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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Zuzanny Iwon-Szczawinskiej pt. ,, Wlasciwosci
regeneracyjne komoérek macierzystych w réznych modelach niedotlenienia

kardiomiocytow”

Badania nad biomateriatami do hodowli kardiomiocytéw, a w szczegdlnosci
kardiomiocytow pochodzacych z indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych
(iPSC-CM), koncentruja si¢ dzi§ na dwoch rownolegtych celach: uzyskaniu jak najbardziej
fizjologicznie dojrzatych komorek oraz stworzeniu systeméw in vitro, ktére wiernie
odzwierciedlajg mikrosrodowisko tkanki serca (mechaniczne, elektryczne i biochemiczne).
Kluczowe trendy obejmuja projektowanie hydrozeli o wtasciwosciach podobnych do macierzy
zewngtrzkomorkowej (ECM), uzycie specjalnych materialtéw do poprawy przewodzenia
clektrycznego, oraz zastosowanie tréjwymiarowych rusztowan, ktére umozliwiaja
anizotropowe ulozenie widkien i lepsze wyréwnanie sarkomerow.

Pomimo istotnych postgpéw w tej dziedzinie nadal istnieje wiele wyzwan do
przezwycigzenia. Po pierwsze, iPSC-CM nadal wykazuja cechy ,mlodociane” —
heterogeniczno$¢ fenotypowa, niedojrzatosé metaboliczna (preferencja glikolizy zamiast
utleniania kwasoéw ttuszczowych), oraz niedostateczne parametry przewodzenia i sity skurczu
w poréwnaniu z kardiomiocytami dorostego serca. Po drugie, odzwierciedlenie ztozonej sieci
naczyniowej i zapewnienie statej dystrybucji tlenu i sktadnikéw odzywczych w wiekszych
konstrukcjach pozostaje trudne. Aktualnie prowadzone badania prébujg adresowaé te
ograniczenia poprzez zastosowanie m.in. biodegradowalnych rusztowan wspierajacych
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mechanicznych (np. w kurczacym si¢ mig$niu sercowym) oraz uktady mikrofluidyczne ,,heart-
on-chip” umozliwiajace kontrolowane modelowanie hipoks;ji i reperfuzji.

Praca doktorska Pani mgr inz. Zuzanny Iwon-Szczawinskiej jest zgodna z obecnymi
trendami badawczymi w tej dziedzinie, co podkresla jej aktualno$é i znaczenie. Gléwnym
celem przedstawionych w rozprawie badan bylo zastosowanie mat nanowtdknistych, jako
podtoza do hodowli i badania kardiomiocytow. Przyjeto hipoteze, Zze zastosowanie mat
nanowlioknistych o okreslonych wiasciwosciach fizykochemicznych umozliwi opracowanie
trojwymiarowego modelu komorkowego, ktéry pozwoli na lepsze odwzorowanie
mikrosrodowiska tkanki serca niz standardowe hodowle dwuwymiarowe.

Praca ma uklad klasyczny, obejmujacy przeglad literatury, cze$¢ materiatowo-
metodologiczna, prezentacj¢ wynikow wraz z dyskusjg oraz podsumowanie i wnioski. Cato$é
jest dobrze skomponowana i logicznie uporzadkowana. Wstep w sposéb klarowny i
wyczerpujacy wprowadza czytelnika w problematyke badawczg, podkreslajac aktualny stan
wiedzy oraz znaczenie podjetego tematu. Autorka omawia m.in. choroby uktadu sercowo-
naczyniowego, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli niedotlenienia w ich patogenezie, opisuje
cechy komérek macierzystych ze szczeg6lnym naciskiem na ludzkie iPSC oraz metody ich
roznicowania do kardiomiocytow. Szczegdlna uwage w tej czesci rozprawy Autorka poswieca
matom nanowloknistym, ich wytwarzaniu i wykorzystaniu w hodowlach komérkowych, a
takze innym technikom umozliwiajacym tworzenie trdjwymiarowych modeli tkanki sercowe;.
Calos¢ zamyka podsumowanie, ktore stanowi logiczne uzasadnienie dla podjecia wlasnych
badan.

Metodyka zostata dobrana w sposéb przemyslany oraz adekwatny do gtéwnego celu
pracy. W badaniach wykorzystano komercyjnie dostepne linie komdrkowe: H9¢c2 - szczurze
kardiomioblasty, HL-1 - uniesmiertelnione mysie kardiomiocyty oraz HCM - pierwotne ludzkie
kardiomiocyty. Do doswiadczen wykorzystano réwniez linie ludzkich komérek iPSC
(IMCBi001-A). Charakterystyke tej linii iPSC przedstawiono wczesniej w pracy Liszewska et
al., Stem Cell Research, 2021, co stanowi podstawe do jej wykorzystania w badaniach
przedstawionych w niniejszej rozprawie. Komorki iPSC réznicowano do kardiomiocytéw
(iPSC-CM), ktére réwniez byly wykorzystywane w badaniach. Komoérki hodowano na
standardowych plytkach polistyrenowych (2D) oraz na matach nanowldknistych z
polikaprolaktonu (PCL) i poliuretanu (PU), o r6znej $rednicy nanowldkien (ok. 250 nm i ok.
500 nm), utozonych ré6wnolegle wzglgdem siebie. Komorki hodowano w warunkach normoksji,
hipoksji (1% O przez 6h) i reoksygenacji (21% O, przez kolejne 24h). Analizowano ich
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komérkowej (apoptoza/nekroza). Zastosowane maty nanowldkniste odwzorowuja strukture
macierzy zewngtrzkomorkowej, wige moga by¢ traktowane nie jako ptaska powierzchnia do
hodowli (2D), ale jako $rodowisko przestrzenne (3D) sprzyjajace bardziej fizjologicznemu
wzrostowi i zachowaniu komorek. Chciatabym w tym miejscu podkresli¢, ze zastosowane
przez Doktorantke techniki §wiadczg o wysokim stopniu interdyscyplinarnosci i znajomosci
nowoczesnych metod biologii komorki oraz inzynierii biomaterialéw.

Czgs¢ poswigcona wynikom zostala opracowana w sposob przejrzysty i logiczny,
obejmujgc cztery podrozdzialy: Charakterystyke nanowtdkien, Hodowle komdrek serca na
matach nanowldknistych, Badanie niedotlenienia komdrek serca hodowanych na matach
nanowioknistych oraz Badanie wplywu mat nanowldknistych na regeneracje ludzkich
kardiomiocytéw po hipoksji z wykorzystaniem komdrek macierzystych. W tej czesci pracy
pewne watpliwosci budzi interpretacja zmian ekspresji genéw np. TNNI3, ACTN2, SERCA2,
SCNS5A. Niektore réznice na Ryc. 17, Ryc. 29 i Ryc. 30, opisane przez Doktorantke w pracy
jako wzrost lub spadek ekspresji genu, nie zostaly oznaczone jako istotne statystycznie, co w
klasycznej interpretacji nalezatoby traktowac jako brak wyraznego efektu. Jednocze$nie nalezy
podkresli¢, ze wyniki te zostaty juz opublikowane, dlatego w kontekscie oceny dysertacji nie
stanowig zarzutu merytorycznego, a raczej wskazuja obszar, w ktérym interpretacja moglaby
zostac nieco bardziej ostroznie sformutowana. Kazdy z podrozdzialéw zamyka podsumowanie
1 dyskusja uzyskanych wynikéw, co nadaje rozprawie spdjnosci i pozwala czytelnikowi na
biezgco $ledzi¢ tok rozwazan. Znaczna cze$é dysertacji opiera si¢ na trzech artykutach
opublikowanych przez Doktorantke w ubiegltym roku (Iwon Z et al., Biomed Mater, 2024; Twon
Z et al., Sci Rep, 2024; Iwon Z et al., J Biol Eng, 2024), co potwierdza zaréwno warto$é
naukowg uzyskanych wynikéw, jak i dojrzato$¢ badawczg Doktorantki. Bibliografia zostata
dobrana starannie i obejmuje aktualne Zrodta, a uwzglednienie wtasnego dorobku (wspomniane
wyzej trzy publikacje jako pierwszy autor oraz jedna wspotautorska) $wiadczy o
samodzielnosci i istotnym wktadzie Autorki w rozw6j badan w tej dziedzinie.

W toku przeprowadzonych prac udalo si¢ Doktorantce m.in. wykazaé, ze 1)
zastosowanie mat nanowldknistych stymuluje dojrzewanie komoérek serca w poréwnaniu do
standardowej hodowli prowadzonej na ptytkach polistyrenowych; 2) kardiomiocyty hodowane
na matach nanowl6knistych uruchamiajg inne mechanizmy adaptacyjne do warunkéw hipoksji
i reoksygenacji, niz te same komoérki hodowane na plytkach polistyrenowych; 3) wspéthodowla
iPSC-CM z iPSC sprzyja dalszemu réznicowaniu i dojrzewaniu kardiomiocytéw na plytkach
polistyrenowych oraz stymuluje mechanizmy naprawcze w kardiomiocytach w odpowiedzi na
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przedstawiona w sposéb mniej klarowny niz wezesniejsze fragmenty. Przede wszystkim trudno

sie zorientowaé, jaki byt cel poznawczy tych badan. iPSC w stanie niezré6znicowanym nie

wystepuja fizjologicznie w sercu, a ich potencjalne podanie in vivo wigzatoby sie z ryzykiem

transformacji nowotworowej. Z tego wzglgdu celowos¢ takiego modelu wymaga dodatkowego

uzasadnienia.

W pracy dostrzegam réwniez inne niescistoscei i uchybienia, ktére — z obowigzku recenzenta

— pragne wskazag:

1y

2)

3)

Mam pewne zastrzezenia do tytutu rozprawy, ktéry sugeruje analize whasciwosci
regeneracyjnych komoérek macierzystych w réznych modelach niedotlenienia
kardiomiocytéw. Tymczasem zasadnicza czes$¢ pracy dotyczy badan prowadzonych w
jednym modelu hipoksji, a do§wiadczenia z wykorzystaniem komérek macierzystych
(iPSC) pojawiajg si¢ w ostatniej czesci pracy i nie sg powigzane z regeneracja migénia
sercowego/ nie odnosza si¢ do wlasciwosci regeneracyjnych sensu stricto. Wydaje sie
wigc, ze tytul nie w pelni odzwierciedla tres¢ i wyniki przedstawione w dysertacii.

Str. 81: W czgsci wynikowej interpretacja zmian ekspresji genu troponiny T w
komérkach H9¢2 i HCM moze budzi¢ watpliwosci. Wzrost ekspresji tego genu w H9¢2
jest zgodny z dojrzewaniem komoérek pochodzenia embrionalnego, natomiast spadek
ekspresji w HCM (komorki doroste) wymaga doprecyzowania, poniewaz interpretacja
w tym przypadku jest mniej jednoznaczna. Dlaczego przeciwne zmiany ekspresji genu
troponiny T (wzrost w H9¢2 i spadek w HCM) w obu typach komorek sg interpretowane
w podobny sposéb, jako dojrzewanie komoérek? Podobnie na str. 90: ,,Spadek poziomu
¢TnT2 moze by¢ zwigzany z dojrzewaniem ludzkich kardiomiocytéw na nanowléknach
(...)”. W trakcie obrony prositabym o usystematyzowanie informacji dotyczacych
ekspresji troponiny T w kontekscie dojrzewania poszczegélnych typéw badanych
kardiomiocytow.

Na str. 92 Autorka pisze: ,,Podsumowujac, oba rodzaje materiatéw nanowtéknistych
stymulowaly dojrzewanie komérek migénia sercowego, ale prawdopodobnie w rézny
sposob.” Sformutowanie to jest w mojej ocenie zbyt ogdlne i wymaga doprecyzowania.
Dlaczego w przypadku jednego materiatu obserwowano gtéwnie efekt morfologiczny,
a w przypadku drugiego — zmiany ekspresji genéw, skoro obydwa procesy powinny by¢
ze sobg powigzane? Czy istotniejszy jest w tym wypadku bardziej dojrzaly
morfologicznie fenotyp komoérek (wydtuzony ksztatt), czy zmiany w ekspresji genéw

kodujacych biatka zaangazowane w funkcje skurczows i elektrofizjologiczna? Kwestia



ta wydaje si¢ o tyle istotna, ze p6Zniejsze badania w warunkach hipoksji i H/R oraz
wspéthodowle prowadzono na matach nanowtéknistych z PU.

4) Str. 107: Jakie byly przyczyny tego, ze z hodowli prowadzonej na matach
nanowloknistych z PCL izolowano §ladowe ilosci materiatu genetycznego?

5) Nastr. 114 Autorka pisze: ,.Zalozono, ze maty nanowt6kniste stanowi¢ mogg czynnik
strukturalny wplywajacy stymulujaco na regeneracje ludzkich kardiomiocytéw w
hodowli z komérkami macierzystymi.” Podobne okreslenie znalazto si¢ w ostatnim
zdaniu rozprawy na str. 132. Jednak ,regeneracja” w $cistym sensie biologicznym
najczesciej odnosi sie do tkanki lub narzadu (np. regeneracja miesnia sercowego po
zawale) i terminu tego nie uzywa sie na poziomie komérkowym.

6) Str. 132: W ostatnim akapicie rozprawy Autorka dokonuje koncowego podsumowania
wynikéw swoich badan oraz wskazuje na potencjalne przyszte zastosowania
opracowanych modeli. Moim zdaniem zabraklo tu wyraznego wskazania, czy
Doktorantka dostrzega mozliwosé wykorzystania przedstawionych biomateriatéw do
tworzenia wspéthodowli kardiomiocytéw z innymi komoérkami obecnymi w sercu,
takimi jak komorki srodblonka, fibroblasty czy makrofagi, a takze do konstruowania
uktadow mikrofluidycznych. Prositabym o odniesienie sie do tego zagadnienia w

trakcie obrony.

Chcialabym takze zwréci¢ uwage na to, ze w calej pracy nazwy genéw zapisano
wielkimi literami, niezaleznie od gatunku. Warto jednak pamietaé, ze obowiazuja okreslone
zasady nomenklatury: w przypadku genéw gryzoni stosuje si¢ zapis kursywa z wielka litera na
poczatku (np. Trnt2), natomiast w przypadku gendw ludzkich zapisuje sie je duzymi literami
(np. TNNT2). Ujednolicenie zapisu zgodnie z przyjetymi standardami zwiekszytoby precyzje i
czytelnos¢ rozprawy.

W pracy pojawily si¢ ponadto pewne bledy skladniowe, stylistyczne oraz
terminologiczne, np. zapis komorka ,,apoptyczna” zamiast ,,apoptotyczna”. Bledy te nie

wplywaja jednak w istotny spos6b na zrozumialo$¢ tresci.

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani mgr inz. Zuzanny Iwon-Szczawinskiej
stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego. Badania maja charakter
interdyscyplinarny, laczac inzynieri¢ materialows, biotechnologie komérkowa i medycyne

regeneracyjng. Zastosowany w pracy nowoczesny i wieloaspektowy warsztat badawczy



pozwolit na pelng i prawidtows realizacj¢ postawionych celéw. Uzyskane wyniki otwierajg
perspektywe ich praktycznego wykorzystania.

Niniejszym stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Zuzanny Iwot-
Szczawinskiej spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2024 poz. 1571 z pdz. zm.). W zwigzku z powyzszym,
wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Biotechnologia Politechniki Warszawskiej o
dopuszczenie mgr inz. Zuzanny Iwon-Szczawinskiej do dalszych etapow postgpowania w
sprawie nadania stopnia doktora. Ponadto, ze wzgledu na interdyscyplinarny charakter
rozprawy oraz fakt, ze znaczna czg$¢ przedstawionych w niej wynikéw zostata w ubiegltym

roku opublikowana, wnoszg¢ o jej wyréznienie
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