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RECENZJA

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

na gojenie sie ubytkoéw chrzastki szklistej stawowej u owiec.

Rozprawa doktorska lek. wet. Krzysztofa Buczaka omawia, istotne z biologicznego
1 terapeutycznego punktu widzenia zagadnienia, dotyczace regeneracji ubytkow tkanki
chrzestnej u owiec. Biorac pod uwage weigz mocno ograniczone metody leczenia zmian
zwyrodnieniowych stawéw u zwierzat i ludzi istnieje pilna potrzeba poszukiwania nowych
rozwigzan terapeutycznych.

Praca doktorska zawiera 115 stron podzielonych na konwencjonalnie przyjete
rozdziaty, ktdre ilustruje 40 ryciny, 9 tabel i 161 pozycji whasciwie dobranego i cytowanego
pismiennictwa, ktére umozliwia konfrontacje wynikéw badan Doktoranta z wynikami innych
autoroOw oraz podjecie merytorycznej dyskusji. Warto nadmieni¢, ze znaczna czesé
cytowanego pismiennictwa, to prace opublikowane w czasopismach o wysokim
wspotezynniku wptywu (IF). Wstep pracy doktorskiej rozpoczyna zwarty opis struktur
i komponentéw morfologicznych chrzastki stawowej oraz jej funkcji ze szczegdlnym
podkresleniem sktadu macierzy miedzykomoérkowej. Opisujac fizjologiczng role chrzastki
stawowej. Doktorant zwraca uwage na istote wzajemnych oddzialywan pomiedzy
poszczegolnymi skladowymi tkanki chrzestnej takimi jak, wiokna kolagenowe oraz
czasteczki proteoglikanéw. Autor szczegolowo omawia diagnostyke oraz standardowe
metody leczenia ubytkow tkanki chrzestnej u zwierzat. Podkresla, ze powszechnie stosowane

nieinwazyjne metody leczenia takie jak: fizjoterapia, rehabilitacja, farmakoterapia prowadza
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do zmniejszenia dyskomfortu zwigzanego z bolem ale nie skutkuja wyleczeniem urazu
chrzgstki stawowej 1 w wielu przypadkach nalezy zastosowaé leczenie operacyjne. Doktorant
duzo uwagi poswieca opisom metod leczenia z zastosowaniem autogennych przeszczepdw
chrzestno-kostnych, autogennych chondrocytéw oraz implantow. skladajacych sie z
membrany z naniesionymi chondrocytami lub komorkami macierzystymi. Ostatnia czescia
wstepu dysertacji sa rozwazania na temat mozliwosci wykorzystania mezenchymalnych
komorek macierzystych (MSCs) w medycynie weterynaryjnej. Duzo uwagi rowniez poswieca
charakterystyce komodrek macierzystych pobranych z réznych tkanek oraz ich potencjale
terapeutycznym. Zdaniem Doktoranta, pomimo wykazania potencjalu regeneracyjnego
komorek macierzystych w leczeniu wielu schorzen, w tym schorzen zwyrodnieniowych
stawow, zarowno u ludzi. jak 1 u zwierzat ich wykorzystanie jest ograniczone z powodu
restrykeyjnych regulacji prawnych oraz procedur dotyczacych przygotowania MSCs.
Doktorant uwaza, ze rozwigzaniem tego problemu moga by¢ bioaktywne czynniki wydzielane
przez komorki macierzyste do podloza w trakcie ich hodowli. Szczegdlng uwage zwraca na
mozliwos¢ wykorzystania mikropgcherzykéw izolowanych z komorek macierzystych w
medycynie regeneracyjnej oraz inzynierii tkankowej. Warto zaznaczyé. ze Doktorant we
wnikliwy 1 przekonujacy sposob uzasadnia celowosé podjetych badan, bedgcych podstawg
Jego pracy doktorskiej. Podkresla, ze w dotychczasowym pi$miennictwie brak jest
opracowan, dotyczacych zaproponowanego w pracy doktorskiej modelu badawczego, ktory
umozliwi wykazanie potencjalu regeneracyjnego rusztowan z umieszczonymi na ich
powierzchni mikropgcherzykami i/lub komorkami macierzystymi w regeneracji ubytkow
chrzastki stawowej u owiec.

Glownym celem pracy doktorskiej byla ocena miejscowej i ogolnej reakeji organizmu
owcy na leczenie doswiadczalnie wytworzonego ubytku chrzgstki stawowej szklistej stawu
kolanowego skafoldem kolagenowym nasgczonym: autologicznymi mezenchymalnymi
komérkami macierzystymi pochodzenia szpikowego (BM-MSCs); lub autologicznymi
mikropecherzykami (MVs) pochodzacymi z BM-MSCs.

Do realizacji gtdwnego celu pracy doktorskiej, Autor sformutowat 4 zadania badawcze, ktore
zostaly w pelni zrealizowane.

Problem badawczy. ktoéry Autor zamierzal rozwigza¢ wpisuje sie¢ w nowoczesny nurt badan z
zakresu medycyny regeneracyjnej dotyczacy wykorzystania inzynierii tkankowej w leczeniu
chrzastki stawowej. zardwno u zwierzat, jak 1 u ludzi. Nalezy z uznaniem stwierdzi¢, ze

realizacja postawionych celow badawczych wymagata, nie tylko dobrego przygotowania
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merytorycznego oraz opanowania metod badawczych, ale rowniez ogromnego naktadu pracy
1 czasu.

Opis czgsei metodycznej pracy jest na tyle obszerny, ze pozwala na doktadng analize
przyjetej metodologii oraz zastosowanych metod i technik badawczych. Do realizacji
nakreslonych zadan. Doktorant postuzyt sie modelem zwierzecym, skladajacym sie z 16
owiec rasy Merynos polski, ktére podzielono na 4 grupy badawcze: pierwsza grupe stanowily
owce, u ktérych nie wykonano zadnej procedury chirurgicznej, w drugiej. trzeciej i czwartej
grupie owiec wykonano zabieg artrotomii prawego stawu kolanowego. W grupie drugiej do
ubytku wprowadzono skafold nasaczony plynem fizjologicznym, w trzeciej zastosowano
skafold nasaczony autologicznymi mikropecherzykami wyizolowanymi z BM-MSCs, w
czwarte] zaimplantowano skafold nasgczony autologicznymi BM-MSCs. Metodologia badan
zostala dobrze zobrazowana. Usystematyzowanie i udokumentowanie w postaci licznych
fotografii poszczegdlnych etapow eksperymentalnych badan klinicznych, nie tylko obrazuje
chronologie prowadzonych eksperymentow. ale utwierdza w przekonaniu, ze Doktorant
posiada dobre przygotowanie merytoryczne w planowaniu eksperymentéw badawczych.
Jednym elementem metodologii, ktory wymagalby szerszego omodwienia jest sposob
przygotowania bioimplatow. Dobdr modelu eksperymentalnego, wybér membrany, rodzaj
bioaktywnych komponentéw polaczonych z membrang oraz wachlarz wykonanych analiz,
umozliwil Autorowi uzyskanie wynikow potwierdzajagcych potencjal regeneracyjny
analizowanych bioimplantow w leczeniu ubytkow chrzastki stawowej u owiec. Praca jest
dobrze opracowana statystycznie z odpowiednio dobranymi testami obliczeniowymi.

Wyniki badan to obszerny rozdziat pracy doktorskiej, ktory Doktorant rozpoczyna od
zobrazowania wynikoéw badan tomografii komputerowej stawu kolanowego wykonane]
bezposrednio po zabiegu operacyjnym oraz 90 1 180 dni po zabiegu. W oparciu o wyniki
tomografii komputerowej. Autor wykazal, Zze proces regeneracji eksperymentalnie
wytworzonego ubytku chrzestno-kostnego bloczka kosci udowej zachodzit znacznie szybciej
u owiec w grupie III, w ktorej zastosowano skafold nasaczony mikropecherzykami oraz w IV,
po zaimplantowaniu skafoldu polaczonego z komérkami macierzystymi, anizeli w grupie II,
w ktérej do ubytku wprowadzono skafold nasaczony roztworem soli fizjologicznym.
Przeprowadzajac oceng makroskopowa stawu kolanowego w 4 badanych grupach owiec,
Autor nie wykazal istotnych réznic w ocenie stawu kolanowego, natomiast wypelnienie
ubytku chrzastki stawowej bloczka kosci udowej byto petniejsze w 1111 IV grupie anizeli w II

grupie owiec. Opierajac si¢ na 14-punktowej zmodyfikowanej skali ICRS zaproponowane]
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przez Miedzynarodowe Towarzystwo Chordb Chrzastki, Doktorant przeprowadzil ocene
mikroskopowa powierzchni stawowej bloczka kosci udowej w miejscu powstatego ubytku
chrzestno-kostnego w badanych grupach owiec wykazujac, ze najlepszy efekt terapeutyczny
uzyskal u owiec po zastosowaniu skafoldu nasaczonego mikropgcherzykami. Ocena cech
morfologicznych nowo powstalych tkanek w obrebie regenerowanego ubytku jednoznacznie
wykazala, ze rodzaj bioaktywnej skladowej skafoldu wplywa na wynik leczenia. Dokonujac
analizy porownawczej oceny mikroskopowej powierzchni stawowej bloczka kosci udowej w
miejscu regenerowanego ubytku chrzestno-kostnego u owiec wedlug 14-punktowej skali
ICRS, Autor stwierdzil, ze zastosowanie wylacznie membrany kolagenowej do regeneracji
ubytku chrzastki stawowej daje staby efekt terapeutyczny okreslony na 10.5/34,0 punktow w
skali ICRS. Interesujaca obserwacja bylo wykazanie najlepszego efektu terapeutycznego
wedtug skali ICRS (25.0/34,0 punktéw) w grupie III po zastosowaniu skafoldu nasaczonego
mikropecherzykami i nieznacznie stabszego w grupie IV (21,0/34.0 punktéw). Grupe III
charakteryzowato miedzy innymi lepsze wypetnienie przestrzeni ubytku przez nowopowstata
tkanke laczna, wyzszy rozrostem tkanki tacznej oraz wzmozona angiogeneza w pordéwnaniu
do IT 1 IV grupy owiec. Cennym uzupetnieniem oceny mikroskopowej potencjatu
regeneracyjnego poszczegdlnych implantow, byta analiza parametrow morfologicznych
1 biochemicznych krwi owiec w roznych przedziatach czasowych po zabiegu operacyjnym.
Obserwowane nieznaczne odchylenia od wartoscei referencyjnych miedzy innymi, liczby
bialych krwinek, ptytek krwi oraz stezenia bialka calkowitego, albuminy i1 enzymow
watrobowych w poczatkowym okresie obserwacji zdaniem Autora mogg by¢ wynikiem
terapii przeciwzapalnej 1 przeciwbolowej, jak i reakcji obronnej organizmu na wykonane
procedury chirurgiczne.

Wielowatkowa 1 dobrze merytorycznie opracowana pierwsza czes¢é dyskusji,
dotyczaca roli komoérek macierzystych i ich pochodnych w regeneracji ubytkéw chrzastki
stawowe] u zwierzat oparta o0 najistotniejsze pozycje pismiennictwa jest dobrze
przedstawiona. Autor umiejetnie interpretuje wyniki badan wilasnych w relacji z danymi
innych autorow, wskazujac na poznawczy charakter prowadzonych badan. Doktorant z duza
rozwagg interpretuje wyniki badan wiasnych podkreslajge, ze zastosowane podejscie
terapeutyczne ma istotny wplyw na proces regeneracji powierzchni chrzastki stawowej u
owiec. Natomiast druga czes¢ dyskusji, to szczegdtowe przedstawienie wynikdéw badan oceny
mikroskopowej nowopowstatej chrzastki stawowe] oraz odpowiedzi organizmu owcy na

wprowadzony bioimplant. Ta czgs¢ dyskusji wymagataby skondensowanego omowienia
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uzyskanych wynikéw 1 ich znaczenia w odniesieniu do wynikéw innych autorow. W mojej
opinii ryciny 36,37,38,39,40 powinny zosta¢ =zaprezentowane w rozdziale wyniki.
Podsumowaniem dyskusji jest logiczne uzasadnienie celowosci prowadzenia dalszych badan.
ktore zdaniem lek. wet. Krzysztofa Buczaka umozliwilby opracowanie protokotow
postepowania do zastosowania inzynierii tkankowe] w medycynie weterynaryjnej. Z
przeprowadzonych badan 1 konfrontacji uzyskanych wynikdw z obserwacjami innych
autoréw, Doktorant formuluje 4 wnioski konicowe. Sg one z jednej strony odpowiedzia na
jasno sprecyzowane cele badawcze, z drugiej stanowia wartosciowe wskazowki do podjecia
dalszych badan.

W uwagach krytycznych chciatabym zaznaczy¢, ze obok podania liczby MSCs i MVs
okreslenie gestosci MSCs oraz MVs na powierzchni skafoldu stanowiloby dodatkowy
parametr charakteryzujacy bioimplant. Standardem w terapii komorkowej, jak 1 w inzynierii
tkankowej jest okreslnie podstawowego immunofenotypu MCSs. Wyniki badan dobrze
obrazuja proces regeneracji tkanki chrzestnej. jednak cennym uzupetnieniem bytoby okreslnie
stanu  funkcjonalnego  nowopowstalej tkanki miedzy innymi poprzez ocene

kolagenu typu I 1 11

Podsumowanie. Zakres badan realizowany przez Kandydata w ramach pracy doktorskiej jest
nowatorski, wyniki badan dostarczyly nowych 1 oryginalnych danych, ktore stanowia
uzupehnienie istniejgcego stanu wiedzy z zakresu medycyny regeneracyjnej i inzynierii
tkankowej w medycynie weterynaryjnej. Nalezy podkresli¢, ze wyniki dotyczace okreslenia
potencjatu regeneracyjnego analizowanych bioimplantéw w leczeniu ubytkéw chrzastki
stawowe] u owiec stanowig podstawe do dalszych badan w obszarze medycyny translacyjne;j.
Wyniki Doktoranta majg znaczenie, nie tylko dla nauki, ale moga przysztosciowo zostac
wykorzystane w praktyce klinicznej, celem zwigkszenia mozliwosci terapeutycznych w
leczeniu zmian zwyrodnieniowych w obrebie stawdw u zwierzat, a perspektywicznie rowniez
u ludzi. Wykazanie potencjatu regeneracyjnego mikropecherzykdéw komorek macierzystych
szpiku w potaczeniu z membrang kolagenowa otwiera nowe mozliwosci w projektowaniu
bioimplantéw. Uwazam, ze praca doktorska lek. wet. Krzysztofa Buczaka jest wartosciowym
i nowatorskim opracowaniem. wnosi istotny wktad w opracowanie alternatywnych terapii w
leczeniu ubytkéw tkanki chrzestnej i pomimo uwag krytycznych, ktére nie obnizaja jej

nowatorskich aspektéw zastuguje na wyrdznienie.
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Praca doktorska lek. wet. Krzysztofa Buczaka spetnia 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.).
Na tej podstawie przedkladam wniosek do Rady Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu o dopuszczenie lek. wet. Krzysztofa Buczaka do dalszych

etapow w przewodzie doktorskim i wnioskuj¢ o wyrdznienie pracy doktorskiej.

Wroctaw, 12 czerwiec 2023 r.

Broft] dr hab. Juliﬁ Bai/
, Do
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