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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
lek. wet. Pawla Stefanowicza
nt: ,lzolacja, hodowla i charakterystyka mezenchymalnych komérek macierzystych
izolowanych z rabka rogéwki i ich potencjalne zastosowanie w okulistyce weterynaryjnej”
Promotor: prof. dr hab. Maciej Janeczek

Promeotor pomocniczy: dr Tomasz Gebarowski

L. Informacje formalno-prawne

Podstawg¢ do wykonania recenzji stanowi uchwala Rady Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu z dnia 30 maja 2023r. i pismo zlecajace
podpisane przez Przewodniczacego Rady Dyscypliny Weterynaria prof. dr hab. Wojciecha
Nizanskiego.

Recenzj¢ przediozonego egzemplarza rozprawy doktorskiej lek. wet. Pawla Stefanowicza
wykonano zgodnie z wymaganiami okreslonymi w art. 187. Ustawy z dnia 20 lipca 2018r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.

Art. 187. [Rozprawa doktorska]

1. Rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng kandydata w dyscyplinie albo
dyscyplinach oraz umiej¢tnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej lub artystycznej.
2. Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwiszanie problemu naukowego,
oryginalne rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikéw wiasnych badan naukowych
w sferze gospodarczej lub spotecznej albo oryginalne dokonanie artystyczne.

3. Rozprawe doktorska moze stanowi¢ praca pisemna, w tym monografia naukowa, zbiér
opublikowanych i powigzanych tematycznie artykuléw naukowych, praca projektowa,
konstrukcyjna, technologiczna, wdrozeniowa lub artystyczna, a takze samodzielna

1 wyodrebniona czes$¢ pracy zbiorowej.




4. Do rozprawy doktorskiej dolacza si¢ streszczenie w jezyku angielskim,
a do rozprawy doktorskiej przygotowanej w jezyku obcym réwniez streszezenie w jezyku
polskim. W przypadku gdy rozprawa doktorska nie jest praca pisemna, dolgcza sie opis w
jezykach polskim i angielskim.

II. Przedmiot recenzji
Recenzja dotyczy rozprawy doktorskiej lek. wet. Pawla Stefanowicza z Przychodni
Weterynaryjna ,.Retina” ( Krakéw) nt: lzolacja, hodowla i charakterystyka
mezenchymalnych komérek macierzystych izolowanych z rabka rogéwki i ich potencjalne
zastosowanie w okulistyce weterynaryjnej”, ktéra przygotowana zostata na
Uniwersytecie Przyrodniczym we Wroclawiu, Wydziale Medycyny Weterynaryjnej,
Katedrze Biostruktury i Fizjologii Zwierzat, pod opiekg prof. dr hab. Macieja Janeczka jako
promotora oraz dr Tomasza Gebarowskiego jako promotora pomocniczego.

III. Ogo6lna charakterystyka rozprawy doktorskiej
Przedstawiona rozprawa doktorska opracowana zostala w jezyku polskim w formie
wielostronicowej monografii-ksigzki zawierajacego 183 strony, streszczenie w Jjezykach
polskim i angielskim. Praca posiada klasyczny uklad z podzialem na wstep (z dwunastoma
podjednostkami), rozdzialy definiujace zalozenia i cele pracy, materialy i metody (z dwoma
podrozdziatami), wyniki (z czterema podrozdzialami). Dalej wydzielone zostaly dyskusja,
wnioski, indeks skroétow, wykaz piSmiennictwa. Doktorant przywolal 302 pozycje
pismiennictwa uporzadkowane alfabetycznie. Pozycje literaturowe przywolane w gléwnym
tek$cie zostaly wymienione w spisie pimiennictwa.
Wysoka liczba pozycji piémiennictwa, staranno$é doboru i aktualno$é pozycji literaturowych
dowodza glebokiej znajomosci teoretycznej zagadnien zwigzanych z tematyka doktoratu.
Zawartos¢ rozdzialéw z zakresu badan laboratoryjnych i klinicznych $wiadezy o bardzo
wysokich kompetencjach praktycznych Doktoranta. Rozprawe doktorska zamyka suplement
zawierajgcy skany 20 protokoldw z pobrania materialu biologicznego od pséw i kotéw
sporzadzonych w przychodni weterynaryjnej ,,Retina” (Krakéw). Pod wzgledem formalnym
praca autorstwa lek. wet. Pawla Stefanowicza w pelni spelnia ustawowe wymagania stawiane
rozprawie doktorskiej.

IV.  Oryginalno$¢ problemu naukowego i cele badaweze

Wspolezesna medycyna regeneracyjna siega po interdyscyplinarne metody dla uzyskania
nowych terapii niwelujgcych skutki wrazéw i chordb, a takze przedhuzajacych lub
podnoszacych jakos¢ zycia ludzi. Wykorzystuje sie przy tym zintegrowane metody, miedzy
innymi inZynierii tkankowej, gdzie polaczenie np. autologicznego (wlasnego) materialu
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biologicznegz odpowiednio dobranym pod wzgledem chemicznym, ale i strukturalnym
biomaterialem, po ponownym wszczepieniu do organizmu biorcy meze skutecznie nie tylko
czasowo, ale i trwale zastgpi¢ tkanki i narzady. Badania nad biokompatybilnoscia i doborem
rodzaju biomateriatu do rusztowan tj. skafoldéw oraz doborem komérek do ich zasiedlenia
przed implantacja w zadane lokalizacje w organizmie, trwajg od wielu lat. Opracowano
biomaterialy ~naturalne, syntetyczne trwale lub resorbowalne o eksperymentalnie
potwierdzonej porowatosci, odpowiedniej dla wzrostu i réznicowania sie komorek.
Poczatkowo wiele nadziei wiazano z uniwersalnymi liniami komérkowymi pochodzenia
ksenogenicznego lub allogenicznego. Nie wykazywaly one jednak pozadanego wzrostu,
rozwoju i dalszego réznicowania si¢ w zasiedlonych nimi skafoldach po ich implantacji do
organizmu biorcy. Przelomem bylo zidentyfikowanie oraz izolowanie z réznych tkanek
organizmu, mezenchymalnych komérek macierzystych (MSC) nazywanych tez komérkami
pnia. Badania nad ich potencjalem biologicznym ciagle trwaja i wpisuja sic w terapie
najnowszych generacji. W okulistyce zaproponowano wstgpnie komercyjna technike izolacji
mezenchymalnych komoérek macierzystych rogéwki i po zasiedleniu nimi skafoldéw,
ponownym wszczepieniu do rogéwki u ludzi. W wyniku glebokich ubytkow lub przewleklych
trudno gojgcych zmian chorobowych, rogéwka moze stracié przezierno$é, uposledzajac
zdolnosci wzrokowe w przebiegu choroby u ludzi jak i u zwierzat.

Model zaproponowany w badaniach bedacych przedmiotem rozprawy doktorskiej lek. wet.
Pawla Stefanowicza jest ambitnym, nowatorskim opracowaniem innowacyjnej terapii
i wprowadzeniem jej do praktyki okulistyki weterynaryjnej. Obejmuje ona leczenie
chorobowych i urazowych zmian w rogéwce z uzyciem odpowiednio dobranego skafoldu,
zasiedlonego mezenchymalnymi komérkami macierzystymi pnia (LSCM) wyizolowanymi
z rabka rogowki zwierzat.

Dla rozwigzania tego problemu naukowego Doktorant postawil sobie nastepujace cele
szczegotowe:

a. Opracowanie bezpiecznego procesu pozyskiwania wycinka rgbka rogéwki od psa
domowego

(Canis lupus familiaris) i kota (Felis catus)

b. Opracowanie powtarzalnej metody izolacji i dalszej hodowli mezynchamalnych komorek
macierzystych rabka rogéwki

¢. Opracowanie metody wytwarzania prototypu skafoldu - produktu inzynierii tkankowej



V. Charakterystyka rozprawy doktorskiej
Badania majg charakter prac eksperymentalnych i poprzedzone zostaly poglebionymi
analizami i badaniami réznic w anatomii i grubosci rogéwki u réznych zwierzat domowych,
wyborowi lokalizacji miejsca bezpiecznej izolacji materiatu biologicznego, opracowaniem
techniki ~ powtarzalnej izolacji i hodowli komorek macierzystych LMSC, wreszcie
wszczepieniu prototypu skafoldu z LMSC do rogéwki kota.
W wieloczgsciowym uporzagdkowanym, podzielonym na podrozdzialy wstepie, autor opisuje
w szerokim kontekécie budowe, hisotofizjologie, sposoby leczenia choréb rogéwki
u wybranych zwierzat domowych. Dalej obszernie analizuje uzycie i kliniczne znaczenie
mezenchymalnych komérek macierzystych pnia z rabka rogéwki, wykazujac szeroka ogdlna
wiedzg teoretycznga nie tylko w dyscyplinie naukowej weterynaria, ale i z zakresu
nowoczesnych technik hodowli in vitro. W dziale ,materialy i metody” autor podaje,
ze wycinki rgbka rogéwki pobierano w gérnym jej biegunie od 20 zwierzat, w tym 8 kotow
i 12 pséw, podczas eutanazji wykonanych z przyczyn innych niz okulistyczne. Zalaczone
dane z badan parametréw krwi dawcow wskazujg na zréznicowany stan zdrowotny zwierzat,
ktore réznily takze ple¢ i wiek. Z fragmentéw pobranych bioptatéw, dostarczanych w
pozywce transportowej w czasie 72h w od pobrania, wykonywano badania histologiczne,
pozostaly material biologiczny przeznaczano do dalszych procedur laboratoryjnych. Izolacja
mezenchymalnych komérek macierzystych pnia z rgbka rogéwki odbyla sie
w wielostopniowym procesie, ktory jest takze znaczacym osiggnieciem tej pracy.
Podczas izolacji wykonano badania laboratoryjne weryfikujace wplyw czasu na skuteczno$é
i efektywnos¢ izolacji komérek macierzystych LMSC od punktku ,.0” tj. pobrania bioptatu do
odczytu danych. Oceniano zywotno$¢ komorek, takze przy uzyciu formazanu i zdolnosci
tworzenia kolonii po 7 dniach. Wykazano, ze optymalny czas na skuteczne przeprowadzenie
izolacji komérek z rabka rogoéwki wynosi do 72h od pobrania bioptatu. Najskuteczniejsza
metods izolacji mezenechymalnych komérek z bioptatu z rabka rogéwki okazala sie izolacja
mieszana mechaniczno-enzymatyczna. Po procesach identyfikacji namnozonych komérek,
opracowano skafold z uzyciem kolagenu bydlecego z komérkami uzyskanymi w procesie
izolacji i hodowli LMSC z rabka rogéwki. Czas proliferacji, komérek w skafoldzie do
wlasciwej ich gestosci wynosil 7dni, a ich zywotno$é w skafoldzie w warunkach
chtodniczych 48h. Prototyp skafoldu zostal zaimplantowany w rogéwke kota.
W wyniku badar laboratoryjnych oraz klinicznych uzyskano nastgpujace dane:
a. Opracowany zostal protokél pobierania materiatu z rabka rogéwki od kotéw i pséw do

hodowli komérkowych tj wyprowadzenia linii pierwotnej



b. Wypracowano procedure izolacji, namnozenia i dalszego zasiedlenia komérkami LMSC
z rabka rogéwki resorbowalnego podloza kolagenowego
c. Wykazano brak wplywu wieku zwierzgcia, proceséw chorobowych zwigzanych z jaskra
i rozleglym wrzodem rogéwki na efekty procedury izolacji, namnozenia i zasiedlenia LMSC
na podiozu kolagenowym
d. Wykazano brak wplywu poza okulistyeznych choréb towarzyszacych na  jakosé
pozyskanego materialu komérkowego z rgbka rogdwki
e. Opracowano powtarzalna metod¢ przygotowania skafoldu, materialu nosnikowego
z jednorodng warstwa mezenchymalnych komoérek macierzystych pochodzacych z rabka
rogéwkowego (LMSC), przeznaczonego do implantacji na rogéwke.
Dane opracowane zostaly statystycznie, udokumentowane zostaly bardzo dobrej jakosci
makro i mikrofotografiami.

VI.  Uwagi
Praca zawiera duza ilo$¢ bardzo dobrze opracowanych i udokumentowanych danych
1 drobne potknigcia, ktére si¢ zakradly, nie zmniejszaja wagi merytorycznej ani starannego jej
przygotowania pod wzgledem edytorskim. W wykazie pi§miennictwa poczawszy od pozycji
literaturowej 211 uklad alfabetyczny bywa zaklocony, z tego powodu w kilku przypadkach
pozycje literaturowe s3 dwukrotnie powtdrzone - dotyczy to pozycji 293, 279, 262, 290, 267,
226. Jedna pozycja cytowana w tekscie glownym ( McKay i inni) ze strony 47 nie znalazla sig
w wykazie piSmiennictwa. W tekscie gléwnym podpisy umieszczone zostaly nad tabelami,
rycinami i wykresami, podczas gdy zazwyczaj jest przyjete by ryciny i wykresy byly
podpisywane pod spodem. Choé dodaé nalezy, 7e w réznych czasopismach stosowane sa
rozne reguty.

VII.  Podsumowanie konicowe
Pod wzgledem merytorycznym rozprawe doktorska lek. wet. Pawla Stefanowicza oceniam
bardzo wysoko. Wpisnje sic ona i przyczynia do rozwoju najnowszych terapii w
weterynaryjnej medycynie regeneracyjnej. Wypracowane standardy zwigzane z technika
izolacji, hodowl i skutecznej charakterystyki mezenchymalnych komérek macierzystych
izolowanych z rabka rogéwki majg duzy potencjat aplikacyjny w okulistyce weterynaryjnej.
Przeprowadzone i opisane w rozprawie doktorskiej badania maja charakter bardzo dobrze
zaplanowanych prac eksperymentalnych. Doktorant wykazat sie umiejetnoscig samodzielnego
planowania badafi naukowych, skutecznoscia w ich realizacji, wyciaganiem wnikliwych
wnioskéw, wykazujac si¢ przy tym gleboka wiedzg teoretyczng i wysokimi praktycznymi
umiejetnosciami laboratoryjnymi i chirurgicznymi. Zalozone gléwne tezy badan zostaly
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potwierdzone i zrealizowane, osiggnigta zostala pelna spojnosé zalozen pracy badawczej
z osiggnictymi wynikami i wyciggnictymi wnioskami. Problem naukowy z zakresu izolacji,
hodowli 1 charakterystyki mezenchymalnych komérek macierzystych izolowanych z rabka
rogdwki i ich potencjalnego zastosowania w okulistyce weterynaryjnej zostal rozwiazany
W pracy w sposéb oryginalny i moze stanowi¢ podstawe do dalszych prac eksperymentalnych.
Praca ma nowatorski charakter w dyscyplinie naukowej weterynaria i dowodzi wysokiego
przygotowania teoretycznego i ponad przecigtnego bardzo dobrego przygotowania
praktycznego.  Autor wykazal si¢ wysoka znajomoscia literatury przedmiotu badas.
Wskaza¢ nalezy takze na inspirujacy i wysoki poziom merytoryczny opieki naukowej przy
realizacji badan objetych rozprawa doktorska. Podsumowujac rozprawa doktorska lek. wet.
Pawla Stefanowicza nt:” Izolacja, hodowla i charakterystyka mezenchymalnych komérek
macierzystych izolowanych z rabka rogéwki i ich potencjalne zastosowanie w okulistyce
weterynaryjnej” pod kierownictwem prof. dr hab. Maciej Janeczek i kierownictwem
pomocniczym dr Tomasza Gebarowskiego wypelnia wymogi okre$lone w art. 187. ustawy
z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce dotyczace ubiegania sie
o stopien naukowy doktora w dyscyplinie naukowej weterynaria. W zwiazkn z tym
wnioskuj¢ o przyjecie rozprawy doktorskiej lek. wet. Pawla Stefanowicza i dopuszezenie do
dalszych etapéw postepowania doktorskiego. Jednoczesnie zwazywszy na oryginalnosé
i wysoki poziom naukowy przedstawionych wynikéw badani wnosze do Wysokiej Rady
Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczege we Wroclawiu wniosek o wyrdznienie

recenzowanej rozprawy doktorskiej.
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