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szczurzym”

W miare postepu w leczeniu ostrego zawatu serca mierzonego istotng
poprawg przezycia wczesnego i odlegfego niewydolnos¢ serca staje
sie epidemig dotykajgca coraz wiekszej liczby pacjentéw. Chociaz terapia
niewydolnosci serca zarowno farmakologiczna jak i oparta o urzadzenia
wszczepialne w tym elektroterapie poprawia przezycie pacjentéw
z niewydolnoscig serca, dazenie do trwatego zahamowania przebudowy
miesnia sercowego czy wrecz jej odwrdcenia pozostaje niespetnionym
dazeniem. Wyniki wiekszosci przeprowadzonych do dzisiaj prac zwigzanych
z uzyciem komodrek macierzystych réznego pochodzenia byty dosc
zniechecajace, a niedawne stanowisko Grupy Roboczej Biologii Komdrkowe]
Serca Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego wskazato, ze ,obietnica
terapii komorkowe] nie zostata jak dotad spetniona”. Ujawnienie, ze wyniki
jednego z pionieréw terapii komérkowej Piero Anversy, byty w duzej mierze
nieprawdziwe nasilito poczucie pewnego zniechecenia.

Wobec powyiszego tym wazniejsze wydaja sie prace u podstaw, ktore powoli
odkrywajg reguty rzadzace terapia komdrkowg, i pozwalajg mie¢ nadzieje,
ze doktadne poznanie mechanizmoéw i efektéw stosowania komorek
macierzystych, w tym komadrek poddanych réznym modyfikacjom, pozwoli
na opracowanie terapii skutkujgcych mierzalnym i trwatym efektem
klinicznym. Zesp6t profesora Macieja Kurpisza nalezy do pionierdow
stosowania komorek macierzystych pochodzenia miesniowego w terapii
regeneracyjnej miesnia sercowego. Powstata pod kierunkiem profesora
Kurpisza praca doktorska mgr Anny Rugowskiej wpisuje sie w mojej opinii
w cigg prac tego zespotu zmierzajgcych do takiej modyfikacji mioblatow
ludzkich by doprowadzic do ich efektywnej i co istotne bezpiecznej integracji
z uszkodzonym migsniem sercowym.
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Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Anny Rugowskiej, zatytutowana ,Wplyw
ekspresji koneksyny 43 w ludzkich komdrkach macierzystych pochodzenia miogennego na poziom
zjawisk arytmogennych oraz na stopien przebudowy pozawatowego serca w modelu szczurzym”
ma forme maszynopisu zawierajacego na 138 stronach oprécz Spisu tresci, Spisu rycin, Spisu tabel
oraz streszczen w jezyku polskim i angielskim, tres¢ rozprawy (110 stron) opatrzong wykazem 143
cytowanych pozycji literaturowych. Praca finansowana byfa z grantu Preludium Narodowego
Centrum Nauki oraz z dwdch Projektdw badawczych Narodowego Centrum Badan i Rozwoju. Praca
uzyskata pozytywng opinie Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu oraz Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach
w Poznaniu.

W trakcie prowadzonych przez siebie badan doktorantka postuzyta sie mioblastami ludzkimi
pozyskanymi z tkanki miesniowej pacjentéw poddawanych rekonstrukcji wigzadta krzyzowego
przedniego. Mioblasty izolowata z hodowli tkankowej, w ktorej oprécz mioblastéow z typowym
markerem powierzchniowym CD56+, znajdowafy sie réwniez komoérki mioendotelialne CD144+
i populacja uboczna CD45+. Doktorantka transfekowata mioblaty z uzyciem elektroporacji,
plazmidem pCiNeo-CX43 zawierajagcym sekwencje kodujaca dla genu koneksyny 43 lub wektorem
pustym pCiNeo nie zawierajgcym sekwencji genu. Ponadto doktorantka wykonywata transfekcje
kontrolng plazmidem pEGFP-C1 umozliwiajacym wzbudzenie nadekspresji biatka zielonej
fluorescencji co pozwolito na ocene wydajnosci transfekcji na poziomie okoto 87%. Dalsza hodowla
w medium roznicujgcym potwierdzita, ze transfekowane plazmidem ekspresyjnym mioblasty
zachowaty zdolnosé przeksztatcania sie w miotuby. Metodg PCR w czasie rzeczywistym doktorantka
stwierdzita istotnie nizszg ekspresje genéw miogeniny (MYOG), miogennego czynnika rdznicujgcego
(MYOD) i ciezkiego taricucha miozyny (MCHC1) przy zachowanej ekspresji MYF5 — czynnika
miogenicznego 5 w transfekowanych mioblastach wzgledem mioblastéw dzikich, co interpretuje jako
zjawisko korzystne mogace zwieksza¢ potencjat proliferacyjny transfekowanych mioblastow. Ponadto
metodg PCR stwierdzita ogromng nadekspresje genu GJA1, ktdrej towarzyszyt 4 krotny wzrost
ekspresji biatka koneksyny 43 w mioblastach transfekowanych.

Tak przygotowane mioblasty zostaly nastepnie uzyte w doswiadczeniach polegajgcych
na ich implantacji w okolice blizny pozawatowej serca szczura. Doktorantka zastosowata model
zawatu wywotanego podwigzaniem jednej z gafezi lewej tetnicy wiericowej serca szczura.
Po 14 dniach, gdy zawat miat forme blizny tgcznotkankowej, a kurczliwos¢ lewej komory oceniana
echokardiograficznie spadta do indeksu kurczliwosci odcinkowej $rednio 18,5-20,5 z mozliwych
23 pkt, doktorantka podawata w okolice obrzeza zawatu 3x50ml mioblastéw - natywnych
lub transfekowanych w stezeniu 1min komorek/100ml, lub odpowiednig ilos¢ soli fizjologicznej.
Po kolejnych 4 tygodniach serca szczuréw poddawane byty probie indukcji komorowych zaburzen
rytmu za pomocg protokotu stymulacji bezposredniej elektrodami nasierdziowymi. Doktorantka
wykazata, ze liczba wyindukowanych komorowych zaburzer rytmu byta w sercach poddanych
implantacji mioblastéw transfekowanych genem koneksysny 43 istotnie nizsza niz w sercach
poddanych implantacji mioblastéw natywnych. Niestety autorka nie oceniata kurczliwosci migsnia
sercowego w poszczegolnych grupach. Natomiast wykazata immunohistochemicznie, ze w miesigc
po implantacji mioblastami transfekowanymi w sercu szczura nadal obecne byly mioblasty
obtadowane koneksyng 43. Ponadto wykazata, ze zawierajgce aktyne miesni gladkich mioblaty
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wystepujg po miesigcu zarowno w sercach poddanych implantacji mioblastow natywnych
jak i transfekowanych koneksyng 43, z tym, ze mioblaty transfekowane tworzyty strukture
rownolegta do kierunku komorek serca biorcy. Ponadto doktorantka zidentyfikowata
immunohistochemicznie ludzkie jadra komorkowe w preparatach mikroskopowych, co jest kolejnym
dowodem utrzymywania sie ludzkich mioblastow w sercu szczura w miesigc po ich implantacji.
W koncu doktorantka poddata ocenie ekspresje niektorych genow i biatek w 42 dni po zawale
i 28 dni po implantacji mioblastow ludzkich w catej (?) lewej komorze szczura. Wyniki tej czesci pracy
wydajg sie dos¢ niespojne. O ile PCR w czasie rzeczywistym wskazat na wzrost ekspresji genu
kodujgcego kanat wapniowy typu L i spadek ekspresji genu sarkoplazmatycznej ATP-azy wapniowe]j
(Serca) to w ocenie Western Blot obserwowano spadek ekspresji tych biatek w sercach po implantacji
mioblastéw z nadekspresjg koneksyny 43. Z kolei w sercach po implantacji mioblastow natywnych
obserwowata doktorantka spadek ekspresji genu wymiennika sodowo-wapniowego ze wzrostem
ekspresji biatka w metodzie WB. Doktorantka opierajgc sie na tym, ze stosunek ekspresji biatka
NCx1/Serca2a byt nizszy w sercach poddanych implantacji transfekowanych mioblastow
niz w sercach poddanych implantacji mioblastéw dzikich wnosi, ze transfekcja mioblatow wptyneta
korzystnie na ,przebudowe funkcjonalng miesnia sercowego szczura”. Doktorantka oceniata rowniez
poziom ekspresji w sercu gendw i biatek czynnika transkrypcyjnego Gata 4 i transformujgcego
czynnika wzrostu Tgfbl. W wypadku Gata 1 nie stwierdzita réznic pomiedzy grupami, a w wypadku
Tefbl stwierdzita wzrost ekspresji genu w sercach po implantacji transfekowanych mioblastow,
ale niestety nie udafo jej sie uzyska¢ pozytywnego wyniku Western Blot.

Podsumowujac przedstawiona praca doktorska jest swiadectwem ogromnego wysitku wtozonego
przez mgr Rugowska w jej przeprowadzenie jak i biegtosci doktorantki w postugiwaniu sie metodami
biologii molekularnej. Praca potwierdza, ze ludzkie mioblasty mozna transfekowa¢ genem GJAL,
co skutkuje wieksza produkcjg koneksyny 43. Z kolei wszczepienie tak przygotowanych mioblastow
w okolice obrzeza zawatu wigze sie z mniejszg sktonnoscig do arytmii komorowych niz implantacja
mioblastow nietransfekowanych. W trakcie lektury dysertacji nasuneto mi sie jednak szereg pytan
natury merytorycznej jak i uwag zarowno merytorycznych jak i redakcyjnych.

Rozpoczne od pytania natury ogdlnej, na ktére nie znalaztem odpowiedzi ani we wstepie,
ani w dyskusji. Zespot profesora Macieja Kurpisza opublikowat wczesniej badania, w ktérych badat
efekty wszczepiania ludzkich mioblatéw do ludzkiego serca, w tym mioblastow modyfikowanych
genetycznie z nadekspresja koneksyny 43, oraz badania charakteryzujgce mioblaty ludzkie
z nadekspresjg koneksyny 43 wszczepiane do serc mysich. Zespot ten zresztg od dawna zajmuje
sie mozliwosciami uzycia komdrek macierzystych pochodzenia miesniowego do - regeneracji
uszkodzonego migsnia sercowego. W dysertacji brakuje mi jasnego odniesienia do wczesniejszych
prac zespofu i wskazania celu podjetych badan na tle badan juz wczesniej przeprowadzonych.
Czym podyktowany byt wybdr takiego a nie innego modelu. Dlaczego badano ludzkie mioblasty
implantowane do serca szczura, a nie szczurze mioblasty implantowane po namnozeniu do jego
wiasnego serca. Dlaczego badanym modelem zawatu byt zawat u szczura, a nie jak w poprzednich
pracach zespotu u myszy. Czy réznice miedzygatunkowe maja tu jakie$ znaczenie?

Najwazniejszym merytorycznym stabym punktem pracy (co zresztg autorka sam przyznaje) jest brak
oceny kurczliwosci lewej komory serca szczura w miesigc po implantacji mioblastow. Czytelnik
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dowiaduje sie, ze indeks arytmii w sercach z implantacjg transfekowanych mioblastéw jest nizszy
niz po wszczeeieniu mioblastow dzikich. Jednak jest on trzykrotnie wyiszy niz w sercach bez
implantacji. Uzyskany efekt antyarytmiczny ma sens, o ile wszczepienie mioblatow poprawia
czynno$¢ serca. Nie jest przeciez oczywiste, ze obecnos¢ zywych mioblastéw w okolicy blizny
przyczynia sie do poprawy czynnosci lewej komory, a tym bardziej, ze wszczepienie mioblastow
transfekowanych da taki sam (lub lepszy) efekt hemodynamiczny jak wszczepienie mioblastow
niemodyfikownych. Doktorantka powinna przynajmniej przywota¢ wyniki prac wskazujacych na to,
ze taka poprawa (w uzywanym przez nig modelu) rzeczywiscie ma miejsce.

Kolejna uwaga dotyczy badania ekspresji gendéw czynnikéw miogennych w mioblastach.
Mysle, ze dysertacje wzbogacitaby jasno zdefiniowana hipoteza robocza, zgodnie, z ktdérg autorka
badata geny czynnikow miogennych. Czy doktorantka usitowata pokazac, ze charakterystyka
transfekowanych mioblastow jest zblizona do natywnych, czy tez od razu zaktadata, ze transfekcja
moze zmienia¢ poziom zroznicowania mioblastéw? Czy fakt, ze sama elektroporacja wydaje sig cofac
mioblasty na ich szlaku roznicowania byt wczesniej znany? Doktorantka stwierdza, ze obserwowane
potencjalne zwiekszenie zdolnosci proliferacyjnych transfekowanych mioblastow jest zjawiskiem
korzystnym gdyz moze zwieksza¢ szanse regeneracji miesnia sercowego. Jak pisze modyfikacja
genetyczna ,wywierata pozytywny wptyw na biologie i funkcje komorek macierzystych pochodzenia
miogennego”. Czy doktorantka zdaje sobie sprawe, ze taki pozytywny wptyw jak i samo zwigkszenie
potencjatu proliferacyjnego sg w tym wypadku domniemane? Zmiany na poziomie ekspresji genow
czynnikéw miogennych nie musza sie w rzeczywistosci przektada¢ na funkcje mioblastow.
Ewentualng zmiane czynnosci i opdznienie réznicowania nalezatoby dopiero zbadac i potwierdzic.
Wyniki doktorantki cho¢ sugestywne, nie pozwalajg na formutowanie tak kategorycznych stwierdzen.
Ponadto, czy taki zwiekszony potencjat proliferacyjny moze tez mie¢ nagatywne konsekwencje?
Chetnie poznathym opinie doktorantki na ten temat.

W koncu doktorantka bada ekspresje wybranych genow i biatek w lewych komorach serca w 28 dhni
po implantacji mioblastéw lub eksperymencie pozorowanym (sham). W rozdziale 5.2. podkresla,
ze ,rownoczesna ekstrakcja RNA i biatka z tej samej probki ma kluczowe znaczenie dla okreslenia
doktadnych korelacji pomiedzy ekspresja genowa i biatkowg”. Nastepnie jednak, poniewaz wyniki
PCR i WB okazaty sie niespdjne, pisze: ,nalezy pamietac, ze w komdrkach ssakéw korelacja pomigdzy
ekspresja mRNA i biatka jest stabsza” oraz, ze ,szybkos¢ degradacji mRNA wynosi 2-7h (..)
w porownaniu z 48h wymaganymi do degradacji biatka”. Zdaniem recenzenta doktorantka powinna
rowniez zwroci¢ uwage na fakt, ze badajac ,cate serca” bada probki pochodzace réwnoczesnie
z wielu typow komarek, oraz roznych obszaréw lewej komory, poczawszy od blizny pozawatowej,
poprzez obszar okotozawatowy zawierajgcy wszczepione mioblasty (trudno powiedzie¢ w jakiej ilosci)
i miesien sercowy w obszarze potencjalnie niedokrwionym oraz odlegte miokardium lewej komory.
Ekspresja badanych czynnikdw w réznych czesciach lewej komory i w réznych komérkach moze by¢
rozna i moze sie zdarzy¢ tak, ze badane mRNA pochodzi z komorek jednego typu, podczas gdy
badane biatko znalazto sie probce na skutek jego produkcji w zupetnie innych komérkach. Zgadzam
sie z doktorantka, ze spadek poziomu Serca2 (na poziomie biatka), moze $wiadczy¢ o mniejszym
zaawansowaniu przebudowy miesnia sercowego. Niemniej wnioskowanie na tej podstawie,
ze to mioblasty poprawiajac czynnos$¢ lewej komory, zmniejszaly stres sciany, produkcje NTproBNP
i przez to prowadzity do wzrostu produkcji Serca2 wydaje mi sie znowu zbyt daleko idgce. Przeciez
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wystarczyto pobraé poziomy NTproBNP u badanych szczuréw, zeby taka hipoteze sprawdzi¢. Ponadto
zastanawiatem sig, czy badanie osobno odlegtego miokardium, a osobno czeéci lewej komory objete;

zawatem nie pozwolitoby na fatwiejsze wnioskowanie co do zmian zachodzacych w nieobjetej

zawatem czesci lewej komory. .

Chciatbym réwniez zgtosic kilka drobnych uwag natury poniekad redakcyjnej (cho¢ nie tylko).

i1

Doktorantka znaczaca czes¢ metodyki zamiescita w rozdziale wyniki. W wynikach znalazt
sie opis sposobu oceniania efektywnosci transfekcji mioblastow, metoda oceny jakosci
izolowanego RNA, weryfikacji odwrotnej transkrypcji, przygotowywania krzywych
standardowych, po czesci opis postepowania ze zwierzetami i ich tkankami w trakcie
doswiadczen na zwierzetach, opis skali stuzgcej do badania arytmii, czy metodyka badania
ex vivo genow w sercach szczura. Taki sposob pisania wynikow, w ktérym duze fragmenty
metodyki przeplatajg sie rzeczywistymi wynikami bardzo utrudnia czytanie dysertacji.
Ponadto krzywe standardowe, krzywe topnienia gendw czy obrazy rozdziatu
elektroforetycznego RNA potwierdzajgce poprawnos$¢ metodyczng pracy sg bardzo waine,
ale nie jestem przekonany, czy ich umieszczenie w rozdziale wyniki, nie zaciemnia obrazu
rzeczywistych wynikow eksperymentéw.

Nie jest jasne skad pochodzi wspomniana skala stuzgca ocenie arytmii. Czy jest to skala
autorska czy tez zostata zaczerpnieta od innych autorow — brak odnosnika literaturowego.
Czy byta ona walidowana u szczurow i czy stosowana jest zawsze z takim protokotem
stymulacji/indukcji arytmii jak w ocenianej pracy?

W odczuciu recenzenta proces wiodgacy od pobrania ludzkiej miesniowki do modyfikowania
mioblastéow jest opisany nazbyt pobieznie. Jak rozumiem doktorantka postugiwata
sie mioblastami pochodzgcymi z rozmrozenia. Czy doktorantka sama zaktadata hodowle
komorkowe? Na ktérym etapie dochodzito do wzbogacenia hodowli tak by zawierata gtéwnie
mioblasty? Jak dtugi byt okres czasu i liczba pasazy pomiedzy pobraniem fragmentu miesnia
szkieletowego, zamrozeniem, a nastepnie elektroporacjg mioblastow. Proces ten, by¢ moze
oczywisty dla biologa molekularnego, jest niejasny dla recenzenta, a wydaje sie, ze w pracy
doktorskiej powinien byc¢ opisany wystarczajaco szczegétowo.

Doktorantka w wielu miejscach nie podaje w sposOb wystarczajgco jasny liczebnosci
badanych probek. Na przyktad nie jest jasne na jakiej ilosci prob badano ekspresje genow
czynnikdw miogennych w mioblastach. Obecnos¢ baréw btedu na rysunkach wskazuje,
ze prébek byto wiecej niz jedna. Podobnie nie jest jasna liczba badanych zwierzat ani liczba
probek poddanych ocenie ekspresji genéw i biatek lewej komory serca. W metodyce
doktorantka pisze o 12 szczurach w kazdej grupie. Tymczasem w wynikach okazuje sie,
ze analizie poddano 10 zwierzat w grupie terapeutycznej, 6 w grupie z mioblastami
natywnymi i 15 (!) w grupie Sham. Zgodnie z opisem zwierzeta utracono najpierw przy okazji
indukcji zawatu (13 zwierzat) i nastepnie 6 w trakcie zabiegu implantacji komérek/0.9% soli.
Jezeli do zgonu dochodzito w trakcie zabiegu to mozna byto zwiekszy¢ na tym etapie grupe
z mioblatami kosztem grupy sham. Jezeli natomiast do zgonu dochodzito po operacji
wszczepienia komarek, to nie mozna tego pomija¢ jako ewentualnego wptywu implantacji
mioblastéw na przezycie zwierzat. W koncu tabela 35 sugeruje, ze badaniu PCR i WB
poddano jedynie 8, 5 i 7 serc z poszczegblnych grup. Najlepszym sposobem rozwiania
wspomnianych watpliwosci jest podawanie liczny N przy kazdej grupie w opisie kazdego
rysunku/tabeli.
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5. Recenzent ma ‘tez pewng watpliwos¢ dotyczaca tego czy postugiwanie sie S$rednig
z odch\éleniem standardowym w wypadku tak mato licznych grup o rozktadzie najpewniej
skrzywionym jest statystycznie poprawne. Wydaje sie, ze mediany z zakresami badz
kwartylami bytyby bardziej na miejscu. .

6. W koncu znalaztem w pracy szereg btedéw redakcyjnych, ktére nie wptywajg na wartosc
merytoryczng prac i ktorych nie bede wyliczat. Wspomne jedynie, ze tabela zawierajgca
jak rozumiem gtéwny wynik badania tj. indeks arytmii w 42 dniu eksperymentu, zawiera
tytuty kolumn ECHO (WMSI) sugerujace jakoby wynikiem byt wskaznik kurczliwosci migsnia
Sercowego.

Na zakonczenie pragne jeszcze raz podkresli¢é ogrom wysitku wtozony przez doktorantke
w przeprowadzenie badan, jak i widoczng w pracy biegtos¢ mgr Rugowskiej w postugiwaniu
sie metodami biologii molekularnej. Praca swiadczy rowniez o niewatpliwej znajomosci tematu
i wiedzy teoretycznej mgr Anny Rugowskiej oraz potwierdza jej umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Oceniana rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Tym samym przedstawiona mi rozprawa wyczerpuje warunki art. 13. ust. 1 Ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki i pozwala mi wnioskowa¢ do Rady Naukowej Instytut Genetyki Cztowieka PAN
o nadanie mgr Annie Rugowskiej stopnia naukowego doktora.
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