nich najbardziej korzystny wpltyw wykazuja MVs.

2. Doswiadczalne wykonanie krytycznego ubytku chrzestno-kostnego na powierzchni bloczka kosci
udowej nie powoduje rozwoju zmian zapalno-zwyrodnieniowych dostrzegalnych w badaniu

tomografem komputerowym i makroskopowym.

3. Zastosowanie kolagenowego skafoldu nasgczonego autologicznymi mezenchymalnymi
komorkami macierzystymi pochodzenia szpikowego (BM-MSCs) i mikropecherzykami (MVs) w
leczeniu doswiadczalnie wykonanego krytycznego ubytku chrzestno-kostnego nie skutkuje
zwigkszonag odpowiedzig zapalng organizmu odzwierciedlong w parametrach morfologicznych

krwi.

4. Zastosowanie dostawowe mikropecherzykéw (MVs) jest bezpieczne i nie powoduje negatywnej

reakcji miejscowej 1 ogélnej organizmu.

Whnioski koncowe zawarte w rozdziale 8 sa zgodne z postawionymi celami. Praca jest
spojna tematycznie, bogato ilustrowana, zalaczone materiaty graficzne sg bardzo dobre jakosciowo
1 utatwiaja zrozumienie prezentowanych wynikdw i tresci.

Uzupelnieniem monografii jest wykaz pismiennictwa obejmujacy 116 pozycji, odpowiednio
dobranych, pochodzacych w duzej mierze z ostatnich lat.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska ma duzg wartos¢ poznawcza, wnosi nowe dane
do jednej z najnowszych dziedzin terapii jakg jest medycyna regeneracyjna w leczeniu ludzi i
zwierzat. Jako praca eksperymentalna zostata prawidlowa zaplanowana 1 zrealizowana, z
uwzglednieniem zasad 3R oraz dobrostanu zwierzat eksperymentalnych. Wykonanie badan na

owcach jako zwierzetach doswiadczalnych pozwolito na wykorzystanie sprawdzonych i co wazne



powtarzalnych technologii uzyskiwania MSCs 1 MVs, a uzyskane wyniki beda uzyteczne zarowno
w ortopedii ludzkiej, jak i weterynaryjnej. Podobnie wykorzystanie standardowych metod
diagnostycznych 1 uzyskanie wysokiej jakosci materialu badawczego pozwala na poréwnywanie
otrzymanych wynikéw z innymi publikacjami z zakresu medycyny regeneracyjne;j.

Wywiazujac sie z obowigzku recenzenta zwracam uwage na kilka niewielkich uchybien nie
umniejszajgce] wartosci pracy. Jakos¢ ryciny 1 na stronie 19 znaczaco odbiega od pozostatych rycin
w pracy. Poddaje tez pod rozwage uwzglednienie w tytule pracy czesci dotyczacej implantacji
BM-MSCs. We wnioskach proponuje do wniosku nr 2 doda¢ informacje ,,po 180 dniach od urazu”,
a do wniosku nr 4 mozna doda¢ ,, na podstawie wykonanych badan” .

Prace lek. wet. Krzysztofa Buczaka pt: ,,Wplyw substancji bioaktywnych zawartych w
mikropecherzykach pochodzacych z mezenchymalnych komorek macierzystych na gojenie sie
ubytkdw chrzastki szklistej stawowej u owiec” oceniam bardzo wysoko. Jest to ambitna praca
eksperymentalna dotyczaca nowatorskiego sposobu leczenia choroby zwyrodnieniowej stawow,
ktora w dalszej perspektywie moze by¢ wykorzystywana w leczeniu ludzi i zwierzat. Nalezy tez
podkresli¢ niezaprzeczalne walory dydaktyczne pracy, zwlaszcza wstep, w ktorym Autor omawia

zagadnienia diagnostyki i terapii DJD.

Podsumowujac, stwierdzam, Ze przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska lek. wet.
Krzysztofa Buczaka pt: ,,Wplyw substancji bioaktywnych zawartych w mikro pecherzykach
pochodzacych z mezenchymalnych komoérek macierzystych na gojenie sie¢ ubytkow chrzastki
szklistej stawowej u owiec” spelnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2022 poz. 574 ze zm.)

Zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroclawiu o dopuszczenie lek. wet. Krzysztofa Buczaka do dalszych etapéw postepowania
w sprawie nadania stopnia doktora. Jednocze$nie zglaszam wniosek o wyrdznienie pracy,
motywujac to jej wysoka wartoscia poznawcezg oraz znacznym zaangazowaniem badawczym

Doktoranta.



