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Podstawa opracowania recenzji jest pismo prof. dr. hab. inz. Michata Chudego przewodniczacego
Rady Naukowej Dyscypliny Biotechnologia Politechniki Warszawskiej z dnia 8 lipca 2025 roku
Z prosba o oceng¢ rozprawy doktorskiej mgr inz. Zuzanny Iwon-Szczawinskiej zatytutowanej

,, Wlasciwosci regeneracyjne komorek macierzystych w réznych modelach niedotlenienia
kardiomiocytow". Pani mgr inz. Iwon-Szczawinska realizowata pracg w Katedrze Biotechnologii
Medycznej pod opieka promotorskg prof. dr hab. inz. Elzbiety Jastrzebskiej oraz dr Eweliny
Krogulec.

Ocena ukladu rozprawy doktorskiej

Uktad dysertacji jest prawidtowy 1 odpowiada standardom stawianym rozprawom doktorskim w
formie pisemne;j. Praca liczy 160 stron i zostata podzielona na dwie gtowne czesci: 1 Czes¢
literaturowa (26 stron) oraz II Czg$¢ eksperymentalng (81 stron). Oprocz zasadniczego tekstu,
rozprawa zawiera wszystkie formalnie wymagane elementy, takie jak streszczenia w jezyku

polskim i angielskim, wykaz skrotow, spis tresci, podsumowanie i wnioski, bibliografie,
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spis tabel i rycin, a takze informacje o dorobku naukowym Autorki. Rozprawa jest obszerna,
starannie zredagowana i napisana poprawnym j¢zykiem naukowym.

Doktorantka w Czesci teoretycznej podejmuje wszystkie konieczne dla zrozumienia pracy tematy.
Rozpoczyna od zwigzlego opracowania stanu wiedzy na temat budowy serca 1 choréb uktadu
Sercowo — naczyniowego oraz badan wptywu hipoksji na ten uktad i modelowanie proceséw
wynikajacych z niedotlenienia in vitro. Nastepnie opisuje komorki macierzyste, ze szczeg6lnym
uwzglednieniem indukowanych komorek pluripotencjalnych i ich zastosowanie w badaniach
nad regeneracja migsnia sercowego. W kolejnym rozdziale doktorantka omawia znane modele
do badania migénia sercowego poprzecznie prgzkowanego i zastosowanie mat nanowtoknistych
w tworzeniu przestrzennych modeli tkanek in vitro.

Czgs$¢ eksperymentalng rozprawy rozpoczyna opis Celu pracy, ktory zostat jasno okreslony i
dotyczyt ,,oceny zastosowania roznych mat nanowtoknistych jako podtoza do hodowli i badania
komorek serca”. Doktorantka podczas realizacji badan do swojej pracy weryfikowala hipoteze
badawczg mowigcg o tym, ze zastosowanie mat nanowtoknistych o okreslonych wtasciwosciach
fizykochemicznych pozwoli na utworzenie modelu migs$nia Ssercowego in vitro, ktory bedzie lepiej
niz standardowe hodowle 2D odzwierciedlat warunki panujace in vivo.

Catos¢ zostata zilustrowana dobrej jako$ci rycinami 1 schematami, ktére wspieraja odbior
merytorycznej tresci. Mam jednak kilka uwag. Po pierwsze, tytut pracy jest bardzo og6lny

1 pomimo, ze ,,mieszczg si¢”’ w nim opisane przez Autorke badania to jednak nie w peini oddaje
faktyczng zawartos$¢ pracy — sugeruje bowiem badania nad potencjatem komorek do regeneracii,
podczas gdy istota przedstawionych badan jest opracowanie metod uzyskiwania modelu mig¢$nia

sercowego in vitro.

Wskazanie oraz ocena zastosowanych metod badawczych

Doktorantka zastosowata w swoich badaniach szerokie spektrum technik badawczych. Swoje
badania prowadzita z wykorzystaniem réznych linii komoérkowych (ludzkie kardiomiocyty

i indukowane komorki pluripotencjalne oraz linie komoérek szczurzych i mysich)

oraz zaawansowanych technik n.p. uzyskiwania mat nanowtoknistych a takze hodowli komoérek
z wykorzystaniem m.in. hipoksji. do analizy modelu, ktéry opracowywala zastosowata szerokie
spektrum analiz, takich jak proste techniki okreslania zywotnosci, okreslanie typu $mierci
komorkowej, ale rowniez bardzo skomplikowane i trudne techniki jak skaningowa mikroskopia
elektronowa, badanie utozenia komoérek w zastosowanym do hodowli przestrzennej materiale
lub sekwencyjne roznicowanie komorek iPSC w kardiomiocyty. Na podstawie opisu

zastosowanych metod moge stwierdzi¢, ze Doktorantka posiada wszechstronny warsztat
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eksperymentatora i kompetencje do podjgcia trudnych wyzwan analitycznych, do jakich

niewatpliwie nalezy opracowywanie modeli badawczych.

Ocena czesci rozprawy doktorskiej dotyczacej omowienia wynikow badan

Rozdziat Wyniki i dyskusja rozpoczyna si¢ bardzo doktadnym opisem rezultatow uzyskanych
przez Doktorantke. Badania rozpocz¢to od analizy i charakterystyki nanowldkien z
polikaprolaktonu i poliuretanu, ktore nastepnie wykorzystano do wytwarzania mat nanowtoknistych
o roznych wtasciwos$ciach strukturalnych (fizykochemicznych) oraz do hodowli kardiomiocytow
linii HOC2 (szczurzej), HL-1 (mysiej) i HCM (ludzkiej). Doktorantka okreslita zywotno$¢ i
utozenie komodrek hodowanych na matach nanowtdknistych, a w dalszym etapie badan analizowata
obecnos$¢ bialek markerowych $wiadczacych o ,,dojrzatosci” kardiomiocytow, m.in. okreslonych
izoform cig¢zkich tancuchow miozyny oraz biatek cytoszkieletu. Zaobserwowane rdznice, m.in. w
ekspresji gendw, wskazuja, ze maty z polikaprolaktonu i poliuretanu w odmienny sposob wptywaja
na dojrzewanie kardiomiocytow. Wyniki te dowodza, ze hodowla na matach nanowtdknistych
wspiera proces réznicowania komorek i lepiej odzwierciedla warunki in vivo w poréwnaniu do
standardowych hodowli manolayer.

W kolejnym etapie badan Doktorantka przeanalizowata linie komorek iPS oraz ich potencjat do
réznicowania w kardiomiocyty w réznych warunkach hodowli. Potwierdzono skutecznos¢
zastosowanego protokotu réznicowania, a takze przetestowano ré6zne warunki hodowli na matach
nanowtoknistych. Pani Iwon-Szczawinska wybrala wariant, w ktorym komorki przyjmowaty
najbardziej wydtuzony, wrzecionowaty ksztatt (2x10°/cm?), i kontynuowala dalsze badania.
Okreslita lokalizacj¢ komorek w hodowli przestrzennej oraz ekspresje genéw kodujacych biatka
zwigzane z réznicowaniem 1 dojrzewaniem kardiomiocytéw. Potwierdzila, ze kardiomiocyty
uzyskane z iPSC wykazuja bardziej dojrzaty fenotyp, gdy hodowane sa na matach
nanowtoknistych, zwtaszcza na wtdknach z polikaprolaktonu.

W ostatnim etapie badan Doktorantka poddata testom zaprojektowany przez siebie model migsnia
sercowego. Analizie poddano kardiomiocyty z dwoch Zrodet — linie komorkowe oraz kardiomiocyty
uzyskane z indukowanych komorek pluripotencjalnych. Hodowano je na dwoch typach mat

(z polikaprolaktonu i poliuretanu), a nastepnie hodowano w hipoksji oraz hipoksji z reoksygenacja.
Stwierdzono, ze hodowla komoérek w pozywce o ok. 1% zawartos$ci tlenu indukuje niekorzystne
zmiany w cytoszkielecie oraz zwigksza poziom apoptozy, przy czym efekt zalezy od typu komorek
oraz rodzaju materiatu, na ktorym je hodowano. Do dalszych badan wybrano maty poliuretanowe,
poniewaz podczas izolacji RNA z hodowli na matach polikaprolaktonu napotykano trudnosci

techniczne. Nastepnie Doktorantka zbadata wptyw hipoksji 1 hipoksji z reoksygenacja na hodowle
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mieszane kardiomiocytow uzyskanych z iPSC oraz niezréznicowanych iPSC. Analizie poddano
lokalizacj¢ i/lub ekspresje gendw zwigzanych z utrzymaniem pluripotencji i réznicowaniem w
kardiomiocyty. Wyniki tego etapu nie potwierdzily jednoznacznie postawionej hipotezy.

Na uwage zastuguje wysoka jako$¢ rycin, w tym bardzo dobre fotografie z mikroskopii
konfokalnej. Kazda cz¢$¢ rozdzialu Wyniki zakonczona jest podsumowaniem i dyskusja, co utatwia
$ledzenie przebiegu eksperymentow. Czes$¢ eksperymentalna pracy konczy si¢ zwieztym
podsumowaniem oraz wnioskami obejmujacymi cato$¢ rozprawy.

Uzyskane przez Autorke wyniki stanowig oryginalne rozwigzanie problemu badawczego. Maja
istotng warto$¢ poznawczg i1 aplikacyjng, a w przysztosci mogg przyczynic si¢ do opracowania
modelu mig$nia Sercowego in vitro, lepiej odzwierciedlajacego warunki panujace in vivo,

co pozwoli uzyskiwa¢ wiarygodne dane m.in. w badaniach nad regeneracja migsnia sercowego.

Zastosowane piSmiennictwo

Bibliografia obejmuje 172 pozycje, ktore zostaty dobrane w sposob trafny i §wiadczg o dojrzatosci
naukowej Autorki. Dobor literatury jest przekrojowy i dobrze osadzony w aktualnym stanie wiedzy
— zdecydowana wigkszo$¢ cytowanych publikacji pochodzi z lat po 2000, co wskazuje na
korzystanie z najnowszych zrodet naukowych, przy jednoczesnym uwzglednieniu klasycznych prac
z wezesniejszych dekad, ktore maja istotne znaczenie historyczne i merytoryczne dla poruszanej
problematyki.

Mam jednak drobng uwage redakcyjng dotyczaca sposobu cytowania w tek$cie. W mojej ocenie nie
jest zasadne umieszczanie kazdej z cytowanych prac w osobnym nawiasie — lepszym rozwigzaniem
byloby taczenie kilku pozycji bibliograficznych w jednym nawiasie, co uczynitoby zapis bardziej

przejrzystym 1 spojnym stylistycznie, a takze ulatwitoby lekture.

Pytania i uwagi do pracy

Nie moge zgodzi¢ si¢ ze stwierdzeniem zawartym we Wstepie dotyczacym totipotencji komorek
ES. Zarodkowe komorki macierzyste (ESC) nie wystepuja naturalnie w zarodku, lecz sg liniami
uzyskanymi in vitro (po raz pierwszy przez Gail Martin oraz niezaleznie Martina Evansa i Matthew
Kaufmana) i nalezy je traktowac jako komorki niewystepujace w organizmie. W blastocyscie
pluripotencjalne sg wytacznie komorki wezta zarodkowego, dopiero po izolacji i stabilizacji w
hodowli mozna je okresla¢ mianem ESC. Morula natomiast nie zawiera juz komorek
totipotencjalnych — totipotencja utrzymuje si¢ jedynie do stadium 2—8 blastomeréw, a po kompakc;ji
dochodzi do wyodregbnienia komorek zewnetrznych o ograniczonej potencjalnosci oraz

wewnetrznych, pluripotencjalnych.
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Poniewaz Doktorantka rozpatruje iPSC jako potencjalny model badawczy i1 ocenia potencjat iPSC
do regeneracji migsnia sercowego, w pracy powinna znalez¢ si¢ rowniez dyskusja dotyczaca
zagrozen zwigzanych ze stosowaniem komorek macierzystych w przeszczepach,

w tym takze komorek iPSC.

Wybor i charakterystyka linii komorkowych

W pracy nie zostato dostatecznie uzasadnione, dlaczego wybrano okreslone linie komorkowe do
przeprowadzonych badan. Brakuje réwniez szerszej charakterystyki tych linii, w szczegdlnosci w
odniesieniu do ich wtasciwosci biologicznych. Przyktadowo, kwestia proliferacji komérek HCM
wymaga doprecyzowania — nie jest jasne, z jakiej populacji serca pochodzg komorki zdolne do
przejscia az szesciu pasazy. W opisie linii HL-1 odnotowano takze btad w numerze katalogowym
(wskazano SCCO05, podczas gdy prawidlowy numer to SCC065).

Warunki hodowli i stosowane poiywki

W czesci metodologicznej nie przedstawiono w petni spdjnego uzasadnienia dotyczacego wyboru
warunkow hodowli oraz stosowanych pozywek. Nie jest jasne, dlaczego w hodowli HCM w
warunkach hipoksji wykorzystano pozywke pozbawiong glukozy. W pracy zabrakto zestawienia
stosowanych pozywek w formie tabelarycznej, co utatwitoby §ledzenie roznic pomigdzy
poszczegdlnymi warunkami eksperymentalnymi. Watpliwosci budzi rowniez stosowanie
odmiennych pozywek w hipoksji, normoksji oraz w hodowlach mieszanych, a takze brak opisu
pozywki E8 Flex, ktora zostata wymieniona w cze$ci ze spisem materiatow, lecz nie uwzglgdniono
jej w szczegotowych metodach. Nalezy rowniez doprecyzowaé hipotezg badawczg towarzyszaca
hodowli mieszanej niezréznicowanych iPSC oraz kardiomiocytow uzyskanych z iPSC. Niejasne
pozostaje takze, co Doktorantka rozumie pod pojeciem ,,regeneracja uszkodzonych
kardiomiocytow” 1 jaka moglaby by¢ rola niezroznicowanych iPSC w takim procesie naprawczym.
Metodyka badan

Proszeg o rozstrzygnigcie kwestii porownywalnosci wynikow testu Alamar Blue pomigdzy
hodowlami 2D i 3D. Brak jest rowniez precyzyjnej informacji, jaki model mikroskopu
konfokalnego zostal wykorzystany w badaniach. Dodatkowo, obrazy uzyskane przy uzyciu
mikroskopii konfokalnej pozwalaja na analiz¢ jako$ciowa, a nie ilo§ciowg. Na podstawie poziomu
fluorescencji na zdjeciu z mikroskopu konfokalnego nie mozna wnioskowac o ilo$ci biatka. Warto
réwniez zaznaczy¢, ze Oct3/4 nie jest idealnym markerem pluripotencji iPSC, a bardziej
wiarygodnym markerem jest Nanog i to wtasnie Nanog powinien podlega¢ analizie.

Hipoksja i proliferacja kardiomiocytow

Prosze¢ o odniesienie si¢ do faktu, ze hipoksja moze indukowac¢ proliferacje kardiomiocytow,

ktére w warunkach fizjologicznych charakteryzujg si¢ bardzo ograniczong zdolno$cia
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do podziatéw. W literaturze istnieja doniesienia sugerujace, ze hipoksja mozg sprzyja¢ odtwarzaniu
populacji kardiomiocytow. Praca powinna odnies¢ si¢ do tej kontrowersji i wyjasnié, jakie
konsekwencje dla uzyskanych wynikow ma ten aspekt biologii kardiomiocytow.

Hodowle przestrzenne (3D) i gestos¢ komorek

Opis hodowli przestrzennych wymaga doprecyzowania. W pracy nie przedstawiono informacji na
temat grubosci uzyskanych mat nanowtoknistych, co ma istotne znaczenie przy formutowaniu
wnioskéw dotyczacych hodowli 3D. Watpliwo$ci budzi réwniez przyjeta gestos¢ komorek —
wydaje si¢, ze mogta by¢ ona zbyt niska, aby zapewni¢ odpowiedni kontakt miedzy komoérkami,
ktory jest kluczowy dla prawidtowego roznicowania i funkcjonowania kardiomiocytow. Brak
kontaktu miedzy komoérkami moze prowadzi¢ do indukcji apoptozy. Chociaz autorka
przeprowadzila testy z wykorzystaniem réznych liczebnosci komorek, w mojej opinii zabrakto
proby z bardzo duzg liczbg komorek, ktora powinna by¢ uzalezniona od grubosci zastosowane;j
maty nanowldkniste;j.

Ryciny i ilustracje

- W rozprawie znajduja si¢ ryciny pochodzace z publikacji, ktérej Doktorantka jest wspotautorka —
dlaczego nie zostato to zaznaczone w podpisach rycin?

- rycina 22 — brak oznaczen literowych (A, B, C) przy czeSciach ryciny, mimo ze sg wymienione w
podpisie.

- rdznice w rozmiarze komorek na obrazach z mikroskopii skaningowej (5—10 um) i konfokalnej
(do 100 um) sugeruja pomytke w oznaczeniu skali.

Uwagi do redakcji pracy

- czeste anglicyzmy, np. ,,przeciwciato anty-krélicze”, zamiast poprawnej formy polskie;j.

- drobne btedy literowe i sktadniowe (np. str. 17, w. 5 od dotu).

- literdwka: str. 64 — powinno by¢ ,,ocena statystyczna”, a nie ,,statyczna”.

- okreslenie ,,ROCK inhibitor” to kalka jezykowa.

- nieprecyzyjne okreslenia, np. str. 83 ,,dojrzalsza fizjologia”

Wiedza kandydatki w dyscyplinie oraz umiejetnosé samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata poswiecona istotnym dla biologii medycznej
i ciekawym badaniom nad zastosowaniem réznych metod hodowli kardiomiocytéw do
modelowania mig$nia sercowego in vitro i §wiadczy o szerokiej i dobrze ugruntowanej wiedzy
teoretycznej kandydatki w obszarze biologii komoérki oraz inzynierii tkankowej. Autorka wykazuje

znajomo$¢ zarowno podstawowych procesow biologicznych lezacych u podstaw réznicowania i
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funkcjonowania kardiomiocytow, jak i nowoczesnych podejs¢ eksperymentalnych stosowanych
we wspolczesnych badaniach biomedycznych. Badania, ktore przedstawita Doktorantka w swojej
rozprawie obejmujg bogaty zakres analiz umiej¢tnie taczac wiedze z zakresu biologii molekularnej,
biofizyki i technologii hodowli komérkowych, co wskazuje na interdyscyplinarne przygotowanie
Pani Iwon - Szczawinskiej.

Pod wzglgdem umiejetnosci prowadzenia samodzielnych badan naukowych, rozprawa dostarcza
licznych dowodow na kompetencje autorki w planowaniu i realizacji eksperymentéw. Kandydatka
wykazata si¢ umiejetnoscig krytycznej analizy 1 porownania roznych metod hodowli
kardiomiocytow, w tym modeli dwuwymiarowych 1 tréjwymiarowych, oraz oceny ich przydatnosci
do odtwarzania ztozonej architektury i funkcjonalno$ci migsnia sercowego in vitro. Zastosowane
metody badawcze zostaty dobrane adekwatnie do postawionej hipotezy, a uzyskane wyniki

s interpretowane z dojrzatos$cig naukowa.

Rozprawa nie tylko wnosi istotny wktad poznawczy w zakresie modelowania mig$nia sercowego
in vitro, lecz takze potwierdza wysoka zdolnos$¢ kandydatki do samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. mgr inz. Zuzanna Iwon-Szczawinska w pelni spetnia wymogi stawiane przed
doktorantem — zaréwno w zakresie ogolnej wiedzy teoretycznej w dyscyplinie, jak i w zakresie

praktycznych umiejetnosci badawczych.

Ocena koncowa

Ja, nizej podpisana stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Zuzanny Iwon-
Szczawinskiej spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z p6zn. zm.) i wnioskuje¢ do Rady
Naukowej Dyscypliny Biotechnologia Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie mgr inz.
Zuzanny Iwon - Szczawinskiej do dalszych etapow postepowania ws. nadania stopnia doktora

w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie biotechnologia.
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