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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne,

mgr Agnieszki Nadel
pt.: ,,The establishment of human iPSCs -derived chamber-specific Engineered Heart Tissues for
deciphering the cardiac development and for pharmacological studies”

uszykowanej pod opiekg promotorska
Pana dr hab. n. med. Tomasza Kolanowskiego, prof. IGC PAN

w Zaktadzie Patologii Molekularnej
Instytutu Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Pomimo znacznych postepdw leczenia, zardwno poprzez interwencje w styl zycia jak i z
wykorzystaniem wszczepialnych urzadzen i interwencji zabiegowych oraz rozbudowanej
farmakoterapii, choroby uktadu sercowo-naczyniowego, w szczegdlnosci choroby serca, sg gtéwna
przyczyng smiertelnosci w skali globalnej oraz w Polsce, a ich leczenie jest duzym obcigzeniem dla
systemu opieki zdrowotnej. Poszukiwanie nowych metod leczenia choréb sercowo-naczyniowych
wymaga modeli doswiadczalnych umozliwiajgcych translacyjnos¢ uzyskanych wynikéw do ich
zastosowania u ludzi. Jednym z istotnych ograniczen wielu obecnie uzywanych modeli
eksperymentalnych jest odmiennos¢ kardiomiocytéw najczesciej uzywanych zwierzat laboratoryjnych
— myszy i szczura - w stosunku do zjawisk elektrofizjologicznych i zwigzanych z obrotem jondéw
wapniowych zachodzgcych w sercu ludzkim. Zarazem modele oparte na zwierzetach zawsze zwigzane
sg z ograniczeniami wynikajgcymi z odmiennosci miedzygatunkowej i coraz silniej wyrazanych

spotecznie dylematéw etycznych.

Duze nadzieje wigze sie z rozwojem metod hodowli komdrkowych, organoidéw oraz tkanek
zarowno jako perspektywicznego narzedzia badawczego, jak i narzedzia do walidacji nowych substancji

jako potencjalnych lekéw oraz jako metod alternatywnych wobec uzycia zwierzat w doswiadczeniach
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naukowych. Sposrdd réznych narzaddw, ktére prébuje sie odwzorowywaé w modelach in vitro, serce
stanowi szczegdlne wyzwanie ze wzgledu na koniecznosé nie tylko uzyskania przestrzennej struktury,
ktdra powinna przybliza¢ geometrie tego narzadu, ale réwniez ze wzgledu na potrzebe uzyskania tkanki,
w ktorej zjawiska elektryczne, mechaniczne i energetyczne zachodza w sposdb ze sobg skoordynowany
i odzwierciedlajagcy w tych aspektach czynnos$¢ catego narzadu. Jednoczes$nie modele takie mogg
opierac sie na komdrkach ludzkich pochodzacych zaréwno od osdb zdrowych, jak i od catego wachlarza
pacjentéw z réznymi chorobami sercowo-naczyniowymi o zréznicowanym podtozu genetycznym lub
metabolicznym. Uzyskanie powtarzalnych hodowli metodg inzynierii tkankowej serca moze otworzy¢
nowe mozliwosci badania podstaw patofizjologicznych chordb serca, poszukiwania nowych
mechanizmdw i oceny dziatania lekdw na elektrofizjologie i czynno$¢ mechaniczng serca, a potencjalnie

w przysztosci moze przyczynic sie do pozyskiwania implantéw tkankowych dla celdw naprawczych.

W tym kontekscie praca doktorska Pani mgr Agnieszki Nadel podejmuje istotng tematyke
badawczg o waznym znaczeniu poznawczym, wdrozeniowym i klinicznym. W badaniach bedacych
podstawag recenzowanej pracy, Doktorantka stworzyta tkankowy model serca z wykorzystaniem metod
inzynierii tkankowej ze zréznicowaniem uzyskanych kardiomiocytéw do form charakterystycznych dla
przedsionkéw i dla komér oraz sprawdzita w tak uzyskanych modelach dziatanie szeregu substancji
farmakologicznych o zréznicowanym efekcie czynnosciowym wzgledem przedsionkéw i komér serca.
Cel rozprawy ma wazne znaczenie zaréwno dla lepszego poznania kluczowych proceséw
umozliwiajgcych tworzenie funkcjonalnych modeli tkankowych ludzkiego serca, jak réwniez wykazuje
duzy potencjat dla badania kandydatéw na leki dziatajgcych na serce, co wskazuje na istotne znaczenie

kliniczne takich badan.

Praca doktorska Pani mgr Agnieszki Nadel ma typowy uktad dysertacji w formie monografii i
napisana jest w jezyku angielskim. W jej sktad wchodzi pie¢ rozdziatéw, w tym: Wistep (Introduction),
Cele pracy (Scientific Aim), Materiaty i metody (Materials and methods), Wyniki (Results), Dyskusja
(Discussion), po ktérej znajdujg sie Whioski (Conclusions). Wtasciwa cze$¢ pracy poprzedzona jest
informacjg o zrédfach finansowania, spisem skrétdéw oraz streszczeniami w jezyku polskim i w jezyku
angielskim. Spis rycin i tabel oraz pismiennictwo i wykaz publikacji Doktorantki zamieszczone zostaty na
koncu pracy. Praca doktorska ma objetos¢ 163 stron maszynopisu, zawiera 68 rycin, 23 tabele oraz 156
pozycji pismiennictwa. Zwraca uwage staranna redakcja pracy, poprawnos¢ jezykowa oraz czytelnosc
rycin, tabel i ich opiséw. Poszczegdlne rozdziaty sg w logiczny sposdb podzielone na odrebne sekcje, co
utatwia czytelnikowi zapoznanie sie z zawartoscig pracy. Badania bedgce podstawg dysertacji byty
finansowane w ramach grantu Narodowego Centrum Nauki nr 2018/31/D/NZ3/01719, ktdrego

kierownikiem byt Promotor pracy doktorskie;j.



Z obowigzku recenzenta musze wskaza¢ na kilka drobnych uchybien natury edytorskiej. W
manuskrypcie pojawiajg sie czasem niespdjnosci miedzy podmiotem zdania a odpowiednig liczbg
czasownika. Formatowanie pismiennictwa w czesci pozycji odbiega od przyjetego w pracy stylu,
ponadto niektdre pozycje nie majg petnej informacji bibliograficznej (np. tytutu czasopisma czy zakresu
stron). Powtarzalnos¢ tych niedociggnieé sugeruje problemy z formatowaniem zrédtowych danych w
programie do zarzadzania cytowaniami. Mozna wskaza¢ réwniez na inne pojedyncze niedociggniecia
(np. str. 69 — Figure 7 — powinno by¢ Figure 8; str. 70 — zaburzona kolejno$¢ numeracji rycin — pojawia
sie rycina Figure 7.1, ktéra nie znajduje sie w spisie i odbiega od kolejnosci numerowania; str. 71 —
nieusuniete polskie komentarze dot. formatowania; str. 129 — zmiana odstepu interlinii) i nieliczne
btedy interpunkcyjne. Jednak powyzsze moje uwagi nie wptywajg na ogélnie wysoki poziom edytorski

pracy i nie umniejszajg jej merytorycznej zawartosci.

We Wstepie (Introduction) mgr Agnieszka Nadel opisata w sposdb catosciowy, a zarazem
zwiezty, zagadnienia zwigzane z obcigzeniem chorobami sercowo-naczyniowymi wspdtczesnego
spoteczeistwa, omawia podobienstwa i réznice pomiedzy kardiomiocytami pochodzenia
przedsionkowego i komorowego wzgledem ich wtasciwosci elektrofizjologicznych i czynnosciowych, a
takze omawia udziat fibroblastéw sercowych w rozwoju embrionalnym serca i ich wptywie na
determinacje fenotypu kardiomiocytédw i macierzy zewnatrzkomérkowej oraz wiasciwosci
mechanicznych i elektrycznych poszczegdlnych jam serca. W dalszej czesci (Introduction) Doktorantka
wprowadza zagadnienia zwigzane z potencjalnym zastosowaniem modeli tkankowych serca w
badaniach podstawowych i wdrozeniowych, z uwzglednieniem ich jako alternatywy dla badan w
modelach zwierzecych, potencjat w rejestracji nowych lekdow wynikajgcy ze zmian w legislacji
wzmachniajacych role modeli komdrkowych i tkankowych zamiast zwierzecych. Istotng czesciag Wstepu
(Introduction) jest tez omowienie indukowanych pluripotencjalnych komdrek macierzystych (iPSCs),
mozliwos¢ indukowania ich do postaci mtodych kardiomiocytéw oraz ograniczenia zwigzane z brakiem
rozrézniania na kardiomiocyty przedsionkowe i komorowe w dotychczas najczesciej stosowanych
modelach. W mojej ocenie szczegdlnie wartosciowe jest zwrdcenie uwagi na role fibroblastow
sercowych w warunkowaniu wtasciwosci mechanicznych i czynnosciowych kardiomiocytéw oraz
argumentacja przemawiajaca za ich istotng rolg w réznicowaniu sie fenotypéw kardiomiocytow
zaleznie od ich potozenia w miesniu serca. Ten fragment Wistepu (Introduction) wprowadza istotne mato
upowszechnione idee nie tylko w badaniach klinicznych, ale réwniez w obszarze badan podstawowych.
Zwraca uwage dobre udokumentowanie tej czesci pracy doktorskiej odniesieniami do publikacji
zarowno klinicznych jak i doswiadczalnych w modelach zwierzecych i z wykorzystaniem modeli
tkankowych. Catos¢ Wstepu (Introduction) Swiadczy o dobrym przygotowaniu merytorycznym i
pogtebionej wiedzy Doktorantki dotyczacej problematyki inzynierii tkankowej i uktadu sercowo-

naczyniowego. Stanowi tez merytoryczne podtoze dla przedstawienia celdw i zatozen pracy, do ktérych
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Doktorantka zaliczyta: 1) opracowanie przedsionkowo- i komorowo-specyficznego modelu
tkankowego serca; 2) potwierdzenie skutecznosci tego modelu w oparciu o specyficznego dla
przedsionkdw serca inhibitora kanatu potasowego bramkowanego jonami wapnia; 3) zbadanie roli
fibroblastéw sercowych w rdznicowaniu kardiomiocytéw. Cele i zatozenia pracy sg sformutowane

prawidtowo i wskazujg na przemyslang koncepcje pracy i przygotowany plan badawczy.

Doktorantka zastosowata w swojej pracy liczne techniki, w tym ztozone hodowle komdrkowe i
tkankowe, sekwencjonowanie RNA i analiza sekretomu, barwienia immunofluorescencyjne i
obrazowanie w mikroskopii konfokalnej, czy cytometria przeptywowa. Tak szeroki wachlarz uzytych
metod wskazuje na duzg wszechstronnosé i biegtosé w pracy doswiadczalnej w laboratorium. W czesci
pracy dotyczacej Materiatow i metod (Materials and methods) zwraca uwage doktadnos$¢ opisu i
atencja do szczegdtéw, witacznie z podaniem wykazu uzytej aparatury, numerdw katalogowych, stezen
i objetosci dla wszystkich uzytych odczynnikdw, przeciwciat i primerdw, a takze szczegétowo opisanie
pochodzenia linii komorkowych. Doktadne przedstawienie zastosowanych technik nie tylko wskazuje
na rzetelnos¢, samodzielnos¢ i indywidualnym wktad Doktorantki, ale tez jest forma ,przepisu”
umozliwiajgcego odtworzenie warunkoéw przeprowadzonych doswiadczen. Badania przeprowadzone
przez mgr Agnieszke Nadel w czesci z uzyciem tkanek ludzkich uzyskato zgode Komisji Bioetyczne;j.
Jedynie w opisie zastosowanych metod statystycznych umkneta informacja, czy analizowane dane
spetniaty kryteria zwigzane z normalnym rozktadem odchylen i wariancji dla analiz parametrycznych.
W samej pracy mozna wyrdzni¢ kilka etapow doswiadczenia — stworzenie hodowli zréznicowanych
fenotypowo kardiomiocytéw do kardiomiocytéw przedsionkowych i komorowych z komorek iPSCs;
walidacje tych fenotypéw w oparciu o profil ekspresji gendw oraz pordwnanie uzyskanych
kardiomiocytéw z komdrkami uzyskanymi z biopsji serc przeznaczonych do przeszczepu oraz
czynnos$ciowg charakterystyke kardiomiocytéw przedsionkowych i komorowych w tréjwymiarowej
hodowli tkankowej serca — Engineered Heart Tissue (EHT). Na szczegdlne podkreslenie zastuguje nie
tylko uzyskanie zrdznicowanych fenotypowo kardiomiocytéw, ale tez przemyslany sposéb oceny
czynnosci uzyskanych modeli miesnia przedsionka i miesnia komory. Doktorantka oceniata odpowiedzi
EHT na bodice farmakologiczne (pobudzenie receptoréw beta-adrenergicznych, receptorow
muskarynowych, zmiany stezenia jondw wapniowych, blokowanie kanatéw jonowych specyficznych dla
kardiomiocytéw przedsionkowych) oraz czynniki zwigzane z obcigzeniem wstepnym i oceng
mechanizmu Franka-Starlinga w regulacji sity skurczu. Analizowane parametry w postaci sity i szybkosci
skurczu oraz czestosc¢ skurczéw w uzyskanych tkankach sercowych sg doskonale dobrane jako kluczowe
czynniki determinujgce czynnos¢ hemodynamiczng serca. W mojej ocenie zaproponowany przez
Doktorantke dobdr rejestrowanych i analizowanych parametrow umozliwia przewidywanie odpowiedzi
serca w oparciu o obserwacji w modelu tkanki sercowej. Ponadto wskazuje nie tylko na znajomos¢

technik hodowli komérkowych i inzynierii tkanek sercowych, ale tez na pogtebiong wiedze dotyczaca
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fizjologii serca. Niewatpliwie opis rozdziatu Materiaty i metody wskazujg na wySmienite przygotowanie

Doktorantki do prowadzenia badan, analizy oraz interpretacji uzyskanych wynikéw.

Wielowymiarowe wyniki uzyskane przez Doktorantke majg charakter nowatorski i sg opisane
w spéjny i systematyczny sposdb. llosciowa analiza wynikdéw przedstawiona jest na licznych rycinach,
ktore sg czytelne. Nalezy podkresli¢, ze pomimo licznych wynikéw obejmujacych bardzo réznorodne
techniki eksperymentalne, Doktorantka wywigzata sie z trudnego zadanie spdjnego i logicznego ich
przedstawienia. W mojej ocenie do najwazniejszych obserwacji nalezy stworzenie w oparciu o ludzkie
iPSCs tkankowego modelu o zréznicowanej charakterystyce w zaleznosci o obecnosci kardiomiocytéw
o fenotypie przedsionkowym lub komorowym i potwierdzenie tych fenotypéw i ich funkcjonalnego
podobienstwa do serca ludzkiego z wykorzystaniem testow farmakologicznych i fizjologicznych.
Réwniez istotne jest pokazanie udziatu fibroblastéow w réznicowaniu kardiomiocytéw do postaci
przedsionkowej lub komorowej. W mojej ocenie szalenie istotne jest tez potwierdzenie, ze stworzony
model wykazuje wysokg zgodnos$é z dojrzatymi kardiomiocytami ludzkimi pozyskanymi z biopsji serc

pochodzacych od zdrowych dawcéw w celach transplantacji.

Dyskusja (Discussion) jest poprowadzona przez mgr Agnieszke Nadel spéjnie i zgodnie z
kolejnoscig prezentowanych wynikéw, co utatwia lekture catej pracy o bardzo rozbudowane;j i ztozone;j
metodyce. Uzyskane wyniki zostaty przeanalizowane w kontekscie dotychczasowych badan z
wykorzystaniem podobnych modeli tkankowych serca, w ktérych Doktorantka bardzo sprawnie sie
porusza. Umieszczone w tej czesci pracy ryciny utatwiajg czytelnikowi $ledzenie argumentacji
dotyczacej mechanizmdéw zwigzanych z udziatem fibroblastéw sercowych w rdznicowaniu sie
kardiomiocytéw do postaci przedsionkowej. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze ze wzgledu na liczne czynniki
uwzglednione w pracy, analiza, interpretacja i dyskusja wynikéw byta wielowymiarowa, jednak
Doktorantka dobrze wywigzata sie z tego trudnego zadania - Dyskusja ma duzg wartos¢ merytoryczng,

a wnioski (Conclusions) zawarte w pracy majg oparcie w wynikach.

Pismiennictwo uzyte w pracy zostato poprawnie i odpowiednio dobrane do tematyki pracy
badawczej i zawiera znakomity cze$¢ kluczowych prac w tematyce chemoreceptoréw obwodowych.
Moja weczesniejsza uwaga dotyczaca niespdjnosci edytorskiej cytowan nie umniejsza faktu, ze
pismiennictwo jest dobrane prawidtowo, a uzyte Zrddta wskazujg na bardzo dobre przygotowanie
merytoryczne Doktorantki w obszarze modeli komdrkowych i tkankowych serca, a takze mechanizméw

fizjologicznych biorgcych udziat w regulacji czynnosci serca.

Moja ocena ogdlna przedstawionej pracy doktorskiej przez Panig mgr Agnieszke Nadel jest
pozytywna. Przeprowadzone doswiadczenia wniosty istotng nowg wiedze i narzedzia badawcze

dotyczgcg mozliwosci tworzenia funkcjonalnych modeli miesnia przedsionka i miesnia komory z



ludzkich pluripotencjalnych komérek iPSCi uzycia tych modeli do badania rozwoju jam serca oraz oceny
wplywu czynnikdw farmakologicznych i fizjologicznych na czynnos¢ hemodynamiczng przedsionka i
komory serca. Stworzony przez Doktorantke model jest unikatowy, a uzyskane wyniki sg innowacyjne i
w istotny sposéb uzupetniajg wczesniejsze doniesienia z renomowanych osrodkéw zagranicznych.
Uzyskany model doswiadczalny ludzkiego serca i jego dogtebna charakterystyka na poziomie genowym,
ekspresji biatek, szlakéw sygnatowych oraz czynnosciowym jest waznym i unikalnym osiggnieciem w
skali Polski i istotnie rozwija ten nowy i bardzo perspektywiczny obszar badan w skali globalnej.
Zaplanowanie, przeprowadzenie i interpretacja doswiadczen, a nastepnie ich dyskusja wymagato
ogolnej i pogtebionej wiedzy teoretycznej, dobrze opanowanego warsztatu badawczego oraz dobrej
organizacji pracy ze strony Doktorantki. W mojej ocenie cato$¢ pracy sSwiadczy o wysokiej

samodzielnosci naukowej mgr Agnieszki Nadel.

Lektura tej ciekawej pracy doktorskiej nasuwa nastepujace pytania i prosbe o wyrazenie swojej

opinii przez Doktorantke:

1. Czy mozliwe jest wtgczenie do modelu tkankowego serca EHT komdrek nerwowych autonomicznego

uktadu nerwowego i czy mogtoby to rozszerzy¢ jego mozliwosci?

2. Czy model serca z wykorzystaniem metod inzynierii tkankowej moze wnies¢ istotng nowg wiedze

dotyczacg patofizjologii chordb serca?

Podsumowanie:

Stwierdzam, ze przedstawiona przez Panig mgr Agnieszke Nadel rozprawa doktorska pt.: , The
establishment of human iPSCs -derived chamber-specific Engineered Heart Tissues for deciphering
the cardiac development and for pharmacological studies” spetnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 ze zm.),
Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce
oraz w Regulaminie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Genetyki Cztowieka

Polskiej Akademii Nauk (IGC PAN) (Uchwata nr 7/korespon/2023 z dnia 04.08.2023 r.).

Z petnym przekonaniem zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Cztowieka PAN
w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Nadel do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Whioskuje réwniez o wyréinienie rozprawy ze wzgledu na jej nowatorski charakter i stworzenie i

walidacje unikalnego modelu doswiadczalnego o duzym potencjalne translacyjnym w kardiologii.
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