Ocena

rozprawy na stopien naukowy doktora nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna

mgr biologii Jarostawa Lewandowskiego z Instytutu Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii
Nauk pt. Wptyw czasu hodowli In vitro na stopien dojrzatosci kardiomiocytow
pozyskanych drogg rdéznicowania z indukowanych pluripotentnych komorek

macierzystych pochodzenia miogennego.

Zaburzenia ukrwienia miesnia sercowego, w kraricowych przypadkach prowadzace do
zawatu tzn. do martwicy witdkien mieéniowych, nalezg do gtéwnych przyczyn niewydolnosci i
$smiertelnosci populacji niemal na catym sSwiecie. Przezycie zawatu serca, pozornie korzystne
dla pacjenta, istotnie jednak ostabia jego aktywnos¢ zyciowa wskutek powstania tzw. locus
minoris resistenciae, tzn . obszaru w miesniu sercowym, w ktorym wiékna miesniowe zostaty
zastgpione wioknami tkanki tacznej, czyli blizna. Obszar ten nie ma zdolnosci do skurczow i
nie wspofdziata z pracg serca. Ponadto grozi peknieciem, a w skrajnych przypadkach
prowadzi do tzw. tamponady serca, polegajacej na zatrzymaniu jego akcji wskutek
wypetnienia worka osierdziowego krwig. Stad, w wielu osrodkach naukowych powstata
koncepcja badawcza zmierzajaca do odbudowy zniszczonej struktury miesnia sercowego.
Komérki miesniowe niestety nie majg zdolnosci do autoregeneracji. Probuje sie wiec uzyskac
takie komorki In vitro poprzez odpowiednie modyfikacje komodrek macierzystych i
progenitorowych. Tak zwana kardiomiogeneza jest jednak procesem bardzo ztozonym,
wymagajagcym wspotdziatania szeregu czynnikdw wzrostu, czynnikéw transkrypcyjnych,
wtasciwych szlakdw sygnatowania komorkowego etc. nie mowiac juz o zrédle komorek.
Magister Jarostaw Lewandowski (mgr JL) podjat to trudne wyzwanie, nie majac praktycznie
wiasciwych, powszechnie uznawanych wzorcow postepowania w pismiennictwie.
Wprowadzenie do pracy, - liczace 50 stron, jest szczegétowym omowieniem sposobow i
metod pozyskiwania indukowanych pluripotentnych komaérek macierzystych (IPS) In vitro i
kilkanascie sposobow ich uzyskiwania z okresleniem zaréwno zalet jak i wad kazdej
procedury. Omawiajgc metody réznicowania IPS w kardiomiocyty, szczegolnie duzo miejsca
poswiecit technologii kul zarodkowych, polegajacej na tworzeniu agregatéw komorkowych a
nastepnie sferoidéw ztozonych z ekto- i endodermy, podobnych do wczesnych zarodkow,

zdolnych do indukcji pochodnych 3 listkéw zarodkowych . Technologia ta ma jednak wiele



modyfikacji i prowadzona jest w medium hodowlanym wzbogaconym w réznorodne czynniki
wzrostu, wybrane zwigzki chemiczne promujgce kierunek kardiogenny i inne. Waznymi
elementami tych procedur jest kontrola efektywnosci réznicowania i metody oczyszczania
kardiomiocytow z uzyskanej hodowli. Autor omowit krétko dostepne mozliwoséci techniczne
w tym zakresie, natomiast przedstawit szczegétowo mechanizmy kurczliwosci serca, w tym
poszczegolne biatka aparatu kurczliwego oraz ich funkcje w przebiegu skurczu. Podkreslit
role jonéw wapnia w tym procesie i znaczenie réznych kanatéw wapniowych. W koricowej
czesci Wprowadzenia znajdujg sie Informacje dotyczace dojrzewania kardiomiocytéw /n vivo
w warunkach fizjologicznych i uzyskiwania przez nie dojrzatego fenotypu. Interesujace jest,

ze w ludzkim organizmie komarki serca uzyskujg dojrzaty fenotyp dopiero po 6 — 10 latach!

Cel pracy — zostat sformutowany jako ,okreélenie wptywu czasu trwania hodowli In vitro
kardiomiocytéw na stopien ich dojrzatosci”. Mozna tu mie¢ zastrzezenia co do poprawnosci
tego okreslenia, gdyz parametr czasu byt badany tylko w 2 przedziatach czasowych a
ponadto zakres badan obejmowat znacznie szerszy wachlarz zagadnien niz wplyw czasu

hodowli /n vitro.

W Materiatach — Kandydat opisat bardzo szczegdtowo wszystkie uzyte odczynniki, bufory i
drobny sprzet laboratoryjny z podaniem producenta, numeru katalog. Itp. Natomiast w
odniesieniu do pobranego ludzkiego materiatu operacyjnego (miesnie szkieletowe) brak jest
blizszych danych odnosnie zgody poszczegdélnych pacjentéw oraz dokumentu lokalnej
(jakiej?) Komisji Bioetycznej zezwalajacej na pobranie materiatu. Ponadto nie wiadomo, od

ilu pacjentow uzyskano materiaf tkankowy.

W Metodach — hodowane in vitro mioblasty z ludzkich migsni szkieletowych zostaty poddane
reprogramowaniu z pomocg wektora lentiwirusowego dla uzyskania linii pluripotentnych
komorek macierzystych. Metodyka opisana jest szczegétowo, kontrolowana technikami
biologii molekularnej a wprowadzone transgeny zostaly wyciete z komérek. W dalszych
badaniach podjeto préby réinicowania uzyskanych komérek linii IPS 119 w kierunku
kardiomiocytow. Stosowano tu kilka metod, ale najlepsze wyniki uzyskano stosujac hodowle
tzw. kul zarodkowych mioblastéw reprogramowanych za pomocg wektora wirusowego
Sendai. Powstajagce zmiany w reprogramowanych komdrkach byly gruntownie

monitorowane przez szeroki panel metod jak techniki morfologiczne, immnofluoescencyjne,



cytometrie przeptywowg, metody molekularne w tym pomiar ekspresji genéw biogennych i
markerowych.  Parametrem  kontroli  czynnosciowej byta ocena  przeptywu
wewnatrzkomorkowego wapnia. Reasumujac, niemal catosé danych dotyczaca Materiatéw i

Metod zostata przedstawiona doktadnie, szczegotowo i wiasciwie udokumentowana.

Wyniki — dominujg tu ryciny z mikroskopu Swietlnego i fluorescencyjnego wykazujace cechy
komorek IPS w tym biatka markerowe a takze prawidtowy kariotyp. W generowanych
potworniakach u myszy widoczna jest obecnos¢ 3 listkéw zarodkowych w powstatych
narzadach i tkankach. Podobnie dokumentowane jest réznicowanie linii komérkowej IPS 194
w kierunku kardialnych komérek miesniowych. Juz po 20 dniach hodowli wykazywano w
réznicujacych sie komarkach obecnos¢ biatek markerowych jak NKX2.5, troponiny i miozyny.,
W czasie dalszego trwania hodowli (do 40 dnia) obserwowano wiele zmian $wiadczacych o
dojrzewaniu fenotypu kardiomiocytéw, jak poprawa organizacji sarkomeréw z
powstawaniem poprzecznego prazkowania, zmiana ksztattu komdrek z okragtego na
wydtuzony, zanik proliferacji, reorganizacja sieci mitochondriow. Towarzyszyty temu zmiany
ma poziomie DNA w reakcji PCR w czasie rzeczywistym, wyrazone w temperaturze topnienia
produktow PCR. Poréwnanie ekspresji genéw kodujgcych biatka o kluczowym znaczeniu dla
funkcji serca (troponina T, miozyna, koneksyna i inne) w réznicujacych sie kardiomiocytach w
20 i 40 dniu hodowli a takze w dojrzatych komorkach serca wykazato stopniowy przyrost ich
ekspresji, jednak uzyskany poziom byt zwykle duzo nizszy w poréwnaniu z dojrzatymi
komérkami serca. Wzrastata rowniez zdolno$¢ do skurczu roznicujgcych sie komoérek
kardialnych, zauwazalna juz w 8 -10 dniu hodowli, Znamienny byto znaczacy wzrost czestosci
skurczow pod wptywem agonisty receptorow B-adrenergicznych, izoprenaliny, co $wiadczyto

o obecnosci tych receptoréw na badanych komérkach.

W Dyskusji — Autor sekwencyjnie omawia i interpretuje wyniki swych badan, zaréwno
dotyczace wytworzenia linii komérek pluripotentnych jak i ich réinicowania In vitro w
kierunku kardiomiocytow. Podkresla role biatka NKX2.5 jako czynnika transkrypcyjnego,
odpowiedzialnego, z danych pismiennictwa, za prawidtowg strukture anatomiczna serca.
Zwraca uwage, ze mutacje genu TNNT2 kodujgcego troponine T sg przyczyng wielu
kardiomiopatii. Podkresla znaczenie stosunku obu lizoform a i B miozyny jako znacznika
dojrzewania kardiomiocytdw, co byto widoczne w badaniach tej pracy. Duzio miejsca

poswieca tez koneksynie 43, biatku wstawek serca, wptywajacym na wyiszg predkosé




przewodzenia bodzcow. Poziom ekspresji jej genu (CX43) wzrastat stopniowo i w 40 dniu
hodowli byt poréwnywalny z wartoécig dojrzatych komorek serca.

W  koncowej czesci Dyskusji Autor zastanawia sie nad wplywem stopnia rozwoju
roznicujgcych sie kardiomiocytow a mozliwosciami regeneracji uszkodzonego miesnia
sercowego poprzez zastosowanie terapii komdrkowej u pacjentéw. Z wtasnych obserwacji
Autora i z danych pismiennictwa wynika jednak, ze metodyka ta jest jeszcze daleka od
praktycznego wprowadzenia do kliniki cztowieka, wymaga bowiem badad na wiekszych

zwierzetach i optymalizacji procedur badawczych.

Rozprawe konczy 7 wnioskow bedgcych dobrym odbiciem uzyskanych wynikow,
przedstawianych niekiedy jednak zbyt szczegétowo. Praca liczy 202 strony. Jezyk rozprawy
jest poprawny i zrozumialy. Tekst jest bogato ilustrowany, zawiera 61 rycin dobrej jakosci,
jakkolwiek opisy w rycinach sg trudno czytelne. Pomocne dla czytelnika sg tabele w liczbie
24. Pismiennictwo jest obszerne (n = 237) i dobrze dobrane do meritum rozprawy. Spis

tresci, wykaz skrétow, streszczenia w jezyku polskim i angielskim sa bez zarzutu.

Praca jest wszechstronnym, bogatym studium dotyczacym warunkéw uzyskiwania /n vitro
ludzkich komarek miesnia  sercowego  dla celow  terapii komorkowej.
Autor przedstawit obiektywnie nie tylko zalety ale i wady poszczegéinych procedur a takze

potencjalne zagrozenia.

Rozprawa stanowi oryginalny dorobek Autora i w petni kwalifikuje sie jako podstawa do

ubiegania sie o uzyskanie stopnia naukowego doktora.

Zwracam sig z wnioskiem do Wysokiej Rady Naukowe] Instytutu Genetyki Cztowieka Polskiej
Akademii Nauk w Poznaniu o podjecie kolejnych etapdéw postepowania dla nadania
magistrowi Jarostawowi Lewandowskiemu stopnia naukowego doktora nauk medycznych w

dyscyplinie biologia medyczna.
Jednoczesnie postuluje wyréznienie pracy.
Poznan, 14 sierpnia 2017 r.

%;ﬁwW%gkL;%

Prof. zw. dr hab.med. Jan Zeromski




