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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Pawla Walczaka

pt. ,, Generacja ludzkich indukowanych pluripotentnych komérek macierzystych
oraz ich réznicowanie do komérek produkujacych insuline”
wykonanej pod kierunkiem promotora prof. dr hab. med. Piotra Rieske

i promotora pomocniczego dr Dawida Grzeli

w Laboratorium Naukowo-Badawczym Celther Polska Sp. Z 0.0. w Lodzi

Komérki macierzyste (KM) od kilku dekad stanowig przedmiot zainteresowania licznych
regeneracji tkanek.

zespotow badawczych 1 klinicznych na swiecie ze wzgledu na ich szeroki potencjat do réznicowania si¢

w rozne typy komoérek dojrzatych i zwigzang z tym mozliwoscig ich praktycznego wykorzystania w

Do typow KM o najszerszym dzi§ spektrum potencjalnych i praktycznych zastosowan
klinicznych nalezg tzw. KM dojrzatych tkanek (z ang. adult stem cells) - rezydujace i pozyskiwane z
skutecznie stosowane w hematologii

tkanek organizméw w okresie postnatalnym, do ktérych nalezag m.in. krwiotworcze KM od lat

tkanek

optymalizowane dzi§ dla praktycznych zastosowan klinicznych m.in. w ortopedii, kardiologii,
i
odpowiedzialne za produkcje¢ insuliny.

klinicznej, jak rowniez KM mezenchymalne Szeroko
neurologii oraz chirurgii plastycznej i oparzeniowej. Komorki te, ze wzgledu na swoj ograniczony
potencjal do réznicowania, majg jednak dos¢ waski profil klinicznych zastosowan w Sytuacjach
wymagajacych egzogennej regeneracji

nie moga by¢ w praktyce zrodlem tak
wyspecjalizowanych komorek, jak np. funkcjonalne neurony, kardiomiocyty, czy tez komorki trzustki
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Biorac pod uwage szeroki potencjal roznicowania do de facto wszystkich typow tkanek, duze
zainteresowanie w ostatnich latach budza KM o charakterze pluripotencjalnym, w tym tzw. indukowane
KM pluripotencjalne, czyli komorki iPS (z ang. induced pluripotent stem cells), ktore uzyskuje sie na
drodze genetycznego reprogramowania komoérek somatycznych i ktore mogg byé generowane
indywidualnie dla danego pacjenta.

Jednym z wyzwan zwigzanych z praktycznym, klinicznym wykorzystaniem tych komorek jest
m.in. ich przygotowanie zgodnie z procedurami bezpiecznymi dla pacjenta, a takze zgodnie ze
standardami przyjetymi w praktyce klinicznej, w tym standardami GMP (ang. good manufactory
practice). W zwigzku z powyzszym wiele laboratoriow badawczych na $wiecie koncentruje Swoje
dziatania na optymalizacji bezpiecznych procedur indukcji komoérek iPSCs in vitro, na opracowywaniu
alternatywnych podej$¢ w reprogramowaniu genetycznym oraz hodowli w zdefiniowanych warunkach -
rowniez w czasie ich rdéznicowania w dojrzate fenotypowo komorki konkretnych tkanek - co

przyblizylyby zastosowania komorek iPS w praktyce klinicznej.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska wychodzi naprzeciw tym wyzwaniom i wpisuje si¢
we wspomniane najnowsze $wiatowe trendy badawcze. Doktorant podjat si¢ w swojej pracy wyzwania,
jakim bylo zoptymalizowanie metod genetycznego reprogramowania ludzkich komorek somatycznych
do stadium komorek iPS z zastosowaniem bezpieczniejszych wektorow episomalnych, jak rowniez ich
hodowli i1 r6znicowania w kierunku funkcjonalnych ludzkich komorek trzustki produkujacych insuling -
w zdefiniowanych warunkach hodowlanych in vitro, pozbawionych rowniez sktadnikéw odzwierzecych.
Doktorant wykazatl w swojej pracy, ze takie podej$cie metodyczne jest mozliwe, co znacznie przybliza
mozliwos¢ potencjalnego zastosowania komorek iPS, jako zrodia autologicznych komorek dla celow
regeneracyjnych, w tym komorek B trzustki produkujacych insuling, co w tym przypadku moze znalez¢

zastosowania w leczeniu pacjentow cierpigcych na cukrzyce typu L.
Formalny opis rozprawy

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska liczy 118 stron i zachowuje ukiad typowy dla
rozpraw doktorskich. Rozprawa rozpoczyna si¢ od spisu tresci, Spisu rycin, spisu tabel oraz wykazu
skrotow, po ktorych nastgpuje dwustronicowe Streszczenie pracy w jezyku polskim oraz dwustronicowy
abstrakt w jezyku angielskim. Kolejnym rozdziatem jest Wstep liczacy 24 strony, podzielone na 3 glowne
podrozdziaty i bedacy merytorycznym wstgpem do podejmowanych w pracy aspektow badawczych i
zaopatrzony w 3 ryciny odnoszace si¢ do opisywanej tematyki. Po nim nast¢puje zwiezte przedstawienie
Celow pracy, a nastepnie obszerny 29-o0 stronicowy rozdzial Materialy i Metody, zawierajacy opis metod
oraz przebieg poszczegdlnych doswiadczen, ktore doktorant prowadzil w czasie swoich badan,

zaopatrzony w 12 tabel odnoszacych sie do stosowanych w pracy odczynnikéw, pozywek hodowlanych,
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a takze warunkow prowadzenia eksperymentow. PO nim umieszczono 22-u stronicowy rozdziat Wyniki,
zawierajacy omowienie najwazniejszych wyniki uzyskanych w pracy, ktore zostaty przedstawione na 19
rycinach. Kolejno w pracy umieszczono 11-o stronicowg Dyskusje opisanych wczesniej wynikow na tle
dotychczasowych doniesien naukowych, ktérych spis umieszczono w dalszym rozdziale Pismiennictwo,
zawierajacym 187 pozycji literaturowych (na koncu rozprawy). Po dyskusji umieszczono 2-u stronicowy
rozdzial Wnioski, gdzie doktorant w punktach podsumowuje najwazniejsze osiagni¢cia pracy doktorskie;j.
Na koncu rozprawy po spisie piSmiennictwa, Doktorant umiescit dodatkowe dokumenty m.in. opisujace
jego osiggniecia naukowe, w tym spis publikacji 1 zgloszen patentowych oraz dane bibliometryczne

dorobku naukowego Doktoranta.

Przedstawiona do oceny praca doktorska spetnia w petni wymogi formalne rozprawy doktorskie;j.

Ocena merytoryczna

Streszczenie pracy, przygotowane zard6wno w jezyku polskim, jak i angielskim, umieszczone na
poczatku rozprawy, zostalo przygotowane przez Doktoranta starannie i w sposob informatywny

przedstawia zakres rozprawy doktorskiej.

We Wstepie Doktorant przedstawit dobrze dobrany zestaw informacji ulatwiajacy czytelnikowi
zrozumienie celéw oraz znaczenia badan podejmowanych w rozprawie doktorskiej. Doktorant w sposob
systematyczny i staranny omawia zagadnienia dotyczace podstawowych aspektow dotyczacych komoérek
macierzystych, w tym opisuje podstawowe typy KM, wskazujac na ich wilasciwosci w kontekscie
mozliwo$ci regeneracji tkanek. Osobne dwa podrozdzialy poswigca omowieniu whasciwosci komorek
iIPS oraz metodom ich otrzymywania, a takze obecnym probom praktycznych zastosowan tych komorek.
W kolejnej czesci Doktorant omawia procesy towarzyszace organogenezie trzustki, dostarczajac
stosownej informacji odnosnie czynnikéw molekularnych oraz szlakéw sygnalizacyjnych, ktore biorg
udziat w tym procesie i mogg by¢ rdwniez wykorzystywane w celu ukierunkowanego réznicowania KM
w pozadane komorki trzustki, takze w warunkach in vitro. Wstep konczy podrozdzial poswiecony

aspektom zwigzanym z patofizjologig oraz obecnie stosowanymi strategiami w leczeniu cukrzycy typu .

Podsumowujac, w mojej ocenie Wstep jest napisany w sposob wyczerpujacy 1 dostarcza wystarczajacych

informacji w celu uzasadnienia badan podeimowanych przez Doktoranta w jego pracy. Na podkreslenie

zashuguja réwniez informatywne, przejrzyste ryciny zamieszczone w tej czesci pracy (Rye. 1-3).
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Do tej cze$ci pracy mam nieliczne uwagi, W tym hastepujace:

- na str. 7, Doktorant wymienia rézne typu komorek macierzystych ze wzgledu na ich potencjat do
réznicowania (przedstawiajac go réwniez w sposob bardzo przejrzysty na Ryc. 1). W tym miejscu
sformutowanie "pluripotencjale embrionalne komorki macierzyste" wydaje si¢ nieco mylace. Znacznie
bardziej czytelne - szczegodlnie dla osob niezaznajomionych z tematykag KM - byloby w pierwszej
kolejnos$ci przedstawienie definicji KM pluripotencjalnych (ogélnie), a nastgpnie wymienienie komoérek
ESCs, jako jednego z przyktadow takich komorek. Przy takim zapisie, jak w pracy powstaje wrazenie, ze

komorki pluripotencjalne sg tozsame z KM embrionalnymi (ESCs).

- na str. 21, Doktorant opisuje proces SCNT i wskazuje, ze jego efektem jest powstanie "prawidiowej
zygoty". Budzi to moje pewne zastrzezenia, jako biologa komorki, bowiem efektem udanej procedury
transferu jadra komoérki somatycznej do oocyty, czyli wspomnianego procesu SCNT - jest komorka
zwana "klonotg".

W tym miejscu rodzi si¢ rowniez pytanie do Doktoranta: Jakie sg znane podobienstwa i réznice na
poziomie molekularnym migdzy zygota, a klonota? Czy Doktorant moze wskaza¢ na podstawie dostepne;j
literatury takie roznice i podjac si¢ dywagacji na temat ich potencjalnego wptywu na faktyczny potencjat
rozwojowy klonoty w porownaniu do zygoty? Mysle, ze od strony molekularnej moze by¢ to ciekawy
aspekt do dyskusji, zwlaszcza ze wigze si¢ posrednio z aspektami molekularnymi, ktére Doktorant

podejmuje w pracy.

- na str. 30 i 31, Doktorant przedstawia wyzwania zwigzane z potencjalnym zastosowaniem komorek iPS
w praktyce klinicznej, wymieniajac m.in. wlasciwosci teratogenne tych komorek. Moja watpliwos¢ budzi
stwierdzenie Doktoranta, ze zastosowanie czynnika c-Myc w wektorach integrujacych do genomu w
reprogramowaniu, a co za tym idzie zwigkszone ryzyko mutagenezy insercyjnej, stanowi wieksze
zagrozenie nowotworzeniem niz sama pluripotencja komorek iPS, ktora prowadzi do powstawania
potworniakow in Vivo.

W mojej ocenie wcigz pluripotencja stanowi wieksze zagrozenie ze wzgledu na to, ze kazda komorka iPS
ma taka wlasciwos$é, ale nie kazda komorka uzyskana na drodze reprogramowania wektorem wirusowym
niosgcym c-Myc ulega mutagenezie. Zgadzam si¢ z Doktorantem, ze w poréwnaniu do innych
nowotworow, potworniaki stanowig typowo tagodne guzy nieprzerzutujace, niemniej jednak nie mozna
umniejsza¢ ryzyka zwigzanego z podaniem komorek iPS pacjentowi, ktore to podanie prowadzi¢ moze
(w przypadku tych komorek z prawdopodobienstwem graniczagcym z pewno$cig) do powstania "masy"

nowotworowej W jego organizmie, zamiast oczekiwanego efektu regeneracyjnego.
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W tym miejscu mam réwniez pytanie: Co Doktorant ma na mysli mowigc, ze potworniaki niedojrzate
stanowig "mowotwory ztosliwe", skoro Doktorant pisze dalej ze rzadko przerzutuja oraz efektywnie

poddaja si¢ chemioterapii? Na czym polega ich "ztosliwos¢"?

- w niektérych miejscach pracy przy istotnych informacjach merytorycznych brak odniesienia do

referencji w literaturze (np. str. 31, 32, 34).

Cel pracy zostat sformutowany wtasciwie i uzasadniony w kontekScie wiedzy omowionej we

wprowadzeniu.

W czesci Materialy i Metody umieszczono opis materiatu biologicznego stosowanego w
badaniach, ktory to stanowity ludzkie komorki iPS (wyprowadzone w r6znych warunkach testowanych
przez Doktoranta in vitro) z ludzkich fibroblastow oraz komorek nabtonkowych nerki izolowanych z
moczu. Doktorant wymienia réwniez stosowne zgody na pozyskiwanie materiatu ludzkiego oraz
prowadzenie badan z uzyciem GMO.

W dalszej czeSci rozdziatu Doktorant w sposob bardzo doktadny i wyczerpujacy opisat szereg

procedur eksperymentalnych, ktore zastosowat w swojej pracy do§wiadczalnej, CO w pelni pozwala na
odtworzenie przeprowadzonych eksperymentow.
Ze wzgledu na mnogo$¢ zastosowanych metod i protokotow, Doktorant opisal je w 2 obszernych
podrozdziatach, jako techniki biologii molekularnej oraz metody zastosowane bezposrednio w pracy z
hodowlami komorkowymi. Kazdy z tych dwoch podrozdziatow zawiera szczegoétowo 1 kompleksowe
opisy stosowanych procedur i jest zaopatrzone w 12 tabel odnoszacych si¢ do stosowanych w pracy
odczynnikow, pozywek hodowlanych, a takze warunkow prowadzenia eksperymentow.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorant zastosowal w swojej pracy liczne unikatowe
metody i techniki biologii molekularnej, bazujace m.in. o wektory episomalne oraz konstrukty
zapewniajace indukowang 1 kontrolowang ekspresje wybranych czynnikéw transkrypcyjnych, co
pozwolilo mu na opracowanie nowej procedury pozyskiwania komorek iPS na drodze episomalnej
ekspresji czynnikow reprogramujacych oraz wyprowadzania z nich komodrek progenitorowych trzustki
oraz komorek produkujacych insuling. Dzigki opracowanym procedurom opisanym w pracy, Doktorant
jest jednym z tworcow m.in. zgloszenia patentowego w tym zakresie, opracowanego w grupie Pana
Prof. Rieske - Promotora Doktoranta.

Podsumowujac, czes¢ metodyczna pracy stanowi niewatpliwie je] bardzo wysoki walor i wybitnie

Swiadczy o bardzo zaawansowanym warsztacie pracy Doktoranta oraz cale] grupy badawczej, w

zakresie prezentowanych badan.
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Do nielicznych moich uwagq do tej cze$ci pracy naleza:

- uwaga ogolna: Przy opisie poszczegdlnych metod badawczych, ze wzgledu na ich mnogosé, bytoby
mile widziane 1-o zdaniowe wprowadzenie w jakim celu dany krok byt wykonywany. Ulatwiloby to
logiczne podazanie za krokami eksperymentalnymi Doktoranta, szczeg6lnie, ze w czeSci opisujgcej
wyniki badan - bedace efektem czesto szeregu krokow eksperymentalnych - nie ma miejsca na
szczegblowe opisy, co bylo w danym etapie wykonywane od strony proceduralnej. W niektorym

podrozdziatach opisujgcych metody, takie krotkie wprowadzenie jest uwzglednione.

- Analiza restrykcyjna DNA opisana na str. 47, jest przedstawiona w sposob malo szczegdlowy,

zwlaszcza w porownaniu do szczegdlowego formatu przyjetego dla innych metod.

- na str. 60, Doktorant opisuje zoptymalizowang przez siebie procedure "Transfekcji komorek liniowg
polietyleniming” podajac ja ogodlnie do komorek stosowanych w pracy (tj. nie wskazuje konkretnego
typu komorek).

Tu mam pytanie: Czy Doktorant stasowal te samg procedure transfekcji (tj. stosunek DNA:PEI, ilos¢
plazmidu, liczbe transfekowanych komorek, itp.) w odniesieniu do wszystkich typow transfekowanych
komorek? Czy obserwowal réznice w efektywnos$ci transfekcji réoznych komoérek, co wymagaloby
optymalizacji warunkow transfekcji? Czy Doktorant testowatl moze rdzne warunki transfekcji z PEI dla

r6znych komorek?

- na str. 64, gdzie Doktorant wymienia typy komorek, ktore zastosowal w pracy, jako ludzkie komorki
wyjsciowe do reprogramowania (tj. ludzkie neonatalne fibroblasty i pierwotne komorki epitelialne
nerki), brak mi nieco krotkiego uzasadnienia dlaczego takie, a nie inne, typy komorek zostaty wybrane.
Wyjasnienie pojawia si¢ wprawdzie posrednio dalej w Dyskusji, ale juz na etapie opisu metod taka

informacja bylaby istotna dla czytelnika dla interpretacji wynikow.

- Nie znalaztam informacji skad pochodzity linie komoérek ESCs, o ktorych Doktorant wspomina m.in.

na str. 64, jako komodrkach kontrolnych.

Wyniki rozprawy zostaly zaprezentowane w 22-u stronicowym rozdziale Wyniki, podzielonym
na 4 gtéwne podrozdzialy, w ktorych Doktorant zwiezle i logicznie opisal wyniki swoich badan
prezentujac wybrane wyniki na 19 rycinach.

W pierwszej cze$ci rozdzialu, Doktorant opisat swoje wyniki odno$nie optymalizacji metod
generowania komorek iPS z ludzkich komorek pierwotnych, w warunkach umozliwiajacych ich przyszie
zastosowania kliniczne. Wykazal m.in. mozliwo$¢ pozyskiwania hodowli komorek epitelialnych z
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moczu ludzkiego, co stanowi interesujace i praktyczne zrodlo autologicznych komorek ludzkich - bez
koniecznos$ci stosowania inwazyjnych procedur. Komorki iPS uzyskane na drodze reprogramowania
wykazywaty peten fenotyp komoérek pluripotentnych i co ciekawe ulegaly reprogramowaniu z wigkszg
efektywnoscig niz fibroblasty skorne. W tej czesci badan Doktorant zbadal réwniez wplyw nadekspresji
klastra miR302/367 (regulujacego pluripotencj¢) na efektywno$¢é reprogramowania i potwierdzil, ze
nadekspresja w/w miRNA z wektora episomalnego, zwigksza prawie 4-o krotnie efektywnosc¢
reprogramowania w kierunku komorek iPS (zarowno fibroblastow, jak i komoérek epitelialnych).
Co ciekawe komorki epitelialne znow wykazywaly wiekszg efektywno$¢ reprogramowania niz

fibroblasty. W tej czeSci Doktorant zastosowal szereg nowych, niestandardowych narzedzi inzynierii

genetycznej, w postaci szeregu wektorOw episomalnych niosacych informacje genetyczna o czynnikach

reprogramujacych oraz wybranych miRNA. Doktorant wykazal, ze uzycie takich wektorow, ktore sa

znacznie bezpieczniejsze z punktu widzenia m.in. ryzyka ewentualnej mutagenezy, umozliwia

uzyskanie komorek iPS - wprawdzie z nizsza efektywnoscia niz w standardowych protokotach, ale w

warunkach znacznie bardziej akceptowalnych z punktu wiedzenia zastosowan klinicznych.

W drugiej czg$ci rozdziatu Wyniki, Doktorant opisuje wyniki zwigzane z optymalizacja
pozyskiwania komorek iPS w chemicznie zdefiniowanych warunkach, co stanowi kolejny krok
przyblizajacy praktyczne zastosowanie takich komorek u pacjentow. Doktorant zastosowatl m.in. $cisle
zdefiniowane 1 pozbawione komponenty odzwierzgcej - pozywki hodowlane do ekspansji komorek
wyjsciowych do reprogramowania, jak réwniez opracowal metode transfekcji tych komorek z
zastosowaniem w petni zdefiniowanego czynnika transfekujgcego, w tym przypadku PEL. W tej cze$ci
badan Doktorant sprawdzil rowniez wplyw zdefiniowanych czynnikow bialkowych (bialek macierzy
zewnatrzkomorkowej) stosowanych do optaszczania naczyn hodowlanych dla komorek stosowanych w
reprogramowaniu. Doktorant wykazat m.in., ze w przypadku fibroblastéw oraz komorek epitelialnych,
zastosowanie odpowiednio lamininy 511 (lub lamininy 521) oraz kolagenu I (lub kolagenu iV) moze
wzglednie skutecznie zastapi¢ stosowanie komercyjnego odczynnika optaszczajgcego Geltrex, ktory jest
rutynowo stosowany w reprogramowaniu, a stanowi odczynnik nie w peini zdefiniowany.

We wszystkich w/w przypadkach, kiedy Doktorant stosowat zdefiniowane media hodowlane,
wlasny odczynnik transfekujacy oraz zdefiniowane biatko ECM oplaszczajace podtoze hodowlane -
efektywnos$¢ reprogramowania byta nizsza niz w warunkach kontrolnych, tj. odpowiednio: w pozywce
kontrolnej z surowicg bydleca FBS, z zastosowaniem komercyjnego odczynnika transfekujgcego
FUGENESG oraz przy optaszczeniu podtoza odczynnikiem Geltrex.

Na podkre$lenie zastuguje natomiast fakt, ze pomimo tych obserwacji udato sie Doktorantowi pozyskaé

w zdefiniowanych warunkach - wystarczajaca liczbe kolonii komorek iPS do dalszych badan, co otwiera

WYDZIAL BIOCHEMII, BIOFIZYKI I BIOTECHNOLOGII U]
7



takze mozliwosci potencjalnego wykorzystania takich procedur (opartych o zdefiniowane warunki

hodowli i reprogramowania) dla generowania linii komorek iPS dla pacjentow.

W ostatniej czgsci rozdziatu Doktorant przedstawit wyniki optymalizacji roznicowania komoérek
iPS do komorek produkujacych insuling, z posrednim etapem przeprowadzania komoérek iPS do
komoérek endodermy, w zdefiniowanych warunkach, bez komponenty zwierzecej. Doktorantowi udato
si¢ stworzy¢ takg kompozycje zdefiniowanej pozywki hodowlanej (bezsurowiczej), ktora zapewniata
porownywalny poziom réznicowania do komoérek endodermy, jak w warunkach kontrolnych z FBS.
W tej czesci Doktorant ponownie zastosowat strategie modyfikacji genetycznej komorek, umozliwiajaca
kontrolowang ekspresj¢ w komodrkach iPS czynnikéw transkrypeyjnych Pdx1 i NKX6.1, ktore petnia
istotng role w procesie roéznicowania komorek P trzustki. Wykazal, ze kontrolowana ekspresja tych
czynnikow na odpowiednim etapie réznicowania komorek, zwigksza ich efektywnos§¢ przeksztatcania
sie w komorki produkujace insuling.

Nalezy podkresli¢, ze Doktorantowi udato sie zmodyfikowa¢é istniejace juz i opublikowane protokoty

roznicowania komorek iPS do komorek B trzustki, wprowadzajac bardzie zdefiniowane warunki in vitro,

co zwieksza szanse przysztych zastosowan takich komorek w klinice.

Podsumowujac, wyniki badan zostaly przedstawione przez Doktoranta w sposdb zwiezly oraz logiczny i

spoiny. Na podkre$lenie zastluguje fakt, ze cze$é¢ wynikd4w Doktoranta zostato juz opublikowanych w

trzech wysokoimpaktowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. a takze zostalo objete

zgloszeniem patentowym, co potwierdza wysoka jakos$¢ oraz nowatorski aspekt prowadzonych badan .,

a takze ich znaczenie praktyczne.

Do tej cze$ci pracy mam nastepujace drobne uwagi oraz pytania:

- w Podrozdziale 4.1.1.1. (str. 73-74), Doktorant przedstawia hodowlg komorek uzyskang z moczu, co
jest niewatpliwym sukcesem. Brakuje mi nieco doktadniejszej informacji w jaki sposéb Doktorant
identyfikowal komoérki w tej hodowli, jako komorki epitelialne lub nabtonkowe. Czy oprdcz oceny
morfologicznej przeprowadzal moze dodatkowe analizy w kierunku identyfikacji markeréow epitelium,
aby zbadac¢ ilosciowo homogenno$¢ kultury?

Heterogenno$¢ hodowli pierwotnych, w mojej oceny, nie musi by¢ cechg niepozadang, ale zawsze
wskazanym jest wiedzie¢ z jakimi subpopulacjami mamy do czynienia W hodowli, co ma najczesciej

miejsce przy pozyskiwaniu komorek z tkanek pierwotnych.

- Opisujgc otrzymywanie komorek iPS z zastosowaniem wektorow episomalnych, Doktorant wskazuje
na uzycie dodatkowych czynnikéw przy reprogramowaniu, jakimi sg biatko p53 oraz EBNA-L.
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Doktorant jedynie bardzo krotko wskazuje na ich rolg, co jednak nie jest dla mnie przekonujace,
zwlaszcza, ze wprowadzane sg to dodatkowe czynniki w reprogramowaniu, CO W mojej ocenie wymaga
doktadniejszej argumentacji. Byloby mile widziane, gdyby Doktorant w czasie obrony przyblizyt

doktadniej rolg obu bialek w przebiegu procesow reprogramowania.

- W Podrozdziale 4.2.2. na str. 83, Doktorant podaje wartosci efektywno$ci transfekcji z
wykorzystaniem  kontrolnego odczynnika FUGENE6 oraz zsyntetyzowanego polimeru PEI.
Czy wartosci liczbowe przedstawiajg Srednie z kliku eksperymentéw (a Doktorant omytkowo lub

celowo pomingt wartosci SD), czy tez eksperyment ten byt wykonany tylko raz?

- na rycinie 14, Doktorant na osi Y wykresoOw podaje jako jednostke "Liczbe kolonii komorek iPS".
Wskazane bytoby umieszczenie informacji, czy byta to np. catkowita liczna kolonii na ptytke, czy liczba
kolonii na pole widzenia w mikroskopie, etc. Prositabym o uzupelienie tych informacji w czasie

prezentacji wynikoOw w czasie obrony.

- Moje zastrzezenie budzi takze stosowanie obecnosci receptora CXCR4, jako markera endodermy. Jest
to receptora, ktorego obecnos¢ moze zosta¢ zaindukowana w réznych typach komorek pod wplywem
roznych czynnikdw, o czym moze takze S$wiadczy¢ wysoki rozrzut wynikow uzyskanych przez
Doktoranta przy detekcji tego receptora w roznych pozywkach hodowlanych indukujacych rozwoj
endodermy. W mojej ocenie stosowniej bytoby wybra¢ (obok SOX17 i FOXAZ2) inny czynnik
transkrypcyjny typowy dla endodermy, zamiast markera receptorowego.

W rozdziale Dyskusja autor krytycznie ocenia wiasne wyniki na tle innych danych
literaturowych oraz wskazuje na potencjalne obszary, gdzie wyniki te moga by¢ wykorzystane w

przysztosci. Dyskusja jest napisana starannie i wskazuje na znajomos¢ tematu.

Rozprawg konczy rozdzial Wnioski, w ktorym Doktorant przedstawil w punktach glowne
osiggniecia badawcze objete rozprawg oraz konkluzje ptynace z przeprowadzonych przez niego badan.
Rozdzial pomimo swego tytutu, obok dwdch wyraznych wnioskéw, zawiera trzy punkty, w ktorych

Doktorant zawarl de facto podsumowanie uzyskanych przez siebie wynikow.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Pod wzgledem edytorskim praca doktorska jest przygotowana bardzo starannie. Ryciny sg czytelne, a
zdjecia wykonane i umieszczone w rozprawie w dobrej jakoSci i rozdzielczo$ci. W czasie czytania
zwracajg uwage jedynie nieliczne, drobne btedy literowe i interpunkcyjne, w tym np. stosowanie stowa
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"ilo$¢" zamiast "liczba". Wspomniane drobne btgdy edytorskie nie umniejszajg jednak w zaden sposob

wysokiej jako$ci rozprawy.

Podsumowujac, w przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej Pana Macieja Walczaka,
autor podjat si¢ waznego wyzwania, jakim jest optymalizacja metod pozyskiwania oraz hodowli
ludzkich komorek iPS w warunkach zdefiniowanych, ktére przyblizaja nas do potencjalnych
praktycznych zastosowan tych komoérek w klinice. Doktorant opracowal takze zopytmalizowany
protokot pozyskiwania komorek endodermy, a nastgpnie komorek produkujacych insuling, z komoérek
iPS. Osiagnigcie to zostalo objete m.in. zgloszeniem patentowym, €O potwierdza znaczenie,

innowacyjno$¢ 1 potencjat aplikacyjny uzyskanych wynikow. Uzyskane w pracy wyniki, stanowig

wazny, wlasny wklad Doktoranta w §wiatowa wiedze, jak rOwniez niosa wydoki potencjal aplikacyjny,

CO W mojej ocenie moze znalez¢ przyszte zastosowania w leczeniu pacjentow, w tym z cukrzyca typu L

Rozprawe doktorska Pana Macieja Walczaka oceniam bardzo wysoko zaréwno pod wzgledem
merytorycznym, jak i formalnym i edytorskim. Przedstawione w recenzji uwagi, w tym merytoryczne,
w zadnym stopniu nie wplywaja na pozytywng oceng catej rozprawy doktorskiej, a wrecz przeciwnie,
swiadcza o tym, ze prace czyta si¢ z duzym zainteresowaniem, a otrzymane wyniki s3 zachety

do stawiania nowych pytan.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spelnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim i wnosze¢ zatem do Rady Wydzialu Nauk Biomedycznych i Ksztalcenia
Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi 0 dopuszczenie Pana Macieja Walczaka do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na wysoki dotychczasowy dorobek naukowy Doktoranta (ktéry stanowi
m.in. 9 publikacji naukowych oraz 4 zgloszenia patentowe) oraz ze wzgledu na nowatorskie
aspekty, wysoka warto$s¢ naukowa oraz znaczenie aplikacyjne rozprawy, wnosze¢ do WYysokKiej
Rady Wydzialu o wyréznienie rozprawy.

ol S

(Ewa Zuba-Surma)
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