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Recenzja pracy doktorskiej mgr Anny Rugowskiej pt. ,Wptyw ekspresji konekysny 43 w
ludzkich komdrkach macierzystych pochodzenia miogennego na poziom zjawisk
arytmogennych oraz na stopien przebudowy pozawatowego serca w modelu szczurzym”.

Na wstepie chciatbym zaznaczy¢ moja najwyzszg ocene w kazdym aspekcie przedstawionej
mi do recenzji pracy. Zarédwno problem ktdrego dotyczy praca jak i wybdér metodyki
badawczej oraz jako$é uzyskanych wynikdw sg na najwyiszym poziomie. Interpretacja i
przedstawienie kontekstu uzyskanych wynikéw $wiadczg o biegtosci i kompetencji
Doktorantki w badanej tematyce. Praca jest réowniez przygotowana bardzo dobrze pod
wzgledem redakcyjnym. Bardzo ciekawy i o adekwatnej zawartosci jest wstep we wtasciwych
proporcjach tgczacy omédwienie podstaw anatomii, fizjologii, aspektéw molekularnych i
patologii uktadu krazenia oraz badan nad regeneracja serca i powigzanymi problemami. W
ten sposéb wstep wprowadza czytelnika do gtéwnego badanego problemu czyli analiziy
mozliwosci zapobiegania arytmii poprzez ekspresje koneksyn w mioblastach w terapiach
komadrkowych.

Gtéwnym problemem ktérego dotyczy rozprawa doktorska jest poszukiwanie optymalnych
rozwigzan dla terapii komoérkowych w leczeniu pozawatowe] niewydolnosci serca. Jednym z
najwazniejszych problemdéw zwigzanych z wszczepianiem komorek, takich jak mioblasty
szkieletowe do blizny pozawatowej jest ryzyko powstania ognisk arytmogennych w miejscu
wszczepienia tych komadrek. Dzieje sie to na skutek braku potgczenia elektromechanicznego
pomiedzy wszczepionymi komérkami, a kardiomiocytami niewydolnego serca. Wynika to z
ograniczonej ekspresji biatek zaangazowanych w tworzenie potaczen miedzykomorkowych
we wszczepianych komorkach niezbednych do wtasciwej komunikacji miedzykomaorkowe;j.

W zwigzku z powyzszym, celem pracy byto sprawdzenie czy wszczepienie do pozawatowego
miesnia sercowego szczura ludzkich mioblastéw z genetyczng modyfikacja powodujaca
nadekspresje koneksyny 43 bedzie zapobiega¢ powstawaniu pobudzern dodatkowych.
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Gtéwna hipoteza tych badan zaktada, ze ta modyfikacja powinna przyczyni¢ sie do
wytworzenia prawidtowego, synchronicznego skurczu w pozawatowym miesniu sercowym.

Szczegbtowe cele czy etapy prowadzonych badan obejmowaty:

1. Przygotowanie grup doswiadczalnych szczuréw z wyindukowanym zawatem lewej komory
miesnia sercowego.

2. Przygotowanie ludzkich mioblastow z nadekspresjg koneksyny 43.

3. Interwencje dosercowe z uzyciem ludzkich mioblastéw natywnych lub z nadekspresja
koneksyny 43 do pozawatowego miesnia sercowego.

4. Indukcja komorowych zaburzen rytmu serca w celu sprawdzenia, czy ludzkie mioblasty z
nadekspresjg koneksyny 43 zmniejszaja dodatkowe pobudzenia serca typu wtérnego w
modelu serca pozawatowego szczura.

5. Badania ex vivo pozyskanych serc pozawatowych szczuréw w celu oceny poziomu ekspresji
gendw i biatek ‘pro-arytmogennych’ oraz odpowiedzialnych za niekorzystng przebudowe
miesnia sercowego po zawale, po zastosowanej terapii ludzkimi komdrkami macierzystymi
miesni szkieletowych.

Niezwykle cennym aspektem prowadzonych badan byfa zastosowana metodyka obejmujaca
zaréwno procedury biologii komdrkowej czy molekularne takie jak:

1. Izolacja i hodowla komodrek takich jak mioblasty,

2. Transformacja i hodowla bakterii zawierajgcych konstrukty do transfekcji wraz z
powigzanymi procedurami takimi jak selekcja odpowiednich klonéw oraz izolacja i
sekwencjonowanie DNA

3. Transfekcja mioblastow opracowanym konstruktem z zastosowaniem elektroporacji w
powigzaniu z analiza cytometryczng wydajnosci.

4. Analiza ekspresji RNA wybranych genéw wraz z powigzanymi procedurami takimi jak
izolacja RNA, oczyszczanie mRNA oraz reakcja odwrotnej transkrypcji, analiza produktéw PCR
z zastosowaniem elektroforezy w zelu agarozowym oraz ostateczna analiza PCR w czasie
rzeczywistym.

5. Analiza zawartosci specyficznych biatek z zastosowaniem Western blot oraz
immunodetekgji.
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6. Badania in vivo u szczuréw obejmujace procedure wywotania zawatu przez podwigzanie
odgatezienia lewej tetnicy wierncowej oraz analize echokardiograficzna funkcji serca.

7. Procedury implantacji komdrek w okolice blizny pozawatowej
8. Analizy wywotanych zaburzen rytmu serca
9. Badania histologiczne i immunohistochemiczne

Wszystkie powyzsze techniki sg wymagajgce i zwigzane z koniecznos$ciag uzyskania
najwyzszych kompetencji. Na podkres$lenie zastuguje ich zréznicowanie obejmujac zaréwno
techniki molekularne, badania in vivo, proteomike oraz histologie. Podkresli¢ tez nalezy
bardzo szczegdétowa walidacje zastosowanych technik oraz wykonanie wszystkich
koniecznych kontroli, co podnosi wiarygodnos¢ uzyskanych wynikéw.

Podstawowe wnioski z badan w ramach pracy doktorskiej obejmuja:

1. Potwierdzenie zwiekszonej ekspresji koneksyny 43 w transfekowanych mioblastach
zaréwno na poziomie mRNA jak i biatka

2. Wykazanie protekcyjnego dziatania ekspresji koneksyny 43 w mioblastach zastosowanych
do terapii komdérkowych w pozawatowe] niewydolnosci serca w kontekscie zaburzen rytmu
serca.

3. Analiza molekularnych mechanizméw antyarytmicznego dziatania ekspresji koneksyny 43
w tym stwierdzenie korzystnych zmian potencjatu czynnosciowego oraz zmniejszonej
ekspres;ji biatek arytmogennych.

4. Stwierdzenie wzrostu ekspresji Serca2a po transplantacji mioblastami z ekspresja
koneksyny 43, co stanowi dowdd skuteczniejszego zapobiegania niekorzystnej przebudowie
miesnia sercowego.

5. Wykazanie, obecnosci, po okresie miesigca od podania, genetycznie modyfikowanych
ludzkich komdrek macierzystych/progenitorowych pochodzenia miogennego w miesniu
sercowym szczura wykazujgc ich uporzagdkowanie potozenie wzgledem miocytéw sercowych.

Whioski te s w petni uzasadnione przeprowadzonymi badaniami i stanowig znaczgcy wktad
zarbwno w aspekty podstawowe badanego problemu jak i praktyczny rozwdj terapii
komdrkowych w leczeniu niewydolnosci serca.

Mam jedynie kilka drobnych uwag o charakterze redakcyjnym w odniesieniu do
przedstawionej pracy:
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1. Juz w jednym z pierwszych zdan wstepu pordwnano serce do pompy ssgco-toczgcej, co nie
jest wtasciwe bo serce pompg ssgcg nie jest i zawsze musi mie¢ na wejsciu dodatnie
cisnienie.

2. Na str. 21 patogeneza miazdzycy jest omowiona w sposéb nazbyt uproszczony. To nie
tylko odktadanie sie LDL w $cianie naczynia.

3. Na stronie 23, 2 linia od konca trzeba by napisac¢: nekrozie lub apoptozie.
4. Na stronie 20, 12 linia od dotu: czy nie lepiej napisa¢ jednoczesnie zamiast symultanicznie.
5. Jest kilka btedow literowych p. str. 42 ostatnia linia ,,ptodowea”.

6. Mam drobne zastrzezenia do sfomutowania celu pracy: Zamiast ,Przygotowania grup
doswiadczalnych szczuréow” lepiej napisa¢ Opracowanie modelu i uzyskanie szczuréw z
eksperymentalnym zawatem lewej komory miesnia sercowego.

7. Pomimo obecnej tendencji do zamiennego uzywania tych terminéw, w moim przekonaniu
w opracowaniach naukowych lepiej uzywac terminu piSmiennictwo, a nie literatura.

8. Pomimo nowej tradycji zamieszczania w pracy doktorskiej dokumentéw formalnych takich
jak zgody komisji czy ministrerstwa (tak jak w ocenianej pracy) czy np. zgdd wspdétautorow w
przypadku publikacji nie uwazam tego kierunku za wtasciwy. Jest to bardzo wazne, jednak
powinno pozosta¢c w dokumentacji dotyczgcej przewodu dostepnej w prowadzacej
jednostce.

Mam tez kilka pytan gtéwnie do oceny czynnosciowej terapii komdrkowej:

1. Dlaczego do badania echokardiograficznego znieczulano ketaming z ksylazyng, a do
zawatu izofluranem? Jezeli jest mozliwos¢ znieczulania izofluranem to lepiej jest to stosowac
rowniez do echo, bo nie powoduje bradykardii.

2. Na ile powtarzalne byty zmiany echokardiograficzne po podwigzaniu odgatezienia lewej
tetnicy wiencowej? Czy selekcjonowano zwierzeta o odpowiednich parametrach
echokardiograficznych? Jak wygladaty parametry echokardiograficzne u zwierzat u ktérych
nie wywofano zawatu.

3. W planie eksperymentdéw in vivo podano wykonanie badania echo po 2 tygodniach od
zawatu przed podaniem komodrek i na koniec po 42 dniach. W wynikach jest jednak tylko
jedna tabela i nie jest do konca jasne z ktérego punktu. Jezeli sg dostepne wyniki przed i po
terapii komdrkowej to poréwnanie analizy zmian u poszczegdlnych zwierzat pozwolito by na
bardziej precyzyjna ocene efektéw czynnosciowych.
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4. Bardzo bytbym ciekaw opinii Autorki pracy dotyczgcej obecnych perspektyw zastosowania
terapii komoérkowych w leczeniu pozawatowej niewydolnosci serca u ludzi.

Wymienione uwagi do ocenianej przeze mnie pracy w zadnej mierze nie umniejszajg jej
bardzo wysokiej warto$ci naukowej oraz praktycznej. Praca stanowi bardzo znaczacy wkfad
w badania nad zrozumieniem mechanizméw i praktycznym zastosowaniem terapii
komodrkowych w leczeniu niewydolnosci serca. Oceniana praca spetnia wszystkie kryteria
formalne stawiane rozprawie doktorskie;j.

Wnosze do Komisji Doktorskiej Instytutu Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk o
dopuszczenie mgr Anny Rugowskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego. Ponadto,
biorgc pod uwage wysokg wartosé¢ przeprowadzonych badan, ich spdjnos¢, zastosowanie
trudnych i zréznicowanych procedur eksperymentalnych oraz wykonanie bardzo
potrzebnych, a czesto pomijanych procedur szczegétowej walidacji na kazdym etapie
sktadam dodatkowy wniosek o wyrdznienie.

Z powazaniem

4du Biochemii
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