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RECENZJA
pracy doktorskiej lek. wet. Krzysztofa Buczaka
pt. , Wplyw substancji bioaktywnych zawartych w mikrope¢cherzykach pochodzgcych
z mezenchymalnych komérek macierzystych na gojenie si¢ ubytkéow chrzastki
szklistej stawowej u owiec ”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Zdzistawa Kietbowicza i promotora pomocniczego
dr hab. Przemyslawa Przadki
w Katedrze i Klinice Chirurgii na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu

Przyrodniczego we Wroclawiu

Raz uszkodzona chrzgstka stawowa u osobnikéw dorostych nie regeneruje sie. Brak
unaczynienia, unerwienia, wiskoelastycznosé, specyficzna anizotropowa budowa oraz brak
tzw. liniowosci stanowig o szczegblnej specyfice chrzgstki i decydujg o trudnosciach jej
regeneracji. Stale sa opracowywane nowe metody terapeutyczne majace na celu poprawe
wynikéw leczenia. Z jednej strony sg to metody naprawcze prowadzace do powstania blizny
wioknisto-chrzestnej, a z drugiej - zabiegi zmierzajace do zastgpienia uszkodzonej chrzastki
materialem  ktéry zapoczatkuje Jjej regeneracje. Jednak mimo opracowania coraz to
nowoczesniejszych metod leczenia nadal nie udato si¢ uzyskac regeneracji ubytkdw chrzgstki
stawowej. Duze nadzieje wigze si¢ z wykorzystaniem komorek macierzystych, czy tez
produktéw inzynierii tkankowej w postaci rusztowan zasiedlonych mikropecherzykami, do
leczenia ubytkéw chrzastki stawowej. W tych okolicznodciach cieszy wybor przez Doktoranta

aktualnego tematu badawczego o wysokich walorach poznawczych a takze potencjalnych
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mozliwosciach aplikacyjnych jakim jest sprawdzenie przydatnosci ggbki kolagenowej
nasgczonej mezenchymalnymi komérkami macierzystymi pochodzenia szpikowego (BM-
MSCs) w poréwnaniu do autologicznych mikropecherzykow (MVs) (pozyskanych z hodowli
BM-MSCs) w  regeneraciji ubytkéw chrzastki stawowej. Ten sposéb zastosowania MVs w
leczeniu ubytkéw tkanki chrzgstnej nie byt do tej pory opisany w literaturze.

Praca rozpoczyna sie rozdzialem wprowadzenie w ktorym Autor naswietlil
problematyk¢ zwigzang z chorobg zwyrodnieniowa stawdw podkreslajgc wieoloczynnikowa
etiologieg, przebieg i leczenie tej choroby. Nastepnie we wstepie lek. wet. Krzysztof Buczak
opisal budowe chrzgstki stawowej, zwracajgc szczegdlng uwage na jej swoista strukture, z
ktérej wynikaja unikalne whasciwosci fizyko-chemiczne oraz skomplikowany charakter
regeneracji i naprawy. Szczegélnie duzo miejsca poswiecil przedstawieniu wspolezesnych
metod leczenia z wykorzystaniem komérek macierzystych oraz mikropgcherzykdw blonowych.
Ten obszerny liczacy 27 stron rozdzial dowodzi 0 dobrym przygotowaniu Doktoranta do badar.
Na podstawie przegladu starannie dobranego pismiennictwa Autor sformutowat cel badawcezy
Jakim byla ocena ogolnej i miejscowej reakeji organizmu owcy na leczenie doswiadezalnic
wytworzonego ubytku chrzgstki stawowej stawu kolanowego z wykorzystaniem komorek
macierzystych pochodzenia szpikowego (BM-MSCs) w poréwnaniu do autologicznych
mikropecherzykow (MVs) (pochodzacych 7 BM-MSCs).

Praca lek. wet. Krzysztofa Buczaka liczy 116 stron tekstu wraz z pisSmiennictwem w
liczbie 161 pozycji oraz 9 tabel i 40 rycin. Uklad dysertacji jest zgodny z wymaganiami
stawianymi rozprawom doktorskim i zawicra wszystkie wymagane rozdzialy w tym:
wprowadzenie, cele i zalozenia pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, wykaz
publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej, jednobrzmiace streszczenia w Jjezyku
polskim i angielskim oraz spis tresci, wykaz tabel, rycin i skrotow.

Tytul pracy jasno precyzuje przedmiot rozprawy w zakresie prowadzonych badan.

W rozdziale , Materiat i metody” w pierwszej kolejnosci podana jest informacja o
zgodzie Lokalnej Komisji Etycznej do spraw Doswiadczeri na Zwierzgtach we Wroclawiu na
przeprowadzenie badan na owcach. Nastepnie, dowiadujemy sie o liczebnosci, gatunku, wieku,
plci i masie ciata badanych zwierzat wraz podzialem na grupy (dwie kontrolne i dwic
doswiadczalne). Wystarczajaco szezegolowo opisane sg warunki utrzymania i zywienia owiec,
procedury przygotowania zwierzat do zabiegéw, znieczulenie ogolne, techniki chirurgiczne
wigceznie z pobieraniem szpiku kostnego do izolacji, hodowli i pozyskania mikropgcherzykdw.

Cel pracy zrealizowano poprzez wykonanie ubytkow chrzgstno-kostnych na obcigzanej

powierzchni stawowej bloczka kogci udowej i implantacje w wytworzonych ubytkach
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skafoldéw kolagenowych nasgczonych preparatami bioaktywnymi tzn. mikropgcherzykami
oraz komérkami macierzystymi. Badania przeprowadzono na modelu owczym w dwaéch
etapach. W pierwszym pozyskiwano ze szpiku kostnego BM-MSCsiMVs iw drugim ctapie
implantowano skafoldy kolagenowe w wytworzone ubytki w chrzgstce stawowej i nasgczano
pozyskanym wezesniej w/w materiatem. Pobranie szpiku kostnego, implantacje wszczepow do
stawow kolanowych, pobranie krwi do badan laboratoryjnych oraz badania sekcyjne stawow
kolanowych przeprowadzono w Katedrze i Klinice Chirurgii  Wydzialu Medycyny

Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu. W celu przeprowadzenia

zakrojonych na szerokg skale badan nawigzano wspolprace z Samodzielnym Laboratorium

Biologii Komorek Macierzystych i Nowotworowych (SLBKMiN) Instytutu Immunologii i

Terapii Do$wiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu, gdzie izolowano MSCs ze

szpiku kostnego owiec i MVs. Badania histologiczne wykonano w Zakladzie Histologii i

Embriologii a badania morfologiczne i biochemiczne krwi w Weterynaryjnym Laboratorium

Diagnostycznym | UNI-LAB” Wydzialu  Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu

Przyrodniczego we Wroctawiu.

Oceng prowadzono przyzyciowo i posmiertnie. Jakos¢ regeneratu prowadzono na podstawie:
— oceny makroskopowej badanych stawow kolanowych posmiertnie po uplywie 180 dni
—oceny struktur operowanego stawu kolanowego z wykorzystaniem tomografii

komputerowej (TK) po 90 i 180 dniach

— oceny mikroskopowej skrawkdw chrzgstki pobranych z bloczka kosci udowej w
ktorej zostal wykonany ubytek chrzgstno-kostny. Ocena miala charakter subiektywny, ale w
celu jej zobiektywizowania wykonano oceng poljakosciowa oparta o l4-punktowg skale
utworzong przez Miedzynarodowe T owarzystwo  Choréb  Chrzgstki  zwana Jako
»zmodyfikowang skalg ICRS”,

W trakcie badan dodatkowo prowadzono ocene przyzyciowg owiec obejmujaca oceng
0golnej reakcji organizmu Owey na zastosowane leczenie poprzez monitorowanie parametrow
morfologicznych (z uwzglednieniem liczby erytrocytow, leukocytow, plytek krwi) i
biochemicznych (z okresleniem aktywnosci aminotransferazy asparaginowej, alaninowej,
fosfatazy alkalicznej, st¢zenia mocznika, kreatyniny, biatka catkowitego i albumin).
Zastosowanie takiego warsztatu umozliwilo wiarygodng ocene ogolnoustrojowej reakcji na
przeprowadzone zabiegi. W tym micjscu wypada przypomnieé, ze Doktorant maksymalnie
wykorzystal zebrany materiat badawczy do przeprowadzenia niezbgdnych analiz i oszacowania

statystycznej istotnosci wybranych danych. Wykazat si¢ przy tym bieglg znajomosciag metod
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znieczulenia ogdlnego i analgezji zwierzgt, technik chirurgicznych w obrebie stawu
kolanowego a takze metod hodowli komdrkowych in vitro.

7, opisu materiatéw i metod wynika, ze eksperymenty byly przeprowadzone prawidtowo
pod wzgledem technicznym. Wszystkie etapy badan zostaly szczegdlowo opisane a ich wyniki
dobrze i przejrzyscie udokumentowane. W rozdziale wyniki dowiadujemy sie miedzy innymi,
ze najbardziej nasilone procesy chondrogenezy i osteogenezy przebiegaly w grupie trzeciej,
gdzie implantowano mikropgcherzyki (MVs). Ubytek byl catkowicie wypelniony dobrze
unaczyniong tkanka laczng z obecng w obszarach peryferyjnych strefy chrzgstnowldknista,
dobrze zespolong z tkanka kostng beleczkowg. Powierzchnia stawowa nad ubytkiem byla
pokryta przez blong tgcznotkankows zbudowang gléwnie z wiékien kolagenowych o ulozeniu
rownolegtym. Podobne lecz mniej wyrazone procesy byly obecne w grupic 4 w ktorej
impantowano komorki macierzyste (MSCs), podczas gdy w gr 2 kontrolnej (po implantacji

gabki kolagenowej) wnetrze ubytku nie zawierato zadnych ognisk fibrogenezy ani osteogenezy.

Uwagi krytyczne

W materiatach i metodach Doktorant dowiadujemy sie ze ,,Przed rozpoczgciem I etapu
doswiadczenia u kazdego zwierzgeia zostalo wykonane badanie radiologiczne i tomograficzne
prawego stawu kolanowego™. W opinii recenzenta nie bylo potrzeby wykonywania badan
rentgenowskich do oceny stanu stawu, w sytuacji kiedy byty wykonywane badania TK, tym
bardziej, ze w dalszej czescei cksperymentu nie wykonywano badan RTG, lecz tylko TK.
Zalaczone ryciny 16 117 obrazuja przewage tomograméw nad radiogramami w ocenie stanu
stawow kolanowych.

Autor prowadzit posmiertng makroskopowg ocene mazi stawowej, podczas gdy ocena
ta mogtaby by¢ uzupetniona o badania laboratoryjne i cytologiczne.

W zdaniu ,,W grupie czwartej (komorki BM-MSCs) obraz morfologiczny wykazywat
szereg cech wspélnych, jednakze wystepowaly tam réwniez cechy istotnie réznicujgce obie
techniki.” nalezy sprecyzowac ktorg technikg obraz morfologiczny wykazywat szereg cech
wspolnych. Tak sformutowane zdanie nie wyjasnia, czy chodzi o wyniki gr 2 czy gr 3.

Kolejne uwagi dotyczg strony graficznej rycin i ich opisu:

Na rycinie 32.2 jest zamieszczona strzalka, natomiast W opisie tej ryciny zabrakto
informacji co ona oznacza.

Omawiajac rycine 33.4 (str. 75) Autor podaje, ze obrazuje ona s»powierzchnie
stawowa... i wnetrze wypelnione tkankg thiszczows”, podczas gdy rycina ta przedstawia

procesy przebudowy tkanki kostnej.
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W zdaniu ,,Wngtrze blizny bylo wypelnione tkankg tluszezows, co na radiogramach
moze przedstawiac sig jako cysta” (str. 75), Autor powoluje sie na ryc. 34.3, ktora nie jest
radiogramem lecz obrazem histologicznym. Ponadto Jak wynika z materialéw i metod
posmiertnie wykonywano tomografi¢ komputerowa, a nie badania rentgenowskie i z tego
wzgledu nalezatoby uzyé terminu tomogramy a nie radiogramy.

W rozdziale wyniki (str. 78) w czgsci dotyczgeej analizy statystycznej oceny
mikroskopowej w skali ICRS Autor powoluje si¢ na cztery ryciny w kolejnosci nr 38,3, 38.1,
38,2138,4, ktérych w przedstawionym maszynopisie nie ma. Prawdopodobnie chodzi o ryciny
nr: 35,3, 35,1, 35,2 1 35.4.

Ciekawy jest rozdzial dyskusja w ktérym na podstawie obserwacji wiasnych,
dokumentacji fotograficznej i danych zestawionych w tabelach lek. wet. Buczak poprowadzit
dyskusje konfrontujac wiasne wyniki z wynikami innych autoréw. Rozdzial ten dla utatwienia
jego lektury warto byloby podzieli¢ na podrozdziaty. Ponadto w tej czgSci zabraklo omoéwienia
zmian aktywnos$ci aminotransferaz: alaninowe;j i asparaginowej, ktorych duze wahania zostaty

stwierdzone w czasie eksperymentu i zostaly opisane w wynikach.

Praca kornczy si¢ 4 wnioskami. Wszystkie sg prawidlowo sformutowane i wynikaja
z przeprowadzonych badan.

[stotny jest wniosek pierwszy stanowiacy, Ze zastosowanie mezenchymalnych komorek
macierzystych pochodzenia szpikowego (BM-MSCs) i mikropecherzykéw (MVs) korzystnie
wplywa na proces gojenia ubytkéw chrzgstki stawowej u owiec. Jakosé odbudowy ubytkow
byla znaczaco lepsza w obu grupach badawczych niz w grupie kontrolnej, co dowodzi o
wyzszej skutecznos¢ terapii uszkodzen chrzgstki nad samoistnym leczeniem.

Szkoda, Zze w tym miejscu nie znalazt sie dodatkowy wniosek wynikajacy z
przeprowadzonych badan, stanowigcy, e zastosowanie mikropgcherzykéw (MVs) pozwala na
lepsze wypetnienie ubytku, bardziej wyrazone procesy chondrogenczy i kosciogenezy z
lepszym  powrotem do funkcjonalnosci  powierzchni chrzgstnej w  poréwnaniu  do
mezenchymalnych komérek macierzystych pochodzenia szpikowego (BM-MSCs).

Jako cenne uwazam dwa podobne do siebie wnioski 3 i 4 informujace o tym, ze
zastosowanie mikropgcherzykéw (MVs) czy tez mezenchymalnych komérek macierzystych
pochodzenia szpikowego (BM-MSCs) jest bezpieczne i nie wywoluje negatywnej reakcji

miejscowej i ogdlnej organizmu.
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Whniosek koncowy

Oceniajgc rozprawe doktorska lek. wet. Krzysztofa Buczaka stwierdzam, ze jest ona
cenna pod wzgledem duzych walordw poznawezych i aplikacyjnych, bogatej i wiasciwie
dobranej metodyki, oraz dobrze udokumentowanych wynikéw badan otrzymanych w oparciu
0 wszechstronny i poprawnie dobrany warsztat badawezy. Autor dowiddt korzystny wplyw
komorek macierzystych pochodzenia szpikowego oraz mikropgcherzykéw na proces gojenia
ubytkow chrzgstno-kostnych u owiec. Recenzowana dysertacja stanowi oryginalne rozwigzanie
zagadnienia naukowego a zaznaczone powyzej uwagi krytyczne nie umniejszajg jej wartosci.

Majac powyzsze na uwadze pragng stwierdzi¢, Ze rozprawa doktorska pt. ,,Wplyw
substancji bioaktywnych zawartych w mikropecherzykach pochodzacych z mezenchymalnych
komorek macierzystych na gojenie si¢ ubytkow chrzgstki szklistej stawowe] u owiec 7
autorstwa lek. wet. Krzysztofa Buczaka w petni spetnia wymagania stawiane pracom na
stopien doktora nauk weterynaryjnych i w petni odpowiada warunkom okreslonym w art. art
187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo 0 szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2023 poz.
742).

Mam zaszczyt przedlozy¢ Wysokiej Radzie Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu wniosek o dopuszczenie lek wet. Krzysztofa
Buczaka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie z uwagi na duza wartosé poznawczg i aplikacyjng pracy wnioskuje o

Jjej wyrdznienie.
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