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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Jeza pt.:

Rola oksygenazy hemowej-1 w kardiomiocytach otrzymanych z
ludzkich indukowanych pluripotencjalnych komadrek
macierzystych

Rozprawa doktorska w formie manuskryptu zostata wykonana w Zaktadzie
Biotechnologii Medycznej, Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego. Praca zostata napisana w typowym uktadzie zgodnym ze standardami pracy
naukowe] zawierajacej najwazniejsze sekcje takie jak wstep, cel pracy, materiaty i metody,

wyniki i dyskusje.

Wprowadzenie pracy obejmuje 20 stron i zawiera w pierwszej czesci przeglad wiedzy
na temat komdrek macierzystych, a w nastepnej sekcji doktadne omdéwienie szczegdlnego
typu tych komarek otrzymanych w laboratorium, indukowanych pluripotencjalnych komarek
macierzystych (iPSC). Rozdziat ten zawiera réwniez omdwienie otrzymania kardiomiocytéw
uzyskiwanych z komérek iPSC oraz procesoéw fizjologicznych i metabolicznych zachodzgcych w
tych komoérkach. Druga czes¢ wprowadzenia zawiera informacje na temat oksygenazy
hemowej-1, jej wptywu na komarki macierzyste oraz prekursory kardiomiocytéw, a takze opis
wptywu na réznicowanie do mysich kardiomiocytow. Wprowadzenie zostato przygotowane
bardzo dobrze i jezeli doszukiwac sie braku omowienia ktorejs z dziedzin przydatnej wiedzy to
bedzie to pogtebienie informacji o roli HO-1 w dorostych kardiomiocytach i jej roli w
powstawaniu choréb serca. Natomiast szerzej jest to réwniez omoéwione w dyskusji.
Wprowadzenie zawiera jedna rycine przedstawiajaca przemiany biochemiczne z udziatem HO-
1, jednak praca mogtaby zawiera¢ wiecej atrakcyjnych grafik pomagajacych zrozumieé

omoéwiong wiedze, a takze ubarwiajacych manuskrypt.



Nastepna czescig rozprawy jest omoéwienie celu pracy, ktory zostat przedstawiony dos¢
skrotowo. Praca zawierata 3 cele dotyczace zbadania wptywu HO-1 na réznicowanie hiPSC do
kardiomiocytéw, procesy metaboliczne w tych komdrkach, a takze na elektrofizjologie
kardiomiocytéw. O ile z rozdziatu "Cel pracy" dowiadujemy sie o gtéwnych celach pracy, to

jednak nie dowiadujemy sie niczego o celach szczegotowych pracy.

Materiaty i metody zostaty w wiekszosci poprawnie i wyczerpujgco opisane. Liczba
metod uzytych w pracy jest imponujaca i godna najlepszych prac doktorskich. Zwraca uwage
zastosowanie przez Doktoranta bardzo nowoczesnych metod badawczych w  biologii
komorkowej, takich jak reprogramowanie z uzyciem zestawu Sendai, kultury iPSC, ich
testowanie, rdznicowanie do kardiomiocytow kilkoma metodami i zastosowanie cystometrii
przeptywowe]. Zastosowano takze analize wysokoprzepustowa transkryptomu (RNAseq) w
celu wytypowania réznic pomiedzy liniami z wyciszong ekspresjg HO-1 i liniami WT. Do
wyciszania zastosowano metode z shRNA z transferem lentiwirusowym oraz metode
CRISPR/Cas9. Nastepnie zwraca uwage paleta testéw funkcjonalnych takich jak pomiar
metabolizmu komérkowego z udziatem testéw Seehorse, a takze analizy cato-komérkowego
patch clamp. Jest to bardzo wymagajaca i trudna metoda do wdrozenia i uzyskania wynikow.
W metodach zwraca uwage rozdziat analiza statystyczna, do ktdrej mam pytania odnoszgce
sie do zastosowanych testow i prezentacji wynikdw. Generalna uwaga to zastosowanie SD jako
stupka bteddéw, natomiast powszechnie obowigzujgce jest zastosowanie btedu
standardowego s$redniej (SEM), poniewaz bierze on pod uwage zarowno odchylenie
standardowe, jak i wielko$¢ grupy badanej. Sekcja omawiajgca statystyke nie ujawnia tego, co
Doktorant uznaje za powtoérzenie biologiczne, a co za powtdrzenie techniczne. Powtérzeniami
biologicznymi moga by¢ klony tych samych komorek otrzymane z uzyciem jednego shRNA lub
klony z kilkoma shRNA, lub osobne kultury jednej linii wskazane prawdopodobnie jako N = 3,
jednakze nie jest to doktadnie opisane. Natomiast powtdrzenia techniczne to
prawdopodobnie wspomniane ,pomiary” i ,kropki” na przyktad w opisie rysunku 15? Prosze
o0 wyjasnienie, co Doktorant rozumie jako ,kropki” i ,pomiary” czy s to powtdrzenia kultur,
czy 53 to wytgcznie powtdrzenia techniczne gPCR. Co do poréwnania dwdch linii sh HO-1 B i
sh HO-1 D w pordéwnaniu do ,,scr ctr” (prawdopodobnie kontrola shScrambled — skrét nie jest
wyjasniony w podpisie, co mogtoby by¢ pomocne) to zastosowanie testu poréwnywania wielu

$rednich — (analiza wariancji ANOVA) jest prawidtowe, natomiast nie wiadomo, czym sg



gwiazdki nad niektérymi belkami, bo sekcja metod nie wymienia testu posthoc. Proszg o
wyjasnienie podczas obrony, jakim testem posthoc wykryto, ze dana $rednia, nad ktorg
umieszczono gwiazdki, jest Zrédtem zmiany (dotyczy wszystkich rycin z testem ANOVA).
Testem ANOVA moina wykryé tylko wystepowanie zmiany w ukfadzie eksperymentalny — w

tym wypadku 3 srednich. To samo dotyczy wielu rysunkédw w pracy.

Sekcje wynikowg otwiera charakterystyka uzyskanych komérek iPSC w szczegdlnosci
ich pluripotencjalnosci, ktéra zostata dokonana z udziatem markeréw komérek macierzystych
OCT3/4, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 i NANOG. Wybdér markerow do tego celu jest
standardowy i prawidtowy natomiast nie pokazano negatywnych barwien na te antygeny, co
nie jest bardzo istotnym uchybieniem, jednakze kontrola specyficznosci przeciwciat nie zostata
pokazana. Drugim z testéw byto spontaniczne réznicowanie z udziatem ciafek zarodkowych i
barwienia na markery wszystkich 3 listkow zarodkowych. Oba testy wykazaty
pluripotencjalnosé linii iPSC, ktére nastgpnie uzyto do testowania produkcji kardiomiocytow
dwoma metodami, ktore w istocie oferowaty podobng wydajnos¢ otrzymania tych komorek.
Jednakze ze wzgledu na stwierdzone pdzniej wyciszenie kasety lentiwirusowej z shRNA w
metodzie rdéznicowania PSC, w eksperymentach z shRNA zastosowano metode z inhibicjag Wnt
i Gsk3b (GiWi). Uwaga do ryciny 14 to pytanie, dlaczego zastosowano stupki btedow, jezeli n =
1 i co byto stupkami btedéw? Po tych dziataniach przeprowadzono eksperyment, w ktorym
farmakologicznie hamowano badz aktywowano oksygenaze hemowg-1 nie wykazujac réznic
w wydajnosci réznicowania. Byt to drugi zestaw eksperymentéw, ktéry nie wykazat roli tego

enzymu w réznicowaniu do kardiomiocytow.

Poniewaz podejécie farmakologiczne i ShRNA nie wyciszaty aktywnosci lub ekspresji
oksygenazy catkowicie, dlatego Doktorant postanowit unieczynni¢ ekspresje oksygenazy
hemowej w komérkach iPSC i kardiomiocytach z pomoca edycji genéw CRISPR/CasS. Sekcja
opisujaca wyniki produkcji KO HO-1 pokazuje duzy naktad pracy, ktéry zostat wiozony w
wyprodukowanie tych linii komérkowych, poniewaz konieczne bylo uzyskanie wytgczenia
obydwéch alleli genu dla skutecznego KO. Brak oksygenazy hemowej nie doprowadzit do

zmiany w pluripotencjalnosci zmodyfikowanych komarek iPSC.

Nastepnie przystgpiono do testowania wptywu KO HO-1 na wydajnos¢ roznicowania
do kardiomiocytéw metoda GiWi i uzyskano zmienne wyniki. Sekcja 7.2.1i sekcja 7.2.2, a takze
pbZniejsza sekcja 7.9.2 pokazuje wydajnos¢ réznicowania do kardiomiocytéw na poziomie ok
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60% (metoda GiWi i PSC). Natomiast sekcja 7.7. pokazuje wydajno$¢ réznicowania
niezmodyfikowanych komdrek WT w doswiadczeniu 1 na poziomie harmonizujgcym z sekcja
7.2.1, 7.2.2 i 7.9.2 natomiast w doswiadczeniu 2 rdéznicowanie jest na poziomie 5%. Nie
znajduje wyttumaczenia, dlaczego zaprezentowano doswiadczenie nr 2 i co ma ono pokazywac
w poréwnaniu do doswiadczenia 1? Doktorant wykazat takze brak wptywu KO HO-1 na
spontaniczne réznicowanie do markeréw mezodermy, chociaz rézne klony wykazaty zmienng
ekspresje markeréw (rycina nr 25; ANOVA; brak informacji o teécie posthoc). Czy przyczyna
tych rozbieznych wynikéw mogty by¢ niespecyficzne wydazenia edycji genomu (ang.: Off-
targets) w roznych klonach komorek? Czy w pdiniejszych eksperymentach RNAseq
sprawdzono zmiany w genach pod katem zmian mogacych powstac¢ w czasie edycji genomu?
Cata zmienno$é réznicowania sktonita Doktoranta do dalszej optymalizacji otrzymania
Kardiomiocytdw z uzyciem sortowania magnetycznego lub selekcji metabolicznej. Ostatecznie
otrzymano prawie czysta populacje kardiomiocytéw metodg PSC w obecnosci selekcji

metabolicznej z uzyciem 6 mM mleczanu.

Zoptymalizowane kultury komorek kardiomiocytéw wykorzystano nastgpnie do
analizy transkryptomu, gdzie wykryto zmiany w mRNA 1026 réinych genow (449 i 577
odpowiednio podwyzszonych i obnizonych). Czy przeprowadzono analize zmian wyniktych z
niespecyficznoéci CRIPR/Cas9? Analiza GO terms wykazata obecnos¢ procesédw zwigzanych z
elektrofizjologia i z regeneracja serca. Nie wskazano, z jakiego programu komputerowego
korzystano i ktére GO term zastosowano i ktéry poziom. Doktorant wykonat analize ekspres;ji
kanatéw jonowych metodg qPCR, ktdra potwierdzita podwyzszony poziom kanatu potasowego
KCNQ1 w hiPSC-CM KO HO-1. Zwraca uwage gen SNC5a. Poniewaz dos¢ czesto w pracy rozktad
pomiardw nie jest normalny (rysunek 15, 16, 21, 25, 31), dlatego w stwierdzeniu statystycznie
znaczacych réznic mogtby pomac test nieparametryczny, co z kolei mogto np. pokazac zamiang
w SNC5a. Zmiany w ekspresji kanatéw w HO-1 KO hiPSC-CM znalazty swoje odzwierciedlenie
w funkcjonalnych analizach patch clamp. Kardiomiocyty charakteryzowaty sie skréconym
czasem repolaryzacji btony komérkowej. Czym sa stupki btedéw w analizach patch clamp (SD
czy SEM), poniewaz zdaja sie bardzo mate (co wskazuje na SEM), podpis do rycin nie precyzuje
tego, natomiast rozdziat 6.18 méwi o SD. W analizach znowu zastosowano test ANOVA, ale
nie wymieniono testu posthoc. Analiza pomiaru konsumpcji tlenu oraz aktywnosci bton

mitochondrialnych nie wykazaty zmian w metabolizmie hiPSC-CM.



Na koniec prosze o komentarze odnosnie do waznych punktéw dotyczacych
wykonanych badan. Pierwsze pytanie dotyczy tego, czy i jak opisane badania wptyng w
przysztosci na rozwdj metod i strategii terapeutycznych zwigzanych z oksygenaza hemowg w
chorobach serca. Czy potencjalne terapie komdrkowe (wstrzykiwane do serca kardiomiocyty)
powinny bra¢ pod uwage poziom oksygenazy hemowej lub tez powinny posiadac konkretny
poziomem ekspresji tego enzymu na réznym etapie kolonizacji migsnia sercowego przez
kardiomiocyty dostarczone egzogenne (w dyskusji wspomniano o dwojakim wptywie HO-1 na
miesien sercowy). Drugie pytanie dotyczy szczegétowego wptywu oksygenazy hemowej na
réznicowanie do kardiomiocytéw. Wiadomo, ze komarki w czasie réznicowania przechodzg
przez rozne stadia progenitoréw. Czy planuje sie zbadaé te populacje komorkowe? Jakie
metody mozna zastosowaé do definiowania tych stadidow z wiekszg doktadnoscig? Czy na
réznicowanie moga mie¢ wptyw komorki towarzyszace kardiomiocytom takie jak komorki

endotelialne?

Podsumowujac prace, nalezy zauwazy¢ jej istotny wptyw na gromadzenie wiedzy na
temat réznicowania do kardiomiocytéw. Bardzo dogtebnie opracowano metody pozyskania
kardiomiocytéw, dochodzac do wydajnosci prawie 100%, co niewatpliwie jest bardzo
przydatne w badaniach zespotu. Nie potwierdzono wptywu braku oksygenazy hemowej na
réznicowanie do kardiomiocytow, jednakze zauwazono jej wptyw na transkryptom i fizjologie
kardiomiocytéw co przedstawiono w dyskusji do pracy. Jest to duzy wkfad w rozwdj tej

dziedziny wiedzy.
Whioski korncowe

Rozprawa doktorska Pana mgr. Mateusza Jeza spetnia warunki okreslone w art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nr 164, poz. 1365, z 2010 r.
Nr 96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228, z 2011 r. Nr 84, poz. 455) oraz warunki okreslone w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz.
1668). Praca zostata wykonana z podjeciem waznego problemu badawczego, jakim jest
uzyskanie postepu wiedzy na temat regeneracji migsnia sercowego i wptywu oksygenazy
hemowej HO-1 na réznicowanie i biologie kardiomiocytéw. Wykonanie pracy jest oryginalne,
wykorzystuje ogromny zasdb innowacyjnych metod badawczych w biologii komodrek
macierzystych i wykonano jg wysokim naktadem pracy. Moje uwagi do pracy majg charakter
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pytari do dyskusji podczas obrony. W zwigzku z mojg pozytywna oceng pracy sktadam
formalny wniosek do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagielloriskiego o
dopuszczenie, Pana mgr. Mateusza Jeza do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia

doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Maciej Figief



