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Recenzja pracy doktorskiej zatytutowanej: ,,Rola oksygenazy hemowej-1 w kardiomiocytach
otrzymanych z ludzkich indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych”
autorstwa Pana mgr. Mateusza Jeza.

Praca doktorska Pana mgr. Mateusza Jeza powstata w Zaktadzie Biotechnologii Medycznej
Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego. Jej promotorem jest

prof. J6zef Dulak a promotorem pomocniczym dr Jacek Stepniewski.

Celem pracy byta analiza roli oksygenazy hemowej 1 (HO-1) w niezréznicowanych i réznicujacych
w kardiomiocyty ludzkich komdrkach iPS. Wczesniejsze prace prof. Dulaka i jego wspdtpracownikdw
dokumentowaty taka role w réznicujacych mysich komdrkach macierzystych. Jak powszechnie wiadomo
znaczenie tego enzymu zostato udowodnione takze w procesach takich jak regeneracja miesni
szkieletowych czy gojenie uszkodzonych tkanek. Wiele tych prac powstato wtasnie w Zaktadzie
Biotechnologii Medycznej. Z tego wzgledu byto to idealne miejsce do badar nad HO-1 w kardiomiocytach
oraz zmagar z komérkami iPS. Celowo uzytam okreslenia "zmagania". Swietnie charakteryzuje ono
niemal wszystkie projekty, w ktérych naukowcy majg do czynienia z komdrkami takimi jak ES czy iPS.
Zmiennos¢ "osobnicza" tych komdrek czesto jest powodem do ogromnych frustracji. Doktorat stanowit
wiec rozwiniecie podjetych juz projektédw, dotyczacych HO-1. Jego celem byto stworzenie modelu
umozliwiajgcego badania ludzkich kardiomiocytéw uzyskanych z iPS oraz okreslenie roli HO-1
w réznicowaniu hiPS. Taki model bytby niezwykle istotny dla dalszych badari majacych na celu
wykorzystanie takich komdrek dla poprawy zdolnosci naprawczych miesnia sercowego. W szczegdélnosci,
Doktorant postawit przed sobg nastepujace zadania: 1) opracowanie skutecznej metody uzyskiwania
kardiomiocytéw z hiPS; 2) okreslenie roli HO-1 w rdéznicowaniu hiPS; 3) okreslenie roli HO-1

w metabolizmie i elektrofizjologii kardiomiocytdw uzyskanych z hiPS.
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Wstep do rozprawy doktorskiej obejmuje bardzo rozlegta tematyke, poczawszy od opisu
pluripotencjalnych komdrek macierzystych, ich uzyskiwania i rdznicowania, przez charakterystyke
kardiomiocytéw uzyskiwanych z takich komdrek, az po przedstawienie HO-1 i jej roli w rozwoju
zarodkowym, powstawaniu i funkcjonowaniu linii kardio oraz takze w innych procesach. Wstep zawiera
wszystkie informacje istotne dla zrozumienia pracy i sSwiadczy o bardzo rozlegtej wiedzy Autora. Ta czes¢
pracy "czytata sie" bardzo dobrze i nie budzita niedosytu. Po jej zakoriczeniu czutam wazkos¢ decyz;ji
o podjeciu przedstawionych badari i bytam przygotowana do lektury Wynikéw. Zanim jednak to nastagpito
przeczytatam rozdziat poswiecony Materiatom i Metodom, ktdry niestety nie byt tak jakosciowo réwny

jak Wstep.

Cele doktoratu mgr Mateusz Jez zrealizowat przeprowadzajgc szereg bardzo dobrze
zaplanowanych doswiadczenl, podczas ktdrych wykorzystat liczne techniki wspdtczesnej biologii
komdrki, biologii molekularnej, czy biochemii. Do metod tych zaliczajg sie m.in.: hodowle komdrkowe,
réznicowanie ludzkich komdrek iPS, chemiczna indukcja HO-1, rézne metody wyciszania ekspresji HO-1
(shRNA, CRISPR/Cas9), testy metaboliczne, elektrofizjologiczne, qRT-PCR, analizy transkryptomu, FACS,
immunodetekcja, czy Western blotting. Otrzymane dane poddane zostaty analizom statystycznym.
Zastosowanie roznorodnych metod pozwolito Doktorantowi na doskonate opanowanie warsztatu
biologia komdrki. Materiaty i Metody prezentujg wykorzystane odczynniki i zastosowane techniki.
W wielu miejscach Autor pominat jednak informacje o pochodzeniu odczynnikdw. Niestety nie mozna
zatozy¢, ze kazdy biolog wie gdzie kupi¢ np. geltrex (pisownia Geltrex™), CytoTuneTM-IPS 2.0 Sendai
Reprogramming Kit, czy inne odczynniki. Fakt, mozna sprawdzi¢ w internecie, no ale recenzent chciatby
znalez¢ tego rodzaju info w pracy. Ponadto, skrétowo a wrecz zdawkowo zostaty opisane niektdre
stosowane metody (przyktadem moze by¢ rozdziat na temat pomiaru aktywnosci bton

mitochondrialnych).

Wyniki mozna podzieli¢ na dwie czesci - pierwsza to opis zmagan z ludzkimi komdérkami iPS,
wyborem najlepszej linii komdrek, metody rdznicowania, selekcji kardiomiocytdw, inaktywac;ji
czy stymulacji HO-1. Nieustajgca walka. Jestem petna podziwu dla Doktoranta, za konsekwencje w drodze
do wyboru najlepszej techniki. Tym bardziej, ze walczac uzyskiwat wyniki, ktére wskazywaty, ze HO-1 nie
ogrywa podczas réznicowania ludzkich iPS w kardiomiocty wazkiej roli. Dopiero po pieczotowitym
dopracowaniu metod rdznicowania i selekcji komdrek, identyfikacji problemdéw zwigzanych
z odczynnikami stosowanymi do modulowania poziomu HO-1 udato sie przeprowadzi¢ analizy wykazujace

role tego enzymu w kardiomiocytach. Temu jest poswiecona druga czes¢ Wynikéw. Obejmuje ona miedzy
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innymi analizy transkryptomu i elektrofizjologii kardiomiocytéw kontrolnych i tych pozbawionych HO-1.
Wracajac do czesci pierwszej nadmienie jeszcze, ze Doktorant wykazat, ze HO-1 nie ma wptywu
na réznicowanie hiPS w kardiomiocty i w zasadzie takze na ich metabolizm. Czes¢ druga pracy byta juz
pokazata natomiast, ze przy braku ekspresji HO-1 w iPS-CM, a wiec w kardiomiocytach, dochodzi do zmian
w poziomie transkrypcji wielu gendw kodujacych czynniki zaangazowane w regulacje funkcji tych
komdrek czy miesnia sercowego (przedstawionych na Ryc. 29 m.in. jako tajemnicze "procesy sercowe"),
w tym takze odpowiedzialnych za przezywalnos¢ kardiomiocytdw. Co istotne wykazano takze rdznice
w ekspresji np. kanatéw jonowych, co sugerowato wptyw HO-1 na elektrofizjologie serca. Efekt ten
potwierdzony zostat pomiarami potencjatu czynnosciowego komoérek - te pozbawione HO-1 miaty
znaczaco skrécony czas repolaryzacji. Przy okazji tych badan Doktorant wykazat, Ze protoporfiryna IX
kobaltu (CoPP) powszechnie uzywana do modulacji poziomu HO-1 miata wptyw takze na komorki
pozbawione tego enzymu. Odkryt wiec, ze CoPP moze dziata¢ niezaleznie od HO-1. Jaki mégtby by¢
mechanizm takiego dziatania? Fragment Dyskusji dotyczacy tego problemu pozostawit we mnie pewien
niedosyt. Nie mniej jednak, wyniki licznych doswiadczen przeprowadzonych przez doktoranta swietnie
scharakteryzowaty elektrofizjologii hiPS-CM. Doktorant wykazat takze, ze podobnie jak w przypadku
komdrek mysich, takze ludzkie komérki pozbawione HO-1 sg wieksze i eksprymuja wyzszy poziom
czynnika wzrostu IGF2.

Podsumowuijgc uzyskane wyniki, nalezy stwierdzi¢, ze wskazanie takich funkcji HO-1 jak te
wspomniane powyzej jest znaczagcym osiggnieciem pracy doktorskiej. Wnosi nowe informacje na temat
funkcji enzymu w kardiomiocytach. Bardzo duzym osiggnieciem jest takze opracowanie skutecznej
metody réznicowania ludzkich iPSC, wzbogacania populacji w kardiomiocty, a takze wytypowanie
skutecznych metod modulacji poziomu HO-1. Daje to wspaniate podtoze dla dalszych badan. Co do innych
aspektow tej czesci pracy to nalezy podkresli¢, ze rozdziat ilustrowany jest dobrej jakosci rycinami, by¢
moze ich opisy mogtyby by¢ bardziej obfite, no ale zwieztos¢ opisu wynikdw to jedna z cech tego
doktoratu. Brakowato mi chociazby krétkich wprowadzert i bardziej klarownych podsumowan
podrozdziatéw a takze wyjasnienia, dlaczego wybierano te a nie inne markery do analiz réznicowania

(np. Rycina 15). Nie jest to wiedza objawiona i warto czasem czytelnikowi wyttumaczy¢.

W Dyskusji wyniki wtasne zostaty skrupulatnie podsumowane i zestawione z istniejaca literatura
dotyczaca problematykibadan. Doktorant sprawnie wskazuje nardézne aspekty uzyskiwania komarekiPSs,
stosowane wektory a takze problemy zwigzanymi z ich réznicowaniem tych komdrek. Sprawnie
i krytycznie odnosi to do wynikéw swoich doswiadczent zwigzanych z poszukiwaniami optymalnych

warunkéw uzyskiwania kardiomiocytéw. Swietnie dyskutuje role HO-1. Jedyne co budzito méj lekki
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niepokdj to wzmianki o regeneracji miesnia sercowego, pewnie lepiej bytoby konsekwentnie uzywac
okreslenia gojenie. Zabrakto mi nieco informacji dotyczacych zmiennosci linii komdrek iPS a co za tym
idzie dyskusji jakie moze to mie¢ konsekwencje dla prowadzonych badani. Zaréwno we Wstepie
jak i w Dyskusji wykorzystana zostata bogata literatura dotyczaca tematyki badan - zacytowano 197 prac.

Swiadczy to o rozlegtej znajomosci tematu prowadzonych badar.

Praca doktorska napisana jest poprawnym jezykiem. Czyta sie jg dobrze. Jak kazda praca zawiera
jednak usterki. To nieuniknione. Gdybym miata wybrac jedna to oczywiscie bytby nig "ciatka zarodkowe".
To i tak brzmi lepiej niz "ciata embrionalne" uzywane przez niektdrych, czy "wewnetrzna masa komdrek
blastocysty" przez innych (zamiast wezet zarodkowy). Takie ttumaczenia de novo nie sg konieczne -
embryoid bodies to kule zarodkowe a termin ten uzywany jest przez polskich embriologéw
od kilkudziesieciu lat. Chciatam tez tradycyjne wspomnie¢, ze komdrek nie traktuje sie stezeniami
a np. inhibitorem o taki to takim stezeniu. Nie uzytabym takze okreslenia "synteza mitochondriéw".

Problemy stylistyczne istniejg, ale pozwole sobie pomina¢ je w tej recenzji. Byto ich naprawde niewiele.

Podsumowujac, pan mgr Mateusz Jez zrealizowat wszystkie postawione cele. Jego tytaniczny
wrecz wysitek pozwolit na opracowanie skutecznych metod uzyskiwania kardiomiocytdw, takze tych
pozbawionych ekspresji HO-1. W efekcie udato mu sie uzyska¢ nowatorskie dane na temat roli HO-1
w funkcjonowaniu ludzkich kardiomiocytédw uzyskanych z komdrek iPS. Jest to niewatpliwie duzo
wartos¢ przedstawionej do oceny pracy. Dlatego stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska spetfnia wszystkie wymagania okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.IJ.Nr 65 poz. 595; z p62n. zm.), zgodnie z art.
175.1. ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. przepisy wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszyminauce
(Dz. U. 2018 poz. 1669) i wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu

Jagielloriskiego o dopuszczenie doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Mari Elektronicznie
aria podpisany przez

Ciemerych— Maria Ciemerych-
er e e . Litwinienko;

Litwinienko; Uniwersytet

Unlwersytet Warszawski

. Data: 2021.03.19
Warszawski 1,426 10100

ul. llji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
tel.: 22 55 42 216
e-mail: ciemerych@biol.uw.edu.pl



		2021-03-19T14:43:16+0100
	Maria Ciemerych-Litwinienko; Uniwersytet Warszawski




