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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Marty Nolki-Szaszner zatytulowanej ,Analiza proteomiczny
i metabolomiczna proceséw indukcji pluripotencji w mioblastach oraz réznicowania indukowanych
komdrek macierzystych w kierunku komérek kardialnych”wykonanej w Instytucie Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk.

Terapia komoérkowa jest wykorzystywana w medycynie regeneracyjnej i ma na celu odbudowe
zniszczonej badz uszkodzonej tkanki. W tego rodzaju terapii idealnym modelem jest wykorzystywanie
komorek autologicznych, czyli pochodzacych od pacjenta, gdyz minimalizujemy w ten sposob ryzyko
odrzucenia przeszczepionej tkanki. Zjawisko indukowanej pluripotencji komérek macierzystych (ang.
induced pluripotent stem cells, iPSC) jest przetomem w badaniach nad regeneracjg narzadows. Z kolei
komorki iPS to generowane z autologicznych komorek somatycznych dorostego gospodarza,
przeprogramowane komorki, ktére majg zdolnos¢ do réznicowania sie do wszystkich tkanek i komorek.
Mimo postepu w medycynie regeneracyjnej i opracowania sposobéw uzyskiwania komérek iPS, wcigz
istotne sg badania zaréwno in vitro jak i in vivo optymalizujgce metodologie otrzymywania oraz
wyjasniajgce zmiany molekularne zachodzace w trakcie odréznicowywania i pézniejszego réznicowania
komérek iPS. Poznanie mechanizméw lezgcych u podstawy tych proceséw jest konieczne zdaniem
Autorki prezentowanej rozprawy doktorskiej aby uzyska¢ pewno$¢, ze zaproponowana terapia jest
wydajna, a przede wszystkim, bezpieczna. Analizy funkcjonalne komorek iPS in vitro oraz in vivo moga
przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia mechanizméw zachodzacych w trakcie procesow
odréznicowywania i pozniejszego roznicowania, i tym samym przyspieszy¢ wprowadzanie technik
opartych na komoérkach iPS do kolejnych etapow badan klinicznych. Celem przedstawionej rozprawy
doktorskiej byto opisanie zmian zachodzgcych w trakcie indukcji pluripotencji w mioblastach ludzkich,
jak réwniez w trakcie réznicowania uzyskanych komérek iPS w kierunku komoérek o charakterze
kardialnym. Ocenie poddano rowniez zmiany zachodzace po podaniu komorek kardialnych do serca
myszy, u ktorych wczeéniej wywotano zawat przez podwigzanie lewej tetnicy wienicowej. Aby
zrealizowa¢ przedstawione cele mgr Marta Nolka-Szaszner wykorzystata w swoich badaniach
nowoczesng technike analityczng - spektrometrie mas. Technologia ta umozliwia opisanie globalnych
zmian zachodzacych w proteomie czy metabolomie komoérek lub tkanek w trakcie zachodzgcych
procesow odréznicowywania i ponownego roznicowania. Ze wzgledu na powyzsze tematyka pracy
badawczej, ktorej podjeta sie mgr Marta Nolka-Szaszner jest bardzo aktualna, a uzasadnienie wyboru
problemu badawczego jest wystarczajgce.

W zwigzku z tym, ze w badaniach ktérych podjeta sie Doktorantka nie istnieje tzw. ,ztoty standard”
postepowania, etap optymalizacji procedury analitycznej jest konieczny w kazdej pracy badawczej
wykonywanej w tej dziedzinie. Doktorantka zdecydowata sie na zastosowanie do odroznicowania
mioblastow metod bazujgcych na wykorzystaniu wektoréw wirusowych w dwoch réznych protokotach:
STEMCCA oraz SENDAI, bedacych jednymi z kilku standardowych metod postepowania. Doktorantka
zadbata réowniez, aby zoptymalizowa¢ etap hodowli in vitro, a jej efekty potwierdzi¢ kilkoma niezaleznymi
testami. W mojej opinii ten etap pracy doktorskiej zostat bardzo poprawnie i w petni zrealizowany. Do
oceny skiadu biatek preparatéw miedzy innymi wyjsciowych mioblastow oraz mioblastow w siodmym
dniu procesu odréznicowywania, komorek iPS oraz komorek o charakterze kardialnym wykorzystano
analize proteomiczng z wykorzystaniem podejscia LC-MS/MS. Poréwnawcze analizy profili
metabolicznych komoérek prowadzono z wykorzystaniem uktadu GC-MS. Techniki wysokoprzepustowe
wspomagane sg w przedstawianej do recenzji pracy doktorskiej przez techniki biologii molekularnej
takie jak: analizy z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej, testy réznicowania mioblastow, testy



cytogenetyczne oraz barwienia immunofluorescencyjne z wykorzystaniem przeciwciat w celu weryfikacji
obecnosci i lokalizacji badanych biatek. Wymienione techniki to tylko niektére z technik biologii
molekularnej, ktérych wyniki s zaprezentowane w pracy doktorskiej. Dobor molekularnych narzedzi
badawczych do rozwigzania postawionego przed mgr Martg Nolkg-Szaszner problemu oceniam bardzo
dobrze. Nalezy réwniez podkres$li¢ duzy naktad pracy eksperymentalnej Doktorantki. Wykazata sie ona
duzg wiedzg teoretyczna w zakresie prowadzonych badan oraz umiejetnosciami prowadzenia pracy
badawczej na bardzo dobrym poziomie. Réznorodnos$¢ technik wykorzystywanych podczas realizagji
badan pozwolita na wielostronne scharakteryzowanie modelu badan.

Pod wzgledem redakcyjnym prace doktorskg rozpoczyna szczegdlowy wykaz skrotéw oraz jej
streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Rozprawa doktorska zostata zredagowana w jezyku polskim
i obejmuje 150 stron tekstu wliczajac w to obszerny przeglad literatury (bibliografig stanowi 146 pozycii).
Uklad pracy jest typowy. Zawiera standardowe dla tego typu dziet naukowych rozdziaty tj. przeglad
literatury, cele, metodyke badawcza, wyniki oraz dyskusje, podsumowanie i wnioski, a takze bibliografie
(w wymienionej kolejnosci). Wstep pracy doktorskiej stanowi 26 stron (zawierajacych poza tekstem
4 ryciny oraz 2 tabele) starannie omawiajace aktualny stan wiedzy zwigzany z prowadzonymi przez
Doktorantke badaniami naukowymi. Poszczegélne podrozdziaty tej czeSci sg napisane z duza
znajomoscig tematu. Doktorantka opisata tez w kilku rozdziatach nowoczesne techniki analityczne, ktdre
wykorzystata w realizacji swoich badan. Doktorantka jasno okreslita cele pracy doktorskiej.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki zostaly przedstawione w sposéb systematyczny. Opisy
doswiadczen w rozdziale pracy doktorskiej dotyczacym metod wykorzystanych podczas jej realizacji sa
kompletne i szczegétowe w stopniu pozwalajgcym na powtdrzenie badan w innych laboratoriach.
Jedyna uwage jakg mozna mie¢ na tym etapie to brak konkretnego podsumowania efektow tych prac.
Jedyne watpliwosci recenzenta budzi opis wykonanych analiz statystycznych i bioinformatycznych.
Utrudnia to odbiér i interpretacje prezentowanych przez Doktorantke wynikow. Na szczeécie dla
recenzenta rozdziat ten zawiera ryciny i tabele utatwiajace odbior zaréwno tej czgsci pracy jaki
i zrozumienie prezentowanych w pracy doktorskiej wynikéw badan. Uzyskane wyniki zostaty
przedyskutowane na 12 stronach rozdziatu Dyskusja ze zwréceniem szczeg6lnej uwagi na ograniczenia
stosowanych metod, co $wiadczy moim zdaniem o duzej dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Podsumowujac ocene tematyki badan i jej realizacji przez Doktorantke, przedstawiong do recenzji prace
oceniam wysoko. Mimo Ze nie zabrakio w zaprezentowaniu wynikéw badan potknig¢, to badania bedace
jej przedmiotem majg charakter nowatorskich, zostaly bardzo dobrze zaplanowane i zrealizowane.

Doktorantka nie unikneta niestety licznych biedéw jezykowych i stylistycznych, z ktorych wymienie kilka:

1. ilos¢ pasazy” (strona 21), pasaz czyli proces polegajacy na usunigciu komoérek z naczynia
hodowlanego i przeniesieniu do nowej pozywki w celu utrzymania komérek w odpowiednio
niskiej gestosci (konfluencji), aby stymulowa¢ dalszy wzrost jest rzeczownikiem policzalnym,
liczba dotyczy rzeczownikdw policzalnych, ilos¢ zas niepoliczalnych;

2. ,odpowiednik polski” (tabela skrotéw, strona 7) zamiast rozwiniecie skrotu w jezyku angielskim
i rozwiniecie skrotu w jezyku polskim;

3. rozwinieciem skrétu QC jest kontrola jakosci, a nie ,kontrola jako$ci probki” (jest to raczej

kontrola dziatania systemu analitycznego jakim jest chromatograf oraz spektrometr mas jesli

juz, o czym Doktorantka pisze na stronie 38). Probki stanowiace kontrole jako$ci powinny by¢
standardem w zarzadzaniu kontrolg jakosci kazdej metody analitycznej, nie tylko metabolomiki

.Znaczne zwiekszenie liczby metabolitéw” (strona 38);

-w przypadku techniki western bot” (strona 43);

~wialki" (na przyktad strona 47) w jezyku polskim z powodzeniem funkcjonujg okreslenia fiolka

chromatograficzna, probéwka chromatograficzna;

7. .markery wzorcowe” (strona 47) wzorce mas;

8. .woda MiliQ” (strona 48) woda podwajnie destylowana, dejonizowana, o opornosci 18,2 MQ*cm,
ewentualnie woda filtrowana w systemie MiliQ;

9. ,dwukrotnie zmieniajgc bufor” (strona 50) mozemy sie jedynie domys$lac czy chodzi o zmiang
na inny bufor, czy o wymiane buforu na jego nowa porcje;

10. ,stezenie biatka mierzono” (strona 50) - w tym przypadku stezenie wyznaczano na podstawie
zmierzonej wartosci absorbancji;

ok



11. ,do swiezych probéwek typu Eppendorf” - zdecydowanie lepiej brzmi nowych;
12. ,heatmapy” (strona 35) w jezyku polskim mapy ciepta.

Niestety w tej interesujacej i bogatej eksperymentalnie pracy doktorskiej pojawiajg sie biedy edytorskie.
Jezyk pracy jest czesto nieprecyzyjny i peften Zzargonu naukowego. Trudno przytaczac wszystkie
wystepujace w pracy doktorskiej niepoprawne wyrazenia, ogranicze sie znow do kilku przyktadow:

e ,Glowne etapy pracy opierajg sie na konwersji surowych danych, aby zyskaly wartosé
naukowa.” (strona 38);

e ,Stezenie biatka obliczano z wykorzystaniem regresji liniowej.” (strona 60);

¢« _Dokonano réwniez pordwnania obserwowanych zmian akumulacji biatek do tych powigzanych
z typowymi zaburzeniami charakterystycznymi dla patogenezy niektérych choréb.” (strona
72);

e Przeszukiwanie baz danych odbywato sie przy wykorzystaniu algorytmu uwzgledniajgcego
scisle okreslone parametry wyszukiwania.” (strona 52);

o Zakres tolerancji mas peptydow okreslono na réwny 0.2 Da.” (strona 52) — zapewne chodzi
o zakres tolerancji btedu z ktérym oprogramowanie bedzie przypisywaé masy peptydoéw
uzyskane eksperymentalnie do teoretycznych mas peptydow;

e _Natomiast réznice pomiedzy profilami micblastow reprogramowanych in  vitro
z wykorzystaniem réznych metod nie byly az tak wyrazne” (strona 69); - metody byty dwie,
a analiza gtéwnych sktadowych stuzy gtéwnie do redukcji zmiennych opisujgcych dane oraz
odkrycia ewentualnych prawidtowosci miedzy ich cechami, nie do ,opisywania réznic”;

e intensywny wzrost akumulacji bardzo wielu biatek” (strona 10) — bardzo czgsto pojawiaja
sie w pracy redundantne potgczenia wyrazowe;

e Im wieksza liczba zidentyfikowanych fragmentéw tym wieksze prawdopodobienstwo
prawidtowej identyfikacji peptydu.” (strona 35);

e ,Wybdr odpowiedniej metody normalizacji jest istotny w analizie proteomicznej, powszechng
praktykg jest przeprowadzenie transformacji logarytmicznej na wartosciach intensywnosci
zarejestrowanych na widmie mas jonéw.” (strona 35);

¢ funkcjonalne analizy bioinformatyczne wynikéw” (strona 8).

Doktorantka w pracy podaje: ,Materiat otrzymano dzieki wspoipracy ze szpitalem Med Polonia
w Poznaniu. Na badania uzyskano odpowiednia zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu.” Dobrg praktykg w takim przypadku jest podanie
numeru zgody Komisji Bioetyczne;.

Swojg prace doktorskg mgr Marta Nolka-Szaszner przygotowywata pod opiekg promotoréw w osobach
Prof. dr hab. Macieja Kurpisza oraz dr hab. Magdaleny tuczak. Promotorzy sg rozpoznawalnymi
i cenionymi specjalistami w dziedzinach badan, ktére w swojej pracy doktorskiej z sukcesem potaczyla
mgr Marta Nolka-Szaszner. Prof. dr hab. Maciej Kurpisz jest autorytetem w badaniach nad
wlasciwosciami komadrek macierzystych i mozliwosciami ich zastosowania w regeneracji narzadowe;j,
natomiast dr hab. Magdalena tuczak od lat wykorzystuje techniki spektrometrii mas miedzy innymi
w ocenie zmian proteomu oraz metabolomu w progresji miazdzycy nerek. Praca doktorska zostata
zrealizowana jako w ramach prowadzonego projektu naukowego STRATEGMED-EPICELL
finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju.

W trakcie czytania rozprawy nasuneto mi sig kilka pytar i watpliwo$ci na ktére nie znalaztam odpowiedzi
w recenzowanej pracy doktorskiej. W zwigzku z tym miatabym prosbe do Doktorantki, aby w czasie
publicznej obrony rozprawy doktorskiej wyjasnita kilka kwestii o ktérych ponizej:

1. Jakie przestanki kierowaty nig przy wyborze protokotéw generowania komorek iPS? Dlaczego
ostatecznie zdecydowata sie rowniez na system SENDAI?

2. Czy interpretacja analizy gtéwnych sktadowych jako metody oceny réznic jest poprawna? Czy
Doktorantka sprawdzata, czy kolejne sktadowe nie byly ze sobg skorelowane? Czy wczesniej
usunieto wartoéci odstajgce z badanej proby? Czy spetnione zostato kryterium
reprezentatywnosci proby?

3. Czy Doktorantka mogtaby przyblizy¢ wykonang procedurg wstepnej obrobki danych w celu
umozliwienia ich wzajemnego poréwnywania i dalszej analizy tj. normalizacje danych?



4. Czy Doktorantka moze poda¢ charakterystyke genetyczng myszy szczepu Nod Scid
wykorzystanych w prowadzonych w pracy doktorskiej eksperymentach?

Podsumowuijgc, przedstawione przeze mnie powyzej uwagi i watpliwosci nie umniejszajg mojej
pozytywnej oceny catoksztattu rozprawy, ktorg uwazam za warto$ciowg i oceniam dobrze. Doktorantka
wykazata sie wiedzg teoretyczng w zakresie prowadzonych badarn oraz umiejetnoscig prowadzenia
pracy badawczej. Biorgc pod uwage wszystkie elementy przedstawionej powyzej oceny stwierdzam, ze
recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Marty Nolki-Szaszner spetnia wszystkie niezbgdne warunki
okres$lone w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki z pdzniejszymi uzupetnieniami.

W zwigzku z powyzszym, z petnym przekonaniem przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu
Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk wniosek o dopuszczenie Pani mgr Marty Nolki-Szaszner
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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