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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Izabeli Kraszewskiej pt. ,,Characterization of cellular
barriers for successful AAV transduction in the heart using human iPSC-derived

cardiomiocytes and cardiac fibroblasts as a model”

Na przestrzeni ostatnich lat stopniowo kolejne terapie wykorzystujace metody medycyny
molekularnej, a w szczegdlnosci terapii genowej sg wprowadzane do praktyki klinicznej, czesto
przynoszac przetom nie tylko w leczeniu schorzen o podlozu typowo genetycznym ale takze
w niektorych schorzeniach o podiozu wieloczynnikowym. Jednak postep w zakresie terapii
genowe] wydaje si¢ znacznie wolniejszy niz przypuszczaliSmy 20 lub 10 lat temu. Mimo
znaczgcego postepu wiedzy dotyczacego rozwoju wektoréw zardéwno wirusowych jak i nie
wirusowych oraz wprowadzania innowacyjnych metod transferu wektoréw nadal jedna z
glownych barier w uzyskaniu efektu terapeutycznego jest czesto niski poziom efektywnie
transdukowanych komorek. Zwykle transdukcja w warunkach in vivo jest znacznie nizsza od
tej uzyskiwanej w warunkach laboratoryjnych in vitro oraz efektywnos$é transdukcji u
czlowieka 1 duzych zwierzat laboratoryjnych jest nizsza niz uzyskiwana w przypadku
eksperymentow prowadzonych na matych zwierzetach np. myszach lub szczurach. Mimo to
nadal istniejg obszary patologii czlowieka, ktore stanowa potencjalnie bardzo atrakcyjny cel dla
terapii genowej. W przypadku choréb uktadu krazenia sg to w szczegolnosei: niewydolnosé
serca, kardimiopatie, nawrdt zwezenia po zabiegach na tetnicach wieficowych, genetycznie
uwarunkowane zaburzenia rytmu serca, degeneracja pomostow zylnych po rewaskularyzacji
chirurgicznej, angiogeneza w chorobie niedokrwiennej serca. Jednym z podstawowych
probleméw do rozwigzania pozostaje szczegdlnie niska efektywnos¢ transdukeji komorek serca
czlowieka uzyskiwana w warunkach in vivo. Ten problem dotyczy takze szeroko dzisiaj
stosowanych wektordw opartych na wirusach zwigzanych z adenowirusami (AAV), ktérych
sukces wynika przede wszystkim z wysokiej efektywnosci i trwatosci transukeji przy niskiej
indukcji odczynu zapalnego. Stad za bardzo cenne uwazam podjecie przez mgr Izabele
Kraszewskq badan dotyczacych wiasnie tej problematyki, ktorych wyniki zawarto w rozprawie
doktorskiej pt. ,,Characterization of cellular barriers for successful AAV transduction in the
heart using human iPSC-derived cardiomiocytes and cardiac fibroblasts as a model” wykonanej

pod Kkierunkiem dr hab. Agnieszki Jazwy-Kusior ~ w wiodgeym osrodku badan



eksperymentalnych w obszarze terapii genowej w Zakladzie Biotechnologii Medycznej
Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ w Krakowie, kierowanym przez wybitnego

specjaliste w tym obszarze Prof. Jozefa Dulaka.

Praca jest obszerna obejmuje 169 stron wydruku zawierajgcego wiele tabel oraz rycin
I ma uklad typowy dla rozpraw doktorskich; skiada si¢ ze wstepu wprowadzajgcego w
problematyke pracy, sformufowania celu pracy, opisu stosowanych metod, przedstawienia
wynikow, dyskusji, wnioskéw, wykazu piSmiennictwa oraz syntetycznego streszczenia w
Jezyku polskim i angielskim. Na koncu rozprawy umieszczono wykaz w pelni wykorzystanego
i wiadciwie przytoczonego pismiennictwa. Znaczna cze$é z 333 cytowanych prac zostala

opublikowana w ostatnim piecioleciu.

We ,,Wstepie” poprzedzonym wykazem skrotow uzywanych w tekscie, ktéry znacznie
ulatwia lekturg rozprawy, Doktorantka kompetentnie i rzeczowo przedstawia koncepcie
transferu genow dla celow terapii genowej, biologie wirusdéw AAV, strukture i sposéb dziatania
wektorow opartych na wirusach AAV  ze szczegdlnym uwzglednienie odpowiedzi
immunologicznej na transdukcje¢ przy pomocy tych wektoréw. W kolejnej czesci wstepu
Doktorantka podsumowuje aktualny stan wiedzy dotyczacy zastosowania wektoréw AAV w
badaniach przed- i klinicznych w schorzeniach ukfadu sercowo-naczyniowego. Szczegélnie
cickawa i bardzo wartosciowa dla czytelnika jest czg$¢ poswiccona trudnosciom i
ograniczeniom w translacji efektow uzyskiwanych w badaniach na zwierzetach do badan
klinicznych na ludziach. Konicowa czgs¢ wstepu jest poswiecona oméwieniu metod badania
mechanizméw transdukeji in vitro ze szczegdlnym uwzglednieniem komorek uzyskiwanych z
ludzkich indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych (iPSC), wykorzystanych w
badaniach wykonanych przez Doktorantkg. Wstep dobrze wprowadza  czytelnika w
problematyke przeprowadzonych badan oraz uzasadnia sformulowany w kolejnym rozdziale
cel glowny rozprawy doktorskiej jakim byla identyfikacja glownych barier dla wydajnej
transdukeji tkanek ludzkiego serca wektorami AAV. Realizacji celu gléwnego shuzylo
rozwigzanie probleméw badawezych zaadresowanych w celach szczegélowych odnoszacych
si¢ do potencjalnych mechanizméw barier ograniczajacych efektywnosé transdukeji wektorow
AAV w zastosowanym modelu hodowli kardimiocytow (iPSC-CMs) i fibroblastéw sercowych
(iPSC-CFs) takich jak: 1) oddzialywania miedzykomérkowe w hodowlach w warunkach 3D,
2) transport wewngtrzkomorkowy i obrébka kapsydu wektora w cytoplazmie, 3) oddziatywanie
bialek odpowiedzi na uszkodzone DNA z genomem wektora oraz 4) dlugoterminowe

konsekwencje ekspresji transgenu takie jak obecnos¢ dwunicowego RNA w kardimiocytach.



W rozdziale ,Metody” Autorka starannie i bardzo szczegdlowo opisuje metode
uzyskania oraz prowadzenia hodowli kardimiocytow oraz fibroblastow sercowych
uzyskiwanych z ludzkich indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych (iPSC)
wykorzystanych w przeprowadzonych eksperymentach. Doktorantka opisuje metodologie
produkcji wykorzystanych do badan wektorow AAV w malej 1 duzej skali, metody transdukcji
hodowli kardimiocytow (iPSC-CMs) i fibroblastow sercowych (iPSC-CFs) oraz wykorzystane
sposoby oceny jej efektywnosci. Bardzo dokladnie Doktorantaka opisala wszystkie
wykorzystane metody biologii molekularnej wykorzystane w  przeprowadzonych
eksperymentach. Podano takze metodyke badan, ktorym poddano tkanke uzyskang z
wyszczepionych serc od pacjentdow poddanych przeszczepieniu serca. W sposob w pelni
wyczerpujacy przedstawiono metody analizy statystycznej. Nalezy podkresli¢, ze zastosowane
w pracy metody cksperymentalne i statystyczne sg bardzo nowoczesne i adekwatne dla

rozwigzania bedgcych przedmiotem niniejszej rozprawy probleméw badawezych.

W kolejnej czegsci pracy mgr Izabela Kraszewska prezentuje uzyskane wyniki w
sposob uporzadkowany i adekwatny do sformulowanych celow ilustrujac je wiasciwie
dobranymi tabelami i rycinami. Nalezy podkresli¢c wysokg staranno$¢ i przejrzystosc rycin, w
szezegdlnosci zdje¢ histopatologicznych prowadzonych hodowli komorkowych, ktére bardzo
utatwiajg zapoznanie si¢ czytajacego rozprawe z najwazniejszymi wynikami. Dyskusja jest
bardzo rzeczowa, wnikliwa i krytyczna. Jej kolejne czesci koncentrujg sie na kolejnych
poddawanych analizie wynikach i logicznie prowadzg przez kolejne wynikajace z siebie etapy
prowadzonego eksperymentu. W pierwszym etapie prowadzonych badan Doktorantka
wykazala, ze AAV6 byt bardziej wydajny w warunkach hodowli 2D a serotyp AAV9 bardziej
wydajny w warunkach 3D. Doktorantka wykazala, iz moze za to odpowiada¢ aktywnos¢
endogennych sjalidaz, ktdre wplywaja na poziom ekspozycji galaktozy — receptora dla AAV9
i kwasu sjalowego — receptora dla AAV6. Za ten efekt moze odpowiadaé aktywno$¢ sjalidazy
NEU3, na co wskazuja obserwacje Doktorantki pochodzace z eksperymentow z komdrkami
knock-out NEU3 oraz wykazanie duzej zmiennosci poziomu NEU3 w tkance serca pacjentow
poddawanych transplantacji tego narzadu. W kolejnych eksperymentach Doktorantka poddata
badaniu znaczenie przetwarzania kapsydu i genomu wektora wewnatrz transdukowanych
komoérek. Wykazano, ze hamowanie aktywnosci kinazy biatkowej CK2 prowadzi do wzrostu
efektywnosci transdukcji we wszystkich typach badanych komdrek. Doktorantka wykazala, ze
inhibicja aktywnosci CK2 prowadzi do wyciszenia kaweoliny-1 oraz aktywacja odpowiedzi na

niesfaldowane biatka, ktore to procesy zwiekszaja efektywnosc transdukeji wektorow AAV,



Dodatkowo mgr Izabela Kraszewska zaobserwowala, ze obecno$¢ biatka opiekunczego BIP
jest niezbedna do efektywnej transdukcji komérek iPSC-CFs. Dodatkowo wykazano, ze
hamowanie aktywnosci CK2 prowadzi do przejsciowej aktywacji szlaku odpowiedzi na
uszkodzone DNA (DDR) we wszystkich typach komorek poprzez destabilizacje biatka Mrel1.
Biatko Mrell poprzez hamowanie syntezy drugiej nici DNA wektora hamuje ekspresje
transgenu w transdukowanych komorkach. Bardzo ciekawym elementem badan Doktorantki i
niezwykle wartosciowym w moim przekonaniu jest wykazanie wptywu AAV na mechanizmy
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej komdrek iPSC-CMs i iPMCCFs. W
przeprowadzonych eksperymentach wykazano, ze ekspozycja na AAV obniza ekspresje
receptordw Toll-podobnych (TLR) i innych prozapalnych genow przy jednoczesnym wzroscie
miRNA-146a oraz miRNA-199 w transdukowanych komdrkach. Wykazano takze obecnosé
dsRNA oraz, ze odpowiedz na dsRNA w obecnosci interferonu prowadzi do obnizenia poziomu
transkryptow biatka wskaznikowego GFP. W dyskusji wlasne wyniki Doktorantka umiejetnie
konfrontuje z wynikami nielicznych opublikowanych badan dotyczacych mechanizméw
ograniczajgcych efektywnos¢ transdukeji komoérek ukladu sercowo-naczyniowego czlowicka
przy pomocy wektordw opartych na wirusach AAV. Ta czgéé rozprawy w petni ukazuje dobre
zorientowanie Doktorantki w aktualnej literaturze dotyczacej zagadnienia bedacego
przedmiotem rozprawy. Nalezy zwrocié uwage na krytycyzm Autorki wobec uzyskanych
wynikow i1 $wiadomos¢ potencjalnych ograniczen wynikajacych z zastosowanych metod

badawczych co $wiadczy o wlasciwym przygotowaniu merytorycznym i dojrzalosci naukowej.

Kolejny rozdzial obejmuje trzy gléwne wnioski dotyczace mechanizmow
ograniczonej efektywnosci transdukeji komorek serca czlowieka przez wektory AAV
sformutowane w oparciu o wezesniej wnikliwie omodwione wyniki. Wniosek pierwszy
wskazuje na znaczenie migdzykomorkowych interakcji i aktwnosci endogennych sjalidaz.
Whiosek drugi podkresla znaczenie mechanizméw zwigzanych z kinazg proteinowa CK2.
Natomiast we wniosku trzecim Doktorantka podkresla znaczenie generowania dsRNA podczas

dhugotrwalej ekspresji transgenu.

Podsumowujgc, w moim przekonaniu praca doktorska mgr Izabeli Kraszewskiej
stanowi wysoce oryginalne opracowanie i wnosi niezwykle istotny wklad w rozwoj wiedzy o
mechanizmach ograniczonej transdukcji komorek serca czlowieka przez wektory oparte na
wirusach AAV. Uzyskane wyniki oraz zaproponowane przez Doktorantke mechanizmy moga
mie¢ bardzo duze znaczenie podczas planowania kolejnych badan przed i klinicznych z

wykorzystaniem metod transferu genéw do serca czlowieka. Jestem przekonany, ze praca



doktorska mgr [zabeli Kraszewskiej bedzie miata takze duzy wplyw na rozwdj dalszych badan

z wykorzystaniem wektoréow AAV,

Przedstawiona do recenzji praca mgr [zabeli Kraszewskiej speinia wszelkie wymogi
ustawowe stawiane rozprawom doktorskim okres$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 22018 r. poz. 1668 z pdzn.zm). Wnoszg, zatem
do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
o dopuszczenie mgr [zabeli Kraszewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ponad
to, ze wzgledu na bardzo wysoka wartos¢ uzyskanych wynikow, ich oryginalno$é oraz bardzo
istotny wplyw na rozwdj dalszych badan nad wykorzystaniem wektoréw opartych na wirusach

AAV w terapil genowej wnosz¢ o wyrdznienie rozprawy.
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