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Recenzja pracy doktorskiej mgr Inz. Magdaleny Nowaczyk pt. ,, Cytoprotekcyjna
rola antyoksydantow (SOD3 i PBN) wobec ludzkiej komdrki miesniowej
rezerwuaru tkankowego”.

Praca doktorska mgr inz. Magdaleny Nowaczyk ma charakter zbioru publikacji
zawierajgcej: wykaz publikacji stanowigcych podstawe pracy doktorskiej, spis
tresci, wstep, cel rozprawy, bibliografie, opisy publikacji wchodzgcych w skfad
pracy doktorskiej, podsumowanie wynikow, streszczenia w jezyku polskim i
angielskim. Publikacje stanowigce podstawe pracy doktorskiej to prace
oryginalne opublikowane w bardzo dobrych czasopismach i we wszystkich
Doktorantka jest pierwszym autorem. Z deklaracji doktorantki i wspétautoréow
wynika jednoznacznie wiodgca rola Doktorantki we wszystkich aspektach
powstawania tych publikacji. Praca doktorska liczy tagcznie 118 stron. Jest
przygotowana bardzo starannie i w klarowny sposdb przedstawia wszystkie
aspekty kluczowe dla jej oceny.

Gtéwnym wyzwaniem klinicznym do ktérego nawigzujg badania prowadzone w
ramach doktoratu jest leczenie pozawatowego uszkodzenia miesnia
sercowego. Patologia ta jest zwigzana z utratg znaczgcej czesci funkcjonalnych
komérek odpowiedzialnych za prace mechaniczng serca. Jest to
kompensowane przerostem pozostatych komodrek, co jedynie czesciowo
pomaga w utrzymaniu funkcji, a w efekcie prowadzi do postepujace;j
niewydolnosci tego narzadu. Mozliwosci samoistnej naprawy przez
odtworzenie puli komdrkowej serca sg bardzo ograniczone u cztowieka, w
przeciwienstwie do niektérych zwierzat. Wielkie nadzieje budzi terapeutyczne
zastosowanie komoérek macierzystych jako czynnika wspierajgcego endogenne
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mechanizmy naprawcze w sercu, jednak zastosowanie takiej terapii wymaga
dogtebnego zrozumienia mechanizmdéw i opracowania odpowiednich procedur
takich jak optymalne Zzrddto takich komorek, przygotowanie w tym modyfikacje
genetyczne, odpowiednia propagacja oraz wprowadzenie do struktury narzadu.
W kazdym z tych aspektéw istniejg wyzwania i prowadzone s3g intensywne
badania.

Celem przedstawionej mi do oceny pracy byto uzyskanie zoptymalizowanego
protokotu hodowli in vitro komdrek macierzystych/progenitorowych
pochodzgcych z miesni szkieletowych (SkMDS/PCs) w celu ich potencjalnego
wykorzystania w regeneracji serca po zawale. W szczegdlnosci chodzito o
poprawe efektywnosci hodowli tych komoérek in vitro oraz o uzyskanie
optymalnych witasciwosci cytoprotekcyjnych oraz proregeneracyjnych.

Badania obejmowaty modyfikacje ludzkich komodrek SkMDS/PCs poprzez
hodowle w warunkach standardowych i hipoksji, nadekspresje genu SOD3;
kondycjonowanie hodowli egzogennym antyoksydantem PBN oraz inhibicje
mikroRNA-195. Okreslono wptyw tych modyfikacji na wystgpienie markera
CD56, zdolno$¢ do formowania miotub, poziom apoptozy, odsetek komédrek
mtodych, starzejgcych sie i starych. Oceniono takze poziom ekspresji
gendéw/biatek antyoksydacyjnych i przeciwstarzeniowych. Ponadto, oceniono
wptyw PBN na utrzymanie dtugosci telomeréw.

Gtéwnym wnioskiem pracy jest wykazanie, ze komérki macierzyste pochodzace
z rezerwuaru miesni szkieletowych z nadekspresjy SOD3 oraz
prekondycjonowane PBN, hodowane in vitro w warunkach hipoksji posiadaty
lepszy potencjat w stosunku do komorek natywnych. Ponadto komorki
wykazywaty adaptacje do warunkéw stresu tlenowego. Doktorantka sugeruje,
ze zastosowanie wzajemnie uzupetniajgcych sie modyfikacji: nadekspresji SOD3
i kondycjonowania PBN moze byc¢ obiecujgca strategig optymalizacji protokotu
przygotowania komorek do zastosowania w terapiach regeneracyjnych.

Wyniki realizacji poszczegolnych zadan pozwolity na przyjecie nastepujacych
whioskow:
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Warunki hipoksji w hodowli in vitro odpowiadajgce warunkom panujgcym w
sercu pozawatowym mogg by¢é z powodzeniem stosowane jako czynnik
modyfikujagcy i adaptujacy ludzkie komodrki macierzyste pochodzenia
miesniowego in vitro do terapii narzgdowe;.

Nadekspresja genu SOD3 w komodrkach macierzystych/progenitorowych
pochodzenia miesniowego poprawia ich wifasciwosci biologiczne poprzez
polepszenie ich zdolnosci do formowania miotub i obnizenie poziomu
apoptozy.

Komoérki pre-kondycjonowane egzogennym antyoksydantem PBN utrzymujg
swoj fenotyp i zachowujg poziom ekspresji gendw antyoksydacyjnych w
warunkach hipoksji. Uzyskane efekty pre-kondycjonowania zwigzkiem PBN
obejmujg: wysoki odsetek mtodych komoérek, niski odsetek apoptozy,
utrzymang dtugos¢ telomerdw oraz poziom proliferacji populacji komdrkowej
in vitro. Na ich podstawie mozna wnioskowac, iz poddane dziataniu PBN,
ludzkie SkMDS/PCs lepiej adaptujg sie do warunkow hipoksji, dzieki czemu
mogg by¢ tatwiej namnazane dla prospektywnej terapii komodrkowej
utrzymujac swojg charakterystyke.

Inhibitor miR-195 moze stuzyé jako czynnik pre-kondycjonujacy, poprawiajacy
potencjat proliferacyjny SkMDS/PCs i zwiekszajacy ekspresje genu
antyoksydacyjnego SOD3, ale niewptywajacy na starzenie sie komorek i poziom
apoptozy.

Ze wzgledu na publikacje tych wynikdw w bardzo dobrych czasopismach ich
jakos¢ zostata poddana wnikliwej ocenie w redakcji czasopism. Ze swej strony
chciatbym podkresli¢ wysoki stopien trudnosci prowadzonych badan.
Obejmowaty one izolacje komdrek z materiatu klinicznego i ich inkubacje w
warunkach zrdoznicowanego stezenia tlenu, transfekcje komodrek z
zastosowaniem elektroporacji lub lipofekcji, przygotowanie plazmidéow do
transfekcji, cytometrie przeptywowg, ocene tworzenia myotub, starzenia
komoérek, apoptozy, tworzenia wolnych rodnikéw, dtugosci telomerow oraz
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analize ekspresji gendw z zastosowaniem real-time PCR oraz zawartosci biatek z
zastosowaniem Western Blot.

Bardzo interesujgca jest lektura wstepu obejmujgca zardwno naswietlenie
problemu klinicznego, czyli zawatu miesnia sercowego oraz aktualnie badanych
terapii biologicznych w tej patologii. Kolejna czes¢ obejmuje wprowadzenie do
tematyki komodrek macierzystych oraz ich zastosowania w terapiach
komodrkowych w kardiologii. Dalsze czesci omawiajg modyfikacje komoérek
macierzystych dla celdw terapii kardiologicznych oraz sposoby ich podawania.
W koncowej czesci przedstawiono racjonalne przestanki do zbadania
modyfikacji testowanych w pracy doktorskiej.

Przy tak obszernym zakresie wstepu trudno jest oczekiwa¢ kompletnego
przedstawienia wszystkich probleméw jednak wybdr najwazniejszych i
najbardziej aktualnych nalezy uzna¢ za wtasciwy. Brakuje jedynie
podsumowania przeprowadzonych i aktualnie prowadzonych badan klinicznych
nad zastosowaniem komodrek macierzystych w regeneracji serca po zawale.
Chetnie tez wystuchatbym opinii Doktorantki na temat perspektyw szerokiego
zastosowania takiej terapii w przysztosci, jej ograniczen i mozliwosci.

Praca doktorska mgr Magdaleny Nowaczyk stanowi znaczacy wktad w rozwdj
terapii komoérkowych w leczeniu pozawatowego uszkodzenia miesnia
sercowego. Oceniana praca speftnia wszystkie kryteria stawiane rozprawie
doktorskiej okreslone w aktualnie obowigzujgcych regulacjach prawnych.
Wnosze do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii
Sktodowskiej-Curie, Panstwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie mgr
Magdaleny Nowaczyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto
biorgc pod uwage znaczenie praktyczne uzyskanych wynikéw, stopien
ztozonosci prowadzonych badan i ich publikacje w bardzo dobrych
czasopismach wnosze o przyznanie nagrody.




