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Katedra Anatomii Zwierzat

Wydzial Medycyny Weterynaryjnej

Uniwersytet Warminsko — Mazurski w Olsztynie

Recenzja rozprawy doktorskiej Pana lek. wet. Pawla Stefanowicza
pt. ,lzolacja, hodowla i charakterystyka mezynchymalnych komorek macierzystych
izolowanych z rabka rogowki i ich potencjalne zastosowanie w okulistyce weterynaryjnej"
wykonanej na Uniwersytecie Przyrodniczym we Wroctawiu na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej w Katedrze Biostruktury i Fizjologii Zwierzat pod kierunkiem Promotora
Pana prof. dr hab. Macieja Janeczek, oraz Promotora pomocniczego Pana dr Tomasza

Gebarowskiego.

Podstawa formalng wykonania recenzji jest uchwata Rady Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu z dnia 30. 05. 2023 roku.

Rogowka jest czescig blony widknistej gatki ocznej, ktéra stosunkowo czesto ulega
réznym schorzeniom, a poniewaz jest to struktura przezierna przez ktora przechodzi swiatlo w
drodze do siatkowki, jej uszkodzenia prowadzg do ograniczenia mozliwosci widzenia a nawet
do jej calkowitej utraty. Schorzenia rogdéwki powodowane sg czynnikami zakaznymi,
chemicznymi, fizycznymi i prowadza one do jej uszkodzen, czesto o trwatym charakterze.
Zmniejszenie przeziernosci rogéwki powodowa¢ mogg tez zmiany zwiazane z wiekiem.
Uszkodzenia tego narzadu stanowig wazny problem natury klinicznej. Stosowane sg
zroznicowane metody ich leczenia takie jak zabiegi chirurgiczne czy farmakoterapia ale
niestety nie zawsze przynosza one pozgdany efekt. Wraz z rozwojem zastosowania w
lecznictwie komoérek macierzystych zaczeto stosowaé je w medycynie ludzkiej i w
weterynarii, w tym réwniez w okulistyce w leczeniu schorzen rogéwki. Pozyskanie komorek
macierzystych moze napotka¢ pewne trudnosci i ograniczenia (np. natury prawnej czy
etycznej). Tak wige podjecie proby uzyskania komoérek macierzystych z niewielkiego
fragmentu rabka rogdéwki a nastgpnie namnozenie ich w celu wykorzystania do terapii

schorzen tego narzadu, szczegélnie do przeszczepéw autogenicznych najmniej narazonych na



komplikacje pooperacyjne, jak tez poréwnanie réznych metod ich pozyskiwania, uzasadnia

celowos¢ podjetych badan.

Przedstawiona do oceny dysertacja Pana lek. wet. Pawla Stefanowicza zostala
przygotowana w jezyku polskim i przedstawiona do recenzji w postaci wydruku na 183
stronach formatu A4. Uktad pracy jest tradycyjny i zawiera: spis tresci, wstep, zatozenia i cel
pracy, materiat i metody, wyniki badan, dyskusje, wnioski, streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, list¢ uzytych w pracy skrétdéw, pismiennictwo i w rozdziale suplement skany
protokotéw pobranego materiatu.

W niezwykle obszernym wstepie zawartym na 50-ciu stronach manuskryptu doktorant
poruszyt 12 zagadnien zawartych w 12-tu podrozdziatach. Zagadnienia te obejmujg anatomie,
histologig, fizjologie, histopatologie, gojenie uszkodzen, procesy starzenia, leczenie
farmakologiczne i chirurgiczne oraz uzycie komoérek macierzystych pochodzacych z macierzy
zrgbu, srodblonka i rabka oraz egzostomy rogéwki. Omowiono tez znaczenie kliniczne
mezynchymalnych komoérek macierzystych pnia ragbka rogéwki oraz sposoby ich inplantacji.

Przeprowadzona analiza obecnego stanu wiedzy pozwolita Doktorantowi na
zaprojektowanie badan 1 sformulowanie celow pracy a mianowicie: opracowanie
bezpiecznego procesu pozyskiwania ragbka rogéwki od psa i kota domowego, opracowanie
powtarzalnej metody izolacji i hodowli komoérek rgbka rogdéwki i opracowanie metody
wytwarzania prototypu produktu inzynierii tkankowej przeznaczonego do regeneracji struktur
rogowki uszkodzonych na skutek skomplikowanych wrzodow rogéwki oraz do leczenia
nieprzeziernych blizn po zakonczeniu procesu gojenia.

W nastepnym rozdziale zawartym na 32-6ch stronach manuskryptu Doktorant
przedstawia informacj¢ dotyczaca zgody na pobranie rgbka rogéwki do badan oraz opisuje
etapy realizacji pracy doktorskiej. Nie zamieszczono informacji o zgodzie Lokalnej Komisji
Etycznej na wykorzystanie zwierzat i tkanek uzytych w badaniach, ale w przypadku uzycia
tkanek pochodzacych od zwierzat poddawanych rutynowym procederom medycznym w
zaktadach leczniczych taka zgoda nie jest wymagana.

Autor w tym rozdziale opisuje dwie czesci: kliniczna i laboratoryjng. W pierwszej
opisuje dawcodw w formie tabeli zawierajacej dane poszczegdlnych zwierzgt (gatunek, wiek,
rase, ple¢, wystepujace choroby okulistyczne badz ogdlne, stosowane leczenie powdd
enukleacji badZ $mierci) oraz miejsce i czas pobrania materiatu. Badania przeprowadzono na
20-tu zwierzetach (8-miu kotach i 12-tu psach). Zwierzeta w trakcie leczenia poddane byty

badaniom diagnostycznym (morfologia - 16 parametrow i badania biochemiczne krwi - 16
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parametrow) 1 wyniki te sg podane w manuskrypcie. Pozwala to na ocene stanu zdrowia
poszczegblnych pacjentow. Nastepnie Doktorant opisuje technike pobierania rabka rogdowki
oraz sposob zabezpieczenia pobranego materiatu na czas transportu. Opis jest zaopatrzony w
bogata dokumentacje fotograficzna co znaczaco ulatwia prze$ledzenie i zrozumienie
poszczegbdlnych krokéw. W czesci laboratoryjnej opisywanych metod Autor dokladnie
przedstawia uzyte odczynniki i materialy. Podaje rowniez sklad pozywki transportowej,
roztworu do dekontaminacji, enzymatycznej izolacji komorek, roztworu do optaszczania oraz
pozywki wzrostowe] stosowanej po izolacji komoérek. Transport pobranych fragmentéw rabka
rogowki odbywat sie w ciggu maksymalnie 72h do laboratorium. Czes¢ pobranego materiatu
przeznaczano do oceny histologicznej. Autor opisuje technike utrwalania i wykonania
skrawkow i barwien histologicznych.

Nastepnie Doktorant opisuje bardzo doktadnie zastosowane sposoby izolacji komorek.
Dane te zostaly réwniez przedstawione w formie schematow blokowych co ulatwia
przesledzenie poszczegdlnych etapdéw. Opisano takze przydatnosé réznych odezynnikéw do
oplaszczania powierzchni wzrostowej dla poprawy izolacji komoérek, sposob oceny czasu
podwojenia komoérek izolowanych z rabka rogowki, sposéb oceny przyzyciowego badania
zywotnosci komorek, metode rdznicowania tych komérek z uzyciem réznych pozywek
hodowlanych i spos6b oceniony ekspresje kilku (4) antygenow powierzchniowych.
Przedstawiono tez metodyke oceny ekspresji antygendéw powierzchniowych w cytometrii
przeplywowej. Sporo miejsca Autor poswiecit na doktadny opis metodyki wytworzenia
prototypu produktu inzynierii tkankowej po postacia ptatkow kolagenowych optaszczonych
komorkami. W wielu miejscach opis metodyki wzbogacony jest o schematy blokowe i
tabelaryczne zestawienia poszczegdlnych etapéw wykonanych badan. Ten bardzo doktadny
opis procedur pozwoli na odtworzenie przeprowadzonych badan.

W nastgpnym rozdziale zawartym na 34-ch stronach manuskryptu Doktorant
szczegolowo opisuje uzyskane wyniki. Przedstawia szczegdtowo charakterystyke dawcow
oraz wyniki ich badan klinicznych: morfologicznych krwi i biochemicznych surowicy.
Wyniki przedstawiono w tabelach z zaznaczeniem wartosci, ktére wykraczaly poza normy.
Pozwala to szybko zorientowa si¢ w stanie zdrowia dawcow. Nastepnie przedstawiono
wyniki badan histologicznych rgbka rogowki. Uzyskane wyniki zobrazowano kilkoma dobrej
jakosci mikrofotografiami.

Nastepnie Doktorant przedstawit wyniki izolacji komérek. Oceniono wpltyw czasu od
pobrania na izolacje komorek i stwierdzono, ze przeprowadzenie skutecznej izolacji mozliwe

jest do 72h od pobrania rgbka rogowki. Przedstawiono tez wyniki r6znych metod izolacji i
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stwierdzono, Ze najlepsze wyniki uzyskano stosujac izolacje mechaniczna przez pociecie
tkanek z pozniejszym trawieniem enzymatycznym. Okreslono najlepszg pozywke hodowlang
dla komorek rgbka rogéwki z posréd 6-ciu badanych Wszystkie te wyniki zebrano i
przedstawiono w formie tabeli. Nastgpnie Autor przedstawil wyniki optaszczania powierzchni
wzrostowej dla poprawy izolacji komodrek oraz wyniki oceny czasu podwojenia komérek.
Uzyskane wyniki udokumentowat fotografiami. W nastepnym podrozdziale Autor przedstawit
wyniki charakterystyki komoérek wyizolowanych z rgbka rogowki. Przy uzyciu barwien
histologicznych (Alizarin Red, Oil Red O i Alcian Blue potwierdzono potencjat roznicowania
uzyskanych komérek. Wyniki udokumentowano fotografiami. W celu odréznienia komérek
macierzystych od innych komoérek rabka rogéwki wykonano barwienia ICC, ktére pozwolity
oceni¢ ekspresje antygenow takich jak ABCG2, P63, cytokeratyna 3/2p, cytokeratyna 12.
Obecnos¢ licznych komdrek immunoreaktywnych dla ABCG2 i P63 potwierdzita skutecznosé
izolacji komorek macierzystych. Wyniki udokumentowano fotografiami. Badania z uzyciem
cytometru przeplywowego potwierdzity, ze wyizolowane komoérki speiniajg kryteria dla
komorek macierzystych. Opisano tez uzyskanie platka kolagenowego zasiedlonego przez
liczne komorki macierzyste, ktory wykorzystano w terapii eksperymentalnej w leczeniu
przewlektego zapalenia rogéowki u kota. Uzyskane wyniki potwierdza dokumentacja
fotograficzna.

W rozdziale "Dyskusja" zawartym na 15-stu stronach manuskryptu Autor przedstawit
zastosowanie komodrek macierzystych wyizolowanych z réznych narzadow w leczeniu
schorzen rogéwki jak tez inne metody z zastosowaniem przeszczep6w. Poruszy? tez kwestie
terapii eksperymentalnych i zwigzanych z nimi kwestii etycznych.

Nastepnie Autor sformulowal 5 wnioskéw podsumowujgcych przeprowadzone
badania 1 uzyskane wyniki:

1. Opracowano protokdt pobierania materiatu pozwalajgcy na wykorzystanie go do
hodowli komérkowych.

2. W toku przeprowadzonych badan ustalono, Zze mozliwe jest namnozenie i
ustabilizowanie na podtozu kolagenowym komorek LMSC pobranych z rgbka rogéwki psa i
kota.

3. Wykazano, ze mozliwe jest pobranie, namnozenie i ustabilizowanie na podtozu
kolagenowym LMSC pozyskanych réwniez od pacjentéw w zaawansowanym wieku oraz od
pacjentow, ktorych oko donorowe objete byto procesem chorobowym jak jaskra i rozlegly

wrzod rogowki.



4. Na jakos$¢ pozyskanego od dawcy materialu komorkowego nie mialy istotnego
wplywu takze choroby poza okulistyczne wystepujace u dawcdéw w chwili obrania fragmentu
rabka.

5. Opracowano w pelni powtarzalng metode przygotowania materialu nosnikowego z
jednorodna warstwg komodrek macierzystych pochodzacych z rabka rogéwkowego (LMSC) ,
ktéry moze by¢ implantowany na rogdowke.

Manuskrypt zawiera tez streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim zawarte na
trzech stronach kazde.

Autor w pracy cytuje bardzo bogate pismiennictwo w liczbie 302 pozycji. Publikacje
te pochodzg w wigkszosci z okresu pomigdzy rokiem 2000-nym a 2023-tym. Z jednej strony
$wiadczy to duzej wiedzy Doktoranta i znajomosci najnowszej literatury dotyczacej badanego

zagadnienia z drugiej o aktualnosci podjetych badan.

Z obowigzku recenzenta chcialbym podzieli¢ sie¢ kilkoma uwagami krytycznymi, ktore
nasunely mi si¢ w trakcie przygotowywania niniejszej recenzji.

W bardzo doktadnym opisie budowy histologicznej rogéowki Autor przywoluje
klasyczny opis 5-cio warstwowe] budowy rogdéwki, pomijajgc niedawne odkrycia w tej
materii. Mianowicie w 2017 roku Harminder Dua z Uniwersytetu w Nottingham odkry} nowsa
warstwe rogowki (na jego czes¢ nazwano jg warstwg Duy). Jest to stosunkowo cienka blona
zlokalizowana migdzy istota wlasciwa a blaszka graniczna tylna. Mimo ze ma zaledwie 15
mikrometréw grubosci, jest bardzo twarda i wytrzymata - wytrzymuje cisnienia rzedu 1,5-2
bar6w. Budzi ona duze zainteresowanie badaczy i tak np. wedlig autoréw artykutu z
pisma Ophthalmology, zniszczeniem warstwy Duy mozna wyjasni¢é m.in. ostry obrzek
rogdwki ze stozkiem rogowki.

Doktorant w swojej pracy nie ustrzegl si¢ drobnych bledow i tak na stronie 48 na
ktérej opisano sposdb regeneracji nablonka rogéwki w linii 8 kierunek utraty komorek
okreslono jako Y a powinno by¢ Z. Rozdzial "Wstep" jest niezwykle obszerny, autor podzielit
sie z czytelnikami swojg ogromng wiedza na temat rogdwki opisujac jej budowe, fizjologie i
patologie tego narzadu. Uwazam, ze ten rozdzial mozna znaczaco skrocié koncentrujgc si¢ na
zagadnieniach bezposrednio zwigzanych z tematem pracy. Jestem tez przekonany, Ze nastgpi
to w trakcie przygotowywania pracy do druku.

Najwigcej jednak uwag mam do metodyki zastosowanej w pracy a szczegdlnie do metodyki
barwien ICC. Na str. 83 autor opisuje metodyke blokowania niespecyficznych wigzan z

uzyciem BSA. Roztwor blokujacy powinien by¢ wzbogacony o normalng surowice gatunku,
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na ktérym uzyskano przeciwciala wtérne, w tym przypadku surowice kozig, co pozwoli
wyeliminowa¢ niespecyficzne wiazanie przeciwcial wtérnych a tym samym poprawié jakosé
uzyskanych barwien.

Nastgpna dos¢ istotna sprawa, ktéra moze mie¢ duze znaczenie w trakcie publikacji
uzyskanych wynikéw to brak wzmianki na temat proéb specyficznosci reakcji
immunohistochemicznych. Nalezy wykonaé¢ co najmniej proby ominiecia i zastgpienia, co
potwierdzi specyficzno$¢ wykonanych barwien. Osobiscie jestem przekonany, ze uzyskane
wyniki sg specyficzne o czym $wiadcza prezentowane fotografie, niemniej jednak w trakcie
przygotowania pracy do druku nalezy ta kwestie uzupehic.

W trakcie zapoznawania si¢ z manuskryptem nasunelo mi sie kilka pytan zwigzanych z
uzyskanymi wynikami.

Po pierwsze, skoro najlepszy wzrost komoérek stwierdzono w przypadku uzycia pozywki
NutriSteam, to dlaczego do dalszych badan wybrano pozywke o-minimum Essential Medium.
Na stronie 105 zamieszono tabelg¢ nr 13. W pozycji 2 dostrzeglem pewna niescistos¢ a
mianowicie ilos¢ komorek powinna wynosi¢ 10 milionow albo 0,1 na amputke.

Na stronie 121 opisano przeszczep wytworzonego prototypu skafoldu u jednego kota.
Niestety nie pisano przebiegu procesu leczenia, nie wiadomo czy przeszczep si¢ przyjat 1 jaki
byl efekt leczenia, a budzi to wielka ciekawos¢ u czytelnika, bo w pewnym sensie stanowi to
ukoronowanie przeprowadzonych badan.

Nasuwa mi si¢ rOwniez pewna uwaga dotyczaca przeprowadzonej dyskusji. Autor przytacza
informacje dotyczace zastosowania komdrek macierzystych rdéznego pochodzenia ale nie
konfrontuje tych rezultatow z uzyskanymi w niniejszej dysertacji. Bardzo brakowato mi tego
aspektu dyskusji.

Ostatnia uwaga dotyczy cytowanej literatury. Niektdre pozycje zamieszczone w spisie
literatury sg niekompletne i brak jest najczgsciej roku publikacji, numeru woluminu i stron a
czasem nawet tytutu czasopisma. Dotyczy to np. pozycji 54, 216, 219, 220, 225, 268. Jesli sa
to czasopisma wydawane w internecie to nalezy zamiesci¢ przynajmniej nr doi.

Dostrzezono tez drobne potknigcia stylistyczne i bledy jezykowe. Wszystkie te uwagi nie
umniejszaja wartosci naukowej opracowania Pana lek. wet. Pawta Stefanowicza, ktore
oceniam bardzo wysoko. Co wigcej bedzie stosunkowo tatwo skorygowac te niedociagniecia

w trakcie redagowania pracy do druku.



Whniosek koncowy

Po zapoznaniu si¢ z dysertacjg Pana lek. wet. Pawla Stefanowicza stwierdzam, ze Autor
posiada w stopniu wigcej niz zadowalajagcym umiejetno$é planowania badan, znajomosé
warsztatu metodycznego, potrafi uzyskane wyniki przela¢ na papier i w sposob wiasciwy
interpretowac.

Chciatbym réwniez, ze wzgledu na ogrom wlozonej w przygotowanie tej dysertacji pracy, jej
nowatorski charakter oraz jej znaczaca wartos¢ merytoryczng i przede wszystkim praktyczna,
wnies¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we

Wroctawiu o jej wyrdznienie stosowna nagroda.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pana lek. wet. Pawla
Stefanowicza pt. ,lzolacja, hodowla i charakterystyka mezynchymalnych komorek
macierzystych izolowanych z rabka rogdéwki i ich potencjalne zastosowanie w okulistyce
weterynaryjnej” odpowiada warunkom okreslonym w artykule 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 roku ,.,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz.U. 2018 poz. 1668) i przedstawiam
Radzie Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu wniosek o
dopuszczenie Pana lek. wet. Pawla Stefanowicza do dalszych etapéw postepowania w sprawie

nadania stopnia doktora.

Dr hab. Waldemar Sienkiewicz prof. UWM
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