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pochodzgcych z ludzkich indukowanych pluripotencialnych komdrek macierzystych
wykazujgcych nadekspresje wybranych mikroRNA "

przyeotowanej pod kierunkiem profesor Ewy Zuby-Surmy
w Zakladzie Biologii Komédrki na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii

Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie

Recenzja w_przewodzie dotyczacym nadania stopnia w dziedzinie nauk $cistych i

przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Pani Katarzyna Kmiotek Wasylewska analizowata wplyw pecherzykéw uwalnianych
przez komorki iPS na kilka proceséw zwigzanych z biologia komorek macierzysfych i
progenitorowych. W swoich badaniach doktorantka wykorzystata pecherzyki wydzielane przez
komorki iPS niemodyfikowane genetycznie jak réwniez pecherzyki wydzielane przez komérki
iP8, ktore wykazywatly zdolnos¢ do wzmozonej syntezy réznych czasteczek miRNA.
Praca 'j est bardzo wazna z kilku powodéw. Po pierwsze ze wzgledoéw poznawczych, Wyniki
badan pecherzykéw wydzielanych przez rézne komérki nalezg obecnie do jednych z
najbardziej intrygujacych. Podobnie, prowadzi si¢ bardzo intensywne badania miRNA.
Ponadto, zastosowanie iPSc w medycynie regeneracyjnej napotyka na duze trudnosci ze
wzgledu na zdolnos¢ tych komérek, do formowania teratom.
W tej sytuacji rézne produkty komoérek iPS rozpatrywane sg jako posiadajace potencjal

terapeutyczny.



Temafyka badan jest wigc bardzo istotna. Y .aczy Sic; tu trzy wazne dla rozwojﬁ ‘t;iologii
zagadnienia: iPSc, miRNA i pecherzyki wydzielnicze. Przeprowadzenie skrupulatnych badan
takiej kombinacji zjawisk, pod opieké( doswiadczonej promotor, w renomowanym osrodku
naukowym, przez ambitng doktorantke dawalo duze szanse na otrzymanie wartosciowych
wynikéw 1 przygotowanie dysertacji na bardzo wysokim poziomie.

Cata koncepcja zostata wzmocniona przez bardzo staranny dobdér molekul miRNA, biorge pod
uwag¢ ich ndokumentowana rolg w réznych procesach fizjologicznych.

Badania przeprowadzono w sposéb bardzo staranny. Po pierwsze wykonano bardzo
pracochlonne analizy pozwalajace ustalié, czy faktycznie udalo sie pozyskaé pecherzyki
wydzielnicze (EVs). W tym celu zastosowano nowoczesng metodologie. Po drugie wplyw
pecherzykow badano po zastosowaniu bardzo adekwatnych modeli.

Doktorantka postawila sobie kilka ambitnych celéw.

Gléwnym celem niniejsiej rozprawy doktorskiej bylo okreslenie wplywu pecherzykow
zewnatrzkomorkowych, na proces kardiomiogenezy, oraz angiogenezy . Dodatkowym celem
bylo takze zbadanie potencjatu pro-regeneracyjnego EVs pozyskanych znatywnych i
modyfikowanych genetycznie komérek iPS (iPS-EVs), w mysim modelu niedokrwiennego
uszkodzenia tkanek. Proba osiggnigeia tak postawidnych celow zalezala od zastosowania kilku
modeli badawczych i szérokiego reperfuaru technik.

Pecherzyki pochodzily z ludzkich komérek iPS, ktére nie byly modyfikowane

metodami-inzynierii genetycznej i komérek iPS modyfikowanych genetycznie. tak aby doszlto
w nich do nadekspresji wybranych miRNA — tj. miR-1, miR-199a oraz miR-126. Dodatkowo,
kontrolnie posluzono si¢ iPSc zmodyfikowanymi genetycznie, tak aby wykazywaly
nadekspresje copGFP. .
Scharakteryzowano frakcje EVs. Badano stg¢zenie i rozklad wielkosci pecherzykéw metoda
NTA. Dokonano ich analizy za pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Dokonano
analizy profilu antygenowego EVs stosujac wysokorozdzieleza cytometrie przeplywowa i
cytometri¢ obrazowa. Wykonano badania metoda Western-Blot oraz RT- PCR w czasie
rzeczywistym. Dokonano  oceny profilu antygenowego koméfek iPS natywnych i
modyfikowanych genetycznie z zastosowaniem cytomertii przeplywowej.
Przeprowadzono badania ir vitro nastepujacych rodzajow komoérek poza iPSc: prawidtowych
ludzkich komérek $rédblonka naczyn wiencowych (HCAEC), ludzkich fibroblastow
izolowanych z komory serca (NHCF-V), , a takze ludzkich skémych fibroblastow (NHDF-Ad)
Dodatkow badano ludzkie indukowane kardiomiocyty (iCM), ludzkie indukowane fibroblasty
serca (iCF). ' |



Prowadzono réwniez kilka rodzajéw réznicowa, Réimicowanie komérek iPS w kierunku
kardiomiocytow i komoérek endotelium. W kierunku kardiomiocytow roznicowano réwniez
komorki fibroblastéw izolowanych z komory serca (NHCF-V).

Po otrzymaniu EVs z réznych komérek iPS testowano wplyw iPS-EVs na wybrane funkcje
komorek serca. Analizowano proliferacj¢, przezywalno$é, zdolnos¢ do migracji i metaboliz
komorek poddanych wplywom EVs.

Przezywalno$ci komorek poddanych wptywom EVs badano w warunkach podstawowych i
cytotoksycznych.

Wplyw EVs badano w bardzo réznych warunkach np. w zakresie kardiomiogenezy w obecnosci
cytokin i pod nieobecnosé cytokin, a takze w obecnosci 1 bez inhibitoréw miRNA.
Prowadzone analizy umozliwity dokonanie licznych obserwacji, a nastepnie wyciagniecie
wnioskéw.

Po pierwsze stwierdzono, Zze nadekspresja wybranych czasteczek miRNA nie znosi
pluripotencji, co jest wazng i ciekawa obserwacja sama w sobie, jako ze miRNA prébuje sie
wykorzysta¢ zar6wno do otrzymywania iPSc jak i indukeji ich réznicowania. Gdyby wybrane
czasteczki wplywaly negatywnie na pluripotencje np. indukujgc réznicowanie utrudniatoby to
oczywiscie wykorzystanie komodrek iPSc, jako swoistych bioreaktordéw do produkcji
pecherzykéw wydzielnicznych zawierajacych wybrane molekuty miRNA.

Zaobserwowano, ze nadekspresja czasteczek miR-1, miR-199a lub miR-126 w komérkach iPS,
czyni je bardziej podatnymi na réznicowanie w kierunku kardiomiocytéw ( w przypadku miR-
11 miR-199a) i komérek srédblonka (miR-126) |

Stwierdzono, ze komérki iPS produkuja pecherzyki wydzielnicze zawierajace rézne molekuly
biologicznie czynne, w tym czasteczki miRNA ktérych nadekspresje wywolana zostala
metodami inZynierii genetycznej.

Stwierdzono, ze iPS-EVs wykazujace nadekspresji¢ miR-1 miR-199a wplywajg
proregeneracyjnie na komorki serca. Efekt taki wykryto zardbwno w warunkach podstawowych
jak i w $rodowisku o wyzszej cytotoksycznosci. Wzmiankowany efekt proregeneracyjny
zalezat od stymulacji ich aktywno$¢ migracyjnej i zwigkszanie aktywnosci metabolicznej. W
warunkach in vitro zaobserwowano, ze zdefiniowane pecherzyki promujg, takze réznicowanie
wybranych fibroblastow serca w kierunku kardiomiocytéw przejawiajace sie wzrostem
ekspresji genéw zwiazanych z kardiomiogenezg.

Wykryto ze iPS-EVs z nadekspresja miR-126 odgrywaja role proangiogenng. Efekt ten opiera

sie¢ o §tymu1acje; ich aktywnos$ci metabolicznej i migracyjnej,‘ promowanie przezywalnosci w
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 warunkach cytotdksycznych, a takze istotng stjrmulacjf; zdolnosci tych komérek do formowania
kapilar endotelialnych ir vitro.
Ostatnie badania dotyczyly analiz in vive. Wykryto ze iPS-EVs z nadekspresja miR-126
zwigkszaja perfuzje tkanek, co przeklada si¢ na zmniejszenie nekrozy i ogélng poprawe stanu

zwierzat po transplantacji preparatéw pecherzykéw zewnatrzkomérkowych.

Badania podsumowano w nastgpujacy sposob. EVs z komorek iPS wykazujgcych nadekspresje
miR-1, miR-199a, oraz miR-126 moga by¢ wykorzystane do promowania proceséw
kardiomiogenezy, oraz angiogenezy w warunkach in vitro oraz in vivo.

Modyfikowane genetycznie komdrki iPS, oraz izolowane z nich preparaty pecherzykéw
zewngtrzkomorkowych mogg w przysziodei staé sie lekiem stosowanym w terapii chordb

kidrym towarzyszy uszkodzen niedokrwiennych tkanek.

Whioski te uwazam za uzasadnione.

Praca jest przygotowana bardzo dobrze.

Mam tylko kilka watpliwosci co do sposobu prezentacji niektérych wynikow.

Pierwsza. Uwazam, Ze nie jest optymalne pokazywania obok sicbie prazkéw WB ujmujac to

kolokwialnie wycietych z réznych zeli.

Po drugie dla niektérych czytelnikéw mylace moze byé pokazywania stupkdw powstatych po
analizie RT-PCR wykonanych réznymi zestawami starteréw obok siecbie, ponicwaz rozne
startery maja rézna wydajnosc reakeji, Wynik sugeruje, ze mozna poréwnywaé bezposrednio
ekspresje réznych genéw migdzy sobg. Jest to do$¢ czesto spotykana praktyka. Jednak
formalnie nie jest ona poprawna chyba, Zze wszystkie startery maja wystandaryzowang
- wydajnos¢ reakcji.

Co do ogdlnej strategii doboru metod to trochg zabraklo mi badari prowadzacych do powstania
funkcjonalnych kardiomiocytow. 7

Jako biotechnologowi nasuwajg mi si¢ pytania zpogranicza badan podstawowych i
stosowanych.

Czy mozna otrzymywaé pecherzyki w innych ludzkich komdrkach niz iPSc przydatne w
medycyenie regeneracyjnej czy ogdlnie innych rodzajach medycyny? Czy pozyskiwanie
pgéherzykéw postugujgc sig liniami niesmiertelnymi? Kolejne pytanie zwigzane z poprzednim.
Czy zdaniem doktorantki iPSc majg jokgs przewage w stosunku do niesmiertelnych

1

m'enowot;vorowyck komorek ludzkich w tym zakresie?
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Czy pgchérzyki mozna wykorzystaé aby przygotowaé hp'.s‘z'czepionk'i? Czyli np czy mozna
zamiast zapakowania w nie miRNA doprowadzié do zapakowania w nie mRNA kodujqgcego
biatko jakiegos patogenu?

Czy moze to by¢ formulacja lepsza czy gorsza od liposomalnej?

Podsumowujac cheiatbym podkresli¢, ze dysertacja przedstawiona do recenzji jest
niezwykle interesujaca i spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim. Zostala przygotowana
W sposéb staranny i whasciwy, Praca wnosi nowe, wazne informacje do dotychczasowego stanu
wiedzy, otwiera nowe mozliwosci badaweze i wskazuje na ich wykorzystanie w praktyce
kliniczne;j.

Niektére wyniki zwigzane z praca doktorskg zostaly opublikowane. Bobis-Wozowicz S,
Kmiotek K, Sekula M, Kedracka-Krok S, Kamycka E, Adamiak M, Jankowska U, Madetko-
Talowska A, Sarna M, Bik-Multanowski M, Kolcz J, Boruczkowski D, Madeja Z, Dawn B,
Zuba-Surma EK; ,,Human Induced Pluripotent Stem Cell-Derived Microvesicles Transmit
RNAs and Proteins to Recipient Mature Heart Cells Modulating Cell Fate and Behavior”,
2015; Stem Cells. 33(9):2748-61
Autorka jest réwniez wspétautorka publikacji niewchodzacych w zakres pracy doktorskie;.
Bobis-Wozowicz S*, Kmiotek K*, Kania K, Karnas E, Labedz-Maslowska A, Sekula M,
Kedracka-Krok S, Kolez J, Boruczkowski D, Madeja Z, Zuba-Surma EK; ,, Diverse impact
of xeno-free conditions on biological and regenerative properties of hUC-MSCs and their
extracellular vesicles ’; 2017; J Mol Med (Berl). 95(2):205-220;

Ponadto doktorantka jest autorka dodatkowych publikacji zwigzanych ztematyka
medycyny regeneracyjnej.

Paw M, Borek I, Wnuk D, Ryszawy D, Piwowarczyk K, Kmiotek K, Wdjcik-Pszczota KA,
Pierzchalska M, Madeja Z, Sanak M, Blyszczuk P, Michalik M, Czyz J; ,, Connexin43 Controls
the Myofibroblastic Dzjf@rentiation of Bronchial Fibroblasts from Asthmatic Patients”; 2017,
Am J Respir Cell Mol Biol.

Rzezniczek S, Obuchowicz M, Datka W, Siwek M, Dudek D, Kmiotek K, Oved K, Shomron
N, Gurwitz D, Pilc A; “Decreased sensitivity to paroxetine-induced inhibition of peripheral
blood mononuclear cell growth in depressed and antidepressant treatment-resistant patients

2016; Transl Psychiatry. 6(5):e827

Zwracam si¢ w zwiaztu z tym z wnioskiem do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny
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Kmiotek Waéylewskiej - 1 dopuszczenie jej do dalszycﬁ étapéw przewodu doktorskiego i
nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodnicznych w dyscyplinie nauki
biologiczne. Jednoczesnie zwazywszy na duze walory poznawcze i aplikacyjne przedstawionej

pracy wnioskuj¢ o wyréznienie pracy stosowna nagroda.

KIEROWNIK
Zaklad Biologii Nowctworow

ers czny w Lodzi
R M
ol drhab. n. med. Piotr Rieske



