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Recenzja rozprawy doktorskiej
wykonanej przez mgr Jarostawa Lewandowskiego

w Zaktadzie Biologii Rozrodu i Komérek Macierzystych Instytutu Genetyki Cztowieka Polskiej
Akademii Nauk w Poznaniu

Praca mgr Jarostawa Lewandowskiego pt: ,Wplyw czasu hodowli in vitro na stopien
dojrzatosci kardiomiocytow pozyskanych drogq roinicowania z indukowanych pluripotentnych
komdrek macierzystych pochodzenia miogennego”, zostata wykonana w Zaktadzie Biologii Rozrodu
i Komdrek Macierzystych Instytutu Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu pod
kierunkiem prof. dr hab. n. med. Macieja Kurpisza, uznanego autorytetu w zakresie badan nad
wykorzystaniem genetycznie modyfikowanych komdrek macierzystych w medycynie regeneracyjnej
w tym, w terapii niewydolnosci serca.

Mimo znacznych postepow w zrozumieniu patofizjologii niewydolnos¢ serca i wprowadzeniu
do leczenia nowoczesnych metod terapeutycznych jest to choroba o bardzo ztym rokowaniu, gdyz
W jej zaawansowanej postaci (IV klasa wg NYHA) okoto 50% chorych umiera w ciggu jednego roku.

Poszukiwanie skutecznych strategii terapii niewydolnosci serca znajduje sie obecnie wsrdd
najbardziej palacych zadan stojgcych przed badaczami nauk podstawowych i klinicystami. Technika
pozyskiwania indukowanych pluripotentnych komadrek macierzystych i réznicowanie autologicznych
komérek do kardiomiocytdéw rodzi nadzieje na skuteczng i bezpieczng terapie uszkodzonego serca.

Z uwagi na pamie¢ epigenetyczng szczegdlne znaczenie moze mieé przystosowanie ludzkich
mioblastéw, wywodzacych sie z miesni szkieletowych, do terapii miesnia sercowego. Nadal wiec
doskonalone s3 techniki majace na celu poprawe strukturalnych i funkcjonalnych wiasciwosci tych
komérek. Jednym z probleméw, z ktérym nalezy sie zmierzy¢, jest czynnik czasowy wspomagajgcy
dojrzewanie komaérek miesniowych w hodowli in vitro.

Wobec powyzszego aktualno$¢ i waga problemu badawczego w petni uzasadnia podjecie

badan stanowigcych zakres rozprawy doktorskiej Pana mgr Jarostawa Lewandowskiego.



Przedstawiona mi do recenzji rozprawa napisana jest w uktadzie typowym, liczagcym 202
strony i 11 rozdziatéw, w tym 61 rycin i 24 tabele. Pismiennictwo skfada sie z 237 pozycji, gtéwnie
anglojezycznych, aktualnych i umiejetnie dobranych do nakreslenia zatozen badania, jak i dyskusji
otrzymanych wynikdéw.

Jej obszerny wstep obejmuje zagadnienia dotyczgce badan nad regeneracjg pozawatowego
miesnia sercowego z wyszczegdlnieniem kardiomiogenezy, aktualnych metod otrzymywania
pluripotentnych komdrek, mozliwosci réznicowania kardialnego w warunkach in vitro oraz czynnikéw
wptywajagcych  na  dojrzewanie  kardiomiocytdw ~w  warunkach in  vitro.  Kazdy
z wyzej wymienionych rozdziatéw madgtby stanowié osobng, cenng i aktualng prace pogladowsa.

Celem gtéwnym pracy, jasno zdefiniowanym na stronie 64, byto zbadanie wptywu wydtuzenia
czasu trwania hodowli in vitro kardiomiocytéw uzyskanych z indukowanych pluripotentnych komérek
macierzystych, pochodnych mioblastéw miesni szkieletowych cztowieka, na stopien ich dojrzatosci.

Metodologia badan jest imponujaca, zardwno z racji na jej zakres jak i nowoczesnosé, i ona
takze stanowi o duzej wartosci rozprawy. Metody zostaty prawidtowo wybrane w odniesieniu do
zamierzonego celu badania i omdwione w sposéb nie budzacy zastrzezen, wsparty licznymi
schematami i tabelami. Autor skonstruowat wzorcowy warszat badawczy, ktéry moze by¢ podstawg
do dalszych badan poréwnawczych z innymi liniami komdrkowymi iPS i zastosowaniem kolejnych
czynnikdw stymulujgcych dojrzaty fenoptyp. Ten rozdziat rozprawy moégtby stanowié uzyteczng
publikacje metodologiczna.

Wyniki badan przedstawione sg prawidtowo, przeprowadzona analiza statystyczna jest
adekwatna do rodzaju analizowanych zmiennych. Wyniki, zebrane w postaci licznych tabel i rycin
zaprezentowane sg czytelnie, z duzg dbatoscia o poziom edytorski pracy. Bardzo cenna jest
interpretacja wynikow w trakcie ich opisu wyjasniajaca tok postepowania eksperymentatora.

W dyskusji Doktorant interesujgco i z duzg swobodg omawia rezultaty badan dobrze wpisujgc
je w kontekst wtasnych hipotez badawczych i dotychczas opublikowanych prac. Pragne zwrécic
szczegdlng uwage na warto$¢ krytycznej analizy otrzymanych wynikdw i ograniczen
metodologicznych, z ktérymi sie zmierzyt, na obecnym etapie badan. Swiadczy to o wiedzy
merytorycznej Doktoranta i umiejetnosci spojrzenia na swojg prace badawczg z nalezng rozwaga.
Uwazam, ze w tym rozdziale pracy, cenne bytoby ustosunkowanie sie Doktoranta, co do celowosci
dalszego wydtuzania hodowli komérek.

Wyniki badan i ich interpretacje usystematyzowano w postaci 6 wnioskow.

Autor nie ustrzegt sie kilku usterek o charakterze redakcyjnym i niezrecznosci jezykowych,
o ktorych poinformowatam Pana mgr Jarostawa Lewandowskiego ustnie.

W wieloetapowych, z precyzja zaplanowanych eksperymentach Autor dokonat

reprogramowania genetycznego mioblastéw miesni szkieletowych i uzyskat, z uzyciem konstrukcji
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genetycznej oraz wektora opartego na wirusie Sendai, indukowang pluripotentng linie komdrkowa
194 z prawidowym kariotypem, w ktérej potwierdzit potencjat pluripotencji w badaniach in vitro
i in vivo. Zweryfikowang linie komdrkowa poddat nastepnie skutecznemu réznicowaniu w komaérki
miesniowe serca. W kolejnym etapie badan Autor znalazt potwierdzenie swojej hipotezy dowodzac,
Ze rdznicujace sie kardialne komdrki miesniowe w wydtuzonej do 40 dni hodowli in vitro wykazujg
wiekszy stopien podobienstwa do dojrzatych komdrek serca. Wykazat, ze pomimo zachowania
pewnych cech stadium ptodowego, wydtuzenie hodowli kardiomiocytéw pochodzacych
z mioblastopochodnych pluripotentnych komérek iPS zwieksza stopien dojrzewania pod wzgledem
morfologii, struktury i funkcjonowania aparatu kurczliwego. Potwierdzit w tych komdrkach
utrzymywanie sie kardiospecyficznych markeréw biatkowych, wyrazniejszg hipertrofie, rbwnomiernie
rozmieszczong regularng sie¢ mitochondrialng, lepiej wyksztatcony i uporzadkowany aparat
kurczliwy, wydajniejszy proces obrotu wewngtrzkomdrkowym wapniem w czasie skurczu oraz wzrost
czestosci skurczu.

Wysoko oceniam przeprowadzone badanie i przedtozong rozprawe. Podkresli¢ nalezy jej
nowatorskie elementy, jakimi sg uzycie ludzkich mioblastéw wraz z wydtuzeniem czasu trwania
hodowli in vitro. W mojej opinii praca wnosi istotne wartosci poznawcze i jest bardzo dobrym
punktem wyjscia do dalszych badani. Nalezy podkreslié, ze doskonalenie warsztatu badawczego, ktéry
pozwolitby na otrzymanie optymalnie przystosowanych do leczenia narzagdu komérek moze stanowié
postep w nowej strategii terapii uszkodzonego serca, dajgc nadzieje pacjentom na mozliwos¢ petnej
rekonstrukcji zniszczonego w wyniku choroby narzadu.

Podsumowujac mojg recenzje stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Jarostawa
Lewandowskiego pt.: ,Wptyw czasu hodowli in vitro na stopien dojrzatosci kardiomiocytow
pozyskanych drogqg réinicowania z indukowanych pluripotentnych komdrek macierzystych
pochodzenia miogennego” stanowi rzetelnie przeprowadzone badanie naukowe, wysoce
interesujgce z uwagi na poruszang problematyke i otrzymane wyniki. Z tych wtasnie powodéw
sktadam przed Radg Naukowg Instytutu Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
wniosek o dopuszczenie mgr Jarostawa Lewandowskiego do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Biatystok, 22.06.2017r.



