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L Wartos$¢ naukowa rozprawy
1. Oryginalnos¢ badan

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zostala przygotowana w formie
spojnego tematycznie zbioru prac oryginalnych. Rozprawa powstala w Zakladzie Biologii
Rozrodu i Komoérek Macierzystych Instytutu Genetyki Cziowieka Polskiej Akademii Nauk
w Poznaniu kierowanym przez prof. dr hab. n. med. Macieja Kurpisza. Badania dotycza
realizowanych przez zespol Pana Profesora Kurpisza badan nad wykorzystaniem komorek
macierzystych w regeneracji narzadowej, w tym migsnia sercowego.

Rozprawa doktorska mgr inz. Magdaleny Nowaczyk zawiera wyniki oryginalnych
badan, ktorych celem byla optymalizaca warunkéw hodowli in wvitro komorek
macierzystych/progenitorowych  pochodzacych z miegéni szkieletowych czlowieka
(SkMDS/PCs) w celu ulepszania ich wiasciwosci cytoprotekcyjnych oraz proregeneracyjnych.
Zastosowano oryginalne, wielotorowe podejscie poprzez ingerencje w komorkowe szlaki
antyoksydacyjne. Po pierwsze - uzyskano nadekspresje genu zewnatrzkomdrkowej sodazy
ponadtlenkowej (SOD3), ktdra wsrdd pozostatych izoform wyroézniajg korzystne wlasciwosci
farmakokinetyczne i biologiczne. Po drugie - kondycjonowano hodowle SkMDS/PCs
egzogennym antyoksydantem nitronem - N-tert-butylo-alfa-fenylo-nitronem (PBN)

o zlozonych dziataniach antyoksydacyjnych i cytoprotekcyjnych. Wtasciwosci tak
zmodyfikowanych komorek SkMDS/PCs oceniono takze w warunkach niedotlenienia,
odpowiadajacym warunkom panujacym w sercu po zawale. Zbadano ponadto, wptyw
inhibicji mikroRNA-195, ktérego wysoka ekspresja w migsniu sercowym koreluje

z przerostem miesnia i pogorszeniem funkci hemodynamicznych, na proregeneracyjne
wlasciwosci SkKMDS/PCs. Wyniki badan Doktorantki stanowia cenny wkltad do swiatowej
wiedzy dotyczacej wykorzystania komodrek macierzystych w regeneracji migsnia sercowego
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2. Warto$¢ naukowa prac
Trzy prace stanowiace podstawe ocenianej rozprawy doktorskiej ukazaly sie
w czasopismach naukowych o zasiggu miedzynarodowym tj. Antioxidants - wspotczynnik
wplywu: 6,31 (rok 2020) i 7,67 (rok 2021) oraz Kardiologia Polska - wspotczynnik wplywu:
3,3 (rok 2022).

1. Nowaczyk M, Malcher A, Zimna A, Labedz W, Kubaszewski t, Fiedorowicz K,
Wierzbinski K, Rozwadowska N, Kurpisz MK. Transient and stable overexpression
of extracellular superoxide dismutase is positively associated with the myogenic
function of human skeletal muscle-derived stem/progenitor cells. Antioxidants
2020:9(9),817

2. Nowaczyk M, Malcher A, Zimna A, Labedz W, Kubaszewski £, Barczak W, Rubi$
B, Rozwadowska N, Kurpisz MK. Addition of popular exogenous antioxidant
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stem/progenitor cells preparation protocol. Antioxidants 2021,10(6), 959.

3. Nowaczyk M, Malcher A, Zimna A, Rozwadowska N, Kurpisz MK. Effect of miR-
195 inhibition on human skeletal muscle-derived stem/progenitor cells. Kardiol
Pol. 2022;80(7-8):813-824.

Doktorantka jest pierwszym autorem wszystkich prac, a swdj wktad w ich powstanie
definiuje nastepujaco: udzial w koncepcji jednej z prac a we wszystkich pracach: planowanie
i wykonanie znacznej czesci eksperymentdw, przygotowanie danych do analiz statystycznych
i wykonanie ich czesci oraz przygotowanie pierwotnych wersji manuskryptow. Powyzsze
aktywnosci s dowodem umiejetnosci dziatan Doktorantki na wielu etapach pracy naukowe;.

W pierwszej pracy badano wplyw modyfikacji genetycznej komoérek SkMDS/PCs na
ich wlasciwosci biologiczne in vitro. Uzyskano optymalna nadekspresje genu SOD3 metoda
transdukgji przy uzyciu wektora lentiwirusowego. Stwierdzono, ze wzrost ekspresji genu
SOD3 poprawia wlasciwosci biologiczne badanych komorek tj. zdolno$¢ do formowania
miotubul, a takZe ogranicza starzenie si¢ komdrek i apoptoze. Co wiecej tak zmodyfikowane
komorki wykazywaly zadowalajaca adaptacje do warunkow niedotlenienia. Bazujac na
uzyskanych danych Doktorantka wnioskuje, iz komorki macierzyste/progenitorowe ze
zwiekszong ekspresja SOD3, pochodzace z migsni szkieletowych cztowieka, moga by¢ brane
pod uwage w terapii regeneracyjnej serca po zawale.

Druga praca dotyczyla szerokiej charakterystyki SkMDS/PCs kondycjonowanych
w medium wzbogaconym egzogennym antyoksydantem -N-tert-butylo-alfa-fenylo-nitronem
(PBN) w warunkach normoksji i niedotlenienia. W protokole prekondycjonowania komorek
z PBN w warunkach hipoksji zaobserwowano miedzy innymi wzrost do tworzenia
funkcjonalnych miotubul, wzrost liczby mlodych komorek oraz spadek komorek
apoptotycznych, wyzsze poziomy ekspresji SOD3 i wzrost dlugosci telomeréw. Uzyskane
wyniki dowodza, Zze kondycjonowanie PBN ludzkich SkMDS/PC moze by¢ korzystne
w przygotowaniu komdrek miogennych dla celow prospektywnej regeneracji serca po zawale.

W trzeciej pracy, badano efekty hamowania ekspresji mikroRNA-195 (mir-195)
w komorkach SkMDS/PCs. Wykazano, ze specyficzny inhibitor miR-195 poprawil potencjat
proliferacyjny SkMDS/PCs (ekspresja wczesnych miogennych czynnikéw transkrypceyjnych)
i selektywnie zwigkszyl ekspresje genu SOD3. Nie wptynal natomiast na proces starzenia
komdrek i apoptoze. Zdaniem Doktorantki hamowanie ekspresji mikroRNA-195 w procesie
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kondycjonowania SkMDS/PCs moze by¢ wykorzystane w celu zwigkszenia potencjatu
proregeneracyjnego tych komorek.

Wszystkie 3 prace sa wartosciowymi opracowaniami i tworza oryginalny, dobrze
zaprojektowany cykl badann dowodzacy skutecznosci wielkokierunkowych modyfikacji
mechanizmdw antyoksydacyjnych w procesie przygotowania komdrek SkMDS/PCs do terapii
serca pozawalowego. Wskazuja tez na celowosci kontynuacji badan oceniajacych skutecznos¢
facznego zastosowanie obu badanych modyfikacji SkKMDS/PCs (transdukcja SOD3 i pre-
kondycjonowanie antyoksydantem PBN w warunkach niedotlenienia) oraz badan zmian
szlakéw molekularnych na ktére oddziatuje inhibitor miR-195.

IL Wartos$¢ merytoryczna rozprawy doktorskiej
Wysoko oceniam wartos¢ merytoryczng rozprawy. Na podkreslenie zastuguje

uporzadkowany wywod naukowy i duza przejrzystosc tekstu. W pierwszej czesci dysertagji
Doktorantka wlasciwie wprowadzila w tematyke badawcza, piszac o rodzajach komorek
macierzystych i sposobach ich modyfikacji w odniesieniu do terapii kardiologicznej.
Merytoryczna i odpowiednio szczegdtowa jest kolejna czes¢ wstepu, w ktorej Autorka
uzasadnia strategie modyfikacji komdrek bedace przedmiotem Jej badan. Techniki badawcze
zostaty obszernie opisane w opublikowanych pracach i dowodza, ze Doktorantka sprawnie
opanowata réznorodny i nowoczesny warsztat badawczy. Sposéb przedstawienia wynikow
i ich analiza podlegaly juz ocenie recenzentéw czasopism w ktoérych zostaly opublikowane
prace. Na podstawie kolejnych rozdziatéw dysertacji (tj. skroconych opiséw publikacji z
elementami dyskusji i propozycjami kierunkéw dalszych badan oraz podsumowania
wynikow w ktérym Aktorka odnosi si¢ takze do aplikacyjnego znaczenia swoich badan)
nalezy stwierdzi¢, ze potrafi Ona analizowa¢ i umiejetnie interpretowac¢ wyniki oraz
poprawnie formutowac wnioski.

III.  Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska zawiera wymagane cze$¢ tekstu dysertacji przygotowanej
w formie zbioru artykutéw. Doktorantka umiescita w rozprawie , WYKAZ SKROTOW”, co
umozliwia komfortowe czytanie rozprawy. Rozdzial , WSTEP” obejmuje 20 stron i jest
ilustrowany autorskimi rycinami. W rozdziale ,CEL ROZPRAWY”, Doktorantka przedstawia
cel gléwny i 4 zadania badawcze stuzace jego realizacji. W kolejnym rozdziale
~BIBLOGRAFIA”, obejmujacym 7 stron, znajduje si¢ spis prac wykorzystanych
w merytorycznym wprowadzeniu do zagadnien dysertacji. W rozdziale ,PUBLIKACJE
STANOWIACE ROZPAWE DOKTORSKA” Doktorantka omawia kolejno prace, przyjmujac
regute: kopia publikacji, skrocony opis publikacji, spis udziatu Doktorantki w jej tworzeniu
i odwiadczenia wspdtautorow zawierajace zgode do wykorzystania publikacji w przewodzie
doktorskim. W kolejnym rozdziale ,PODSUMOWANIE WYNIKOW” Doktorantka
przedstawia w 4 punktach szczegolowe podsumowanie wynikéw i podsumowanie ogolne.
Dwa kolejne rozdziaty to ,STRESZCZENIE” rozprawy w jezyku polskim i angielskim.
Rozprawa jest napisana i edytowana starannie. Nieliczne usterki jezykowe i redakcyjne, nie
zmieniaja merytorycznego znaczenia tekstu.

IV.  Podsumowanie recenzji
Bardzo wysoko oceniam rozprawe doktorska mgr inz. Magdaleny Nowaczyk
pt. ,,Cytoprotekcyjna rola antyoksydantow (SOD3 i PBN) wobec ludzkiej komodrki migsniowej
i rezerwuaru tkankowego” Do mocnych stron rozprawy doktorskiej zaliczam: postawienie
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interesujacych hipotez, dobrze zaprojektowane plany badawcze, imponujaca metodologie
badan, nowatorskie wyniki badan oraz potencjat translacyjny badan.

Stwierdzam, Ze rozprawa spelnia warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pdzn. zmianami). Wobec powyzszego, zwracam si¢ do Rady
Naukowej Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu z wnioskiem o dopuszczenie Pani
mgr inz. Magdaleny Nowaczyk do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

V. Whniosek o wyrdznienie rozprawy
Podkreslajac wysoki poziom naukowy rozprawy wnioskuje o jej wyrdznienie.

Prof.dr hab. Ewa Chabielska

Biatystok, 17 listopada 2023 roku



