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Recenzja pracy doktorskiej zatytulowanej: ,,Application of human induced pluripotent stem
cells and CRISPR/Cas9 gene editing technology for investigation of molecular backgroound of
Duchenne muscular dystrophy-related cardiomiopathy”
autorstwa Pani mgr Kaliny Andrysiak.

Praca doktorska Pani mgr Kaliny Andrysiak powstata w Zakladzie Biotechnologii Medycznej
Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Jej promotorem jest
prof. Jozef Dulak a promotorem pomocniczym dr Jacek Stgpniewski.

Celem pracy byto opracowanie modelu badawczego i wykorzystanie go do oceny wplywu braku
dystrofiny na funkcjonowanie kardiomiocytéw uzyskanych z ludzkich indukowanych pluripotencjalnych
komorek macierzystych (iPSC). We wczesniejszych projektach prof. Dulak i jego wspolpracownicy
wykorzystywali iPSC do okreslania funkcji takich czynnikow, jak np. hemoksygenaza hemowa -1
czy wybrane miRNA. Zespot ma wigc znaczace doswiadczenie w pracach z tego rodzaju komorkami
i doskonale zdaje sobie sprawe¢ nie tylko z ich zalet ale takze z zagrozen plynacych z ich zmienno$ci
"osobniczej". iPSC to niewatpliwie najlepsze obecnie narz¢dzie pozwalajace na analizy fenotypu zwigzanego
z rozwojem choroby a takze na opracowywanie potencjalnych terapii badanych schorzen. Model komorkowy,
ktorego uzyskania podjeta si¢ Doktorantka miat pozwoli¢ na okreslenie w jaki sposob mutacja w genie
kodujacym dystrofing wptywa na funkcjonowanie kardiomiocytow. Swoimi badaniami Doktorantka objeta
takze komorki pozbawione dystrofiny i utrofiny. Uzyskanie i analiza iPSC mogly wskaza¢, i faktycznie
wskazaty, na podtoze kardiomiopatii zwigzanych z rozwojem dystrofii mi¢sniowej Duchenne'a (DMD).

Projekt, ktory realizowata Doktorantka, a jego wyniki opisala w rozprawie doktorskiej, skupiat si¢
na nastgpujacych celach: 1) uzyskaniu izogenicznych linii ludzkich iPSC oraz uzyskanie z nich
kardiomiocytow pozwalajacych na badanie podloza kardiomiopatii towarzyszacej rozwojowi DMD;
2) identyfikacji zmian w ekspresji gendéw i poziomie bialek zwigzanych z mutacja w genie kodujacym

dystrofing; 3) wytypowaniu i analizie najbardziej zmienionych funkcji kardiomiocytow uzyskanych
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z pozbawianych dystrofiny iPSC; 4) uzyskaniu i wstepnej analizie iPSC pozbawionych zarowno funkcjonalnej
dystrofiny jak i utrofiny.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska to praca pisemna w jezyku angielskim liczaca 150 stron,
z czego Wstep stanowi 28 stron, Materialy i metody 24 strony, Wyniki 36 stron, a Dyskusja 15 stron. Ponadto,
praca zawiera Spis tresci, Spis skrotow, wymagane Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, Cele pracy,
Whioski, Pismiennictwo (350 pozycji!!) i Figury dodatkowe.

Wstep do rozprawy doktorskiej w sposob klarowny i wyczerpujacy przedstawia podtoze dystrofii
migéniowej Duchenne'a, rozw6j choroby oraz kardiomiopatie jej towarzyszaca. Swietnie charakteryzuje rézne
mutacje, ktore moga doprowadzi¢ do rozwoju DMD i ich konsekwencje. Zwraca uwage, ktore mutacje
zwigzane s3 z czestszym powstawaniem kardiomiopatii. Omawia modele zwierzgce wykorzystywane
w badaniach podtoza i rozwoju DMD. Ta czg$¢ pracy obejmuje tez bardzo dobra charakterystyke narze¢dzi
badawczych, jakimi sg indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste oraz technika CRSIPR/Cas9. Wstep
przedstawia takze obecny stan badan nad opracowaniem terapii dystrofii, w tym takze zwigzanych
z nig kardiomiopatii, wlaczajac w to te, ktore juz trafily do kliniki. W koncowej czesci tego rozdziatu
Doktorantka skupia si¢ na przyblizeniu metabolizmu zelaza w mi¢$niu sercowym, ktory, jak si¢ okazato
w wyniku prowadzonych przez nig badan, ulega zaburzeniom w kardiomiocytach pozbawionych dystrofiny.
Wstep zawiera wszystkie informacje istotne dla zrozumienia pracy i §wiadczy o bardzo rozleglej wiedzy
Autorki. Ta cze$¢ pracy "czytata si¢" bardzo dobrze. Po jej zakonczeniu czutam si¢ gotowa do lektury
Wynikow.

Materialy i metody takze nie budzily moich watpliwosci. Cele doktoratu mgr Kalina Andrysiak
zrealizowata przeprowadzajac szereg bardzo dobrze zaplanowanych doswiadczen, podczas ktorych
wykorzystata liczne techniki wspotczesnej biologii komorki, biologii molekularnej, czy biochemii. Do metod
tych zaliczaja si¢ m.in.. hodowle komorkowe, reprogramowanie ludzkich komérek somatycznych
(jednojadrzaste komorki krwi), réznicowanie ludzkich iPSC, wykorzystanie technik CRISPR/Cas9, testy
metaboliczne, elektrofizjologiczne, QRT-PCR, analizy transkryptomu, proteomika, immunodetekcja, Western
blotting i inne. Otrzymane dane poddane zostaly analizom bioiniformatycznym i statystycznym. Schematy
i tabele utatwity zrozumienie przeprowadzonych doswiadczen i analiz. Zastosowanie réznorodnych metod
pozwolito Doktorantce na doskonale opanowanie warsztatu naukowca. Materialy i Metody prezentuja
wykorzystane odczynniki i zastosowane techniki. Do tej czeSci pracy mam jedynie pytanie o wybdr metody
reprogramowania. Dlaczego zdecydowano si¢ na wykorzystanie zestawu zawierajacego c-Myc?
Czy rzeczywiscie wydajno$¢ metody, w ktorej stosuje si¢ onkogen przewazyta?

Wyniki rozpoczyna szczegotowy opis uzyskiwania ludzkich iPSC - pochodzacych od dwoch osob
zdrowych i od jednego chorego na DMD, manipulacji genetycznych, ktore doprowadzity do uzyskania 3 par
iPSC wykorzystywanych w szczegbélowych analizach fenotypu, a takze metod roznicowania iPSC

prowadzacych do uzyskania kardiomiocytow - iPSC-CM. W efekcie uzyskano trzy linie wyjsciowe, okreslane
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jako DMBO1-CTRL, DMB02-CTRL i DMB03-DMD. Wykorzystujac technike CRISPR/Cas9 w komorkach
linii 01 i 02 doprowadzono do delecji egzonu 50 w genie kodujacym DMD - tym samym doprowadzajacy
do powstania linii DMBO01-DMD oraz DMB02-DMD. W linii 03 doprowadzono do korekcji mutacji uzyskujac
odpowiednik linii kontrolnej. Taki zabieg umozliwit poréwnanie komoérek o takim samym "pochodzeniu"
a tym samym badanie efektow mutacji lub jej braku, w komorkach o tym samym podlozu genetycznym.
Wszystkie iPSC zostaly przeanalizowane pod wzgledem ekspresji gendéw pluripotencji, zdolnosci
do réznicowania w pochodne ekto-, endo- i mezodermy. Okreslono takze ich kariotyp. Mam dwa pytania
dotyczace tych analiz - jaki byt odsetek komoérek o prawidtowym genotypie w przypadku kazdej linii iPSC?
Mam tez uwage dotyczacg analizy kul zarodkowych. Po trzech tygodniach hodowli to juz nie sg kule,
ale rozrosty kul zarodkowych. Fig. 12¢ przedstawiajaca immunodekcj¢ dystrofiny jest dla mnie nieczytelna.
Kolor zielony i zo6lty sa tak do siebie podobne, Zze trudno rozrozni¢ sygnat pochodzacy od dystrofiny
i od aktyny.

Dostep do narzedzi, jakimi byly trzy pary linii iPSC pozwolit na uzyskanie kardiomiocytow
a nastepnie analiz¢ transktyptomiczna i proteomiczng komorek kontrolnych i pozbawionych dystrofiny.
Analizy te przeprowadzone zostaly w sposéb bardzo precyzyjny, wigczajac wszelkie odpowiednie korekty.
Wyniki tych analiz przedstawiono w sposob bardzo klarowny, wskazujac na procesy ktore ulegaja zmianie
przy braku dystrofiny. Polaczenia transkryptomiki i proteomiki pozwolito na identyfikacje 18 transkryptow
i bialek, ktorych poziom zmieniatl si¢ podobnie oraz 13, w przypadku ktorych poziom transkryptu i biatka
nie zmienial si¢ tak samo. Analiza uzyskanych wynikéw pozwolita na wytypowanie kilku biatek do dalszych
analiz. Bylo to, m.in. biatko mitoNEET, o ktorym wiadomo Ze jest zaangazowane w kontrole homeostazy
zelaza w komorkach. Poziom tego biatka byl nizszy w iPSC-CM wszystkich trzech linii DMD. Co ciekawe
wigzalo si¢ to z podwyzszonym poziomem jondéw zelaza zarowno w mitochondriach jak i cytoplazmie.
Kolejnym etapem badan byta analiza ekspresji genow i1 kodowanych przez nie bialek zwigzanych
z metabolizmem zelaza w komorkach oraz stresem oksydacyjnym. W efekcie, Doktorantka wykazata, ze iPSC-
CM pozbawione dystrofiny byly bardziej wrazliwe na stymulacje¢ zelazem. Obserwowata tez wzrost poziomu
wolnych rodnikow. Efekt ten mozna byto odwrocic¢ stosujac chelator zelaza. Poktosiem tych badan byta analiza
ultrastruktury mitochondriow komorek linii DMBO1-CTRL i DMD. Zataczone w doktoracie zdjgcia niestety
nie sg najbardziej czytelne. Dajg jednak przestanki do stwierdzenia, ze by¢ moze dochodzi do uszkodzen
mitochondriow w iPSC-CM pozbawionych dystrofiny.

Kolejnym etapem badan byta analiza zmian w poziomie joné6w wapnia. W przypadku kardiomiocytow
DMD zaobserwowano réznice zar6wno w liczbie jak i czasie trwania oscylacji wapniowych. Doktorantka
wykryla takze zmiany w ekspresji genéw kodujacych czynniki zaangazowane w regulacje poziomu jonow
wapnia w komorce. Udokumentowata takze zmiany w parametrach elektrofizjologicznych a takze zwigzanych

z "sztywnos$ci" blony komoérkowej badanych komorek. Last but not least, Doktorantka wykazata, ze
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wprowadzenie mutacji w genie kodujacym utrofing nasila fenotyp komoérek DMD. Przywrocenie funkcji genu
kodujacego utrofine znosi te efekty.

Podsumowujac uzyskane wyniki stwierdzam, ze Doktorantce udalo si¢ opracowaé¢ doskonaly model
badawczy umozliwiajacy analize fenotypu kordiomiocytéw pozbawionych dystrofiny. W swoich badaniach
wykorzystata 3 pary linii komérkowych, co ograniczyto wplyw podloza genetycznego badanych komorek.
Przeprowadzajac analize transkryptomiczng i proteomiczng zidentyfikowata zaburzenia w ekspresji genow
zwigzanych z metabolizmem zelaza i wapnia, wptywajace na poziom stresu oksydacyjnego oraz mogace mieé¢
wplyw na funkcjonowanie kardiomiocytow, co moze prowadzi¢ do rozwoju kardiomiopatii. Wyniki zostaty
przedstawione w sposob logiczny i klarowny, a to przy ich ogromie niekoniecznie byto tatwym zadaniem.

W Dyskusji wyniki zostaly skrupulatnie podsumowane i zestawione z istniejaca literaturg dotyczaca
problematyki badan. Szczegdlnie podobat mi si¢ fragment dotyczacy powigzan kardiomiopatii
z metabolizmem zelaza. Co istotne, Doktorantka zwrdcila uwage na problemy, jakie mogg by¢ zwiagzane
ze stosowanymi metodami badawczymi i analitycznymi. W tym fragmencie pracy zabraklo mi jedynie
"zbiorczego" nakreslenia dalszych perspektyw badan dotyczacych podiloza kardiomiopatii w DMD,
ze wskazaniem najlepszego zdaniem Doktorantki modelu in vivo.

Rozprawa doktorska napisana jest po angielsku. Trudno mi oceni¢ czy jej jezyk jest super poprawny.
Na pewno jest bardzo zrozumiaty. Czytato si¢ jg dobrze. Zwrocitabym pewnie wigksza uwage na interpunkcje,
bo nawet jako nie-anglistka zauwazatam pewne usterki. Ilustracje, schematy, wykresy sa bardzo starannie
przygotowane.

Podsumowujac, pani mgr Kalina Andrysiak zrealizowata wszystkie postawione cele. Jej tytaniczny
wrecz  wysitek pozwolil na opracowanie modeli badawczych umozliwiajacych analize fenotypu
kardiomiocytéw uzyskanych z iPSC. Dostgp do takich kardiomiocytow umozliwil okreslenie roli dystrofiny
w ich funkcji - analiz¢ transkrypotymiczng, proteomiczng, funkcjonalng oraz wytypowanie procesow
komoérkowych zmienionych w wyniku mutacji. Jest to niewatpliwie duza wartos¢ przedstawionej do oceny
pracy. Ponadto, podczas realizacji doktoratu pani mgr Andrysiak uczestniczyla w innych projektach
badawczych - jest wspotautorka licznych publikacji.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymaganiami art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. z 2018 poz. 1668 z
p6zn. zm.) i wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie
doktoranta do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na wysoka warto§¢ naukowa
przedstawionej rozprawy wnioskuje o jej wyréznienie stosowng nagroda.
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