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Recenzja rozprawy doktorskiej zatytutowanej: ,,Charakterystyka wiasciwosci biologicznych oraz
potencjatu regeneracyjnego pecherzykdw zewnatrzkomdrkowych z mysich indukowanych
komdrek macierzystych w modelu uszkodzenia miesnia sercowego ”
autorstwa Pani mgr Marty Adamiak

Praca doktorska autorstwa Pani mgr Marty Adamiak zostata wykonana pod kierunkiem
dr hab. Ewy Zuby-Surmy. Podczas jej realizacji Doktorantka dokonata analizy pecherzykéw
uwalnianych przez indukowane pluripotencjalne komdrki macierzyste (iPS) oraz okreslita
ich wptyw zaréwno na hodowane in vitro komérki srédbtonka jak i in vivo - na uszkodzony
miesien sercowy.

Pomimo Zze komorki iPS uzyskane zostaty po raz pierwszy juz 12 lat temu to wiedza na
temat ich roznicowania i mozliwosci ciggle nie jest kompletna. Oprécz badari dotyczacych
opracowania wydajnych i ,,prawidtowych” metod ich uzyskiwania i réznicowania podejmowane
sg analizy dotyczgce innych aspektdw biologii tych komdrek. Przyktadem takich prac moga by¢ te,
ktorych wyniki staty sie podstawa ocenianej przeze mnie rozprawy doktorskiej. Badania komdrek
pluripotencjalnych niewatpliwie komplikuje fakt, ze nie istniejg dwie identyczne linie komdrek iPS
czy zarodkowych komdrek macierzystych (ES) i z tego powodu ich charakterystyka i potencjat
moga sie réznid.

Badania podjete przez mgr Adamiak byty niewatpliwie nowatorskie i objety precyzyjna
analize pecherzykéw uwalnianych przez komdrki iPS oraz okreslenie mozliwosci ich zastosowania
do poprawy funkcjonowania uszkodzonego miesnia sercowego. Gtéwnymi celami pracy byty:
opracowanie metody pozyskiwania pecherzykéw zewnatrzkomodrkowych (tzw. iPS-EVs),
okreslenie ich morfologii, zawartosci mMRNA, miRNA i biatek, i zbadanie ich wptywu na srédbtonek
oraz uszkodzony miesiers sercowy. Realizacja zaplanowanych badar doprowadzita do powstania
pracy wielowatkowej i bardzo obszernej.

Postawione cele mgr Adamiak zrealizowata przeprowadzajgc szereg dobrze
zaplanowanych analiz i doswiadczen. Realizujagc swoje badania Doktorantka wykorzystata
szerokie spektrum technik uzyskiwania i hodowli in vitro komdrek iPS oraz komdrek srodbtonka,
biologii molekularnej, transktyptomiki, proteomiki, biologii komdrki, réznorodnych metod
detekcji antygendw czy sktadnikdw tkanek w hodowli in vitro lub na skrawkach uzyskanych
z migsnia sercowego, analiza wielkosci nanoczgstek, zastosowanie mikroskopii sit atomowych.
Dane uzyskane z wykorzystaniem tych réznorodnych metod poddane zostaty niezbednym
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analizom statystycznym. Tak szeroko zakrojone i wielowgtkowe podejscie umozliwito ocene
uzyskanych pecherzykdéw i ich wptywu na komdrki srédbtonka i tkanki budujace serce.

Rozprawa doktorska pani mgr Adamiak poprzedzona jest obszernym Wstepem.
Wprowadza on czytelnika w tematyke chordéb uktadu sercowo-naczyniowego, opisuje i komdrki
iPS oraz przedstawia histori¢ odkrycia i stan wiedzy na temat pecherzykéw
zewnatrzkomdrkowych. Tematyka pracy doktorskiej zostata wiec wyczerpujgco i precyzyjnie
przedstawiona. Schematy bardzo dobrze ilustrujg Wstep. Mam zastrzezenie jedynie do Ryciny 1.
Doktorantka, jak wiele innych oséb starajacych sie opisa¢ poczatkowe stadia rozwoju
zarodkowego ssaka, sugeruje ze przedimplantacyjny zarodek rosnie. Otdz nie. Zygota, morula,
a takze ,,mtoda” blastocysta majg mniej wiecej taka samg srednice. Bruzdkowanie prowadzi
do stopniowego zmniejszania sie komdrek, nie wigze sie z ich wzrostem. Rozumiem, ze schemat
ma swoje ograniczenia, ale akurat takiego btedu tatwo unikngd.

Informacje zawarte w czesci pracy poswieconej Materiatom i Metodom zaprezentowane
zostaty w jasny sposdb. Precyzyjnie i obszernie (ten rozdziat zawiera sie na 50 stronach) opisane
zostaty wykorzystane odczynniki i zastosowane techniki. Nie udato mi sie jednak znalez¢
informacji (a moze jg przegapitam?) ile linii komdrek iPS uzyskano i ile z nich wykorzystano
w przeprowadzonych badaniach. Jak juz wspomniatam kazda linia ES czy iPS jest inna - analizy
powinny wiec obejmowac wiecej niz jedna linie.

Wyniki zawierajg uporzadkowany opis przeprowadzonych analiz i doswiadczeri oraz
uzyskanych rezultatéw. Mozna je podzieli¢ na dwie czesci. Pierwsza, bardzo obszerna, dotyczy
wnikliwych analiz pgcherzykédw uwalnianych przez komdrki iPS. Druga opisuje badanie wptywu
tych pecherzykdéw na komérki srédbtonka (in vitro) i miesieri sercowy (in vivo). Niemal wszystkie
schematy, wykresy, zdjecia s3 bardzo dobrej jakosci (te mniej doskonate wspomne w dalszej
czescirecenzji), bardzo utatwiajg lekture pracy i samodzielng analize wynikéw.

Czes¢ pierwsza, jako analiza pecherzykdw (EVs) uzyskiwanych z niezréznicowanych
komorek iPS nie budzi moich wigkszych watpliwosci. Realizujgc postawione cele Doktorantka
scharakteryzowata najpierw komdrki iPS. Potwierdzita ich pluripotencjalny charakter
immunolokalizujgc markery takie jak OCT3/4, NANOG, SOX2, SSEA1 i wykrywajgc aktywnosé
fosfatazy alkalicznej. Ponadto, stosujac cytometrie przeptywowa okreslita odsetek komdrek
syntetyzujgcych markery charakterystyczne dla komdrek macierzystych. Przeprowadzita takze
analize potworniakéw uzyskanych z badanych komérek iPS. Nie podano jednak ile potworniakéw
i z ilu linii komorek iPS uzyskano i przeanalizowano. Ponadto, Autorka bfednie zinterpretowata
obraz histologiczny piszgc, Zze na Rycinie 19B widoczny jest nabtonek pochodzenia
endodermalnego i ze jest to potworniak ,,jednolistkowy”. Tymczasem wskazany nabtonek
pochodzi z ektodermy - i tak zreszty jest identyfikowany w dalszej czesci pracy (Ryc. 41),
a potworniak zawiera takze tkankeg tgczng - a wiec tkanke pochodzenia mezodermalnego. Aby
oceni¢ czy potworniak jest ,,jedno-,, czy "dwulistkowy” (tu musze nadmieni¢, ze bardzo nie lubie
tych okreslen) nalezatoby doktadnie przeanalizowa¢ wiele skrawkéw danego guza. Jezeli widzimy
tkanki wywodzace sie z endo-- i mezodermy to jestem pewna, ze udatoby nam sie znalez¢ takze
tkanki wywodzace sig z ektodermy - w rozwoju powstaje ona jako pierwsza. W tym fragmencie
pracy mam jeszcze uwage dotyczacg Ryciny 17A zawiera ona nieczytelny wykres — nie wiadomo co
reprezentujg osie XiY.

Kolejny fragment czesci pierwszej Wynikdw przedstawia metody izolacji i analiz
pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych. Aby okresli¢ wielkos¢ pecherzykdw wykorzystano miedzy
innymi mikroskopig sit atomowych i metode sledzenia nanoczastek. Oceniono takze ekspresje
wybranych transkryptéw i biatek — poréwnano poziom badanych czasteczek w komdrkach iPS
oraz w pecherzykach. Najistotniejszym elementem tej czesci pracy jest globalna analiza ekspresji
miRNA w komdrkach iPS oraz uzyskanych z nich pecherzykéw. Analiza ta zostata bardzo
doktadnie opisana i od razu przedyskutowana, co nieco zaburza charakter Wynikéw - fragment
przedstawiony na stronie 116 powinien trafi¢ raczej do dyskusji. Nie zmienia to faktu,
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ze przeprowadzona analiza pozwolita zidentyfikowa¢ miRNA zlokalizowane w EVs i wykazad,
ze czes¢ z nich jest charakterystyczna takze dla migsnia sercowego. Jest to zgodne z innymi
obserwacjami wskazujgcymi, ze komorki pluripotencjalne moga syntetyzowac takze czasteczki
typowe dla komdrek rdznicujacych lub wrecz zréznicowanych. Jednak poziom ekspresji tych
czgsteczek jest zazwyczaj niski na tle ekspresji takich, ktére sg charakterystyczne dla pluripotenciji.
Analizie transkryptomicznej towarzyszyta analiza proteomiczna. Oba badania pozwolity na
precyzyjne  okreslenie  stanu  pecherzykdw  zewnatrzkomdrkowych  pochodzacych
z komodrek iPS. W Wynikach zabrakto mi jednak bardziej obszernego zaprezentowania biatek,
ktdre wykryto jedynie w pecherzykach a w Dyskusji bardziej wyczerpujacego odniesienia sie to
roznic jakosciowych miedzy komdrkami iPS a pochodzacymi z nich EVs. Podsumowujac pierwszg
czes¢ Wynikow chciatam podkresli¢, ze przeprowadzona analiza jest niezwykle precyzyjna
i wyczerpujgca - jej efekty swietnie opisujg uzyskane pecherzyki. Przedstawione wyniki mogtyby
by¢, w moim odczuciu, trescig niezaleznej rozprawy.

Nastepny etap pracy dotyczyt analiz oddziatywania pecherzykéw z komdrkami
srodbtonka oraz ich wptywu na uszkodzony miesien sercowy. Doktorantka wykazata,
ze pecherzyki s3 w stanie oddziatywa¢ z hodowanymi in vitro komérkami srédbtonka, nie
wptywaja na ich zdolnos¢ do migracji, ale maja dziatanie cytoprotekcyjne oraz zwiekszajg liczbe
kapilar tworzonych w hodowli in vitro. Jest to bardzo wazny wynik swiadczacy o tym, ze EVs
mogtyby by¢ wykorzystywane w przysztosci do sterowania opisanymi procesami. Koricowy
fragment wynikéw dotyczy analizy wptywu EVs na uszkodzony miesiert sercowy. Badania te,
wykonane we wspétpracy z naukowcami z osrodka zagranicznego, wykazaty ze przeszczepienie
pecherzykdw poprawia parametry funkcjonalne komory serca. Doktorantka zasugerowata tez,
ze wptywa to pozytywnie na przebudowe miesnia sercowego. Na podstawie Ryciny 43 trudno
jednak postawic taki wniosek. Barwienie metodg Massona nie zostato przeprowadzone najlepiej,
na jego podstawie trudno oszacowac udziat tkanki tgcznej. Nie okreslono takze ekspresji gendw
swiadczgcych o prawidtowej przebudowie miesnia. Réznice miedzy kontrolg a np. miesniem, do
ktdrego trafity EVs nie sg spektakularne. Widoczny byt natomiast wptyw EVs na liczbe naczyn
krwionosnych w uszkodzonym sercu - a wiec ich zastosowanie moze wptywaé na
funkcjonowanie tego narzadu. Mechanizm tego wptywu nie byt jednak tematem ocenianej
rozprawy.

[ w tym miejscu chciatabym zadac pytanie, ktdre w zasadzie powinnam postawi¢ na
poczatku recenzji. Dlaczego Doktorantka zdecydowata sie wykorzysta¢ do badar nad wptywem
EVs na srédbtonek i miesiers sercowy te pochodzgce z niezréznicowanych komdrek iPS? Dlaczego
nie analizowata pecherzykéw pochodzacych z rdéznicujgcych komdrek? Dlaczego zdaniem
Doktorantki wptyw takich wtasnie EVs na srédbtonek lub serce miatby by¢ lepszy niz tych
izolowanych np. z kardiomiocytéw? O tego rodzaju badaniach Doktorantka wspomina w Dyskusji.
Drugie pytanie dotyczy ,wyjatkowosci” wptywu EVs pochodzgcych z komdrek iPS na
regenerujacy miesiert sercowy. W pracy zabrakto moim zdaniem istotnej ,,kontroli” - czyli
poréwnania iPS-EVs z pecherzykami uzyskanymi na przyktad z fibroblastéw czy mioblastéw C2C12.
Pozwolitoby to stwierdzi¢ czy dziatanie badanych pecherzykdw jest faktycznie unikatowe.

W zwieztej i bardzo dobrze przygotowanej Dyskusji wyniki wtasne zostaty przedstawione
na tle badan zaréwno ,macierzystego” zespotu jak innych grup zajmujacych sie podobna
problematyka badawcza. Autorka wykazat sie znajomoscig tematu i z catg pewnoscig jest
ekspertem w dziedzinie prowadzonych przez siebie badan. Przedstawita takze perspektywy
dalszych badarl wykorzystujacych EVs.

Rozprawa zostata napisana poprawnym jezykiem. Nie istniejg dzieta idealne, takze ta - jak
wiele innych - zawiera nieliczne usterki. Gtéwnie sg to problemy stylistyczne i zwigzane z uzyciem
zargonu. Przyktadem bteddw czy niezrecznosci sg okreslenia takie jak ,,wedtug mojej wiedzy”
(str. 30), ,,co istotne z punktu widzenia funkcjonalnego” (str. 36), ,,probéwka ultrawirownicza”
(str. 48), ,,bezsurowiczej” (np. str. 96), ,,gestos¢ komdrek” (str. 103), ,,przewazajgca komponenta
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obiektéw” (str. 107), ,,komdrki Zrédtowe” (str. 108), ,,ten wynik poniekad zgodny jest” (str. 113),
,komorki rodzicielskie” (str. 146) i temu podobne. Chciatam takze doda¢, ze podobnie jak nie
wyrdzniamy tkanki mdézgowej, nerkowej, czy watrobowej, tak samo nie wyrdézniamy tkanki
sercowej. Jest to miesieri poprzecznie prazkowany, miesieri sercowy.

Podsumowujac, pani mgr Marta Adamiak zrealizowata wszystkie postawione cele.
Otrzymane wyniki dostarczajg obszernej wiedzy na temat pecherzykdw pochodzacych z komdrek
iPS oraz mozliwosci ich wykorzystania w medycynie regeneracyjnej. Wnioski koricowe znajduja
poparcie w przedstawionych wynikach. Z cata pewnoscig mozna uzna¢ przeprowadzone analizy
za nowatorskie i dobrze udokumentowane. Czes¢ uzyskanych wynikdw zostata juz opublikowana,
inne zapewne stang sie podstawg do dalszych badar i publikacji. Dlatego stwierdzam, ze
przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki stawiane przez Ustawe o Tytule i
Stopniach Naukowych i stawiam wniosek o dopuszczenie mgr Marty Adamiak do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego.
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