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calych organizmow.

Komorki macierzyste (KM) jako komorki o wysokim potencjale réznicowania, od kilku dekad
przeszczepianie egzogennych frakcji KM 1 progenitorowych, stanowig wazne mechanizmy naprawcze

budza nadzieje na ich praktyczne zastosowania kliniczne, w tym w leczeniu uszkodzef tkanek i

narzagdow. Procesy endogennej regeneracji tkanek, ktore od lat probuje si¢ wspomagaé poprzez

umozliwiajgce utrzymanie struktury anatomicznej oraz funkcjonalnej poszczegélnych organdéw oraz

Obok KM pozyskiwanych z tkanek organizmow w okresie postnatalnym - czgsto okreslanych,
jako KM dojrzate (z ang. adult stem cells), do ktorych nalezg m.in. krwiotworcze KM i progenitorowe
szpiku kostnego od lat skutecznie stosowane w hematologii klinicznej, ogromng nadziej¢ i
zainteresowanie badawcze budza KM o charakterze embrionalnym, okreslane jako KM pluripotencjalne.
Historycznie KM o wilasciwosciach pluripotencjalnych, czyli zdolnosci do réznicowania w komorki de
facto kazdego typu tkankowego, w tym komorki szeregu tkanek niekrwiotworczych — a co istotne z

punktu widzenia regeneracji kluczowych organow ludzkich, w tym struktur uktadu nerwowego -
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pozyskiwano m.in. ze stadium blastocysty w okresie embriogenezy, jako tzw. KM embrionalne (ESCs).
Ze wzgledu m.in. na kontrowersje etyczne, wspomniane zrodto KM pluripotencjalnych nie byto jednak
optymalne i stawiato przed badaczami wyzwanie do poszukiwania innych alternatywnych zrodet
komorek o wysokim potencjale roznicowania. W 2006r. przelom przyniosty badania zespolu prof.
Shinya Yamanaki z Uniwersytetu w Kyoto, ktory opracowal metode ,,wytwarzania” KM
pluripotencjalnych de novo z komorek terminalnie zréznicowanych, poddanych reprogramowaniu
genetycznemu. Powstate w wyniku takiego procesu indukowane KM pluripotencjalne, tzw. komorki iPS
(z ang. induced pluripotent stem cells), wykazujg szereg cech zblizonych do KM embrionalnych, w tym
szeroki potencjal do réznicowania i sa obecnie szeroko badane na $wiecie, réwniez pod katem ich
potencjalnego wykorzystania w regeneracji tkanek. Wyzwaniem w praktycznym wykorzystaniu
komorek iPS w klinice, pozostaja jednak wcigz po pierwsze - optymalne protokoly reprogramowania
genetycznego, bezpieczne dla pacjenta, oraz po drugie - endogenny potencjal teratogenny, ktory
przypisany jest KM pluripotencjalnym.

W zwigzku z powyzszym uwaga szeregu laboratoriow badawczych na §wiecie koncentruje si¢
dzi$ przede wszystkim na optymalizacji bezpiecznych procedur indukcji komoérek iPS in vitro oraz na
opracowywaniu alternatywnych podej$¢ w reprogramowaniu genetycznym, ktéore umozliwityby
pozyskanie bezposrednio komorek progenitorowych o okreslonym ukierunkowaniu tkankowym, z
pomini¢ciem stanu pluripotencjalnos$ci, ktory niesie ryzyko powstania potworniaka po przeszczepieniu

takich komorek in vivo.

W przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej, doktorantka wychodzi na przeciw
wymienionym wyzwaniom i oczekiwaniom badawczym. Doktorantka podjeta wpisujaca si¢ w
powyzsze najnowsze $wiatowe trendy badawcze - wazng probe uzyskania ludzkich komorek
progenitorowych neuralnych na drodze bezposredniego reprogramowania genetycznego (czyli tzw.
komoérek iNS), oraz pordOwnania skuteczno$ci tej strategii do powszechnie stosowanej metody
pozyskania progenitor6w neuronalnych na drodze réznicowania z komorek iPS. W swojej pracy
doktorantka wybrata dwie strategie bezposredniego reprogramowania fibroblastow ludzkich do komorek
iINS in vitro: 1) z zastosowaniem jednego czynnika transkrypcyjnego (CT), jakim byt SOX2 — kluczowy
CT regulujacy neurogenezg, oraz 2) z zastosowaniem dwoch CT — SOX2 oraz c-MYC, ktory stanowi
wazny aktywator proliferacji komorek, sprzyjajacy zwigkszeniu efektywnosci reprogramowania
genetycznego. Doktorantka w swoich badaniach zastosowata réwniez ludzkie komorki iPS
wyprowadzone przez nig na drodze reprogramowania czynnikami transkrypcyjnymi regulujacymi
pluripotencj¢ KM — OCT-4, SOX-2, KLF-4 oraz c-MYC, ktore nastgpnie wykorzystata jako Zrédto

komoérek neuronalnych (tzw. komorek ebiNS), wyprowadzonych na drodze ukierunkowanego
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roznicowania w hodowli in vitro. W swojej pracy doktorantka przeprowadzita szereg badan
poréwnujacych wilasciwosci uzyskanych populacji KM neuralnych na poziomie fenotypowym,
genetycznym i funkcjonalnym, jak réwniez przeprowadzita szereg prob optymalizacji protokotow ich

pozyskiwania oraz hodowli i réznicowania in vitro.

Formalny opis rozprawy i ocena edytorska

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska liczy 117 stron i rozpoczyna si¢ od spisu tresci i wykazu
skrotow, po ktorych nastepuje Wstegp liczacy 27 stron i zawierajacy informacje odnosnie technologii i
molekularnego podloza reprogramowania komoérek do stadium iPS oraz pozyskiwania neuralnych KM i
ich zastosowan w regeneracji. Po nim nastgpuje zwigzte przedstawienie Celow pracy oraz 1-0 stronicowy
podrozdziat Materiaf, w ktorym doktorantka opisuje linie komdrkowe, ktore zostaly wstepnie pozyskane,
jako material wyjSciowy do dalszych do$wiadczen. Po nim umieszczono 12-o stronicowy podrozdziat
Metody zawierajacy opis metod oraz przebieg poszczegélnych doswiadczen, ktore doktorantka
przeprowadzata w czasie swoich badan. Podrozdziat zawiera dwie tabele obejmujace sekwencje starterow
stosowanych ~w  reakcjach PCR oraz opis przeciwcial zastosowanych do  barwien
immunocytochemicznych. Kolejny rozdziat zatytutowany Wyniki i ich omowienie liczy 26 stron i zawiera
najwazniejsze wyniki uzyskane przez doktorantke, ktore przedstawila na 22 rycinach 1 w 2 tabelach. W
rozdziale Dyskusja liczacym 13 stron, doktorantka zawarta podsumowanie rezultatow swoich badan oraz
odniosta je do dotychczasowego stanu wiedzy $wiatowej odwotujac si¢ do 238 pozycji literaturowych,
ktore przytoczyta na koncu swojej rozprawy w rozdziale Pismiennictwo. Pracg konczy 1-0 stronicowy
rozdzial Wnioski oraz Streszczenie pracy umieszczone na 3 stronach rozprawy, po ktorym nastgpuje
réwniez krotkie streszczenie w jezyku angielskim (2-u stronicowy Abstract). Na zakonczenie doktorantka
podaje Wykaz dokumentow i artykulow przedstawionych w czasie przewodu doktorskiego oraz podaje

Spis Rycin i Tabel.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska zawiera wszystkie cze$ci formalne przewidziane dla prac

doktorskich i spetnia wymogi formalne takiej rozprawy.

Pod wzgledem edytorskim praca doktorska jest przygotowana bardzo starannie. W czasie czytania
zwracaja uwage jedynie nieliczne, drobne bledy interpunkcyjne oraz stylistyczne — np. wielokrotne
stosowanie okreslenia ,,ilo$¢” zamiast ,,liczba” w odniesieniu do rzeczownikow policzalnych (np. ,,ilo$¢

komorek™), czy tez stosowanie réznych skrotow na komorki iPS, zamiast jednego wybranego (tj. iPS,
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IPSc, iPSC). Tabele i ryciny zostaly rowniez przygotowane w sp0sob staranny, a ponizej przedstawione

uwagi nie umniejszaja wysokiej oceny strony edytorskiej rozprawy.

Uwagi do czesci edytorskiej:

1. Ryciny ztozone z kilku paneli zdje¢ (W szczegolnoscei uzyskanych przy powigkszeniu obiektywu
20x) moglyby by¢ wigksze, co ulatwiloby interpretacjc wynikow  barwienia
immunocytochemicznego (np. Rysunek 2, 11, 12).

2. Wykaz dokumentow i artykutow przedstawionych w czasie przewodu doktorskiego powinien
by¢ raczej umieszczony na koncu rozprawy, po rozdziale Pismiennictwo, tak aby zachowac

ciggtos$¢ typowych czesci rozprawy doktorskie;.

Ocena merytoryczna

We Wstepie doktorantka przedstawita w sposob bardzo staranny i niezwykle wnikliwy, zestaw
informacji ulatwiajacy czytelnikowi zrozumienie Cceléw pracy oraz dzialan eksperymentalnych

przedstawionych w dalszej czgsci rozprawy doktorskiej.

W pierwszej czeSci Wstepu doktorantka w sposob systematyczny i wyczerpujacy omawia zagadnienia
dotyczace strategii reprogramowania komoérek somatycznych do komoérek iPS oraz molekularne podtoze
reprogramowania, w tym szczegétowo opisuje wirusowe oraz niewirusowe techniki wprowadzania
transgendw wraz z ich zaletami 1 wadami, takze pod wzgledem potencjalnych zastosowan klinicznych

uzyskanych komorek iPS.

W dalszej czes$ci Wstepu doktorantka koncentruje si¢ na strategiach bezposredniego reprogramowania
komorek somatycznych do komdrek progenitorowych ukierunkowanych tkankowo, jako alternatywy dla
komorek iPS, przytaczajac konkretne przyktady badan $wiatowych, ktore zakonczyly sie sukcesem.
Doktorantka przedstawita takze przyktady badan, w ktorych podejmowano proby indukowania
genetycznego 1 pozyskiwania KM 1 progenitorowych o charakterze neuronalnym dla celow regeneracji
tkanki nerwowej (tzw komorek iNS), w ktorej to czesci wyjasnia znaczenie poszczegolnych czynnikow
transkrypcyjnych stosowanych do reprogramowania dla indukcji konkretnego fenotypu tych KM. Dalszg
cze$¢ Wstepu doktorantka poswigca aspektom niszy komorek neuronalnych, opisujagc dwie najwazniejsze
nisze KM neuralnych w mézgu ludzkim (strefy SVZ oraz SGZ) oraz zwraca uwagg na udziat sktadnikow
molekularnych niszy, w tym biatek macierzy zewnatrzkomorkowej oraz wydzielanych tam czynnikow
wzrostowych, na regulacje¢ fenotypu i funkcji KM neuralnych, w tym na ich potencjat réznicowania.

Cho¢ doktorantka nie poswigca wigcej uwagi tym aspektom w swej dalszej pracy doswiadczalnej,
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wyraznie wskazuje na fakt, ze obok reprogramowania genetycznego, rowniez wplyw elementow niszy

komorkowej powinien by¢ w przysztosci brany pod uwage w indukcji konkretnego fenotypu komorek

INS. W ostatniej czesci Wstepu doktorantka przedstawia przyklady praktycznych zastosowan

indukowanych KM neuralnych oraz komorek progenitorowych wyprowadzonych z komorek iPS w

regeneracji tkanek uktadu nerwowego zarowno w modelach zwierzgcych, jak i w badaniach klinicznych

u ludzi.

Podsumowujac, Wstep jest przygotowany bardzo starannie, wnikliwie i wyczerpujaco w kontekscie

dotychczasowego stanu wiedzy i literatury oraz logicznie uzasadnia cel jaki doktorantka postawita sobie

w swojej pracy doktorskiej.

Uwagi do Wstepu:

1.

2.

We Wstepie, ktory obejmuje tak rozlegly obszar wiedzy, z pewnoscia pomocne byloby
umieszczenie rycin lub tabel podsumowujacych oraz ilustrujacych dany omawiany aspekt
wiedzy. Przyktadowo wskazane bytoby umieszczenie tabeli podsumowujacej zalety i wady oraz
efektywnos$¢ reprogramowania omawianych metod wirusowych i niewirusowych stosowanych w
technologii iPS oraz schematu przedstawiajacego standardowe reprogramowanie tzw.
»czynnikami Yamanaki” do stanu komoérek iPS w poréwnaniu do strategii bezposredniego
reprogramowania do komorek iNS, np. z zastosowaniem czynnika transkrypcyjnego SOX2, co
utatwitoby zrozumieniu strategii eksperymentalnej przyjetej przez doktorantke w dalszej czgsci
pracy, szczeg6lnie dla szerszego grona czytelnikow dysertacji. Podobnie przy opisie niszy SVZ i
SGZ, cennym byloby przedstawienie schematow struktury obu obszaréw z zaznaczeniem
elementow opisywanych przez doktorantke, w szczegdlnosci umiejscowienia w obu strefach KM
neuralnych.

Tego typu uproszczone lub przyktadowe schematy porzadkujace informacje podane we Wstepie
z pewnosciag ulatwilyby czytelnikowi dalsze podazanie za dziataniami podjetymi w pracy oraz
interpretacje wynikow. Mysle, ze doktorantka bedzie miala okazj¢ przedstawi¢ przynajmniej
niektoére z tych schematow w swojej prezentacji pracy doktorskiej w czasie jej obrony.

Na stronie 23 rozprawy doktorantka stwierdza, ze ,,(...) stosowanie mezenchymalnych komorek
macierzystych w terapiach zaburzen OUN, stanowi przedmiot spornych dyskusji, podwazajgcych
zdolnos¢ mezenchymalnych komorek macierzystych do transroznicowania do linii komorek
neuronalnych.” Ze wzgledu na fakt, ze szereg badan swiatowych wskazuje jednak na pozytywne
efekty zastosowania MSCs w regeneracji uszkodzen uktadu nerwowego, rodzi si¢ pytanie o

mechanizmy aktywnosci komoérek macierzystych, w tym MSCs, w miejscu ich przeszczepienia.
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Jakie inne wlasciwosci KM - oprocz bezposredniego réznicowania si¢ w komorki docelowe, np.
neuronalne — moga mie¢ znaczacy wpltyw na procesy regeneracji uszkodzonych tkanek? Jakie
wlasciwo$ci regeneracyjne przypisywane sg komorkom MSCs i czy brak bezposredniego
roznicowania tych komorek w dany typ komoérki docelowej, wyklucza zastosowanie MSCs w

celu regeneracji uszkodzonej tkanki?

W nastepnej czesci rozprawy doktorantka przedstawita Cel pracy, ktory formutuje wlasciwie oraz

jasno uzasadnia w kontekscie wiedzy omowionej we Wstepie.

W rozdziatach Material i Metody liczacych 13 stron, doktorantka w sposob zwigzly opisata
zar6wno wyjsciowy materiat badawczy, jak roéwniez protokoty eksperymentalne zastosowane w pracy
doswiadczalne;.

Materiat badawczy stanowity ludzkie linie komoérkowe wyjsciowe do dalszego reprogramowania
genetycznego oraz réznicowania do linii komorek neuralnych (m.in. fibroblasty napletka ludzkiego).
Protokoty eksperymentalne oraz schematy prowadzonych do$wiadczen opisano w sposob wyczerpujacy
I wystarczajacy, aby uzyska¢ informacje co do sposobu ich wykonania oraz mozliwosci ich powtdrzenia
przez innych badaczy. Rozdziat uzupetniono takze o dwie tabele zawierajace sekwencje nukleotydowe

starterOw oraz opis przeciwciat zastosowanych w pracy.

Wyniki oraz gléwne osiggni¢cia Swoich badan doktorantka przedstawita w rozdziale Wyniki.
W pierwszej czesci rozdziatu doktorantka opisata doswiadczenia, w ktorych udato jej si¢ wyprowadzi¢
wtlasne linie komorek iPS z fibroblastow ludzkich na drodze reprogramowania ,,czynnikami Yamanaki”
z wykorzystaniem wektorow lentiwirusowych, ktdre w nastgpnej czesci pracy wykorzystala, jako
komorki wyjsciowe do réznicowania w kierunku komoérek progenitorowych neuralnych (tzw. komorek
ebiNS).

W dalszej cze$ci pracy doktorantka wykonata szereg doswiadczen majgcych na celu
bezposrednie reprogramowanie fibroblastow ludzkich w kierunku komoérek macierzystych neuronalnych
z zastosowaniem samego czynnika transkrypcyjnego kluczowego dla neurogenezy (SOX2) lub SOX2 z
czynnikiem c-MYC - z wykorzystaniem wektorow wirusowych i episomalnych.

Doktorantka potwierdzita wysoka efektywno$¢ transdukcji w/w czynnikami w przypadku zastosowania
wektrow lentiwirusowych, a takze potwierdzita ekspresj¢ markeréw komodrek neuronalnych w

transdukowanych fibroblastach, m.in. SOX1, SOX2 i nestyny, co mogtoby $swiadczy¢ o indukcji zmiany
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fenotypu w reprogramowanych komoérkach. Doktorantka nie zaobserwowata jednak typowej zmiany
fenotypowej swiadczacej o przejsciu komoérek w kierunku linii neuronalnej, co nasun¢lo doktorantce
stuszny opis uzyskanych komoérek (0 morfologii raczej komorek mezenchymalnych) - jako komorki
,INS- podobne”. Jednoczes$nie doktorantka zaobserwowata, ze dodatkowa nadekspresja genu c-MYC
zwigkszata efektywnos$¢ indukcji komorek iNS-podobnych w komérkach transdukowanych SOX2, jak
réwniez pozytywnie wptywala na poziom proliferacji tych komorek, co doktorantka opisala w dalszej
czgS$ci pracy.

W przypadku zastosowania wektoréw episomalnych doktorantka nie zaobserwowata indukcji fenotypu
neuronalnego w fibroblastach ludzkich, co zwigzane bylo z bardzo niska wydajnoscia transfekcji
obserwowang zaréwno przez doktorantk¢ w jej badaniach, jak rowniez powszechnie opisywang przez

innych badaczy w przypadku zastosowania tego typu wektorow.

Uwagi:

1. Tu rodzi si¢ pytanie, jaki mégl by¢ wpltyw geny ¢-MYC na indukowane komorki, co miato
przetozenie na obserwowang efektywno$¢ indukcji fenotypu SOX1+SOX2+nestyna+ w
komorkach transdukowanych lentiwirusami przenoszacymi SOX2 i ¢c-MYC? Czy obok
zwigkszenia efektywnos$ci proliferacji komodrek reprogramowanych SOX2 i ¢c-MYC w
porownaniu z komorkami reprogramowanymi tylko genem SOX2, doktorantka obserwowala
zmiany w innych aspektach funkcji tych komorek lub ekspresji innych genow? Czy efektywnos¢
proliferacji korelowata np. z odsetkiem komoérek SOXI+SOX2+nestynat pomigdzy
eksperymentami?

2. Skoro SOX2 jest kluczowym regulatorem neurogenezy, to czy w przypadku komorek ,,iNS-
podobnych”, ktore wykazywaty ekspresje tego czynnika, ale wcigz fenotypowo zachowywaty
morfologi¢ fibroblastow/ komorek mezenchymalnych, doktorantka probowata zmieni¢ pozywke
hodowlang np. na bardziej wzbogacona w czynniki wzrostowe stymulujace rdéznicowanie
neuronalne? By¢ moze takie dodatkowe dostarczenie czynnikow stymulujgcych neurogeneze
pozwolitoby komoérkom ,,iNS- podobnym” na przejscie w stadium komorek progenitorowych
neuronalnych. Mysle, ze tego typu eksperymenty moglyby stanowi¢ ciekawy aspekt nowych
przysztych badan zwickszajacych efektywno$¢ strategii reprogramowania zaproponowanych
przez doktorantke w niniejszej pracy.

3. Czy doktorantka widzi potencjalnie mozliwos¢ zwigkszenia efektywno$ci reprogramowania
czynnikami SOX2 i ¢c-MYC za pomocg wektorow episomalnych, ktoére z pewnoscig bylyby
bezpieczniejsza alternatywa dla stosowania wektorow wirusowych, w szczegdlnosci w

kontekscie potencjalnych zastosowan klinicznych wyprowadzonych komoérek iNS?
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W dalszej czesci rozdziatu Wyniki doktorantka opisuje badania, w ktérych komorki macierzyste/
progenitorowe neuronalne wyprowadzata z wcze$niej uzyskanych komorek iPS, na drodze ich
ukierunkowanego roznicowania neuronalnego poprzedzonego stadium ciatek embrionalnych.
Wyprowadzone komoérki doktorantka okresla mianem ,.komoérek ebiNS”.

W przeciwienstwie do wynikoéw uzyskanych dla strategii bezposredniego reprogramowania, doktorantce
udato si¢ uzyska¢ na drodze réznicowania z komorek iPS, komodrki o ekspresji szeregu markerow
typowych dla KM/ progenitorowych neuralnych (w tym m.in. SOX1, MSI1) oraz o morfologii typowej
dla takich komorek, co doktorantka poréwnata takze z linia KM neuralnych (nazwang w pracy NSC)
wyprowadzonych z ludzkich KM embrionalnych (H9).

Doktorantka porownata ekspresje szeregu gendow zwigzanych z roznicowaniem w Kierunku linii
neuronalnych, w tym SOX2, MSI1, NKX2.2 i nestyny, pomi¢dzy m.in. komérkami wyprowadzonymi
na drodze ukierunkowanego roznicowania z komorek iPS (ebiNS) i z komorek embrionalnych (NSC)
oraz komoérkami ,,iNS-podobnymi” uzyskanymi na drodze bezposredniego reprogramowania (czyli
komorkami SiNS 1 SMINS). Doktorantka wykazata upregulacj¢ markeré6w neuronalnych oraz spadek
ekspresji markerow mezenchymalnych we wszystkich wyprowadzanych liniach neuronalnych w
porownaniu z wyjsciowymi fibroblastami ludzkimi, co $wiadczy o indukcji fenotypu neuralnego w
reprogramowanych i réznicowanych komorkach. Co ciekawe, wykazata takze, ze poziom ekspresji
markeréw neuronalnych w komorkach ebiNS jest bardziej zblizony do poziomu obserwowanego w
komorkach ,,iNS-podobnych” uzyskanych na drodze bezposredniego reprogramowania (czyli komorek

SiNS i SMINS), niz w komorkach NSC wyprowadzonych z hESCs.

Uwaga:

Powyzsza obserwacja moze potwierdza¢ wczesniej zasygnalizowane przypuszczenie, ze ,,.komorki iNS-
podobne” sa molekularnie ,,gotowe” do przej$cia fenotypowego w komorki progenitorowe iNS przy
dodatkowym ich zastymulowaniu (np. przez odpowiednie czynniki wzrostowe obecne w

zoptymalizowanej pozywce).

Jednocze$nie, doktoranta wykazata, ze komorki ebiNS roéznicowaly w rozne typy komorek tkanki
nerwowej podobnie jak komorki NSC wyprowadzane z komorek embrionalnych H9, a w
przeciwienstwie do komorek ,,iNS-podobnych” wyprowadzonych na drodze bezposredniego

reprogramowania, ktorych potencjat réznicowania neuronalnego byt ograniczony.
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W dalszej cz¢sci pracy doktorantka przedstawia wyniki odnoszace si¢ do poziomu proliferacji
wszystkich badanych frakcji komorek neuralnych, jak rowniez poziomu ich senesencji, $wiadczacym
m.in. o szybkoS$ci starzenia si¢ komorek w hodowlach in vitro. Co ciekawe, doktorantka ponownie
wskazala na podobienstwa pomiedzy komodrkami ebiNS i NSC - wyprowadzonymi odpowiednio z
komorek iPS i komorek hESCs. Obie populacje wykazywaty znamiennie wyzsza aktywno$¢ proliferacji
w porownaniu z komorkami ,,iINS- podobnymi” uzyskanymi na drodze bezposredniego
reprogramowania. Nizszy poziom proliferacji korelowat z wyzszym odsetkiem komorek wykazujacych

aktywno$¢ B-galaktozydazy zwigzanej z senesencja, w komorkach iNS- podobnych.

Uwagi:

1. Doktorantka stwierdza, ze pomimo zastosowania réznych pozywek (ReNcell, StemPro NSC) i
substratow pokrywajacych podtoze hodowlane, komorki ,,iNS- podobne” wchodzity w stan
senesencji i obnizaty tempo proliferacji w hodowli in vitro, co moze $wiadczy¢, ze jakie$ inne
mechanizmy mogg by¢ odpowiedzialne za ten stan. Czy doktorantka przypuszcza, jakie inne
czynniki mogltyby by¢ za to odpowiedzialne i co mozna by potencjalnie zoptymalizowa¢ w celu
zwigkszenia zywotnosci i efektywnoscei funkcjonalnej komoérek iNS pozyskiwanych na drodze
bezposredniego reprogramowania.

2. Rodzi si¢ takze pytanie o wyjsciowy poziom proliferacji oraz sensencji samych fibroblastow
ludzkich wykorzystywanych do bezposredniego reprogramowania. Czy doktorantka badata stan
funkcjonalny tych komorek przed reprogramowaniem oraz w dtuzszej hodowli in vitro? Nie
mozna wykluczy¢, ze wyjsciowy stan funkcjonalny fibroblastow mogt mie¢ przetozenie na

wyprowadzone z nich komoérki SiNS 1 SMiNS.

Podsumowujac, rozdziat Wyniki opisujacy najwazniejsze wyniki badan doktorantki zostat
przygotowany w sposob obszerny i logiczny, a przedstawione wyniki zilustrowano informatywnymi

rycinami oraz tabelami.

W rozdziale Dyskusja autorka krytycznie i ostroznie ocenia wilasne wyniki na tle danych
literaturowych oraz wskazuje na potencjalne obszary, gdzie wyniki uzyskane w jej pracy doktorskiej
moga by¢ potencjalnie wykorzystane w przysztosci oraz gdzie zaproponowane przez nig strategie moga
ulec dalszej optymalizacji. Dyskusja jest napisana bardzo starannie 1 wskazuje na dojrzato$¢ naukowa

doktorantki.
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Rozpraweg konczy rozdziat Wnioski, w ktorych doktorantka przedstawita w punktach gtowne
osiggnig¢cia badawcze oraz konkluzje ptynace z przeprowadzonych przez nig badan, oraz informatywne

Streszczenie pracy, przygotowane zarowno w jezyku polskim, jak i angielskim.

Podsumowujac, W przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej Pani Marty Winieckiej-
Klimek, autorka podje¢ta si¢ waznego wyzwania, jakim jest optymalizacja metody pozyskiwania
komoérek progenitorowych neuralnych na drodze bezposredniego reprogramowania genetycznego, z
pomini¢ciem stadium pluripotencjalno$ci, z jakim mamy do czynienia w przypadku wyprowadzania
komorek bezposrednio z komoérek iPS. Proby podejmowane przez badaczy w celu opracowania takich
metod, ktére przyblizytyby nas z pewnoscia do praktycznych, bezpiecznych zastosowan indukowanych
komorek progenitorowych w praktyce klinicznej, pomimo tego, ze sg juz podejmowane na $wiecie —
wcigz stanowig wazne wyzwanie, ktore moze przynie$¢ wymierny wklad nie tylko w badania

podstawowe, ale i przedkliniczne, a przede wszystkim kliniczne.

Doktorantka w swojej pracy doktorskiej rowniez podjeta tego typu wazng probe pozyskania komorek
progenitorowych neuralnych, indukowanych na drodze bezposredniego reprogramowania z
zastosowaniem technik transdukcji wirusowej i transfekcji episomalnej, jednocze$nie porownujac
wlasnosci otrzymanych komorek z komorkami progenitorowymi wyrdznicowanymi bezposrednio z KM
embrionalnych oraz komorek iPS. Wykazala istotne roznice fenotypowe, genetyczne i funkcjonalne
pomiedzy tymi komoérkami i pomimo pewnych obserwowanych ograniczen w efektywno$ci
opracowywanych przez nig metod bezposredniego reprogramowania, wskazata na potencjalne obszary

dalszych optymalizacji i przysztych wyzwan, co nalezy oceni¢ bardzo wysoko.

Wazne obserwacje doktorantki przedstawione w jej rozprawie doktorskiej, otwieraja droge do dalszych

badan i1 optymalizaciji metod bezposredniego reprogramowania komoérek somatycznych do progenitorow

neuralnych i czynia prace doktorantki wazna w kontekscie przyszlych mozliwos$ci pozyskiwania takich

komorek z pominigciem stadium komorek iPS, przy odpowiedniej stymulacji komorek bezposrednio

reprogramowanych czynnikami takimi jak m.in. SOX2 lub innymi, ktorych rola lub wspoétdziatanie z
czynnikiem SOX2 powinny zosta¢ réwniez zbadane. To z kolei przybliza nas do potencjalnych

praktycznych zastosowan komorek indukowanych w praktyce klinicznej. Uzyskane w pracy wyniki,

stanowia wazny, wlasny wklad doktorantki w swiatowa nauke i z pewno$cia stanowia podstawe do

dalszych badan wlasnych oraz innych erup badawczych.
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Rozprawe doktorska Pani Marty Winieckiej-Klimek Marty oceniam bardzo wysoko zaréwno pod
wzgledem merytorycznym, jak i formalnym i edytorskim. Przedstawione w recenzji uwagi, w tym
merytoryczne, w zadnym stopniu nie wplywajg na pozytywng ocene calej rozprawy doktorskiej, a

przeciwnie $wiadczg o zainteresowaniu wynikami tej rozprawy.

Wnosz¢ zatem do Rady Wydzialu Nauk Biomedycznych i Ksztatlcenia Podyplomowego Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi 0 dopuszczenie Pani Marty Winieckiej-Klimek do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na wysoki dotychczasowy dorobek naukowy doktorantki oraz znaczenie
wynikow jej badan dla dalszych przyszlych zastosowan praktycznych, wnosz¢ do Wysokiej Rady
Wydziatu o wyrdznienie rozprawy.

(Ewa Zuba-Surma)
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