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Dynamiczny rozwdj badan nad mezenchymalnymi komdrkami macierzystymi (MSC) na przetomie
XX i XXI wieku wzbudzit zainteresowanie naukowcéw i klinicystéw potencjatem terapeutycznym MSC oraz
potencjalnym wykorzystaniem tych komdrek w medycynie regeneracyjnej. Terapie oparte na
mezenchymalnych komérkach stromalnych (MSC, ang. Mesenchymal Stem Cells) stanowig jedng z
najbardziej obiecujacych strategii w leczeniu réznorodnych schorzen, w tym zaawansowanych stadidow
wielu chordéb. Poznanie witasciwosci biologicznych MSC dato nadzieje na ich zastosowanie w medycynie
regeneracyjnej u chorych, u ktéorych konwencjonalne mozliwosci leczenia zostaty wyczerpane. Aby
zapewni¢ odpowiednig jakos¢ MSC i jednolity charakter biologiczny MSC, International Society for Cellular
Therapy (ISCT) opracowato ujednolicone kryteria biologiczne, ktére powinny spetnia¢ komérki nazywane
,mezenchymalnymi komérkami macierzystymi”.



MSCs mozna pozyska¢ z wielu tkanek i narzaddéw dorostego organizmu, jednakze, przed
zastosowaniem klinicznym, ich wfasciwosci powinny zosta¢é udokumentowane spetnieniem
podstawowych cech biologicznych rekomendowanych przez ISCT.

MSC mozna pozyskac ze szpiku kostnego, tkanki ttuszczowej, krwi pepowinowej, pepowiny, miazgi
zebowej, miesni gtadkich, szkieletowych i miesnia sercowego, okostnej, btony maziowej, skory wtasciwej,
pericytow, tozyska, krwi obwodowej, wiezadet przyzebia i ptynu owodniowego. Wsrdd nich
najpopularniejszy jest szpik kostny, tkanka ttuszczowa, krew pepowinowa oraz galareta Whartona.
Podczas izolacji MSC przez plastyczne przyleganie i hodowle in vitro mogg rdéznicowac sie w linie
komdrkowe mezodermalne, takie jak: osteocyty (komérki kostne), chondrocyty (komorki chrzastki) oraz
adipocyty (komorki ttuszczowe).

W ostatnich latach mozna zaobserwowaé gwattowny wzrost liczby doniesied naukowych
demonstrujgcych w modelach przedklinicznych oraz klinicznych role MSC w leczeniu szeregu schorzen. Na
stronie clinicaltrials.gov mozna znalez¢ ponad 1000 préb klinicznych opartych na wykorzystaniu MSC w
postepowaniu terapeutycznym. Pomimo, iz MSC sg jednym z gtéwnych narzedzi uzywanych obecnie w
terapii komérkowej, mechanizm ich dziatania nie do konca zostat poznany. Wyniki uzyskane podczas
badan przedklinicznych i klinicznych przeprowadzonych w ostatnich dziesiecioleciach wyraznie wskazuja,
ze MSC posiadajg wysokg zdolnosé do immunomodulacji, regeneracji i gojenia uszkodzonych tkanek. MSC
regulujg wydzielanie parakrynnych czynnikdw wzrostu, cytokin, czynnikow antyfibroskopowych i
mediatoréw angiogennych

Obecnie MSC uwaza sie za terapeutyczng alternatywe w leczeniu wielu zaburzen, takich jak
choroby odpornosciowe, zwyrodnieniowe lub traumatyczne. Pomimo udowodnionego bezpieczenstwa,
nadal istnieje wiele przeszkdd, aby wprowadzi¢ te rodzaje komoérek jako leki w terapii komdrkowe;j. Ich
natura, zastosowanie i regulacja poprzez nisze lub mikrosrodowiska powinny by¢ dogtebnie przebadane,
poniewaz ich funkcjonalno$é¢ moze zmienia¢ sie w zaleznosci od bezposredniej interakcji z innymi
komarkami. Istotne jest zbadanie zachowania réznych populacji MSC w odniesieniu do konkretnych nisz,
a nie uogolnienie jej terapeutycznego zastosowania.

Przedstawiona mi do oceny praca Opracowanie produktu leczniczego terapii zaawansowanej
opartego na mezenchymalnych komorkach stromalnych w leczeniu stwardnienia zanikowego bocznego
obejmuje 202 stron maszynopisu. Uktad rozprawy jest typowy i podzielony na wstep zakonczony
podaniem celu pracy, opis wykorzystanych materiatéw i metod, prezentacje wynikéw przedstawionych
na 125 rycinach, dyskusje zakoriczong podsumowaniem oraz wnioskami koncowymi. W rozprawie autorka
odwotuje sie do 103 pozycji piSmiennictwa anglojezycznego.

Na 18 stronach wstepu mgr Murzyn wprowadza czytelnika w patogeneze stwardnienia
zanikowego bocznego (ALS) oraz przedstawia mechanizmy rozwoju schorzenia zwigzane z dysfunkcja
mitochondridw, stresem oksydacyjnym, zaburzeniami gospodarki wapniowej, zaburzeniami autofagii,
oraz transportem aksonalnym. W kolejnych punktach Doktorantka prezentuje udziat komdrek uktadu
odpornosciowego w patogenezie choroby, w szczegdlnosci omawia role mikrogleju w aspektach
neuroprotekcyjnych oraz neurotoksycznych. Mikroglej petni funkcje ochronne w zdrowym mazgu i



rdzeniu kregowym, uczestniczagc w procesach takich jak fagocytoza, odpowiedZz immunologiczna i
usuwanie zanieczyszczen. Jednak w kontekscie ALS, rola mikrogleju jest bardziej ztozona i moze
przyczyniaé sie zaréwno do ochrony, jak i do uszkodzen neuronéw motorycznych, poprzez wydzielanie
cytokin prozapalnych, produkcje reaktywnych form tlenu i azotu, interakcja z astrocytami.

W dalszej czesci wstepu mgr Murzyn przedstawia zaburzenia immunologiczne, zaréwno
wrodzone, jak i adaptacyjne, ktdre przyczyniajg sie do degeneracji neuronéw motorycznych w ALS oraz
po krotce opisuje diagnostyke oraz schematy terapeutyczne ALS. Doktorantka wstep konczy bardzo
dojrzatym i wnikliwym opisem mezenchymalnych komdérek macierzystych skupiajgc sie na przyblizeniu
cech komérek MSC z galarety Whartona (WJ-MSC) pochodzacych ze sznura pepowiny zakwalifikowanego
jako odpad medyczny, ktére stanowig atrakcyjne Zrddto pozyskiwania allogenicznego produktu
komérkowego do terapii.

Podziat na rozdziaty jest przeprowadzony w sposéb przejrzysty, umozliwiajgc zrozumienie i
uzasadnienie podjecia badan bedacych przedmiotem prezentowanej rozprawy. Uwzgledniajac, iz analizy
przedtozonej rozprawy dotyczyty oceny bezpieczenstwa podawania mezenchymalnych komérek
macierzystych z galarety Whartona oraz oceny pacjentéw ze stwardnieniem zanikowym bocznym w
badaniu klinicznym ALSTEM na podstawie ich odpowiedzi terapeutycznej na badany produkt leczniczy
(allogeniczne komadrki WJ-MSC), na podkreslenie zastuguje krytyczne przedstawienie przez Doktorantke
restrykcyjnych kryteriéw wtgczenia i wytgczenia produktu komérkowego do banku komorek.

Cele pracy zostaty jasno i logicznie sformutowane. Doktoranta za gtéwny cel przedstawionej
rozprawy podjefa sie opracowania produktu leczniczego terapii zaawansowane] opartej na komdrkach
mezenchymalnych galarety Whartona w terapii ALS. Realizowata ten cel na dwdch etapach: poprzez
przygotowanie i wnikliwg charakterystyke produktu komérkowego, obejmujgcg przygotowanie banku
komérek i ich podziatu na klastry terapeutyczne, gdzie gtdwnymi elementami byta weryfikacja potencjatu
komérek WJ-MSC pod wzgledem immunologicznym oraz genetycznym. W drugim etapie zostato
przeprowadzone badanie kliniczne ALSTEM oraz przeprowadzenie wnikliwych analiz materiatu
biologicznego pozyskanego od pacjentéw wiaczonych do badania, co stanowito podstawe do selekcji
czynnikéw predykcyjnych przy ocenie pacjentéw w badaniu.

Przedstawiony opis materiatow uzytych do badan jest drobiazgowy i nie budzi zadnych zastrzezen.
Dobdr metod badawczych obejmujgcy techniki cytometrii przeptywowej, hodowli komérkowych in vitro,
badania sekretomu, technik kariotypowania oraz PCRu w czasie rzeczywistym jest adekwatny do obrane;j
tematyki dysertacji i pozwala na eksperymentalng weryfikacje obranych celéw pracy. Doktorantka bardzo
starannie i szczegdétowo opisata etapy tworzenia banku produktéw ATMP zgodnie z obowigzujgcymi
normami Dobrej Praktyki Produkcyjnej cGMP do kwalifikacji materiatu, izolacji WJ-MSC, ekspansji ex vivo,
kriokonserwacji, poprzez charakterystyke morfologiczng, ocene fenotypu zgodnie z wytycznymi ISCT,
badania kariotypu, testy tworzenia kolonii CFU-E, az do poszerzonej analizy wybranych gendw metoda
gRT-PCR, sekretomu, oceny potencjatu immunomodulacyjnego komérek WJ-MSC i klasteryzacji. W
rozdziale 3.4. opisu badania klinicznego brakuje objasnienia skali ALSFS-R, ktéra jest skorygowang
funkcjonalng skalg stwardnienia zanikowego bocznego uzywang u pacjentéw z ALS, zaréwno w celu
ustalenia wyjsciowego nasilenia objawdw w chwili rozpoznania, jak i oceny postepu choroby w czasie oraz



umozliwia lepsze prognozowanie rozwoju choroby u pacjentéw. Skala ta jest rGwniez uzywana do pomiaru
wynikéw skutecznosci leczenia w badaniach klinicznych. W rozdziale materiaty i metody brakuje réowniez
objasnienia skali ECAS oraz EQ-5D, ktére byty oceniane podczas wizyt pacjentdw w badaniu klinicznym
ALSTEM.

Doktorantka podjeta sie ambitnego tematu, ktérego realizacje przeprowadzita z duzg
starannoscig. W pierwszym etapie ustanowiono bank produktéw komérkowych WIJ-MSC zgodnie z
obowigzujgcymi normami cGMP, ktére zostaty podane w badaniu klinicznym ALSTEM. W celu
wytworzenia produktéw komérkowych zostato pobranych okoto 300 sznuréw pepowinowych, sposrdd
ktérych do dalszej preparatyki zakwalifikowano okoto 60 sznuréw. Ostatecznie do badania klinicznego
zakwalifikowano produkty ATMP wytworzone z 14 linii WJ-MSC, spetniajgce Scisle zdefiniowane i opisane
wytyczne specyfikacji produktu koncowego, co zostato przedstawione w Tabeli 3. Mgr Murzyn
zrealizowata cel rozprawy jakim byta rozszerzona charakterystyka banku produktéw komdérkowych WI-
MSC opartych na analizie funkcjonalnej testu jednostki tworzgcej kolonie, analize fenotypowa
poszerzonego panelu antygendw powierzchniowych obejmujacy ekspresje biatek CD119, CD200, CD120b,
CD72, CD273, CD274, CD39, HO-1, panelu wybranych genéw komodrek pluripotencjalnych oraz
multipotencjalnych  okreslanych panelem ,bezpieczenstwa”. Doktoranta ocenita witasciwosci
immunomodulacyjne produktu w tescie ko-hodowli komdérek WIJ-MSC z komdrkami jednojgdrowymi
dawcy zdrowego. Wyniki uzyskane w tej czesci rozprawy zobrazowata Rycinami (Rycina 13 do Ryciny 42)
oraz 2 Tabelami (Tabela 3 oraz Tabela 4). Mgr Murzyn podjeta sie ambitnego celu zaproponowania
protokotu umozliwiajgcego klasteryzacje i podziat ze wzgledu na potencjat terapeutyczny produktu
komérkowego WIJ-MSC z wykorzystaniem algorytmdw uczenia maszynowego. Klasteryzacja miata na celu
wykorzystanie danych wygenerowanych na etapie szczegdétowej charakterystyki ustanowionego banku
WJ-MSC do nienadzorowanego podziatu produktéw komoérkowych na podstawie ich wifasciwosci
biologicznych oraz aktywnosci. Uzyskane wyniki analiz 14 linii WJ-MSC pozwolity na identyfikacje 58
czynnikéw, ktére na podstawie analizy statystycznej nienadzorowane;j klasteryzacji pozwolity wyodrebnic
3 klastry — proregeneracyjny, nadaktywny oraz antystresowy. Uzyskane linie WJ-MSC zostaty przypisane
do danego klastra, co Autorka przedstawita w Tabeli 5.

Najbardziej cenne wyniki przedstawionej rozprawy doktoratu wdrozeniowego dotyczg analiz
odpowiedzi terapeutycznej pacjentéw w badaniu klinicznym fazy I/1l ALSTEM na allogeniczne komorki WI-
MSC. ALSTEM byto badaniem jednoramiennym, niezaslepionym, oceniajgcym bezpieczenstwo podania
badanego produktu leczniczego (BPL) do ptynu mdézgowo-rdzeniowego 19 pacjentéw z rozpoznaniem
stwardnienia zanikowego bocznego. Projekt zostat zrealizowany na podstawie zgody Urzedu Rejestracji
Produktow Leczniczych, Wyrobow Medycznych i Produktow Biobdjczych (URLP) oraz na podstawie
pozwolenia na prowadzenie badan klinicznych (EudraCT: 2018-004171-12). Zestawienie pacjentow
zakwalifikowanych do badania Doktorantka przestawita w Tabeli 6. W Tabeli 7 przedstawita podziat
pacjentdow na grupy Responders, Null oraz Non-Responders wedtug skali ALSFRS-R. Na podstawie
wyliczonego trendu skali ALSFRS-R wyrdzniono 8 pacjentéw, ktdrzy zareagowali na terapie komérkami
WJ-MSC w sposéb pozytywny, 7 pacjentdw, ktérzy nie wykazali reakcji oraz 4 pacjentéw z reakcjg
neutralng (Rycina 48). Rozktad podstawowych parametréow zyciowych pacjentéw Doktorantka
przedstawita na Rycinach 52-58. Szczegdétowy rozktad parametréw biochemicznych krwi pacjentéw



obejmujacy wartosci mocznika, kwasu moczowego, kreatyniny, albuminy, CRP, ALT, AST, GGTP, kinazy
kreatynowej, ilosci biatka catkowitego, parametréw morfotycznych krwi, czasu protrombinowego,
wartosci INR, chlorkdw, magnezu, sodu, potasu, fosforu Doktorantka przedstawita na tacznie 23 rycinach.
Autorka poddata rowniez szczegdétowej analizie cytometrycznej odsetki limfocytéw T, B, Th, Tc, Th2,
monocytow, limfocytédw Th pamieci, naiwnych Tc pamieci oraz aktywacji pdznej na limfocytach Th oraz Tc
w krwi obwodowej pacjentdw po podaniu WJ-MSC. Mgr Murzyn ocenita réwniez poziom szeregu cytokin
w osoczu krwi pacjentéw podczas poszczegdlnych wizyt, ktére obejmowaty pomiary stezenia IL-1[3, IL-4,
IL-6, IL-12, IL-13, TGFP2, TNF-a, VEGF-2, dla ktdérych nie zanotowata statystycznie istotnych réznic. W
kolejnym etapie ocenita stezenie chlorkéw, glukozy, biatka catkowitego, IL-6, IL-8, G-CSF, IFN-y, IL-4, MCP-
1, MIP-183, RANTES, TGF-B1, TGF-B2 w ptynie mézgowo rdzeniowym pacjentéw badania ALSTEM. Dla TGF-
2 zanotowata najbardziej znaczace zmiany dla wszystkich badanych grup (Rycina 134). W ostatnim etapie
rozprawy Doktorantka przeprowadzita ocene poziomu p75tM. Receptor neurotrofiny p75 stanowi
potencjalny biomarker stwardnienia zanikowego bocznego. p75 bierze wudziat w procesach
neurodegeneracyjnych m.in. podczas apoptozy, zwyrodnieniu aksondéw i odpowiedzi na uszkodzenie
nerwow. W ostatniej czesci Dysertacji, Autorka podjeta sie selekcji istotnych biowskaznikéw odpowiedzi
na terapie MSC. Na podstawie 123 zmiennych i z wykorzystaniem algorytmu Boruta, catosciowa analiza
kliniczna pacjentow objetych badaniem klinicznym pozwolita na utworzenie algorytmu predykcyjnego
odpowiedzi pacjentdw na terapie komdrkowg WJ-MSC, min. rozktad subpopulacji limfocytéw B, komdrek
M2 oraz komdrek Tc pamieci, biatka w CSF oraz pomiaru sity miesniowej.

W dyskusji dysertacji Doktorantka dojrzale omawia uzyskane przez siebie wyniki zestawiajac je z
obserwacjami innych autoréw. Wedtug danych dostepnych w 2023 roku w badaniach klinicznych z
wykorzystaniem MSC na S$wiecie zarejestrowanych byto 1120 pacjentéw cierpigcych na ALS.
Uwzgledniajac wytyczne Europejskiej Sieci Referencyjnej ds. choréb nerwowo-miesniowych dotyczacych
planu leczenia w rozpoznaniu ALS priorytetowe jest prowadzenie badan oraz préb klinicznych nad
identyfikacjg nowych biomarkerow diagnostycznych, prognostycznych oraz predykcyjnych
umozliwiajgcych identyfikacje celéw terapeutycznych podejmowanych terapii. Mgr Murzyn podkresla w
dyskusji, ze podjeta sie rozszerzonej charakterystyki linii WJ-MSC celem opracowania wstepnego
algorytmu przyporzagdkowujgcego dang serie produktu komodrkowego WJ-MSC do klastra
terapeutycznego. Swoje zatozenie zrealizowata w sposéb imponujgcy. Nalezy podkresli¢c dojrzatosc
naukowg Doktorantki, ktéra w dyskusji zauwaza, iz ,uzyskane wyniki sq pilotazowe i ze wzgledu na ich
ograniczony charakter nalezy traktowac ich interpretacje jako zatoZenie do szerszych badari”. Na tym
etapie brakuje w dyskusji préby odpowiedzi na pytanie czy przynaleznos¢ do danego klastra
terapeutycznego WJ-MSC skutkowata zmiang stanu zdrowia pacjenta oraz progresjg ALS. Réwniez brakuje
omoédwienia grupy pacjentdw Non-Responders, ktérzy stanowili 37% badania klinicznego i szerszego
omoédwienia stanu klinicznego tej grupy. Jednakze te uwagi, nie wptywaja na bardzo wysoka ocene
przedstawionej mi do recenzji rozprawy.

Podsumowujac, ztozona rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Murzyn pt. , Opracowanie
produktu leczniczego terapii zaawansowanej opartego na mezenchymalnych komdrkach stromalnych w
leczeniu stwardnienia zanikowego bocznego” w petni zastuguje na pozytywng ocene ze wzgledu na wyboér
tematu, przeprowadzenie wnikliwej analizy dostepnego materiatu badawczego, jasnego przedstawienia



wynikéw oraz dojrzatej dyskusji uzyskanych wynikow w kontekscie dostepnych danych literaturowych.
Przedstawiona rozprawa jest bardzo istotnym elementem pozwalajgcym na opracowanie lepszych
terapeutycznie biologicznych produktéw leczniczych terapii zaawansowanych wpartych na allogenicznych
komodrkach WJ-MSC.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2022 r. poz. 574) i wnosze o
dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Murzyn do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego. Wnioskuje do
Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Instytutu Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu o
przyznanie wyrdznienia.
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