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Choroby sercowo-naczyniowe (CVD) sg jedna z najpowazniejszych przyczyn smiertelnodci na
Swiecie, stanowigca ogromne wyzwanie zdrowotne zaréwno w Polsce, jak i globalnie. CVD
odpowiadajg za okoto 32% wszystkich zgonéw rocznie (dane Swiatowej Organizacji Zdrowia
- WHO). Oznacza to okoto 17,9 miliona zgon6w rocznie z powodu choréb serca i naczyn. CVD
dotyka okoto 523 milionéw ludzi na $wiecie. Przewiduje sie, ze liczba przypadkow bedzie rosta
ze wzgledu na starzenie si¢ populacji, styl zycia oraz czynniki srodowiskowe. W Polsce CVD
sq przyczyna okoto 43% wszystkich zgonoéw, co oznacza ponad 160 000 zgonéw rocznie. Sa
wige najwigkszym zabdjca Polakéw, wciaz wyprzedzajac nowotwory i inne choroby
przewlekle. Liczba 0séb z chorobami sercowo-naczyniowymi wynosi okoto 10 milionéw, a
liczba ta rosnie z roku na rok. Stad ogromna potrzeba prowadzenia nie tylko réznego rodzaju
dziatan prewencyjnych, ale takze tworzenia nowych metod terapii, w tym z wykorzystaniem
metod inzynierii tkankowej i regeneracyjnej oraz wprowadzania nowych lekéw, ktérych
testowanie moze odbywaé sie dzigki tworzeniu modeli serca 3D uzyskanych w wyniku hodowli
komorkowych (heart-on-a-chip, engineered heart tissue-EHT). Takie podejécie pozwala na
badania bardziej zblizone do fizjologicznych warunkéw niz tradycyjne hodowle komérkowe,
ogranicza (a nawet eliminuje) testowanie na modelach zwierzecych, a w przyszlosci moze
rowniez doprowadzi¢ do tak pozadanej indywidualizacji terapii kardiologicznej. Modele serca
sa wykorzystywane gléwnie do testowania lekow, ktére mogg wplywaé na funkcje miesnia
sercowego, bezpicczenistwo kardiologiczne oraz toksyczno$é. Komercjalizacja technologii
modeli tkankowych serca staje si¢ w zwigzku z tym coraz bardziej popularna i rozwija sie
dynamicznie, zwlaszcza w kontekscie przemystu farmaceutycznego, medycyny regeneracyjnej
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osrodkow naukowych i firm biotechnologicznych w Europie. Dlatego uwazam temat pracy
podjety przez doktorantke za aktualny, trafnie dobrany i obiecujgcy dla przyszlej
komercjalizacji badan podstawowych, a takie z perspektywy przyszlej praktyki
klinicznej.

Rozprawa doktorska przedstawiona mi do recenzji napisana jest w jezyku angielskim i ma
typowy dla dysertacji doktorskich uktad. Sklada si¢ z 5 rozdziatéw, zawiera 23 tabele i az 68
rycin, zacytowano w niej 150 pozycji pi$miennictwa.

We wstgpie autorka omawia epidemiologie choréb sercowo-naczyniowych jako uzasadnienie
podjecia pracy badawczej w obszarze inzynierii tkankowej serca. Nastepnie omawia zwigzle
anatomie¢ i fizjologie serca czlowieka, w tym mechanizmu skurczu oraz przewodzenia na
poziomie molekularnym. Zabraklo mi w tym miejscu oméwienia struktury przestrzennej i
warstw widkien mig$niowych w sercu, ktore ulozone spiralnie umozliwiajg efektywny
hemodynamicznie i zsynchronizowany skurcz, co wydaje sic mie¢ znaczenie przy
konstruowaniu bardziej zaawansowanych modeli tkankowych serca. Nastgpnie omawia réznice
morfologiczne oraz fizjologiczne pomig¢dzy kardiomiocytami komor i przedsionkéw, w tym w
profilu ekspresji genéw, strukturze i elektrofizjologii komérkowej. Podjety tez zostal temat
postulowanej roli fibroblastéw sercowych i tkanki tacznej serca dla fizjologii przewodzenia
impulsu oraz skurczu migsnia sercowego, a takze potencjalna rola fibroblastow w dojrzewaniu
1 réznicowaniu kardiomiocytéw. Nastepnie doktorantka uzasadnia prace nad tworzeniem
modeli tkankowych i omawia ograniczenia zwigzane z modelami zwierzgcymi. Wreszcie
przechodzi do oméwienia iPCS jako zrédta kardiomiocytéw w modelach tkankowych, ich
roznicowanie i dojrzewanie. Omawia takze dostgpne modele 3D w tym organ-on-a-chip oraz
Engineered Heart Tissue (EHT). Cato$¢ swiadczy o rozleglej i catosciowej wiedzy doktorantki
dotyczacej badanych zagadnien.

Cele badania sg sprecyzowane jasno i obejmujg: 1) Stworzenie zaawansowanego modelu
komorowo(jamowo)-specyficznego (chEHT); 2) Potwierdzenie przydatnosci modelu chEHT
do testowania leku AP14145 o znanej aktywnosci klinicznej specyficznej dla przedsionkéw
serca, oraz 3) udowodnienie wptywu fibroblastow sercowych na réznicowanie kardiomiocytow
w kierunku przedsionkowym i komorowym z wykorzystaniem modelu EHT.

W czgsci dotyczacej metodologii zawarto szczegbtowy opis zardwno stosowanych materiatow,
szczegotowych metod laboratoryjnych hodowli kardiomiocytéw (CMs) z linii iPSCs, a
nastepnie dalszego ich roznicowania na kardiomiocyty przedsionkowe i komorowe. Bardzo
pomystowy byl sposob badania nat¢zenia skurczu wyhodowanych wiékien miesniowych i
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w modelu przedsionkowym i komorowym. Poddano réwniez badaniu ekspresje genow
sercowo-zaleznych poprzez izolacje RNA z odpowiednich puli kardiomiocytéw oraz metode
qRT-PCR. Wykonywano takze m.in. testy immunoflurosecencji oraz cytometrig przeptywowa.
Nie mam zastrzezen do przyjetych metod statystycznych.
W rozdziale wyniki podany jest przebieg eksperymentéw i ich rezultaty. Bardzo silng strong
pracy doktorskiej s liczne ilustracje i kolorowe ryciny, dobrze objasniajace zaroOwno procesy
fizjologiczne, metodologig i kolejne etapy pracy badawczej, jak i uzyskane wyniki.
Pierwszy etap badania doprowadzil do stworzenia metodologii opracowania komoro-
specyficznego modelu tkankowego (chEHT). Jest to znaczace osiggni¢cie w pordwnaniu do
dotychczas wykorzystywanych modeli serca i pozwala na odwzorowanie funkcjonalnych
roznic migdzy przedsionkami i komorami w tym czestotliwosei i czasu trwania skurczu.
Dodanie do modelu fibroblastow sercowych komorowych i przedsionkowych pozwolito
Jeszcze bardziej zwigkszy¢ swoistosé tkankowa modelu.
Okazato si¢ rowniez, ze lek AP14145 dziatajac wybiérezo na wolno-przewodzace Ca-zalezne
kanaly potasowe (kanaly SK) specyficzne dla przedsionkéw serca (cel dla leczenia migotania
przedsionk6w), rzeczywiscie dziala na kardiomiocyty przedsionkowe w ch-EHT, a praktycznie
nie wplywa na kardiomiocyty komorowe.
Starannie przeprowadzono badanie dotyczaca roli fibroblastow =z réznicowaniu
kardiomiocytow z wykorzystaniem metod biologii molekularne;.
W rozdziale dyskusja doktorantka jeszcze raz omawia i podsumowuje uzyskane wyniki swoich
badan nad chEHT w kontekscie dotychczasowego pismiennictwa w tym zakresie wykazujac
si¢ znaczng wiedzg i swobodg naukowego dyskursu. Na koniec wskazywane sa dalsze mozliwe
kierunki badar jak np. badania nad rola fibroblastéw w patogenzie kardiomiopatii z niescalenia
lewej komory. Nieco brakuje w pracy rozdziatu z ograniczeniami pracy, w ktérej kompleksowo
podsumowano by potencjalne trudnosci lub niescistosci metodologiczne oraz mozliwe bledy w
uzyskanych wynikach, cho¢ oczywiscie w rozdziale dyskusja wiele takich stwierdzen jest
zawartych.
Autorka formutuje cztery wnioski oparte na wynikach pracy, z czego trzy odpowiadajg
postawionym wcze$niej celom pracy, natomiast wniosek 4. dotyczacy postawionej przez
doktorantke hipotezy, ze szlak kwasu retinowego moze wyjasnia¢ wplyw fibroblastow
przedsionkowych na los kardiomiocytow, stanowi raczej podstawe do dalszych badan niz jest
bezposrednim wnioskiem z doktoratu.

Jako kardiolog-klinicysta zapoznalem si¢ z recenzowang praca z wielkim

zainteresowaniem. Odnajduj¢ bowiem szerokie perspektywy dla zastosowania proponowanego



modelu tkankowego serca ..komorowo (jamowo)-specyficznego™ (chamber-specific Engieered
Heart Tissue) w medycynie regeneracyjnej i spersonalizowanej, badaniu patogenezy niektdrych
choréb wrodzonych serca oraz przede wszystkim w testowaniu nowych bardziej efektywnych
lekow kardiologicznych. Szczegélnym innowacyjnym osiagnieciem jest stworzenie odrebnego
modelu tkankowego przedsionkéw i komér serca, co pozwala m.in. na oceng dzialania lekow
specyficznych dla danej czgéci serca. Niezwykle istotne jest rowniez odkrycie roli fibroblastow
sercowych w procesie réznicowania kardiomiocytéw, co potwierdza jedng z hipotez
dotyczacych mechanizméw rozwoju i réznicowania serca cztowieka.

Mam nadziejg, Ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska stanie si¢ podstawa do kilku
wartosciowych publikacji w renomowanych czasopismach naukowych o randze
migdzynarodowej z wysokim IF. Sadze réwniez, ze stanie si¢ podstawa do dalszych badan nad
opracowanym modelem (chEHT) i komercjalizacji projektu wykorzystywanym do testowania
lekow.

W zwiazku z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska w
pelni spelnia warunki okreslone w art.190 Ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce
z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz.U. z 2023r. poz. 742 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajace ustaw¢ — Prawo o Szkolnictwie wyizszym i nauce oraz w
Regulaminie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Genetyki
Czlowieka Polskiej Akademii Nauk (IGC PAN) (Uchwala nr 7/korespon/2023 z dnia
4.08.2023r.). oraz wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Genetyki Cztowieka PAN
0 dopuszczenie mgr Agnieszki Nadel do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na znaczng warto$¢ naukows i potencjat jaki przedstawiona dysertacja tworzy do

dalszych badan i praktyki klinicznej zwracam si¢ do Wysokiej Rady IGC PAN o przedstawienie
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rozprawy do wyrdznienia.




