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Terapia kom6rkowa jest wykorzystywana w medycynie regeneracyjnej i ma na celu odbudowg
zniszczonej bedz uszkodzonej tkanki. W tego rodzaju terapii idealnym modelem jest wykorzystywanie
kom6rek autologicznych, czyli pochodzecych od pacjenta, gdyz minimalizujemy w ten spos6b ryzyko
odrzucenia przeszczepionej tkanki. Zjawisko indukowanej pluripotencji kom6rek macierzystych (ang.
induced pluripotent stem cells, iPSC) jest przelomem w badaniach nad regeneracjq narzadowa. Z kolei
kom6rki iPS to generowane z autologicznych kom6rek somatycznych doroslego gospodarza,
przeprogramowane kom6rki, kt6re maja zdolnos6 do r62nicowania sie do wszystkich tkanek i kom6rek.
Mimo postepu w medycynie regeneracyjne.i iopracowania sposob6w uzyskiwania kom6rek iPS, wciqz
istotne sq badania zar6wno in vitro jak i in vivo oplymalizujqce metodologie otrzymywania oraz
wyjaSniajEce zmiany molekularne zachodzqce w trakcie od162nicow) /t/ania i p62niejszego 162nicowania
kom6rek iPS. Poznanie mechanizm6w lezEcych u podstawy tych proces6w jest konieczne zdaniem
Autorki prezentowanej rozprawy doktorskiej aby uzyskaC pewno56, Ze zaproponowana terapia jest
wydajna, a przede wszystkim, bezpieczna. Analizy funkcjonalne kom6rek iPS in vitro oez in vivo mogq
ptzyczyni, sie do lepszego zrozumienia mechanizm6w zachodzqcych w trakcie proces6w
odr6znicowywania i p6zniejszego r62nicowania, i tym samym przyspieszyc wprowadzanie technik
opartych na kom6rkach iPS do kolejnych etap6w badan klinicznych. Celem przedstawionej rozprawy
doktorskiej bylo opisanie zmian zachodzEcych w trakcie indukcji pluripotencji w mioblastach ludzkich,

Jak r6wnie2 w trakcie r6znicowania uzyskanych kom6rek iPS w kierunku kom6rek o charakterze
kardialnym. Ocenie poddano r6wniez zmiany zachodzEce po podaniu kom6rek kardialnych do serca
myszy, u kt6rych wczesniej wywolano zawal przez podwiEzanie lewej tetnicy wieicowej. Aby
ztealizowa' przedstawione cele mgr Marta Nolka-Szaszner wykorzystala w swoich badaniach
nowoczesnE technikQ analityczne - spektrometrie mas. Technologia ta umo2liwia opisanie globalnych
zmian zachodzqcych w proteomie czy metabolomie kom6rek lub tkanek w trakcie zachodzqcych
proces6w odr6znicowywania i ponownego r62nicowania. Ze wzglqdu na powyzsze tematyka pracy
badawczej, kt6rej podjela sie mgr Ma(a Nolka-Szaszner jest bardzo aktualna, a uzasadnienie wyboru
problemu badawczego jest wystarczajace.

W zwiqzku z tym, 2e w badaniach kt6rych podjela siq Doktorantka nie istnieje lzw. ,,zloty standard"
postepowania, etap optymalizacji procedury analitycznej jest konieczny w kazdej pracy badawczej
wykonyl,vanej w tej dziedzinie. Doktorantka zdecydowala siQ na zastosowanie do odr6znicowania
mioblast6w metod bazujqcych na wykorzystaniu wektor6w wirusowych w dw6ch r62nych protokotach:

STEMCCA oraz SENDAI, bQdqcych jednymi z kilku standardowych metod postepowania. Doktorantka
zadbala r6wniez, aby zoptymalizowao etap hodowli ,n v,tro, a jej efekty potwierdzi6 kilkoma niezaleznymi
testami. W moJej opinii ten etap pracy doktorskiej zostal bardzo poprawnie iw pelni zrealizowany. Do
oceny skladu bialek preparat6w miQdzy innymi wyjSciowych mioblast6w oraz mioblast6w w si6dmym
dniu procesu odr6znicowywania, kom6rek iPS oraz kom6rek o charakterze kardialnym wykorzystano
analizQ proteomicznq z wykorzystaniem podejscia LC-MS/MS. Por6wnawcze analizy profili

metabolicznych kom6rek prowadzono z wykorzystaniem ukladu GC-MS. Techniki wysokoprzepustowe
wspomagane sq w przedstawianej do recenzji pracy doktorskiej przez techniki biologii molekularnej
takie jak: analizy z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej, testy r6znicowania mioblast6w, testy
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cytogenetyczne oraz barwienia immunofluorescency.ine z wykorzystaniem przeciwciat w celu weryfikacji

obeCnoSci i lokalizacji badanych bialek. Wymienione techniki to tylko niekt6re z technik biologii

molekularnej, kt6rych wyniki sq zaprezentowane w pracy doktorskiej. Dob6r molekularnych nazQdzi

badawczych do rozwiqzania postawionego przed mgr Martq Nolka-szaszner problemu oceniam bardzo

dobrze. Nale2y r6wnie2 podkresli6 duzy naklad pracy eksperymentalnej Doktorantki. Wykazala sie ona

duzq wiedzE teoretycznE w zakresie prowadzonych badan oraz umiejqtnosciami prowadzenia pracy

badawczej na bardzo dobrym poziomie. R62norodno56 technik wykorzystywanych podczas realizacji

badair pozwolila na wielostronne scharakteryzowanie modelu badan.

Pod wzglgdem redakcyjnym pracq doktorskq rczpoczyna szczego.lowy lvykaz skr6t6w oraz jej

streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Rozprawa doktorska zostala zredagowana w.iezyku polskim

i obejmuje 150 stron tekstu wliczajac w to obszerny przeglqd literatury (bibliografie stanowi 146 pozyqi).

Uklad pracy jest typowy. Zawiera standardowe dla tego typu dziet naukowych rozdzialy tj. przeglqd

literatury, cele, metodykQ badawczq, wyniki oraz dyskusjq, podsumowanie i wnioski, a takze bibliografie

(w wymienionej kolejnosci). wstgp pracy doktorskiej stanowi 26 stron (zawierajEcych poza tekstem

4 ryciny oraz 2 tabele) starannie omawiajqce aktualny stan wiedzy vviqzany z prowadzonymi pzez
Doktorantke badaniami naukowymi. Poszczeg6lne podrozdzialy tej czqsci sq napisane z duzq

znajomo6ciq tematu. Doktorantka opisala tez w kilku rozdzialach nowoczesne techniki analityczne, kt6re

wykorzystala w realizacji swoich bada6. Doktorantka jasno okreslila cele pracy doktorskiej.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki zostaly przedstawione w spos6b systematyczny. Opisy

doswiadczef w rozdziale pracy doktorskiej dotyczqcym metod wykorzystanych podczas jeJ realizacii sq

kompletne i szczegolowe w stopniu pozwalajqcym na poM6rzenie badai w innych laboratoriach.

Jedynq uwagQ jakq mozna miec na tym etapie to brak konkretnego podsumowania efekt6w tych prac.

Jedyne wqtpliwosci recenzenta budzi opis wykonanych analiz statystycznych i bioinformatycznych.

Utrudnia to odbi6r i interpretacjQ prezentowanych przez Doktorantke wynik6w. Na szczqscie dla

recenzenta rczdzial len zawiera ryciny i tabele ulatwiajace odbi6r zar6wno tej czQsci pracy jaki

i zrozumienie prezentowanych w pracy doktorskiej wynik6w badai. Uzyskane wyniki zostaly
przedyskutowane na '12 stronach rozdzialu Dyskusja ze zwr6ceniem szczeg6lne.i uwagi na ograniczenia

stosowanych metod, co Swiadczy moim zdaniem o duzej dojrzalosci naukowej Doktorantki.

Podsumowujec ocenQ tematyki badan ijej realizacji przez Doktorantkq, przedstawionq do recenzii pracq

oceniam wysoko. Mimo ze nie zabraklo w zaprezentowaniu wynik6w badan potkni86, to badania bedqce
jej przedmiotem ma.ia charakter nowatorskich, zostaly bardzo dobrze zaplanowane i zrealizowane.

Doktorantka nie unikngla niestety licznych blQd6w jezykowych i stylistycznych, z kt6rych wymienig kilka:

1. ,,ilosc pasazy" (strona 211, oasaz czyli proces polegajacy na usuniQciu kom6rek z naczynia
hodowlanego i przeniesieniu do nowej pozywki w celu utrzymania kom6rek w odpowiednio
niskiej gQstosci (konfluencji), aby stymulowao dalszy wzrost jcgllzCgzgwtiKtel!-p!8zahylq,
liczba dotyczy rzeczownik6w policzalnych, ilo56 za3 niepoliczalnych;

2. ,,odpowiednik polski" (tabela skr6t6w, strona 7) zamiast rozwiniecie skr6tu w jezyku angielskim
irozwinigcie skr6tu w jezyku polskim;

3. rozwiniQciem skr6tu QC jest kontrola jakosci, a nie ,,kontrola jakosci pr6bki" (jest to raczej
kontrola dzialania systemu analitycznego jakim jest chromatograf oraz spektrometr mas jesli

luz, o czym Doktorantka pisze na stronie 38). Pr6bki stanowiqce kontrole jakosci powinny by6

standardem w zazqdzaniu kontrolq jakoici kazdej metody analitycznej, nie tylko metabolomiki
4. ,,znaczne zviekszenie liczby metabolit6w' (strona 38);
5. ,,w przypadku techniki western bot" (strona 43);
6. ,,wialki" (na przyklad strona 47) w jQzyku polskim z powodzeniem funkcjonujq okreslenia fiolka

chromatograficzna, prob6wka chromatograf iczna;
7. ,,markery wzorcowe' (strona 47) wzorce mas;
8. ,,woda MiliQ" (strona 48) woda podw6jnie destylowana, dejonizowana, o opornoSci 18,2 MQ.cm,

ewentualnie woda filtrowana w systemie MiliQ;
9. ,,dwukrotnie zmieniajec bufor" (strona 50) mo2emy sie jedynie domySla6 czy chodzi o zmiane

na inny bufor, czy o wymianQ buforu na jego nowE porcjq;
10. ,stezenie bialka mierzono" (strona 50) - w tym przypadku stgzenie wyznaczano na podstawie

zmierzonej wartosci absorbancji;
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1 1. ,,do Swie2ych prob6wek typu Eppendorf - zdecydowanie lepiej brzmi nowych;
12. ,,heatmapy" (strona 35) w jqzyku polskim mapy ciepta.

Niestety w tej interesujecej i bogatej eksperymentalnie pracy doktorskiej pojawiajE siQ blQdy edytorskie.
Jqzyk pracy jest czesto nieprecyzyjny i pelen 2argonu naukowego- Trudno przytacza6 wszystkie
wystepujqce w pracy doktorskiej niepoprawne wyrazenia, ogranicze sie zn6w do kilku przyklad6w:

o 
"Gl6wne etapy pracy opieraiE sie na konwersji surowych danych, aby zvskalv warto56
naukowa." (strona 38);

. 
"Stezenie bialka obliczano z wykorzystaniem regresji liniowej." (strona 60);

. 
"Dokonano 

r6wnie2 por6wnania obserwowanych zmian akumulacji bialek do tych powiazanych
z tvpowvmi zaburzeniami charakterystycznymi dla patogenezy lIetsgreh_S@lE." (strona
72);

o 
"Przeszukiwanie baz danych odbywalo sie przy wykorzystaniu algorytmu uwzgledniajecego
5ci5le okreslone parametry wyszukiwania.' (strona 52);

o ,Zakres tolerancji mas peptyd6w okreslono na r6wny 0.2 Da." (strona 52) - zapewne chodzi
o zakres tolerancji btedu z kt6rym oprogramowanie bqdzie przypisywa6 masy peptyd6w
uzyskane eksperymentalnie do teoretycznych mas peptyd6w;

o ,Natomiast r62nice pomigdzy profilami mioblast6w reprogramowanych r'n vitro
z wykorzystaniem r62nvch metod nie byly a2 tak wvraine" (strona 69); - metody byly dwie,
a analiza grl6wnych skladowych sluzy gl6wnie do redukcji zmiennych opisujacych dane oraz
odkrycia ewentualnych prawidlowosci miqdzy ich cechami, nie do ,,opisywania t62nic';

ulac hartlza wielrr hialek ' (strona 10) - bardzo czQsto pojawiajqwz
siE w pracy redundantne polqczenia wyrazowe;

. ,lm wiQksza liczba zidentyfikowanych fragment6w tym wiQksze prawdopodobienstwo
prawidlowej identyf ikacj i peptydu." (strona 35);

o ,Wyb6r odpowiedniej metody normalizacji jest istotny w analizie proteomicznej, powszechnq
praktykq jest przeprowadzenie transformacji logarytmicznej na wartosciach intensywnosci
zarejestrowanych na widmie mas jon6w." (skona 35);

. ,,funkcjonalne analizy bioinformatyczne wynik6vt/' (strona 8).

Doktorantka w pracy podaje: ,,Material otrzymano dzieki wspolpracy ze szpitalem Med Polonia

w Poznaniu. Na badania uzyskano odpowiedniq zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu." Dobrq praktykq w takim przypadku jest podanie

numeru zgody Komisji Bioetycznej.

Swojq prace doktorskq mgr Marta Nolka-Szaszner przygotowywala pod opiekq promotor6w w osobach

Prof. dr hab. Macieja Kurpisza oraz dr hab. Magdaleny Luczak. Promotorzy sa rozpoznawalnymi
i cenionymi specjalistami w dziedzinach badaf, kt6re w swojej pracy doktorskiej z sukcesem polaczyla

mgr Marta Nolka-szaszner. Prof. dr hab. Maciej Kurpisz jest autorytetem w badaniach nad

wlasciwosciami kom6rek macierzystych i mo2liwosciami ich zastosowania w regeneracji narzqdowej,

natomiast dr hab. Magdalena Luczak od lat wykorzystuje techniki spektrometrii mas miedzy innymi

w ocenie zmian proteomu oraz metabolomu w progresji miazdzycy nerek. Praca doktorska zostala

zrealizowana jako w ramach prowadzonego projektu naukowego STRATEGIvIED-EPICELL

finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju.

W trakcie czytania rozprawy nasunglo mi sie kilka pytan iwqtpliwo5ci na kt6re nie znalazlam odpowiedzi

w recenzowane.i pracy doktorskiej. W zwiEzku z tym mialabym prosbe do Doktorantki, aby w czasie
publicznej obrony rozprawy doktorskiej wyjasniNa kilka kwestii o kt6rych poni2ej:

1 . Jakie przeslanki kierowaly niq przy wyborze protokol6w generowania kom6rek iPS? Dlaczego
ostatecznie zdecydowala siQ r6wniez na system SENDAI?

2. Czy interpretacja analizy gl6wnych skladowych jako metody oceny r62nic jest poprawna? Czy

Doktorantka sprawdzala, czy kolejne skladowe nie byly ze sobq skorelowane? Czy wczesniei

usunieto wartosci odstajece z badanej proby? Czy spetnione zostalo kMerium
reprezentatywnosci p16by?

3. Czy Doktorantka moglaby przybliZy' wykonanq procedurQ wstepnej obr6bki danych w celu

umozliwienia ich wzajemnego por6wnywania i dalszej analizy ti' normalizacjq danych?
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4. Czy Doktorantka moZe poda6 charakterystykg genetycznq myszy szczepu Nod Scid

wykorzystanych w prowadzonych w pracy doktorskiej eksperymentach?

Podsumowujqc, przedstawione ptzeze mnie powy2ej uwagi i wqtpliwoSci nie umniejszajq mojej
pozytywnej oceny caloksztaltu rozprawy, kt6rq uwaZam za wartoSciowq i oceniam dobrze. Doktorantka

wykazala sig wiedzq teoretycznq w zakresie prowadzonych badari oraz umiejqtnoSciq prowadzenia
pracy badawczej. Biorqc pod uwagq wszystkie elementy przedstawionej powyzejoceny stwierdzam, 2e

recenzowanarczptawa doktorska Pani mgr Marty Nolki-szaszner spetnia wszystkie niezbqdne warunki

okre6lone w ustawie zdnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym otazo stopniach
i tytule w zakresie sztuki z p62niejszymi uzupelnieniami.

W zwiqzku zpowy2szym, z pelnym przekonaniem przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej lnstytutu
Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk wniosek o dopuszczenie Pani mgr Marty Nolki-Szaszner
do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

)rt*r^sLu
Dr hab. Monika Pietrowska, Prof. NIO-PIB
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