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Zatytutowanej ,Wtasciwosci regeneracyjne komdrek macierzystych w réznych modelach
niedotlenienia kardiomiocytow”

Oceniana rozprawa doktorska zostata wykonana na Politechnice Warszawskiej w obrebie
dyscypliny: Biotechnologia pod kierunkiem Pani prof. dr hab. inz. Elzbiety Jastrzebskiej oraz
promotorki pomocniczej Pani dr Eweliny Krogulec.

Podstawg opracowania recenzji jest pismo prof. dr. hab. inz. Michata Chudy,
przewodniczgcego Rady Naukowej Biotechnologia Politechniki Warszawskiej z dnia 8 lipca
2025 roku zawiadamiajgce o powotaniu mnie przez Rade Dyscypliny Biotechnologia
Politechniki Warszawskiej na recenzentke rozprawy doktorskiej pani mgr. inz. Zuzanny lwon-
Szczawinskiej pt. ,Wtasciwosci regeneracyjne komorek macierzystych w réznych modelach
niedotlenienia kardiomiocytéw”. Niniejsza recenzja zostata wykonana w oparciu o
obowigzujgce przepisy wynikajgce z Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r., poz. 742 z pdzn. zm.) oraz dostarczony egzemplarz rozprawy
doktorskiej.

Przedstawiona do recenzji dysertacja ma forme monografii naukowej. Wyniki zawarte w pracy
zostaty w zdecydowanej wiekszosci opublikowane w trzech oryginalnych, wieloautorskich
artykutach naukowych, w ktérych Doktorantka wystepuje jako pierwsza autorka. Zgodnie z
przyjetym zwyczajem Autorka wskazuje w rozprawie, ktdre elementy pracy zostaty wczesniej
opublikowane. W niniejszej recenzji oceniam, zgodnie z zapisami Ustawy, wylgcznie
przedstawiong monografie.



Ocena wyboru obszaru badan

Doktorantka w swojej pracy podejmuje préby opracowania konstruktéw mogacych stuzy¢ jako
modele efektywnego badania fizjologii i patofizjologii miesnia sercowego. Prowadzi zatem
badania w obszarze, ktéry pilnie wymaga nowych rozwigzan. Niedokrwienna choroba miesnia
sercowego stanowi obecnie, w skali globalnej, najczestszg przyczyne zgonéw ludzi. Pomimo
intensywnych badan prowadzonych przez liczne zespoty na sSwiecie, wcigz nie udato sie
opracowaé¢ modeli miokardium o wysokiej wartosci translacyjnej, ktére bytyby jednoczesnie
relatywnie niedrogie, co mogtoby sprzyja¢ ich rozpowszechnieniu i uznaniu za standard.
Podstawowe modele in vitro, oparte na hodowli linii komdérkowych na polistyrenowych
powierzchniach (tzw. 2D), sg wcigz szeroko stosowane. Obecnie jednak wiadomo, ze
przeniesienie komdrek na tréjwymiarowe rusztowania, lepiej odzwierciedlajgce naturalne
mikroSrodowisko niz ptaskie podtoza, istotnie wptywa zaréwno na podstawowe funkcje
zyciowe komarek, jak i na ich reakcje na czynniki doswiadczalne. W tym kontekscie podjecie
przez Doktorantke prac nad opracowaniem tréjwymiarowych struktur, bedacych kombinacja
syntetycznych rusztowan i komadrek, nalezy uznac za w petni zasadne.

Ocena formalna pracy

Rozprawa doktorska liczy 160 stron formatu zblizonego do A5. Struktura pracy jest typowa dla
dysertacji w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych. Obejmuje streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, wykaz skrétow, spis tresci, cze$é teoretyczng przedstawiajgcg aktualny stan
wiedzy w obszarze podjetych badan, a nastepnie cze$¢ eksperymentalng obejmujaca
przedstawienie celu pracy, stosowanych materiatdw i metod, a takze prezentacje wynikéw,
potgczonych z dyskusjg, czyli odniesieniem witasnych obserwacji do danych wczesniej
publikowanych. Prace wienczy podsumowanie zawierajgce wnioski z przeprowadzonych
badan. Catos$¢ uzupetniaja: spis bibliografii (172 pozycje), spis rycin, spis tabel oraz zestawienie
dotychczasowego dorobku naukowego Autorki.

Struktura pracy jest przejrzysta i logiczna, pozwalajgca czytelnikowi na ptynne $ledzenie toku
wywodu. Uktad odpowiada standardom publikacji naukowych i obejmuje wszystkie niezbedne
elementy. Tekst zostat przygotowany w poprawnym jezyku naukowym. Styl Autorki jest
jednoczesnie dos¢ lekki, co utatwia odbidr rowniez bardziej ztozonych tresci. Odsytacze
bibliograficzne zostaty zastosowane konsekwentnie, a spis literatury jest spdjny i zgodny z
zasadami cytowania. Autorka witasciwie wprowadza skroty do tekstu i konsekwentnie je
stosuje, co korzystnie wptywa na czytelno$é¢ rozprawy. Ryciny i ich opisy w czesci
eksperymentalnej sg od strony formalnej przygotowane starannie — fotografie zawsze sg
opatrzone skalg, osie i jednostki na wykresach sg prawidtowo opisane, a odchylenia
standardowe konsekwentnie zaznaczone. Problematyczny jest brak oznaczania przez Autorke



nieistotnych réznic statystycznych. W konsekwencji na wykresach, gdzie oznaczen tych
brakuje, nie wiadomo, czy analizy zostaty przeprowadzone (i pomiedzy ktérymi grupami), lecz
nie wykazaty istotnych réznic, czy tez w ogodle ich nie wykonano. Réznica miedzy tymi
sytuacjami jest zasadnicza i powinna by¢ jednoznacznie zaznaczona w rycinach lub ich
opisach.

Dodatkowe zastrzezenie natury formalnej dotyczy materiatu graficznego w czesci
teoretycznej. Autorka zamieszcza tam osiem rycin zapozyczonych z réznych publikacji. W
wiekszosci przypadkéw zostaty one poddane technicznym modyfikacjom, polegajgcym na
przettumaczeniu na jezyk polski zaréwno niektérych oznaczen na rycinach, jak i opiséw pod
rycinami. W podpisach umieszczono odniesienia bibliograficzne do zrédet (numer pozycji
bibliograficznej). Takie postepowanie miesci sie zasadniczo w ramach dozwolonego uzytku
naukowego i prawa cytatu, a wiec jest dopuszczalne w rozprawie doktorskiej. Niemniej jednak
brak jednoznacznej informacji, ze dana rycina stanowi bezposrednie zapozyczenie badz
adaptacje, moze wprowadza¢ czytelnika w konsternacje, zwtaszcza w sytuacji, gdy elementy
graficzne sg jedynie cze$ciowo zmodyfikowane. W mojej ocenie nalezatoby konsekwentnie
stosowac oznaczenia typu ,wg [autor, rok]” lub ,zmodyfikowano wg [autor, rok]”, co
pozwolitoby unikng¢ watpliwosci interpretacyjnych i nadatoby rycinom wiekszg przejrzystosc
pod wzgledem formalnym i edytorskim.

Ocena merytoryczna pracy

W czesci teoretycznej Autorka dysertacji wprowadza czytelnika w obszar swoich badan.
Przedstawia pokrdtce budowe histologiczng serca wskazujgc na bardzo ograniczong zdolnos¢
miesnia sercowego do regeneracji. Ta cecha decyduje o wystepowaniu trwatej niewydolnosci
serca po przebyciu ostrego epizodu niedotlenienia tego narzadu (czyli po zawale serca). Ze
wzgledu na ogromng zapadalnos¢ ludzi na te chorobe, a takze czesto Smiertelny jej przebieg,
poszukiwanie metod umozliwiajgcych coraz lepsze rozumienie patomechanizméw, a takze
testowanie nowych strategii terapeutycznych jest na wage ztota. Doktorantka przybliza
znaczenie macierzy zewnatrzkomérkowej w tkankach i narzgdach uzasadniajgc swojg decyzje
o tworzeniu struktur tréjwymiarowych. Przedstawia techniki wytwarzania mat
nanowtéknistych i ich podstawowg charakterystyke. Dokonuje przegladu istniejgcej literatury
odnoszacej sie do wykorzystania mat nanowtéknistych do badan nad kardiogenezg. Odnosi sie
takze do struktur tréjwymiarowych wytwarzanych na bazie naturalnego kolagenu poréwnujac
je dosyntetycznych polimeréw takich jak stosowane w przedstawionej pracy:
polikaprolaktonu (PCL) i poliuretanu (PU). Przedstawia zalety syntetycznych materiatow, ale
takze wskazuje ich wady, takie jak hydrofobowos¢. Przedstawia takze cechy poszczegdlnych
typow komorek macierzystych, w tym indukowanych pluripotentnych komérek macierzystych
(iPSC), ktére wykorzystuje w swojej pracy. Opisuje réwniez standardowe mechanizmy
uruchamiane w komodrkach poddanych niedotlenieniu oparte na stabilizacji biatka HIFla,
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ktére staje sie elementem czynnika transkrypcyjnego istotnie zmieniajgcego metabolizm
komorki znajdujgcej sie w hipoksji. Wszystkie te elementy dowodzg sprawnego poruszania sie
Autorki zaréwno w obszarach inzynierii materiatowej, jak i w aspektach scisle biologicznych
zwigzanych w funkcjonowaniem komoérek i tkanek. Mam jednak kilka drobnych uwag
krytycznych. Zastrzezenia budzi na przyktad przedstawiony w czesci teoretycznej schemat
dotyczacy hierarchii komérek macierzystych (rycina 4). Po pierwsze, uktad graficzny sugeruje,
ze pluripotentne komaorki macierzyste réznicujg sie jedynie w kierunku MSC i HSC, pomijajac
inne znane linie rozwojowe. Po drugie, schemat wskazuje, ze MSC dajg poczatek komdrkom
progenitorowym serca i mioblastom, bez zaznaczenia alternatywnych sciezek oraz bez
informacji, iz przedstawienie ma charakter uproszczony. Warto przy tym doda¢, ze aktualny
stan wiedzy nie potwierdza bezposredniego potencjatu miogennego MSC, a takie
przedstawienie moze wprowadzac czytelnika w btad.

W niektérych fragmentach Autorce nie udaje sie ustrzec od niesScistosci, uproszczen, czy tez
niedopowiedzen. Takim przyktadem jest opis potencjatu czynnosciowego w kardiomiocytach.
Autorka przypisuje zbyt duzg role kanatom wapniowym w fazie depolaryzacji, podczas gdy ten
proces zalezy gtdwnie od pradu sodowego. Padajg w tym fragmencie sformutowania takie jak
“wypompowywanie jondw K* z komorki” czy “transportowanie jonéw Ca?* do wnetrza
komorki, podczas gdy wspomniane przemieszczanie sie jondw odbywa sie zgodnie z
gradientem elektrochemicznym, a nie w wyniku aktywnego transportu. Opisujac potencjat
czynnosciowy iPSC-CM (za Goversen i wsp. 2018) brakuje komentarza, ze przedstawione
zmiany na btonie iPSC-CM prawie blizniaczo odzwierciedlajg zmiany potencjatéw
obserwowane w komorkach rozrusznikowych wezta zatokowo-przedsionkowego. To bardzo
ciekawa zbiezno$¢, szczegdlnie w kontekscie préb tworzenia modeli miesnia sercowego.

W niektérych przypadkach niezrozumiate sg decyzje dotyczgce wyboru rycin zapozyczonych
do teoretycznego wprowadzenia. Przyktadowo, Autorka wykorzystuje w swojej pracy rycine z
publikacji Joshi i wsp. (2018), przedstawiajgcq obrazy komérek analizowanych metoda
immunofluorescencyjng. Jakos¢ zdje¢ na tej rycinie budzi powazne watpliwosci — sygnat
fluorescencyjny rozprasza sie w postaci rozmytej funy, bez wyraznego zwigzku z komdrkami -
sg to obrazy, ktdre raczej nie powinny stuzy¢ za reprezentatywne ilustracje. Trudno wiec
oceni¢, dlaczego Autorka zdecydowata sie na takie zapozyczenie. Umieszczenie omawianej
ryciny w pracy doktorskiej wprowadza czytelnika w niepotrzebng konsternacje. Mimo
wspomnianych drobnych uchybien, uwazam, ze cze$¢ teoretyczna jest sprawnie napisana i
dobrze przygotowuje czytelnika do spotkania z cze$cig eksperymentalna.

Na poczatku czesci doswiadczalnej Autorka formutuje hipoteze badawczg wg ktorej
zastosowanie mat nanowtdéknistych umozliwia opracowanie modeli odwzorowujgcych tkanke
serca doktadniej niz hodowle dwuwymiarowe, a takze, ze modele te mogg stuzyé do badania
procesow regeneracyjnych w miesniu sercowym.

Doktorantka w pierwszej czesci tego fragmentu dysertacji opisuje wytwarzanie i ocene
wybranych cech mat nanowtdknistych, natomiast w gtéwnej czesci pracy skupia sie na ocenie



zachowania sie komadrek na matach nanowtdknistych w poréwnaniu do komérek hodowanych
na standardowych ptaskich powierzchniach. Doktorantka poddaje badaniu kilka typdéw
komorek: szczurze kardiomioblasty pochodzenia embrionalnego,
unieSmiertelnione  kardiomiocyty z przedsionka serca dorostej myszy, pierwotne
kardiomiocyty z komory serca dorostego cztowieka, a takie komodrki uzyskane w wyniku
kadrdiomiogennego rdznicowania ludzkich indukowanych pluripotentnych komdérek
macierzystych (iPSC-CM). Ten wybdr zapewniat doktorantce uzyskanie szerokiego przekroju
danych. Czasem jednak powodowat trudnosci interpretacyjne. Dlatego pozytywnie oceniam
decyzje Doktorantki o stopniowym ograniczaniu typéw komérek poddawanych analizom wraz
z postepem prac.

Metody, jakie Doktorantka zastosowata do analizy badanych komérek obejmowaty przede
wszystkim: ocene orientacji (utozenie) komdrek w hodowli, ocene zywotnosci komérek wraz
z charakterystyka typu $mierci (apoptoza/nekroza), ocene ekspresji gendw metodg RT-PCR, a
takze analize ekspresji biatek metodg immunofluorescencyjng (IF). Dobér tych metod uwazam
za uzasadniony — pozwala on na dokonanie przekrojowej oceny hodowli komdrkowej.
Doktorantka w duzym stopniu opiera swoje analizy na metodach opartych o mikroskopowe
obrazowanie fluorescencyjnie znakowanych struktur komdrkowych. Metoda IF jest
atrakcyjna, poniewaz umozliwia analize komérek in situ, bez koniecznosci ich odrywania od
podtoza, pozwala tez na ocene lokalizacji badanego biatka w okreslonych przedziatach
komdrkowych (jadro vs cytoplazma, co ma istotne znaczenie przy badaniu aktywnosci
czynnikdw transkrypcyjnych), a takie na analize organizacji cytoszkieletu, szczegdlnie
przydatng w przypadku komdrek tworzgcych sarkomery. | choé pozytywnie oceniam wybér tej
metody, to opis metody obrazowania pozostawia niedosyt. Obrazowanie komoérek na
tréjwymiarowych strukturach witdknistych niesie sporo wyzwan praktycznych. Maty
nanowtdkniste z pewnoscig byty znacznie grubsze od monowarstwy komdrkowej (niestety nie
znajduje informacji o grubosci zastosowanych mat), a dodatkowo sg nieprzezroczyste. Rodzi
to istotne trudnosci techniczne w analizie mikroskopowej, natomiast Autorka nie wspomina o
nich wcale. Brakuje informacji czy uwzgledniata kontrole z samych mat w celu oceny ich
autofluorescencji. Za powazne niedopatrzenie nalezy uznac takze brak informacji o zakresie
prowadzonej analizy mikroskopowej, tj. liczbie ocenianych komarek lub pdl widzenia oraz czy
i w jaki sposéb zapewniono losowy dobér pdl do analizy. Niewiadomg pozostaje takze, czy przy
uzyciu mikroskopu konfokalnego rejestrowano sekwencje przekrojéw w osi Z, czy ograniczano
sie do pojedynczego przekroju, a jesli tak, to wedtug jakiego kryterium wybierano jego
wysokosc.

Metoda przygotowania komorek na matach nanowtdéknistych do analizy za pomoca
odwrdconego mikroskopu fluorescencyjnego réwniez rodzi pytania. Mozna sie domysla¢, ze
podczas wysiewania zawiesiny komdrek na mate, znaczna cze$s¢ komérek mogta osiadacé na
dnie naczynia, a nie przykleja¢ sie do widkien. Autorka niestety nie porusza tej kwestii. Nie
opisuje, jakiego rodzaju ptytki stosowano do hodowli z matami, czy komérki miaty mozliwos¢
osiedlania sie na dnie ani czy ten fakt byt weryfikowany. Brak jest takze informacji czy maty



przed analiza mikroskopowa byty przenoszone do nowych dotkéw, co pozwolitoby miec
pewnosé, ze analizie poddawano wytgcznie komérki rosngce na matach, a nie kombinacje
komodrek z mat i komérek z podtoza o nieznanym udziale procentowym. Wszystkie te szczegoty
uwazam za istotne, poniewaz warunkujg wiarygodnos¢ i interpretacje uzyskanych wynikéw.

W czesci metodycznej zastrzezenia budzi tez opis analiz statystycznych. W opisie metod
podano jedynie, ze stosowano test t-Studenta lub ANOVA przy poziomie istotnosci 0,05, na
prébach o licznosci n23, bez informacji o sprawdzaniu zatozen testéow (przede wszystkim
dotyczgcych normalnosci rozktadu danych w grupach) ani o stosowaniu testéw post-hoc w
analizach wielogrupowych. Wiecej watpliwosci dotyczgcych oceny istotnosci obserwowanych
zjawisk przedstawie w sekcji omawiajgcej wyniki rozprawy.

Podsumowujac, dobrze oceniam ogdlny dobdr metod zastosowanych przez Doktorantke do
analizy zachowania sie komdérek na matach nanowtéknistych. Niemniej, opisy technik uwazam
za zbyt lakoniczne, co rodzi liczne pytania i utrudnia petng ocene wiarygodnosci
przedstawionych wynikéw.

Sekcja opisujgca wyniki jest w mojej ocenie mocnym punktem przedstawionej rozprawy
doktorskiej. W czesci tej ukazuje sie caty proces badawczy, przez ktéry przeszta Doktorantka
w trakcie tego etapu edukacji akademickiej. Mnogos¢ przeprowadzonych analiz przy
jednoczesnym skfadaniu sie ich w jedng spdjng catosc sg godne uznania.

W pierwszej czesci Autorka ocenia wybrane cechy mat nanowtdknistych z PCL i PU,
wykonanych we wspétpracy z Wydziatem Inzynierii Chemicznej i Procesowej PW. Doktorantka
stusznie podkresla znaczenie orientacji wtdkien, wskazujac, ze réwnolegty uktad sprzyja
tworzeniu bardziej fizjologicznej matrycy dla kardiomiocytdow niz ich przypadkowe
rozmieszczenie. Watpliwosci natomiast budzg oznaczenia istotnych réznic pomiedzy grupami
na rycinie 12. Mimo ze Autorka wskazuje, iz zastosowata jednokierunkowg ANOVA, umieszcza
symbol * nad niektorymi stupkami, nie precyzujac jednak, pomiedzy ktérymi grupami
wystepujg istotne rdzinice. Uwazam takze, ze bardzo wartosSciowe bytoby odniesienie
uzyskanych wynikéw (np. dotyczgcych porowatosci, sztywnosci) do wtasciwosci naturalnej
macierzy zewnatrzkomoérkowej miesnia sercowego. Préby wytworzenia modelu in vitro
powinny koncentrowac sie na ocenie stopnia podobienstwa oraz opisie rdznic pomiedzy
wytwarzanym modelem a oryginalng strukturag.

W kolejnej czesci Autorka dodaje do swojego uktadu badawczego komdérki. Bada trzy typy
kardiomiocytéw o réznym pochodzeniu gatunkowym (mysz, szczur, cztowiek), rozwojowym
(zarodkowe, doroste) i o odmiennej charakterystyce (linie komdrkowe i komaorki pierwotne).
Komérki wysiewano na cztery typy mat nanowtdknistych oraz kontrolne powierzchnie
polistyrenowe. Dawato to tgcznie 12 grup doswiadczalnych (4 typy mat x 3 typy komorek) i 3
grupy kontrolne (3 typy komérek na polistyrenie). Badane parametry obejmowaty zywotnos¢
komoérek, orientacje, morfologie (ocena dfugosci i szerokosci) oraz ekspresje gendw i biatek



zwigzanych z dojrzewaniem kardiomiocytéw. Analizy prowadzono na hodowlach
krétkoterminowych (24 h) i/lub dtugoterminowych (10 dni). Efektem tych badan byta
mozliwosé szerokiego spojrzenia na zachowanie sie kardiomiocytdw na rusztowaniach z PCL i
PU, a uzyskane dane stanowig z pewnos$cig wartosciowy punkt odniesienia dla dalszych badan
w tym obszarze.

Jako recenzentka, wskaze rowniez kilka stabszych stron omawianego fragmentu dysertacji. W
mojej ocenie Doktorantka w niektérych przypadkach dopuszcza sie uproszczonych konkluzji.
Przyktadowo, na str. 70 pisze: ,,w ramach powyzszego etapu badan POTWIERDZONO, ze
zastosowanie mat nanowtdknistych powoduje wzrost liczby komoérek serca utozonych
rownolegle wzgledem siebie w poréwnaniu do kontroli na ptytkach polistyrenowych”.
Blizsze przyjrzenie sie zaprezentowanym wynikéw wskazuje natomiast, ze sposrdod 12 grup
doswiadczalnych jedynie w pieciu zaobserwowano istotny wzrost odsetka komdrek utozonych
w przedziale od (—)15° do 15°. Podobne uproszczenia zdarzajg sie w kilku miejscach w
dysertacji. Jest zrozumiate, ze ze wzgledu na liczne grupy doswiadczalne uzyskane wyniki sg
rozproszone i trudne w interpretacji, niemniej uwazam, ze ich omdwienie mogtoby by¢
bardziej wywazone.

Innym zastrzezeniem do tej czesci pracy jest brak przedstawienia analizy ilosciowe] sygnatu na
fotografiach obrazujgcych komorki poddane barwieniu immunofluorescencyjnemu (Ryc. 15 i
16). Brak ten w praktyce uniemozliwia ocene zmian ekspresji badanych biatek. Ponadto nie
jest jasne czy zastosowane przeciwciata byty specyficzne dla komérek wszystkich badanych
gatunkéw. Czes¢ metodologiczna nie przedstawia szczegétowych danych o zastosowanych
przeciwciatach, a cze$¢ z wynikami nie prezentuje zastosowania odpowiednich kontroli
pozytywnych. W konsekwencji, gdy na fotografiach komadrek szczurzej linii H9c2 praktycznie
nie widac¢ fluorescencji przy oznaczaniu biatka MYH7, nie wiadomo, czy jest to efektem braku
biatka w tych komadrkach, czy tez braku zgodnosci przeciwciata z antygenem.

Kolejna uwaga dotyczy zakresu prowadzonych poréwnan statystycznych. Mimo
przeprowadzania réwnolegtych eksperymentdéw z uzyciem réznych mat, Autorka nie decyduje
sie na wykonanie analiz statystycznych umozliwiajgcych pordwnanie mat miedzy sobg, a
jedynie zestawia kazdg z mat z kontrolg 2D. Rozumiem, ze gtdwnym celem Doktorantki byto
poréwnanie warunkow 3D z 2D, niemniej szkoda, ze np. wyniki zywotnosci komadrek (ryc. 13.)
zostaty poréwnane wytgcznie do kontroli, a nie poddane analizie jednoczynnikowej ANOVA z
odpowiednim testem post-hoc, co umozliwitoby dodatkowo ocene réznic pomiedzy
komérkami wysianymi na rézne typy mat.

W kolejnym etapie Doktorantka przedstawia wyniki pracy z indukowanymi pluripotencjalnymi
komdrkami macierzystymi (populacja uzyskana z Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN w Warszawie). Poddaje je dziataniu warunkéw indukujgcych réznicowanie w
kierunku kardiomiocytéw, a powstate iPSC-CM poddaje analizie identyfikacyjnej, a nastepnie
wysiewa na 2 rodzaje mat i bada ich zachowanie w schemacie zblizonym do zastosowanego w
poprzedniej czesci pracy. Uwazam, ze zastosowanie iPSC-CM to bardzo dobra decyzja.



Komorki te uznaje sie obecnie za wyjatkowo obiecujgcy model do badan nad sercem.
Technologia uzyskiwania iPSC umozliwia w teorii wyhodowanie kardiomiocytéow od
konkretnego pacjenta, co czyni je wartosciowym narzedziem zarowno w badaniach
podstawowych, jak i w testach farmakologicznych czy w tworzeniu uktadéw badawczych
odtwarzajgcych przebieg choroby. Autorka stosuje jeden z opisanych w literaturze protokotéw
réznicowania iPSC. Prezentuje obecnos¢ markeréw zwigzanych z kardiomiogenezg (Troponina
T, a-aktynina) w uzyskanych komdrkach metodg IF. Szkoda, ze w tym badaniu nie zastosowata
jako kontroli niezréznicowanych iPSC, co zwiekszytoby moc tej obserwacji. Doktorantka
dodatkowo prébuje oceni¢ obecnosé Troponiny T w wytworzonych komdrkach metoda
cytometrii przeptywowej, ale akurat te probe uwazam za mato udang. W przedstawionych
wynikach brakuje informacji, na jakiej podstawie ustawiono tzw. bramki (czyli linie odciecia)
w analizie. To kluczowa informacja, szczegdlnie, ze bramki na histogramie ustawiono w
miejscach, ktére nie korespondujg z obszarami oddzielajgcymi komoérki o rdznych
intensywnosciach fluorescencji. Autorka nie prezentuje rozktadu komérek niebarwionych lub
traktowanych kontrolg izotypowg, nie wskazuje tez, co oznacza “bramka” P1, a co bramka
P2. Doktorantka raportuje pojawienie sie spontanicznych skurczy w hodowli iPSC-CM, co
niewatpliwie jest cechg charakterystyczng dla struktur miesniowych. Szkoda, ze nie
doprecyzowuje, czy byty to skurcze pojawiajgce sie sporadycznie, czy tez wystepujace
rytmicznie. W czesci dotyczgcej analizy ekspresji gendw i biatek po 10-dniowej hodowli iPSC-
CM na matach PCL i PU wzgledem kontroli zaprezentowane wyniki sg niejednoznaczne,
natomiast ich interpretacja dos¢ odwazna. Przyktadowo, Autorka bada ekspresje szesciu
gendw zwigzanych z dojrzewaniem kardiomiocytéw. W przypadku poréwnania komdrek na
matach PCL vs 2D, obserwuje istotny wzrost ekspresji dwdch gendéw, spadek ekspresji jednego
genu, a ekspresja trzech pozostatych gendw pozostaje bez zmian. Jednoczesnie analiza
poziomu biatka wskazuje na brak zmian w poziomie a-aktyniny i spadek poziomu troponiny T
w komodrkach hodowanych na matach PCL wzgledem kontroli 2D. Nie jest zrozumiate, dlaczego
Autorka stwierdza, ze potwierdzono, ze komdrki hodowane na matach charakteryzujg sie
dojrzalszym fenotypem. W mojej opinii taka konkluzja jest nieuzasadniona. Niemniej,
wytwarzanie i analiza konstruktow opartych na syntetycznych matach nanowtdknistych
wzbogacanych czynnikami adhezyjnymi w potgczeniu z iPSC-CM jest dziataniem o wysokim
stopniu zaawansowania i nawet, jezeli dotychczasowe badania nie pozwalajg na nie budzace
watpliwosci wnioskowanie, to z pewnoscig efekty tej pracy stanowig solidng podstawe i
warsztat do prowadzenia dalszych badan.

W kolejnym etapie swoich badan Doktorantka wprowadza do swojego modelu
doswiadczalnego warunki hipoksji. Bada wptyw niedotlenienia (a takze sekwencji hipoksja-
reoksygenacja) na zachowanie sie kardiomiocytow i konsekwentnie porownuje cechy
komoédrek wysiewanych na maty nanowtdkniste wzgledem kontroli 2D. Prawidtowo dotgcza
rowniez kontrole 2D w hipoksji. Ogranicza badany materiat do dwdch typdw komérek ludzkich
testujgc jeden typ maty PCL i jeden PU. Ten zabieg jest bardzo korzystny, poniewaz utatwia



nieco interpretacje wynikow. Autorka w tej czesci wprowadza takze pordwnania pomiedzy
dwoma typami mat, co rowniez oceniam bardzo pozytywnie, bo umozliwia to bogatsze
wnioskowanie. Doktorantka w tym etapie badan wykorzystuje immunofluorescencje do
oceny struktury cytoszkieletu (F-aktyny), a takze odpowiedZz komdrek na hipoksje badajac
obecnos¢ HIFla. Obserwowane przez Autorke zmiany ekspresji HIFla w komdrkach HCM
(kardiomiocyty z komory dorostego cztowieka) wskazujg na oczekiwang stabilizacje HIF1la w
hipoksji wzgledem normoksji, a takze wskazujg, ze umieszczenie komérek na matach
wywotuje istotnie silniejszg odpowiedz na hipoksje niz w przypadku hodowli 2D.

Dodatkowo, Autorka bada zywotno$¢ i typ smierci komdrek. Wskazuje, ze w przypadku
hodowli na matach istotnie wiecej komorek ulega apoptozie w warunkach hipoksji niz w
przypadku komérek hodowane w 2D réwniez w hipoksji. Wyniki te wskazujg, kardiomiocyty w
wytworzonym przez doktorantke modelu sg istotnie bardziej wrazliwe na hipoksje i hipoksje z
reoksygenacjg niz w standardowej hodowli 2D. Mozna domniemywad, ze ta reakcja jest blizsza
zachodzacej in vivo, ale taka teza wymagatby dalszych badan. Wyniki uzyskane w
analogicznych doswiadczeniach z uzyciem komdérek iPSC-CM prezentujg nieco odmienny
obraz. Przede wszystkim, Doktorantka nie odnotowata wzrostu poziomu HIFla w iPSC-CM w
warunkach hipoksji. Szkoda, ze Autorka nie pokusita sie o analize translokacji HIF1la do jadra,
zwlaszcza ze dysponowata zardwno barwieniem HIFla, jak i jadrowym barwieniem
fluorescencyjnym. Ocena lokalizacji jadrowej bytaby szczegdlnie wartosciowa, poniewaz
translokacja HIFla do jgdra jest kluczowym wskaznikiem aktywnosci tego czynnika
transkrypcyjnego i uruchomienia odpowiedzi adaptacyjnej na hipoksje. Szkoda réwniez, ze nie
wykonano bezposredniego pordwnania obecnosci HIF1a w normoksji/hipoksji (2D) miedzy
komérkami HCM a iPSC-CM. Taka analiza réwniez mogtaby dostarczy¢ ciekawych danych.

Wyniki badan dotyczacych wptywu zastosowanego modelu (2D vs 3D) na reakcje ludzkich
kardiomiocytow na hipoksje i sekwencje H/R staty sie przedmiotem kolejnej (trzeciej)
publikacji oryginalnej, w ktdrej Doktorantka jest pierwszg autorka. Jest godne uznania, ze na
tym nie poprzestaje. Monografia zawiera dodatkowy, niepublikowany jeszcze rozdziat.

Pomyst Autorki, aby przeprowadzi¢ wspdthodowle kardiomiocytow z komodrkami
macierzystymi jest bardzo ciekawy. W zatozeniu, obecnos¢ komoérek macierzystych miataby
wptyngc¢ ochronnie na kardiomiocyty poddawane hipoksji. Doktorantka badata zywotnos¢
wspoéthodowli w hodowli 2D w normoksji, 2D w hipoksji i 3D (na matach poliuretanowych) w
hipoksji. Przebieg eksperymentu jest opisany bardzo lakonicznie, co sprawia, ze czytelnik nie
jest pewien, czy hipoksji byty poddawane jedynie iPSC-CM czy tez wspothodowle. Ostatecznie
mozna sie domysli¢, ze jedynie iPSC-CM, a badane czasy 24h i 10 dni to okresy wspothodowli
(prowadzone w normoksji), jednak przez sporg czes¢ rozdziatu nie jest to oczywiste. Nie
znalaztam natomiast informacji, ile trwata hipoksja i tylko domyslatam sie, ze moze 6h jak w
poprzednich doswiadczeniach. Takie niedociggniecia sprawiajg, ze odbidér pracy bywa
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ucigzliwy. Z pewnoscig pomdgtby prosty schemat przedstawiajacy o$ czasu eksperymentu z
zaznaczeniem warunkéw kolejnych etapdw. Inne zastrzezenie do tej czesci pracy dotyczy
analizy obrazu. Doktorantka wykonywata analizy oparte na obrazowaniu znakowanych
fluorochromami komérek zywych, apoptotycznych i nekrotycznych, a takze biatek OCT4 (jako
markera komérek niezréznicowanych) i troponiny sercowej 2 (jako markera zréznicowania
kardiomiogennego). Sam plan doswiadczenia uwazam za niezwykle trafny. Doswiadczenie
miato na celu ustali¢, jak obecno$¢ komodrek niezréznicowanych wptywa na przezycie
kardiomiocytow (w tym przypadku raczej niedojrzatych, bedacych efektem réznicowania
iPSC), a takze, czy taka wspdéthodowla moze wptyngé na réznicowanie iPSC w kierunku
kardiomiocytéow. Niestety, zabrakto po raz kolejny opisu metody analizy obrazu. Autorka
prezentuje wyniki zywotnosci w procentach, jednak jest mocno niejasne, w jaki sposéb
Autorka okredlita liczbe komdérek w obrazach (jadra nie byty znakowane, a hodowla byta na
tyle gesta, ze komérki zlewaty sie w jedng plame co zwykle uniemozliwia okreslenie liczby
obiektow). Ponadto, Autorka wspomina, ze martwe komodrki mogty by¢ wyptukiwane z
hodowli 2D prébujac interpretowaé wyzszy odsetek martwych komérek w warunkach 3D. W
tej sytuacji korzystnie bytoby poréwnac liczbe zywych komérek miedzy oboma punktami
czasowymi. Takiej analizy w pracy nie przedstawiono, ale w podsumowaniu mozna znalez¢
stwierdzenie, ,ze w hodowli dtugoterminowej nie stwierdzono spadku liczby zywych
komédrek”, co nie ma poparcia w zaprezentowanych wynikach. Z kolei w przypadku
immunfluorescencji (biatka OCT4, troponina sercowa), Autorka przedstawia wyniki jako
intensywnos¢ fluorescencji, jednak nie wiadomo, czy jest to srednia intensywnos¢ w
przeliczeniu na komérke w badanym obszarze, czy tez Srednia intensywnos$¢ w catym polu
widzenia. W obu przypadkach czytelnik nie wie rowniez, jak duzg prébe poddano analizie.

Mimo wskazanych niedociggnie¢, ostatnia czes¢ dysertacji jest w mojej ocenie najdojrzalsza.
Wyniki ekspresji gendw wskazujg, ze wspoéthodowla na matach nanowtdknistych istotnie
obniza poziom markera pluripotencji Nanog w stosunku do takiej samej hodowli w 2D, co
wskazywatoby na wchodzenie komérek na $ciezke réznicowania. Jednoczesnie jednak w
hodowlach 3D poziom markerdw réznicowania w kardiomiocyty jest istotnie nizszy niz w 2D,
co moze wskazywac, ze hodowla na badanych matach moze indukowaé aktywacje sciezek
réznicowania innych niz w kardiomiocyty. Wyniki te nie sg zgodne z zatozeniami (a zapewne i
oczekiwaniami) Autorki, jednak nie obawia sie ona wyartykutowac takiej wtasnie interpretacji.
Jednoczesnie przedstawia pomysty na weryfikacje i pogtebienie tego watku. Te fragmenty
pracy swiadczg o rozwijajgcej sie dojrzatosci badawczej doktorantki i bardzo dobrze rokujg na
przysztosc.
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Pytania:

W swojej recenzji formutuje sporo uwag krytycznych. Chciatabym zaznaczy¢, ze wiekszo$¢ ma
charakter komentarza i nie wymaga odnoszenia sie do nich podczas publicznej obrony.
Chciatbym jednak prosi¢ Autorke o odpowiedzi na nastepujgce pytania:

e Prosze oinformacje dotyczacg przygotowania komérek na matach nanowtdknistych do
analizy mikroskopowej

e Prosze o przyblizenie stosowanych zasad analizy obrazu tj. liczbie ocenianych komérek
lub pdél widzenia oraz czy i w jaki sposdb zapewniono losowy dobér pdl do analizy, a
takze czy analizowano sekwencje obrazéw w osi Z

e Prosze o doprecyzowanie, czy przy poréwnaniach z uzyciem ANOVA stosowano testy
post-hoc

e Czy mogtaby Pani opisa¢ blizej charakter obserwowanych spontanicznych skurczy?

e Prosze wskazaé, co sama uznaje za najlepiej udokumentowany wniosek ze swoich
badan i dlaczego

e Czy zna publikacje ukazujace wspéthodowle HCM i iPSC-CM, a jezeli nie to co sama
sgdzi o takim tandemie jako potencjalnym modelu badani?

Podsumowanie:

W swojej pracy Doktorantka podjeta temat niezwykle aktualny i wazny, zwigzany z
poszukiwaniem nowych modeli do badan nad fizjologig i patofizjologig miesnia sercowego.
Zastosowanie trojwymiarowych syntetycznych mat nanowtdknistych w potgczeniu z réznymi
typami kardiomiocytéw, w tym iPSC-CM, jest kierunkiem jak najbardziej uzasadnionym i
wpisuje sie w Swiatowe trendy.

Rozprawa jest od strony formalnej skonstruowana w klasycznym formacie, ktéry nie budzi
zastrzezen. Doktorantka formutuje hipotezy badawcze, ktére w toku realizaowanych zadan
weryfikuje. Mocng strong pracy jest prowadzenie badan w logicznie narastajgcej sekwencji —
kazdy etap stanowi podstawe dla kolejnego, a Doktorantka systematycznie wzbogaca model,
az do uzyskania imponujgcej konstrukcji: wspothodowli dwdch typéw komérek na
tréjwymiarowych matach nanowtdknistych z oceng odpowiedzi na hipoksje. Osiggniecie
takiego warsztatu podczas studidw doktoranckich jest godne uznania. Praca, choé bardzo
interesujgca, nie jest wolna od potkniec¢ i niedociggnie¢. Za takie mozna uznaé¢ np. zbyt
lakoniczne opisy metod, zbyt uproszczong analize statystyczng (zaniechanie wielu poréwnan,
ktore mogtyby wnies¢ dodatkowg wartos¢ pracy), nieoznaczanie braku istotnych rdznic na
rycinach, brak szczegoétow dotyczgcych analizy obrazow, czy artykutowanie uproszczonych
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stwierdzen. W czesci teoretycznej pojawiajg sie drobne niescistosci merytoryczne, jednak
catosc swiadczy o dobrym rozeznaniu Autorki zaréwno w inzynierii materiatowej, jak i biologii
komarki.

Najwiekszym atutem pracy jest czes¢ eksperymentalna. Doktorantka zrealizowata szeroki
program badawczy, testujgc rézne typy mat i komadrek, a takze warunki normoks;ji i hipoksji,
co zaowocowato interesujagcymi obserwacjami. Doceniam szczegdlnie wprowadzenie iPSC-
CM, badania nad odpowiedzig komdrek na niedotlenienie oraz podjecie préb wspéthodowli z
komdrkami macierzystymi. Cho¢ niektére wnioski bywajg zbyt daleko idgace wobec
zaprezentowanych wynikéw, Autorka potrafi tez krytycznie spojrzeé¢ na swoje obserwacje i
wskazuje mozliwe kierunki dalszych badan.

Podsumowujac, przedstawiona praca doktorska stanowi wartosciowy oryginalny dorobek
naukowy i pokazuje rozwijajacg sie dojrzatos¢ badawczg Doktorantki. Zatem, ostatecznie
stwierdzam, ze w mojej ocenie rozprawa doktorska pani mgr inz. Zuzanny Iwon-Szczawinskiej
spetnia wymogi okreslone w stosownych przepisach Ustawy z dnia 20 ltpca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce. W zwigzku z tym wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny
Biotechnologia Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie pani mgr. inz. Zuzanny lwon-
Szczawinskiej do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk
Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie Biotechnologia.
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