Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Zimnej pt.:
.» Wphyw hipoksji sercowej na ekspresje genow proangiogennych w
pozawatowym sercu myszy oraz na witasciwosci biologiczne mioblastow ludzkich
dla potencjalnych terapii proregeneracyjnych”

Uwagi ogolne

Niedokrwienie 1 reperfuzja migénia sercowego skutkuja tzw. uszkodzeniem
niedokrwienno/reperfuzyjnym i ewentualnie $miercia kardiomiocytéw, czyli zawatem serca.
Wielko$¢ martwicy zawatowej (zawatu) decyduje o rokowaniu pacjentow zarowno W okresie
bezposrednio okoto-zawatowym, jak i pdzniej, Kiedy w wyniku ubytku masy miokardium,
pozostate przy zyciu kardiomiocyty sa przeciazone, serce ulega przebudowie i u czesci
pacjentow rozwija si¢ niewydolnos$¢ serca. Dlatego zachowanie prawidtowej liczby komorek
sercowych jest kluczem do poprawy rokowania w chorobie niedokrwiennej serca. W tym
kontekscie testowane sa dwie strategie terapeutyczne. Jedna znana, jako kardioprotekcja,
ktéra ma na celu zapewni¢ niedokrwionym/reperfundowanym komorkom ochrong i uratowaé
je przed $miercia. Druga strategia, znana, jako kardioregeneracja, byla pierwotnie
pomyslana, jako sposob na zastapienie juz utraconych kardiomiocytow nowymi, powstatymi
przy udziale komorek macierzystych. Rzeczywiscie, badania eksperymentalne wykazaty, ze
komorki macierzyste podane do serca w ostrej fazie zawatu skutkuja redukcja jego wielkosci.
Wkrotce okazato sig jednak, ze dzieje si¢ tak, dlatego ze w wyniku terapii komoérkowej mniej
kardiomiocytow umiera a nie, dlatego ze powstaja nowe. Innymi stowy okazato sig, ze
komorki macierzyste maja dziatanie raczej kardioprotekcyjne niz kardioregeneracyjne.
Prawdopodobny mechanizm ich korzystnego dziatania jest nastgpujacy. Komorki znajdujace
si¢ w centrum obszaru niedokrwionego miokardium, jako najbardziej niedokrwione, umieraja
w ciagu kilkudziesieciu minut i prawdopodobnie Sg nie do uratowania w inny sposob niz
przez reperfuzje¢. Boj toczy si¢ o mniej niedokrwione komorki lezace na peryferiach zawatu.
Ich umieranie przeciaga si¢ bowiem w czasie, co daje czas na powstanie w ich sasiedztwie
nowych naczyn wlosowatych. Ostatecznie, umieranie komorek na peryferiach zawatu, co w
anglosaskiej literaturze znane jest, jako infarct extention, jest wypadkowa dynamiki
wymierania kardiomiocytow i dynamiki powstawania nowych kapilar, czyli angiogenezy.
Panuje dos¢ powszechne przekonanie, ze komorki macierzyste, podane do serca, zmniejszaja
rozmiar zawatu gdyz produkowane przez nie substancje czynne stymuluja lokalny proces
angiogenezy (efekt parakrynny), co poprzez normalizacj¢ ich homeostazy tlenowej ratuje je
od $mierci.

Kontynuacja tego kierunku myslenia jest pomyst by zwigksza¢ potencjat terapeutyczny
komorek macierzystych podawanych w zawale poprzez ich wstgpna transfekcje genami
kodujacymi produkcje réznych biatek, o ktorych wiadomo, Ze maja dziatanie stymulujace
angiogenez¢. Wiasnie w ten wazny z teoretycznego i praktycznego punktu widzenia, nurt
badan wpisuje si¢ recenzowana praca doktorska. Praktyczna wage badania podkresla bardzo
niewielka efektywnos¢ kliniczna dotychczasowych strategii ograniczania wielkosci zawatu.
Kazdy postgp w tej dziedzinie jest, wige nie do przecenienia.

Obiektem badanym w obecnym doktoracie byly ludzkie komodrki macierzyste
izolowane z migsni szkieletowych (czyli tzw. komorki satelitarne migsni szkieletowych). Ten
rodzaj komorek byt juz poprzednio przedmiotem licznych dobrze opublikowanych badan
zespotu badawczego prof. Macieja Kurpisza, promotora dzisiejszej doktorantki. Wieloletnie
doswiadczenie zespotu i doktorantki z tym rodzajem komorek zaowocowato zawansowanym
koncepcyjnie i technologicznie doktoratem, ale, jak przypuszczam, stato si¢ takze przyczyna
gtowne] jego wady, jaka jest dos¢ ,rozwichrzona” konstrukcja i mata komunikatywnosé¢



tekstu dysertacji. Doktorantka zdaje si¢ nie dopuszcza¢ mys$li, ze tzw. kuchnia

wykonywanych przez nig badan, zrozumiala bez stow w jej otoczeniu, bez szczegétowego

objasnienia, jest trudno strawna dla postronnego czytelnika, wtaczajac w to moja osobe (0

Czym ponizej).

Dysertacja jest kombinacja czterech odrebnych badan.

Ad Badanie nr 1; Pokazuje ono:

(i) ze komorki satelitarne, juz w standardowych warunkach hodowli in vitro, wykazuja
ekspresje¢ genu odpowiedzialnego za produkcjg czynnika HIF-1a, ktory to czynnik jest
czynnikiem transkrypcyjnym duzej liczby gendéw, w tym genéw odpowiedzialnych za
produkcje biatek indukcjacych angiogeneze (biatek pro-angiogennych);

(i)  ze wielkos$¢ ekspresji genu HIF-1a zalezy od stezenia tlenu w pozywce hodowlanej, ze
jest najwigksza w Srodowisku 3% stezenia tlenu (definiowanym przez doktorantke,
jako warunki hipoksyczne) i ze zmienia si¢ wraz z czasem ekspozycji komorek na
dane st¢zenie tlenu;

(ili)  dalej, ze komorki satelitarne, wstrzyknigte do migs$nia sercowego myszy w drugiej
dobie zawalu, rowniez wykazuja ekspresje genu HIF-la, zmieniajaca si¢ wraz z
uplywem czasu od wstrzyknigcia. W tej ostatniej czg$ci badania brak jest jednak
eksperymentu kontrolnego analizujacego zmiany ekspresji genu HIF-1a (i ewentualnie
innych czynnikow angiogennych) w miokardium kontrolnych serc poddanych
zawalowi. Blizsza analiza tekstu doktoratu pokazuje, ze omawiany eksperyment
kontrolny, de facto, jest obecny, ale nie jest traktowany, jako eksperyment kontrolny
gdyz jest opisywany w czeSci pracy niezwiazanej Z badaniem nr 1 i jest omawiany,
jako oddzielne zadanie niezwiazane z badaniem nr 1.

Razem wziawszy, czgsciowo niekompletne badanie nr 1 dowodzi, ze nawet

niezmodyfikowane komorki satelitarne, implantowane dosercowo sa potencjalnym Zrodiem

czynnikéw pro-angiogennych. Natomiast nie wiadomo czy czynniki pro-angiogenne sa
uwalniane takze w kontrolnym sercu z zawatem i czy i jak to ewentualne konstytutywne
wydzielanie jest modyfikowane przez komorki satelitarne.

Ad Badanie 2; W badaniu tym:

(1) doktorantka opracowala technik¢ transfekcji komorek satelitarnych genami trzech
roéznych czynnikow powszechnie uznawanych za czynniki pro-angiogenne (VEGF,
FGF-4 oraz PLGF), a o ktorych dodatkowo wiadomo, ze ich ekspresja jest
indukowana przez HIF-1a;

(i)  wykazata, ze transfekowane komorki satelitarne, podobnie jak komorki
niemodyfikowane, reaguja na hipoksjg¢ zwigkszona ekspresja genu HIF-1a;

(iii)  ze ekspersja genow VEGF, FGF-4 i PLGF i produktow biatkowych tych genow jest
znacznie wigksza w  transfekowanych komorkach niz w  komorkach
niezmodyfikowanych, i co istotne, ze profil zmian ekspresji badanych genow i ich
produktéw biatkowych pod wptywem hipoks;ji jest podobny w obu typach komorek.

(iv)  Dodatkowo, okazato sig, ze supernatanty zebrane znad badanych populacji komorek
satelitarnych stymuluja hodowle komoérek srédbtonka do tworzenia kapilar;

(v)  Tei inne liczne testy wykazaty ostatecznie, ze transfekowane komorki rzeczywiscie
produkuja zwigkszone ilosci czynnikow proangiogennych 1 ze, mimo manipulacji
zwiazanych z transfekcja, ich inne wlasciwosci biologiczne pozostaty niezmienione.
Oznacza to, ze to dobrze skonstruowane i bardzo kompletne badanie skonczyto sig¢
opracowaniem nowego obiecujacego narz¢dzia do badan nad mechanizmem i
efektywnoscia kardioprotekcji. W mojej opinii ta cze$¢ pracy najlepiej si¢ broni i
samo to badanie mogtaby stanowi¢ podstawa doktoratu.

Ad Badanie 3; Znacznie mniej kompletne badanie 3 jest proba weryfikacji generalnej

hipotezy, ze transfekcja komorek satelitarnych genami czynnikoéw pro-angiogennych



zwigksza ich potencjat kardioprotekcyjny w stosunku do komorek niemodyfikowanych.
Badanie doktorantki z uzyciem komorek transfekowanych genem tozyskowego czynnika
wzrostowego (PLGF) takiej przewagi komorek transfekowanych nie wykazato, ale
niewystarczajaca liczba eksperymentéw i dyskusyjny zwierzecy model eksperymentalny
uzyty w tym badaniu stawiaja pod znakiem zapytania konkluzywno$¢ tego badania
(szczegOly ponizej).
Ad Badanie 4; Doktorantka zbadala w nim profil ekspresji licznych czynnikow pro-
angiogennych w czasie w sercach kontrolnych myszy z zawatem. Powod wlaczenie tego, skad
inad bogatego w informacje eksperymentu, do doktoratu nie zostal przez doktorantke
wyjasniony. Jak o tym pisz¢ powyzej, w ramach ogdlnej konstrukcji myslowej catosci
doktoratu, eksperyment ten najlepiej tlumaczy sig, jako cze$¢ badania nr 1. Natomiast w
obecnej postaci, jest on niezrozumialym wtrgtem do dos$¢ logicznie skonstruowanej catosci.
Chyba, ze doktorantka zapomniata powiedzie¢ czytelnikowi o czym§ waznym?
Podsumowujac czgs¢ og6lna uwag uwazam, ze cel rozprawy doktorskiej mgr
Agnieszki Zimnej jest uzasadniony naukowo i dotyczy aktualnego i waznego problemu,
jakimi jest mechanizm i skuteczno$¢ kardioprotekcyjna terapii komoérkowej w zawale.
Najmocniejsza strong badan sktadajacych si¢ na dysertacjg jest ich niezwykle wysoki
poziom technologiczny. Opisane w pracy wyniki zostaly uzyskane przy uzyciu bardzo
licznych i1 zaawansowanych technicznie metod badawczych z krggu biologii molekularnej a
takze trudnej techniki wywotywania zawatu u myszy i techniki wstrzykiwania komorek do
miokardium. Oryginalny pomyst i nowoczesna metodologia badan sprawity, ze uzyskane w
pracy wyniki sa nowatorskie i stanowia dobry wstep do dalszych badan nad uzyteczno$cia
transfekowanych komorek macierzystych w leczeniu zawatu serca. Staba strona pracy jest jej
warstwa jgzykowa i komunikacyjna.

Uwagi szczegoélowe

Rozprawa mgr Agnieszki Zimnej ma typowy uktad rozdziatow, liczy 164 strony, w
tym 51 rycin, 22 tabele, wykazy skrotow, rycin i tabel, oraz spis literatury obejmujacy az 220
pozycji. Polszczyzna rozprawy pozostawia wiele do zyczenia zardéwno, jezeli chodzi o
gramatyke, sktadnig, precyzje jezykowa stwierdzen, jak i ich poprawnos¢ faktologiczna. Oto
kilka przyktadow:

Str. 28 ,,Na tym etapie dochodzi do mobilizacji komorek srodbtonka oraz rekrutacji komorek
endotelialnych krazqcych w naczyniach”.

Str. 31 ,,(...) kluczowym elementem jest aktywacja unipotencjalnych komorek satelitarnych
miesni szkieletowych, uznawanych za swoisty rezerwuar tkankowy .

Str. 32 ,, Szacuje sie, ze okoto 80% zgonow powodowane jest przez zawat miesnia sercowego.
To wiasnie zawal miesnia sercowego jest gtownym objawem choroby niedokrwiennej serca,
powodujqcej hipoksje”

Str. 33, Kolejne podjete proby transplantacji okazaly sie mniej inwazyjne”

Str. 36 ,,Dodatkowym benefitem dziatania czynnika PIGF okazal sie jego wplyw na
pobudzenie komorek miesniowki gladkiej, przez co powstajqce naczynia krwionosne byly
dojrzale, stabilne i trwate”.

Str. 113 ,,Komorki populacji mial35 wykazywaly polepszone zdolnosci do roznicowania w
miotuby w warunkach tlenowych odpowiadajqcych hipoksji”

Str. 123 ,, Przed zawatem wydolnosci lewej komory siegata prawie 80%

Konstrukcja rycin nie budzi wigkszych zastrzezen, z wyjatkiem tego, ze ryciny sa na
ogot bardzo mate i szczegoty na nich pokazane sa trudne do precyzyjnej analizy. Dodatkowo,
dobrym obyczajem autoréw prac naukowych jest zamieszczanie w podpisie do rycin: (i)
informacji o rodzaju eksperymentu, z ktérego pochodza prezentowane wyniki, tak by nie bylo



konieczno$éci ustawicznego powracania do teksu rozdzialu Metodyka, oraz (ii) liczby
eksperymentdéw sktadajacych si¢ na demonstrowane wyniki.

Ponizej przedstawiam uwagi szczegotowe dotyczace poszczegdlnych elementow
rozprawy.

Ad Tytul; Fraza tytulu ,,Wphyw hipoksji sercowej na ekspresje genéw (...)” jest moim
zdaniem mylaca. Doktorantka badala wplyw precyzyjnie wyskalowanych warunkéw
tlenowych jedynie w warunkach hodowli komorkowej, natomiast nie robita bezposredniego
pomiaru st¢zenia tlenu w miokardium. O obecnosci hipoksji tkankowej Doktorantka jedynie
spekuluje, zreszta na podstawie dos¢ watpliwych przestanek (vide ponizej).

Ad Wstep — Wstep liczy 31 stron i jest niepotrzebnie tak ditugi. Dodatkowo te same
informacje (zwlaszcza dotyczace mechanizmu angiogenezy) sa powtarzane trzykrotnie - dwa
razy we wstepie i ponownie w Dyskusji. Trzy czwarte wstepu zajmuja bardzo szczegotowe i
niezwiazane z tematem pracy informacje o mechanizmie angiogenezy i mozna by je $miato
opusci¢. Ostatecznie czytelnik dowiaduje si¢ o kontekscie patofizjologicznym pracy i
wlasciwym pomysle na pdzniejsze eksperymenty dopiero w okolicach 30 strony wstepu,
kiedy jest juz dos¢ zniecierpliwiony, zdezorientowany i zirytowany. Z tekstu wstgpu widac,
ze zywiotem doktorantki jest biologia molekularna i zwiazane z nia techniki badawcze, a
niezbgdne dla zrozumienia istoty pomystu pracy patofizjologia zawatu i1 kardioprotekcji Sa
potraktowane jedynie marginalnie.

Ad Metodyka;

Metodyka jest mocna strona doktoratu. Rozdzial Metodyka zawiera szczegdlowe
opisy wyjatkowo licznych metod badawczych uzywanych w dysertacji. Dodatkowo w
rozdziale Wyniki zaprezentowane zostaty liczne eksperymenty nastawione na weryfikacje
jako$ci wykonanych pomiaréw, co dowodzi bieglosci metodologicznej doktorantki. Autor
obecnej recenzji nie jest ekspertem w dziedzinie technik biologii molekularnej i nie
podejmuje si¢ szczegdblowo ocenia¢ sposobu postugiwania si¢ nimi przez doktorantka. Do
niektorych watpliwosci dotyczacych metodyki badz sposobu prezentacji wynikdw wracam
przy ocenie rozdziatu Wyniki.

Ad Wyniki;

Na przyktadzie danych z Ryc, 17, proszg¢ doktorantke o wyjasnienie:

(1) CO 0znacza, obecny na Ryc. 17 i wielu innych rycinach, termin ,,Wzgledna ekspresja”?
Rozumiem, ze dane pokazane na Ryc. 17 byly przedmiotem normalizacji. Prosz¢
wyjasni¢ jak to byto robione?

(i)  Co oznacza pozioma przerywana linia na rycinie?

(ilf)  Wzgledem, czego byty liczone znamiennosci statystyczne pokazane na Ryc. 17A i B.
Prosze wyjasni¢, jakie byly kolejne kroki skladajace si¢ na analizg statystyczna
pokazang na rycinie.

Ad Rycina 20;

(1) Jak byly normalizowane dane z Ryc. 20A i B? W tekscie jest mowa 0 dwoch genach
referencyjnych, ale nie wiadomo czy mysich czy ludzkich? Czy robiono normalizacj¢
wzgledem obu a pokazano wynik tylko jednej normalizacji?

(i) czy normalizacja brata pod uwage ewentualne zmiany liczby zagniezdzonych w
miokardium komorek satelitarnych (konieczna bytaby wtedy normalizacja w stosunku
do ludzkich genéw referencyjnych). Konsekwentnie, czy wynik w 20B oznacza, ze
komorki satelitarne nie zagniezdzity si¢ w normalnym zdrowym miokardium, czy tez
poszto co$ nie tak z pomiarem ekspresji?



(ili) W kontekécie Ryc. 20A pokazujacej eckspresj¢ genu HIF-lo w komorkach
satelitarnych wstrzyknigtych do serca z zawatem, doktorantka stwierdza ,,Wynik ten
potwierdzit, iz hipoksja obecna w sercach ma wplyw na ekspresj¢ genow w
komorkach podawanych w rejon objgty niedokrwieniem”. Natomiast w kontekscie
Ryc. 20B doktorantka stwierdza ,,Nie wykryto ekspresji genu HIF-1a w mioblastach
podanych do serc, w ktorych nie indukowano zawatu. Tym samym udowodniono, ze
przy braku hipoksji sercowej wywotanej niedokrwieniem nie dochodzi do ekspresji
genu HIF-1oo w komdrkach macierzystych”. W mojej opinii obie te konkluzje sa
nieuprawnione. Jak wyraznie pokazuja to dane z Ryc. 44, nawet w sercach
kontrolnych (a wigc prawidtowo utlenowanych) ma miejsce pewna podstawowa
ekspresja zarowno gendéw HIF-la jak i genow wielu innych czynnikow
zaangazowanych w angiogenez¢. Oznacza to, ze ekspresja genéw pro-angiogennych
ma charakter, przynajmniej cze$ciowo, konstytutywny (vide takze Ryc. 17), i ze samo
stwierdzenie w tkance sercowej (lub hodowli komorkowej) ekspresji ktoregos z tych
czynnikow nie moze by¢ traktowane, jako marker hipoksji tkankowej.

(iv)  Kontynuujac powyzsze rozumowanie, trudno mi si¢ zgodzi¢ z wnioskowaniem
Doktorantki dotyczacym wynikéw z Ryc. 21. Po pierwsze, oznaczenia stupkow z
danymi na tej rycinie sa nieczytelne i prawdopodobnie pomylone. Po drugie
Doktorantka argumentuje, ze w zawatowym miokardium st¢zenie tlenu wynosi 3%, bo
ekspresja genu HIF-1a w zawalowym miokardium jest z grubsza podobna do ekspresji
genu HIF-1la, jaka maja komorki satelitarne w hodowli w $rodowisku 3% tlenu.
Kalibracja utlenowania miokardium na podstawie danych z hodowli komorkowe;j
bytaby uprawniona tylko wtedy gdyby dato si¢ porowna¢ jakies dwa punkty na
,hodowlanej krzywej kalibracyjnej” z ekspresja genu HIF-lo w sercu mierzong w
dwoch réznych warunkach jego utlenowania. W innej sytuacji mamy do czynienia z
nierozwigzywalnym réwnaniem z dwoma niewiadomymi. Sumujac nie twierdze, ze
miokardium w ostrej fazie zawatu nie jest hipoksyczne, uwazam jedynie, ze fakt
stwierdzenia w miokardium ekspresji gendow pro-angiogennych nie wystarcza by
rozpozna¢ hipoksj¢. Ekspresja omawianych genow jest czgéciowo konstytutywna
(vide Ryc. 17 i 44), co bardzo komplikuje wnioskowanie Doktorantki.

O eksperymentach z transfekowanymi komoérkami pisalem juz powyzej. Sa one
najwyzszej proby i one same wystarczytyby za caly doskonaty doktorat.

Moje kolejne watpliwosci dotycza interpretacji i ideologii eksperymentow opisanych w
rozdziale 5 Wynikow zatytutlowanym ,.Badania w modelu zwierzgcym”. Pierwsza czg$¢
eksperymentoéw tam opisanych wykonana zostata na myszach z zawatem, u ktorych mierzono
w miokardium poziom ekspresji duzego panelu genow pro-angiogennych w 24 godziny, 7 dni
lub 28 dni po podwiazaniu tetnicy wiencowe, celem indukcji zawatu. Generalnie, ekspresja ta
byta najwigksza po 24 godzinach od indukcji zawatu a pozniej malata do poziomu, jaki
wystepuje w normalnych sercach bez zawatu. Niemniej jednak, konkluzja Doktorantki na
podstawie tych wynikow jest taka, ze serce z podwiazana tetnica wiencowa jest juz
permanentnie niedotlenione (hipoksyczne), z tym ze poziom hipoksji jest najwigkszy w 2
dobie zawatu. Konsekwencja tej interpretacji, w moim przekonaniu nieuprawnionej, jest
konstrukcja kolejnego eksperymentu, w ktorym w 28 dniu od indukcji zawatu wstrzykiwano
w okolicg blizny pozawalowej komorki satelitarne niezmodyfikowane lub transfekowane
genem PLGF i kontynuowano obserwacj¢ przez kolejne 3 miesiace. Ciche zalozenie takiej
konstrukcji eksperymentu jest takie, ze przebudowa i rozwdj niewydolnosci serca w
zbliznowacialym pozawatowym sercu jest wynikiem permanentnego niedotlenienia tych
kardiomiocytow, ktore przezyly zawat. Ergo, terapia z uzyciem czynnikow pro-angiogennych



w tak odleglym od zawatlu okresie jest uzasadniona patofizjologicznie. Bardzo prosze
Doktorantke o wyjasnienie, jakie fakty uzasadniaja jej poglady na temat patomechanizmu
przebudowy 1 niewydolnosci pozawatowego serca. Abstrachujac od tych rozwazan
teoretycznych, uwazam, ze moc statystyczna eksperymentéw z komorkami transfekowanymi
genem PLGF jest niewystarczajaca by na ich podstawie wnioskowaé o potencjale
terapeutycznych tych komorek. Liczebnos$ci trzech porownywanych grup myszy wynosity
6:3:3. Jest jeszcze zbyt wczesnie by te eksperymenty pokazywaé w doktoracie.

Tematy do rozmowy z Doktorantka

1. Dlaczego w terapii komérkowej stosowane sa koniecznie komoérki macierzyste a nie
jakie$ inne tatwiej dostgpne komorki, np. fibroblasty?

2. Naczym polega ewentualna przewaga terapeutyczna transfekowanych komoérek
macierzystych nad podawaniem gotowych produktéw biatkowych transferowanych
genow?

3. Skad si¢ wzigta hipoteza obecnego doktoratu, ze takze w czasie odleglym od ostrej
fazy zawatu, kiedy doszto juz do organizacji blizny pozawatowej, angiogeneza jest
wazna determinanta procesu przebudowy miokardium?

Uwagi koncowe

Podsumowujac, stwierdzam, ze jak zwykle w przypadku tego typu prac, przedstawiona mi
do recenzji rozprawa doktorska mgr Agnieszki Zimnej ma elementy znakomite, ale rowniez,
ze ma elementy stabsze. Do stabszych stron pracy zaliczam:

(1) Brak precyzyjnego wprowadzenia do wykonanych badan;

(i) Nie zawsze zgodna z faktami interpretacj¢ niektorych uzyskanych wynikow;

(iii)  Niepotrzebne wiaczenie do doktoratu czg$ciowo niekompletnych i tym samym nie

konkluzywnych eksperymentow.

Do pozytywow pracy zaliczam:

(1) Podjecie waznego i aktualnego tematu badawczego;

(i)  Uzycie w pracy licznych i nowoczesnych metod badawczych;

(ili)  Prawidtowa konstrukcje, organizacjg, wykonanie i oryginalne wyniki szczeg6lnie
Wysoko przeze mnie ocenianego badanie dotyczacego efektow biologicznych
transfekcji komorek satelitarnych genami czynnikow pro-angiogennych;

(iv)  Fakt, ze wyniki pracy otwieraja nowa perspektywe zastosowan klinicznych terapii
komorkowej w zawale 1 by¢ moze w pozawatowej niewydolnosci serca.

Nie mam watpliwosci, ze pozytywy rozprawy zdecydowanie przewazaja nad jej
niedociagnigciami i wyrazam przekonanie, ze spetnia ona wymagania Ustawy o Stopniach i
Tytule Naukowym

W zwiazku z powyzszym, zwracam si¢ z prosba do Wysokiej Rady Naukowej
Instytutu Genetyki Czlowicka PAN w Poznaniu 0 dopuszczenie mgr Agnieszki Zimnej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. n. med. Andrzej Bergsewicz
Warszawa, 4 czerwca 2018 r.




