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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Olgi Muchy pod tytutem:
,Simvastatin administration in mdx mice and miR-378 deletion in glycerol-induced injury model as

potential therapeutic approaches in the treatment of Duchenne muscular dystrophy ”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pani mgr Olgi Muchy pod tytutem:
,Simvastatin administration in mdx mice and miR-378 deletion in glycerol-induced injury model as
potential therapeutic approaches in the treatment of Duchenne muscular dystrophy ” zostata
wykonana pod opiekg pani profesor Agnieszki tobody, w Zaktadzie Biotechnologii Medycznej
Uniwersytetu Jagiellonskiego. Rozprawa Kandydatki jest pracg projektowg i spetnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim, okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach

naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.

Problem naukowy rozprawy

Pani mgr Olga Mucha prowadzita badania dotyczace wptywu statyn na funkcjonalnos¢
dystroficznych miesni oraz roli miR-378 w przebiegu regeneracji miesni szkieletowych uszkodzonych
glicerolem. Waga badan nad potencjalnymi strategiami terapeutycznym dystrofii miesniowej
Duchenne’a nie wymaga komentarza. Dystrofia miesniowa Duchenne’a jest najczesciej spotykanym i
najbardziej znanym typem dystrofii. U podtoza choroby lezy brak istotnego dla integralnosci i
funkcjonowania miesni biatka dystrofiny, co w konsekwencji prowadzi do atrofii i utraty funkcji miesni
szkieletowych. Przedwczesna s$mieré pacjentéw spowodowana jest niewydolnoscig krgzeniowo-
oddechowg. W pracy doktorskiej badania prowadzono na dwdch modelach tej choroby tj.:
dystroficznych myszach mdx, charakteryzujgcych sie brakiem funkcjonalnej dystrofiny oraz myszach z
zaindukowanym glicerolem uszkodzeniem miesni. Jak stusznie zauwazono w pracy, kazdy z tych modeli
dostarcza innych informacji, ktore zblizajg nas do poznania mechanizmu choroby. Doktorantka dobrze

uzasadnita wybdr simwastatyny oraz miR-378 jako potencjalnej terapeutyki. Zagadnienie to jest bardzo
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istotne zwtaszcza w przypadku statyn, przy stosowaniu ktérych, efektem ubocznym mogg byc
uszkodzenia i béle miesni szkieletowych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska wykazuje wiedze teoretyczng Kandydatki w
danej dyscyplinie naukowej. Rozprawa zostata opatrzona bardzo dobrym teoretycznym wstepem,
ktéry wprowadza w podjetg tematyke badawczg. Pani mgr Olga Mucha prawidtowo okreslita cel swoich
badan. Uwazam, ze dobrym uzupetnieniem bytoby postawienie jasno sformutowanej hipotezy
badawczej. Niemniej jednak powyzsza uwaga nie wptywa na bardzo wysoka ocene merytoryczng

przygotowanej rozprawy.

Rozwigzanie problemu naukowego i metodyka badawcza

Autorka pracy podjeta dwa watki badawcze, w pierwsza cze$é¢ wynikéw poswiecona jest
wptywowi simwastatyny na miesnie szkieletowe myszy mdx, druga roli miR-378 w rekonstrukcji
uszkodzonych mies$ni. Obydwa zagadnienia faczy poszukiwanie potencjalnych strategii terapii dystrofii
miesniowej Duchenne’a. W celu rozwigzania problemu naukowego Doktorantka zastosowata cate
spektrum metod, poczawszy od analiz funkcjonalnych, poprzez histologiczne, immunocytochemiczne,
a takze hodowle komdrkowe, sortowanie komoérek, spektometrie mas, sekwencjonowanie i liczne
analizy molekularne. Zapoznanie sie z uzyskanymi rezultatami byto zatem bardzo interesujgce. Na
wyrodznienie zastuguje fakt, ze kazde z podjetych przez Doktorantke zadan badawczych byto
analizowane wieloaspektowo. Na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej moge stwierdzi¢, ze
Kandydatka posiada umiejetno$¢ samodzielnego planowania, prowadzenia i przedstawiania
rezultatdw swojej pracy naukowe;j.

Rola recenzentki daje mi jednak przywilej sformutowania kilku uwag dotyczacych prezentacji
uzyskanych wynikédw i metodyki. Po pierwsze w opisie wynikdéw nie podano jakiego typu analizy
statystyczne zostaty przeprowadzone, w opisie metod Autorka wymienia dwa testy. Na wykresach
(rycina 13-22) jako istotne zaznaczono wytgcznie réznice pomiedzy grupa kontrolng (WT) i kontrolnymi
myszami mdx, podczas gdy rdznica pomiedzy myszami kontrolnymi (WT) oraz myszami, ktérym
podawano simwastatyne réwniez wydaje sie istotna statystycznie. Rozumiem, ze celem pracy byto
poréwnanie myszy mdx kontrolnych i otrzymujgcych simwastatyne. Jednakze taki sposéb
prezentowania roznic statystycznych moim zdaniem powinien zosta¢ skomentowany w tekscie. Po
drugie, analize danych utfatwitaby informacja, ktére warianty sg ze sobg poréwnywane (strona 67,
ostatnie zdanie; podrozdziat 7.2.3). Czasami informacji tej nalezy sie domysla¢ podczas czytania.
Ponadto, w pracy nie ma informacji o tym jak uzyskano myszy z podwdjnym knock-outem gendw
mdx/miR278-/-. S3 to dane opublikowane, niemniej jednak kilka stéw na temat metodyki, czy tez

zrédta ich uzyskania bytoby wazne.
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Uzyskane wyniki i ich znaczenie

Wyniki pracy sg przedstawione jasno i starannie, zostaty rdéwniez prawidtowo
przeanalizowane i przedyskutowane. Kandydatka umiejetnie sformutowata wnioski ze swojej pracy. Na
podstawie rozprawy doktorskiej moge stwierdzi¢, ze stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Pozwole sobie na zadanie kilku pytan dotyczgcych uzyskanych rezultatow:

1. W swojej rozprawie doktorskiej Kandydatka w rozdziale 7.2.5 stwierdza, ze podawanie
simwastatyny nie wptywa na przebieg regeneracji miesni szkieletowych. Jednakze u myszy,
ktérym podawano lek obserwowano wiekszg srednice widkien i mniejszy procent witdkien z
centralnie pofozonym jadrem komodrkowym, czyli nowopowstatych/wczesnych wtdkien
miesniowych. Czy jest mozliwe, ze podawanie simwastatyny przyspiesza dojrzewanie wtdkien
miesniowych? Czy analizy in vitro rdznicowania komdrek miogenicznych w obecnosci
simwastatyny mogty by wyjasni¢ ten mechanizm?

2. Myszy mdx sg bardzo waznym i interesujgcym modelem w badaniach nad dystrofig. Majg
jednak stosunkowo tagodne/umiarkowane objawy braku biatka dystrofiny. Wieksze zmiany
obserwuje sie w miesniach myszy mdx poddanych wysitkowi fizycznemu, u ktérych wystepuje
zwiekszony stan zapalny i nekroza wtdkien miesniowych. Wykazano to miedzy innymi w
badaniach prowadzonych w  Zaktadzie Biotechnologii Medycznej UJ. Czy podawanie
simwastatyny w takim uktadzie mogtoby wnies¢ dodatkowe nowe informacje na temat
potencjatu tego leku?

3. Kolejne pytanie dotyczy roli miR-378. Zwiekszong zdolno$¢ do wysitku, zmniejszong fibroze
oraz mniejszg liczbe fibro-adipogennych komdrek progenitorowych (FAP) obserwowano u
myszy z podwdjnym knock-outem gendéw mdx/miR-378-/-. Istotna wydaje sie zatem
informacja, czy w miesniach takich myszy obserwowano réwniez zmiany zawartosci tkanki
ttuszczowej?

4. Ostatnie pytanie odnosic¢ sie do rozdziatu 7.4.8, dotyczgcego adipogenezy u myszy miR-378-/-
z uszkodzeniem miesni wywotanym glicerolem. Z tytutu rozdziatu dowiadujemy sie, ze u
opisanych myszy brak miR-378 prowadzi do obnizonej adipogenezy w dniu 7 regeneracji. W
podpisie do stosowej ryciny (42) znajduje sie informacja o tym, ze brak miR-378 nie wptywa na
akumulacje tkanki ttuszczowej w dniu 7. Dodatkowo, niestety, nie przedstawiono danych
ilosciowych dotyczgcych akumulacji tkanki ttuszczowej w miesniach w dniu 7 po uszkodzeniu.
Zaprezentowano natomiast bloty pokazujgce zwiekszony poziom markera adipocytéw — biatka
FABP4, w dniu 14 regeneracji. Analiza ilosciowa lub podtilosciowa blotéw utatwitaby

interpretacje wynikéw. Jak zaprezentowane wyniki majg sie do tytutu rozdziatu, zwtaszcza, ze
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we whnioskach pracy zwrécono uwage na brak wptywu delecji miR-378 na akumulacje tkanki
ttuszczowej?

5. W mojej opinii waznym uzupetnieniem pracy bytoby takze sformutowanie ogdlnego wniosku,
weryfikacji postawionej hipotezy badawczej poza swietnie przygotowanym podsumowaniem

wynikow.

Forma pracy

Rozprawa doktorska jest pracy projektowa i ma typowy dla tego rodzaju prac ukfad. Praca
jest opatrzona dobrym streszczeniem w jezyku angielskim i polskim, a takze wykazem skrétow.
Wszystkie czesci rozprawy to jest: wstep, cel, materiaty i metody, opis uzyskanych wynikéw, dyskusja,
konkluzje, spis piSmiennictwa zostaty przygotowane z nalezytg starannoscig i sg kompletne.
Pismiennictwo zostato prawidtowo dobrane i jest bardzo obszerne. Nieliczne uwagi co do formy pracy
to: zbyt oszczedne podpisy rycin we wstepie, nieprecyzyjne zdania w streszczeniu (linia 6, 21, 26, 32

strona 9), nieczytelne zdjecia z analiz histologicznych (rycina 16,18,20,25,31,32,35).

Whiosek koncowy

Podsumowujgc moge stwierdzi¢, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz wykazuje ogdlng wiedze teoretyczng Kandydatki w
swojej dyscyplinie naukowej, a takze umiejetno$s¢ samodzielnego prowadzenia przez nig pracy
badawczej. W mojej opinii przedstawiona do recenzji praca spetnia wszystkie warunki stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Wnosze wiec do Rady
Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie pani mgr Olgi Muchy do
dalszych etapdéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych,
w dyscyplinie nauki biologiczne. Biorac pod uwage bardzo wysoki poziom rozprawy i dorobek naukowy

Doktorantki wnioskuje o jej wyrdznienie.

dr hab. Edyta Brzéska-Waéjtowicz, prof. ucz.
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