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Ocena rozprawy doktorskiej
LAnaliza proteomiczna i metabolomiczna procesow indukcji
pluripotencji w mioblastach oraz réznicowania indukowanych X
komdrek macierzystych w kierunku komaorek kardialnych”
autorstwa mgr Marty Nolka-Szaszner Uniwersytet Jagiellonski
z Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
przygotowanej pod opieka
promotorow:
prof. dr hab. Macieja Kurpisza
i dr hab. Magdaleny tuczak, prof. ICHB PAN

Magiczne stowo omika pojawito sie w latach 80. jako wytwor wyobrazni
i niezwykfej kreatywnosci trzech naukowcow z dziedziny genetyki: dr Thomasa
H. Rodericka, dr Franka Ruddle i dr Victora McKusick w 1986 roku. Podczas
miedzynarodowego spotkania w Bethesda (1986) na temat wykonalnosci
mapowania catego ludzkiego genomu, ,zatozyli” nowe czasopismo pod nazwa
Genomics poswiecone badaniom genomu. Wynalezienie nowego stowa przez
T.H. Roderick byt poczatkiem tej (stowo)twdrczo-naukowe] dziatalnosci, ktora
niczym strumien zyciodajnej wody rozlata sie na wszystkie specjalnosci biologii
molekularnej, dajac plony w postaci wszelkiego rodzaju omicznych owocow. Prof. n. med.

W $lad za genomika stowo proteomika zostato po raz pierwszy zaproponowane R Dl

; . ) Kierownik Zaktadu
znacznie poiniej przez Marca Wilkinsa w 1995 roku, aby opisac roznorodnosg_mcil: o toidaneui s

biatek tworzgcych caty organizm. Stowo metabolomika to takze typowy przyktad

neologizmu odwofujgcego sie do trendu w badaniach molekularnych. Instytut Fizyki

im. M. Smoluchowskiego
Rozwdj technik biologii molekularnej, takze tych wywodzgcych sie z chemii

i fizyki, , takich jak spektrometria mas, sekwencjonowanie molekularne i techniki

chromatograficzne, przyczynit sie do powstanie wielu zbiorow (bibliotek) danyc : F
zawierajacych cechy ilosciowe i jakosciowe, jako wyniki eksperymentd

Takécklod Fizyki Medycznej

prowadzonych na duzg skale, w tym genomiki, proteomiki i metabolomiki.
wielomodalna analiza molekularna komarek i systeméow komdrkowych stwarza
koniecznos¢ wprowadzenia systemowego podejscia do poréwnania wynikow
eksperymentéw za pomoca nadzorowanych lub nienadzorowanych algorytmow el sekr. 12 664 46 40

tel. bezp. 12 664 47 62

eksploracji danych. Takie podejscie pozwala na wyodrebnienie danych ol. tojasiewicza 11

30-348 Krakow
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i efektywng analize wieloparametrowych zbioréw danych w celu uzyskania W
maksymalnej informacji o molekularnych fenotypach komaérek. Y
Badanie fenotypu (proteomu i metabolomu) indukowanych

pluripotencjalnych komérek macierzystych to nie lada wyzwanie, nie tylk§niwersytet Jagiellonski
z powodu skomplikowanej metodologii, ale przede wszystkim wynikajgce
z potrzeby poznania tego skomplikowanego sytemu dla rozwoju medycyny
regeneracyjnej. Badania kliniczne z wykorzystaniem progenitorowych (w tym
indukowanych) komorek serca wykazaty ich wykonalnos¢ i bezpieczenstwo, ale
nie wykazaty wyraznych korzysci funkcjonalnych. W zwigzku z tym konieczne jest
gtebsze zrozumienie biologii i metabolizmu iPS, aby opracowac strategie

zwiekszenia ich potencjatu terapeutycznego.

Praca doktorska wykonana przez panig mgr Marte Nolka-Szaszner pod
kierunkiem promotoréw prof. Macieja Kurpisza i Magdaleny tuczak, prof. ICHB
PAN zatytutowana ,Analiza proteomiczna i metabolomiczna proceséw indukcji
pluripotencji w mioblastach oraz rdéznicowania indukowanych komdrek
macierzystych w kierunku komdrek kardialnych” wpisuje sie tematycznie i
metodologicznie w te wspofczesne trendy molekularnej biologii, medycyny

Prof. n. med.
regeneracyjnej a takze bioinformatyki. Ewa tucja Stepien

. . . - . L Kierownik Zaktadu
Przedstawiona mi do recenzji praca opisuje badania na poziomie _
e-mail: e.stepien@uj.edu.pl
proteomicznym i metabolomicznym zmian zachodzacych w trakcie indukcji
pluripotencji w mioblastach ludzkich, jak rowniez w trakcie pdzniejszego Instytut Fizyki
roznicowania uzyskanych komorek iPS w kierunku komdrek o charakterzén. M. Smoluchowskiego
kardialnym. W pracy Doktorantka ocenita rowniez zmiany zachodzace w
proteomie i metabolomie serca po podaniu tak uzyskanych komérek kardialnych=—s

do myszy, u ktérych wczesniej wywotano zawat przez podwigzanie lewej tetnic

ey

wiencowej. Zaklad Fizyki Medyczne]

Uzyskane z wykorzystaniem metod spektrometrii mas  wyniki
przeanalizowano przy uzyciu bioinformatycznych analiz funkcjonalnych w celu

wskazania proceséw metabolicznych i szlakdw/Sciezek  sygnatowychel. sekr. 12 664 46 40
IteJ. bezp. 12 664 47 62

ul. tojasiewicza 11
réznicowania. Badania zostaty uzupetnione poprzez analizy kariotypu, barwienia 30-348 Krakéw

zmieniajgcych  sie  podczas kolejnych proceséw  odrdznicowywania
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immunofluorescencyjne, western blot, analizy RT-PCR gendw oraz ocene w

morfologiczng komodrek wykonang przy uzyciu mikroskopu swietlnego. Y

Rozprawa doktorska p. mgr Marty Nolka-Szaszner jest bardzo obszerna,
zaréwno pod wzgledem objetosci (139 stron bez literatury) jak i tresci. Uktadniwersytet Jagiellonski
pracy jest wzorcowy, przejrzysty, logiczny i petny. Obszerny wstep, ktory sktada
sie z 8 podrozdziatdw, juz sam w sobie jest dzietem spojnym i dobrze napisanym.
Bardzo dobrze napisanym pod wzgledem jezykowym, opartym o najnowsze
informacje z literatury oraz, co sprawia, ze rozprawa doktorska moze by¢ czytana
przez specjalistow z dyscyplin innych niz nauki medyczne, podstawowe
informacje na temat patofizjologii zawatu, metod leczenia i monitorowania.
Przez ten ,wywodd” Doktorantka ptynnie dochodzi do miejsca, w ktorym
wprowadza czytelnika do miejsca skad zrodzita sie idea zastosowania komdrek
macierzystych do leczenia wad i chorob serca, w tym niewydolnosci
pozawafowej. W czesci tej Doktorantka poswiecita tez wiele uwagi biologii i
charakterystyce komoérek macierzystych, metod ich pozyskiwania (iPS) oraz
wykorzystaniu ich leczeniu. Druga czes¢ wstepu poswiecona jest opisowi metod
spektralnych i technik chromatograficznych i ich wykorzystaniu w badaniach
. ’ . . Prof. n. med.
proteomicznych. Jet to obszerne kompendium metodologiczne napisane ewo Eucla Steploh
prostym jezykiem, co jest zdecydowanie zaletg pracy doktorskiej. Pod koniec Hurownik takiady
wstepu Doktorantka zwiezle uzasadnita wykorzystanie metod analizg-mail: e.stepien@uj.edu.pl
funkcjonalnych w proteomice i matabolomice do poszukiwania interesujgcych
Instytut Fizyki

réznic miedzy prébami eksperymentalnymi.
im. M. Smoluchowskiego

Cel pracy doktorskiej p. mgr Marty Nolka-Szaszner to charakterystyka

proteomiczna i metabolomiczna zmian  zachodzacych w  trakcie |

odroznicowywania mioblastéw do indukowanych komérek pluripotentnych oraz ;:’ F

pozniejszego ich réznicowania w kierunku komérek o charakterze kardialnynt—""
Zaklad Fizyki Medycznej

Cel ten jest wyjgtkowo ambitny i wymagajgcy rozbudowanej metodyki

badawczej, takze pod wzgledem zaplanowanego protokotu badawczego.

Realizacja takiego celu wymagata zrealizowania posrednich celéw takich jak:
tel. sekr. 12 664 46 40
1. pobranie i odréznicowanie mioblastéw ludzkich, poprzez transfekcje dwomg, bezp. 12 664 47 62

réznymi wektorami na bazie wirusa Sendai (Cyto-Tune-iPS) i wektora  ul. tojasiewicza 11

lentiwirusowego (EF1a-STEMCCA); 2. réznicowanie uzyskanych komérek iPS do 30-348 Krakow

3|Strona




Krakow 04.09.2022

komorek sercowych; 3. podanie uzyskanych komodrek do serca myszy z W
indukowanym zawaftem przez podwigzanie lewej tetnicy wiericowej;
4. wykonanie analiz proteomicznych i metabolomicznych na kazdym etapie

eksperymentu. Uniwersytet JagielloAski

Moje uznanie dla Doktorantki wzbudza rozbudowana i skomplikowana
metodyka .badawcza, poczawszy od optymalizacji protokotéw hodowli
komaorkowych, po opracowanie metodologii réznicowania komorek iPS. Ponadto
doswiadczenia na zwierzetach wymagaty opanowania techniki indukowania
zawatu, wszczepienia przygotowanych komarek, a same zwierzeta w liczbie 25
sztuk, byty kontrolowanie (4 razy wykonywano badanie ECHO) i utrzymywano je
przez 102 do pobrania materiatu. Po tak skomplikowanym protokole badawczym
Doktorantka wykonywat izolacje materiatu do oznaczenn proteomicznych

i metabolomicznych.
Omowienie wynikow

Indukowane komorki macierzyste (iPS) w kierunku komérek serca praz

pluripotencjalne komarki mioblastyczne to temat bardzo interesujgcy i dajgcy
badaczowi wiele mozliwosci na przeprowadzenie oryginalnych badan Prof. n. med.
i dokonanie waznych odkry¢. Niewatpliwie najwazniejszym osiggnieciem w pracy ~ Ewa tucja Stepien
- . , ) o Kierownik Zaktadu

doktorskiej p. mgr Marty Nolka-Szaszner jest pokazanie, na postawie wynikdw . _

e-mail: e.stepien@uj.edu.pl

analiz proteomicznych i metabolomicznych, ze proces odrdznicowania
mioblastow w kierunku komdrek pluripotencjalnych jest co najmniej Instytut Fizyki
dwuetapowy. W pierwszym tygodniu po transfekcji, bez wzgledu jaki systernfin. M. Smoluchowskiego

zastosowano, obserwowane byty zmiany w profilu biatek powigzanych

Doktorantka zaobserwowata réznice w obecnoéci 31 biatek réznicujgcyc
g
komorki reprogramowane obiema metodami, w tym istotne réznice dotyczacg, yqg Fizyki Medyczne]

z zaburzeniami mitochondrialnymii i nasileniem fosforylacji oksydacyjnejr—-F

aktywacji biatek zwigzanych z infekcja wirusowa oraz replikacjg wirusa w
komorkach reprogramowanych za pomocg metody STEMCCA. To zadecydowato
0 wyborze modelu badawczego. Ostatecznie do wyprowadzenie stabilnej Iinii[ell sokr. 12 664 46 40

komorek iPS Doktorantka uzyta komorek odréznicowanych wektorem SENDAlel. bezp. 12 664 47 62
ul. tojasiewicza 11
30-348 Krakow

Po 7. dniu od odréznicowywania komdrek w kierunku iPS, Doktorantka
zaobserwowata zmiany dotyczac gtéwnie biatek zaangazowanych w sygnalizacje
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eukariotycznego czynnika inicjujgcego EIF2, $ciezke mTOR, a takze tych W
uczestniczacych w splicingu (str.87, 91). Bardzo intrygujgce dla mnie, jako
recenzenta, jest uzyskanie wynikéw wskazujacych na zfozony profil biatkowy

komorek iPS i wykazanie podobiefistwa proteomicznego tych komorek d@niwersytet Jagiellonski
proteomu charakterystycznego dla réznych rodzajow miopatii i zaburzen
nerwowomiesniowych (str. 72-73). Obserwacja zmian metabolomu w
pierwszych 7. dniach reprogramowania pokazata bardzo waine zjawisko:
poziom akumulacji kwasu glutaminowego w odrdznicowanych mioblastach
spadat w stosunku do pierwotnych, ktéry wyréwnywat sie w komorkach iPS (str.
94). Réwniez interesujgcym wynikiem umieszczony w pracy jest wykazanie
zmian iloéciowych (spadek akumulacji i ekspresji) biatka (HMOX1) oksygenazy
hemowej 1, w trakcie procesu odréznicowania mioblastow do komorek iPS oraz
w czasie réznicowania iPS w kierunku komorek o charakterze kardialnym, co

pokazano takze za pomoca techniki western blot (str. 117-118) .

Kolejnym niewatpliwie istotnym wktadem w rozwdj wiedzy na temat
roznicowani iPS w kierunku komorek serca jest szczegdtowy opis zmian

matabolomicznych, na roéznych etapach réinicowania oraz w procesach

c ; Prof. n. med.
naprawczych in vivo (model myszy SCID z indukowanym zawatem). Doktorantka
Ewa tucja Stepien

w swych badaniach pokazata zmiany w akumulacji biatek zaangazowanych w Kierownik Lakiadi
procesy degradacji i naprawy biatek (biatka zwigzane z ubikwitynacjq, biatke-mail: e.stepien@uj.edu.pl

BAG), sygnalizacja szlaku sygnatowego sirtuiny, oraz zmiany poziomu biatek

. . i . i Instytut Fizyki
zwigzanych z pracg i budowg serca: sygnalizacja wapniowa, sygnalizacjg
im. M. Smoluchowskiego

potaczern  przylegajagcych czy przebudowsg pofaczenn  przylegajgcych,

oddziatywania z biatkami macierzy ECM (sygnalizacja integryn i kinaz

sprzezonych z integrynami), sygnalizacja paksyliny i zwigzana z cytoszkieieter: i: IF‘ | x:_*_
aktynowym (str. 120-121). Wykonana przez doktorantke porownawcza analiz _l
metabolomiczna tkanki serca umozliwita identyfikacje 3 zwigzkow réznicujaL(:ychz:ck'c'd FIrER AN r e

podwyzszony poziom kwasu deoksycholowego i obnizony poziom akumulacji

glicerolu i kwasu mlekowego, co wskazuje aktywacje szlakéw usprawniajgcych

tel. sekr. 12 664 46 40
tel. bezp. 12 644 47 62
Doktorantka udowodnita w swej pracy, ze biegle postuguje sie technikami  ul. tojasiewicza 11
30-348 Krakow

prawidtowy metabolizm serca (str. 124).

zarowno inzynierii genetycznej jak i spektrometrii mas, co nie jest oczywiste, i
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Swiadczy o wysokiej interdyscyplinarnosci jej badan zaprezentowanych w pracy W

doktorskiej. Y
Swoje wyniki Doktorantka dyskutuje, wskazujgc na swych obserwacji z

obserwacji z zatozona hipoteza badawcza. Swoje wartoéciowe spostrzezenia {niwersytet Jagiellonski

komentarze zawata na ponad 10 stronach w dyskusji. Znajduje sie w niej wiele

uwag uzasadniajgcych metodyke pracy, jak wybdr pozywek do hodowli,

wektorow do odrdznicowania mioblastow, ocena charakterystyki biologicznej

komorek. Jest to rzetelnie i krytycznie napisana czes$¢ dyskusji. Dalej nastepuje

to co najciekawsze, czyli dyskusja otrzymanych wynikow zmian w proteomie |

metabolomie. Tutaj doktorantka wykazata sie umiejetnoscig wnioskowania i

rozeznaniem w literaturze dotyczacej podobnej tematyki. Poniewaz podjete

przez Doktorantke badania sg pionierskie a literatura dotyczgca zmian w

metabolomie komdrek kardialnych stosowanych w terapii jest uboga,

Doktorantka niejednokrotnie musiata wykazac sie samodzielnoscia w ocenie

swych badan.
Moje uwagi szczegotowe dotyczg wyjasnien prezentowanych wynikow:

1. Rys. 9. pokazuje graficznie poziom ,akumulacji znormalizowanej” biatka Prof. n. med.
desminy w mioblastach i komdrkach iPS. Z przedstawionej metodyki nie  Ewa tucja Stepien
T o , . Kierownik Zaktadu
jest jasne na czym polega normalizacja, co stanowi poziom podstawowy ;
e-mail: e.stepien@uj.edu.pl
akumulacji i w jaki sposob zostata wyrazona niepewnosc statystyczna.
Podobny sposéb prezentacji wynikow zastosowano na innych wykresach, instytut Fizyki
w ktdrych przedstawiono wartosci ,akumulacji wzglednej” (Rys. 19, 35Mm. M. Smoluchowskiego

49). Doktorantka nie wyjasnita w swej pracy czym rdzni sie ,akumulacja

znormalizowana” (Rys. 9, 30, 33, 39, 42, 48) od wzglednej. I IF

2. Wyjasnienia wymaga co reprezentujg punkty na sktadowych gféwnyc;é

poszczegdlnych wykresow (Rys. 12, 27, 41 i kolejne). Zaktad Fizyki Medycznej

W dyskusji brakuje mi:

3. Interpretacji zmian w ekspresji biatka HMOX1, pokazanej w procesie
tel. sekr. 12 664 46 40

odroznicowywania. tel. bezp. 12 664 47 62

ul. tojasiewicza 11
30-348 Krakow
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4, Gtebsze] interpretacji zmian metabolizmu glutationu i inozytolu w w
procesach réznicowania i regeneracji komorek kardialnych. Y
5. Uwagi jezykowe. Doktorantka nie uniknefa stosowania makaronizmow,

np. wialka (str. 47), eluowano (str. 49, 61) i zdarzyly sie btedy fleksyjne/niwersytet Jagiellofski

komponent (r.m.) zamiast komponenta (r. z.)

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska p. mgr
Marty Nolka-Szaszner jest naukowych dzietem o wybitnej wartosci naukowe;j i
walorach poznawczych dla badan nad mechanizmami réznicowania i
odrdznicowania komadrek kardialnych. Praca ta nie tylko rozszerza i ugruntowuje
stan wiedzy na temat biologii mioblastow i komadrek iPS w sercu, ale takze
stanowi przyktad rzetelnego badania naukowego, dotyczacego pionierskiej
tematyki zmian metabolicznych zachodzacych w procesach odréznicowywania i
réznicowania komorek w sercu. Ponadto Doktorantka stawia w swej pracy
odwazne hipotezy, ktére dyskutuje w oparciu o doskonale dobrane

pismiennictwo.

Whioskuje zatem do Rady Nukowej IChB PAN o nadanie stopnia doktora w
reprezentowanej dyscyplinie nauki biologiczne dla p. mgr Marty Nolka-Szaszner, Prof. n. med.
zgodnie z obowigzujacymi przepisami ustawy ,Prawo o szkolnictwie wyzszym i Ewa tucja Stepien
Kierownik Zaktadu

nauce” oraz rozporzadzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
e-mail: e.stepien@uj.edu.pl

Whnioskuje rowniez do Wysokiej Rady o wyrdznienie rozprawy doktorskiej
p. mgr Marty Nolka-Szaszner, zgodnie z Regulaminem dziatania Komisji ds. Instytut Fizyki
przewodéw doktorskich Rady Naukowej IChB PAN, co uzasadniam walorarr%im' i
wybitnymi naukowymi pracy: badania wykonano na unikalnym modelu
badawczym, ktorego samo opracowanie stanowi wazny wktad do dyscyplin —
pionierska tematyka badawcza podjeta przez Doktorantke, uzyskanZ IF’ .':'

opracowanie wynikow, ktore stanowig materiat do kontynuacji tematyKiaklad Fizyki Medycznej

Ll :

badawczej, wyrdzniajacy sposob ujecia wynikéw w dysertacji.

(> _>] O tel. sekr. 12 664 46 40
C ,,:-’L/Um ’(J) ]\U/\ tel. bezp. 12 664 47 62

ul. tojasiewicza 11
30-348 Krakow
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