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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Piotra Topolewskiego, pt.:

+Zrodta zmiennosci miedzykomérkowej w odpowiedziach na interferon
gamma i onkostatyne M"

wykonanej w Instytucie Podstawowych Probleméw Techniki PAN pod
kierunkiem dr. hab. Michata Komorowskiego.

Interferon gamma i onkostatyna M sg biatkami nalezacymi do duzej grupy
cytokin. Petnig istotng role w regulacji funkcjonowania ukiadu
odpornosciowego, w tym elementéw odpornosci nieswoistej, jak i bardziej
wyrafinowanej odpornosci nabytej. Cytokiny umozliwiajg przekazywanie
informacji, a tym samym komunikacje pomiedzy komdrkami uktadu
odpornosciowego. Komunikacja pomiedzy komoérkami jest niezbedna do
koordynacji funkcjonowania poszczegdlnych komédrek w celu wspdlnego
dziatania, ktore bytoby zdecydowanie zbyt mato efektywne w przypadku
pojedynczych komorek. Aby chroni¢ nas przed zagrozeniem ze strony
patogennych bakterii, wirusow czy komorek nowotworowych
funkcjonowanie reakcji odpornosciowych musi by¢ odpowiednio
dynamiczne i precyzyjne. Doktadne opisanie i wymodelowanie tych
zjawisk bytoby wystarczajgce trudne, gdyby wszystkie komorki
zachowywaty sie w taki sam sposdb. Niestety tak nie jest, komorki
jednego typu réznig sie pomiedzy soba pod bardzo wieloma wzgledami.
Zjawisko to nosi nazwe heterogenicznosci komodrkowej i znaczaco
komplikuje préoby spdjnego opisania i przewidzenia odpowiedzi na zadany
bodziec.
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Z powyzej wymienionych powodéw temat, ktorego podjat sie Pan mgr
Piotr Topolewski, uwazam za jednoczesnie niezwykle skomplikowany oraz

interesujacy, jak réowniez bardzo istotny.

Recenzowana rozprawa doktorska ma forme spdjnego tematycznie
opracowania o dos¢ klasycznym uktadzie, z pewnymi wyjatkami. Rozprawa
zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim, poza tym catos¢ jest
napisana w jezyku angielskim. Prace otwiera przydatny spis skrétow oraz
dodatkowy rozdziat (motivation) w ktérym Autor przedstawia uzasadnienie
podjetego tematu. Rozdziat wprowadzajqcy zostat zatytutowany przeglad
literatury (literature review). Chociaz jest to mato typowy tytut, niewatpliwie
oddaje nature wstepu, ktoéry zawiera informacje wprowadzajace do tematyki
pracy uzyskane na podstawie przegladu piSmiennictwa. Kolejne rozdziaty sg
juz typowe dla prac o charakterze eksperymentalnym. Autor wyrdznit cel
pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje, wnioski i bibliografie. Rozprawe
zamyka aneks zawierajacy informacje na temat dorobku Doktoranta.
Rozprawa jest przygotowana starannie, zaréwno pod wzgledem jezykowym
jak i graficznym, z zachowaniem odpowiednich proporcji dtugosci
poszczegodlnych rozdziatéw. Doktorant popetnit jedynie matg ilosS¢ drobnych
btedow jezykowych czy niezrecznych sformutowan. Nie sposdb ustrzec sie
przed tego typu btedami, szczegodlnie kiedy pisze sie prace w innym niz

ojczystym jezyku.

Wstep (przeglad literaturowy) rozprawy w bardzo dobrym stopniu wprowadza
czytelnika do tematyki pracy. Kolejne podrozdziaty wstepu przedstawiajg
podstawowe informacje na temat zjawiska heterogenicznosci komadrkowej
oraz mechanizméw komunikacji miedzy komérkami. Wprowadzajace
rozdziaty poruszajg réwniez problem zwigzany z metodykg i
wiarygodnosciag pomiarow, w szczegdlnosci w jaki sposdb mozna
ograniczy¢ wptyw zmiennosci fenotypu molekularnego na uzyskiwane
wyniki. Przeglad literaturowy zostat przeprowadzony niezwykle
skrupulatnie, Autor poruszyt i opisat wszystkie aspekty zwigzane z
mechanizmami i metodami pomiaru przekaznictwa miedzykomérkowego

oraz czynnikami wptywajgcymi na przekaz informacji. Stosunkowo
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niewiele uwagi Autor poswieca samym badanym oraz pokrewnym
cytokinom, jednak doktadniejszy opis mdgtby zbytnio rozbudowac i tak
juz obszerne wprowadzenie. W rozdziale poswieconym interferonowi
Doktorant stusznie zauwaza, ze z tg cytoking, z racji duzej roli w
przekazywaniu informacji pomiedzy komoérkami uktadu odpornosciowego,
wigzano duze nadzieje. Niestety, w duzej mierze pozostaty one
niespetnione. Do praktycznego zastosowania interferonu w biotechnologii
medycznej potrzeba znacznie lepszego zrozumienia funkcjonowania
szlakdw sygnatowych, co dodatkowo zwieksza wage przedstawionej
rozprawy. Wprowadzenie jest bardzo dobrym kompendium wiedzy,
jedyne zastrzezenia mam do niekiedy zbyt daleko posunietych skrétéw
myslowych i wuogdlnien, ktéore w niektérych przypadkach mogq
wprowadzac zbyt duzg niejasnos¢ w odbiorze. Przyktadem moze by¢ zbyt
hastowe stwierdzenie, ze interferon reguluje cigze (str. 38 akapit 4).
Nalezy jednak podkresli¢, ze tego typu btedy sg nieliczne i w zwigzku z tym

nie wptywajgq na pozytywny odbidr catosci rozprawy.

Cel zostat sformutowany prosto i precyzyjnie, zgodnie z tytutem rozprawy
mgr P. Topolewski postawit sobie za cel identyfikacje zréodet zmiennosci
miedzykomorkowej po stymulacji fibroblastéw badanymi cytokinami.
Ponadto Autor postawit az pie¢ hipotez do przetestowania w swoich

badaniach.

W czesci metodycznej Autor przedstawit w szczegotowy sposdb metody
hodowli komodrkowej oraz techniki pomiarowe i obrébki danych.
Wszystkie eksperymenty byty wykonane z minimalng wymagang liczbg
powtérzen przy tego typu eksperymentach, to jest w dwdch
powtdrzeniach technicznych i trzech niezaleznych eksperymentach. Czes¢
metodyczng konczy rozdziat dotyczacy metodyki lingwistycznej, w
ktorym Autor przekonujgco ttumaczy czemu odszedt od najczesciej

stosowanego trybu bezosobowego na rzecz narracji w pierwszej osobie.

Pan mgr Piotr Topolewski w rozdziale 5 przedstawit wyniki swoich

eksperymentdw na ludzkich i mysich fibroblastach. Ludzkie fibroblasty
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(linia BJ]) zostaty zastosowane jako model badawczy dla stymulacji
interferonem, natomiast mysie komorki (linia MEF) postuzyty do badania
Sciezki onkostatyny. Potencjalnie ogranicza to ilos¢ mozliwych do
uzyskania wynikow, komorki ludzkie i mysie znaczacq roznig sie pod
wieloma wzgledami. Zabieg ten jest zrozumiaty jako ograniczenie liczby
prob badawczych, ktéra potrafi by¢ przyttaczajgca przy eksperymentach
z liniami tkankowymi. Zabrakto mi natomiast wytiumaczenia dlaczego
fibroblasty zostaty wybrane jako model badawczy. Przyktadowo leukocyty
wydajq sie bardziej oczywistym wyborem jako komorki uktadu
odpornosciowego. Pan mgr Piotr Topolewski rozpoczat badania od
weryfikacji przyjetej metodologii badawczej. Bardzo cenng kontrolg byto
zastosowanie linii komoérkowych pozbawionych biatek STAT. Ostatecznie,
jako wyznacznik aktywacji komorek przez cytokiny zostaty wybrane
czynniki transkrypcyjne w formie ufosforylowanej (pSTAT). By
odpowiedzie¢ na postawione w celu pracy pytanie badawcze, Autor
zastosowat syncytia, dwujgdrowe fuzje komodrek, jako molekularng
symulacje dwdéch identycznych komodrek. Zatozenia okazaty sie stuszne,
przy pomocy tego modelu Doktorant wykazat ze za miedzykomodrkowg
heterogenicznos$¢ odpowiada w zdecydowanej wiekszosci zrdéznicowanie
fenotypowe na poziomie molekularnym. Jest to duze osiggniecie, ktore
zostato stosownie do wagi odkrycia opublikowane w prestizowym
czasopiSmie. Doktorant nie ograniczyt sie do ogdlnego rozrdznienia
rodzaju zrddta heterogenicznosci komérkowej. Sprawdzit, czy rdznice w
odpowiedzi komdrek na sygnat wynikajgq z poziomu fosfataz, czynnikéw
STAT czy moze fazy cyklu komodrkowego. Jako gtdwny determinant
zroznicowania zostat wskazany poziom fosfataz, najmniej istotny okazat
sie cykl komorkowy. Dos¢ zaskakujgcym i ciekawym rezultatem jest
wykazanie, ze poziom DNA (mierzony przed i po replikacji) nie miat

wptywu na responsywnos¢ komérki na badane sygnaty.

Mam jedynie drobne uwagi formalne, w szczegdlnosci do nazewnictwa. W
opisie wynikow zostaje wprowadzony termin fenotypu komodrkowego.

Wydaje sie ze jest uzyty jako synonim fenotypu molekularnego. Czasem
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Autor uzywa po prostu terminu fenotyp. Zapewne zeby unikngé
nadmiernych powtdrzen, jednak czym innym jest fenotyp na poziomie
organizmu, komorki, czy rozpatrywany w tej pracy fenotyp molekularny.
Nalezy podkresli¢, ze badania zostaty starannie przygotowane i
przeprowadzone, dobrze opisane i przedstawione na czytelnych i
starannie przygotowanych rycinach. Problem jest tylko z czytelnoscig
niektérych zdje¢, szczegdlnie w przypadku wizualizacji komoédrek
barwionych DAPI (przyktadowo fig. 5.21 A i C). Niewatpliwie trudno jest
dobrze przedstawi¢ na wydruku wynik fluorescencji, zapewne lepiej

sprawdzitaby sie jakas modyfikacja jak rewersja kolorystyki obrazu.

Rozprawe doktorskg podsumowuje bardzo dobra Dyskusja, w ktéorej mgr
Topolewski rzeczowo i wyczerpujgco omawia uzyskane wyniki i przedstawia je
w kontekscie aktualnych, odpowiednio dobranych pozycji literaturowych. Na
pochwate zastuguje obiektywna i sceptyczna postawa Doktoranta przy opisie
uzyskanych wynikéw, ktéry stwierdza ze uzyskane wyniki moga by¢

przeszacowane za sprawg przyjetego modelu badawczego.

Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w czasopiSmie Science Signalling a
zdobyta wiedza zebrana w postaci publikacji przegladowej wydanej przez
Current Opinion in Systems Biology. Obie prace zostaty zamieszczone w
bardzo prestizowych czasopismach, publikowane przez wydawnictwa o
ugruntowanej renomie, od lat plasujace sie na szczycie rankingéw (1. kwartyl
w indeksowanych dyscyplinach). Ponadto, pomimo niedawnej daty publikaciji,
prace te juz zostaty zauwazone i docenione przez czytelnikdw, czego
wynikiem sg zarejestrowane cytacje. Ponadto, nalezy podkresli¢ ze Doktorant
poza udziatem w grancie badawczym, pozyskat réowniez witasne srodki na

badania w ramach programu Preludium.

Podsumowujac, rozprawe doktorskg mgr. Piotra Topolewskiego oceniam jako
bardzo dobrg. Doktorant zrealizowat postawione cele naukowe, uzyskujac
ciekawe wyniki o duzej wartosci poznawczej oraz znaczacym wpltywie na
rozwdj inzynierii biomedycznej oraz biologii systemdéw. Rownie wysoko
oceniam odpowiedni dobdr i opanowanie trudnej metodyki badawczej, sposéb
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zaplanowania i realizacji kolejnych zadan badawczych, zastosowanie teorii
informacji do opisu uzyskanych danych eksperymentalnych, a takze
interpretacje i krytyczng dyskusje uzyskanych wynikow.

Whniosek koncowy

W mojej opinii przedstawiona do mojej oceny rozprawa w petni spetnia wymogi
ustawowe stawiane pracom doktorskim okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca
2018 r. (Prawo o szkolnictwie wyzZszym i nauce, Dz.U. 2018 poz. 1668). W
zwigzku z powyzszym, zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu
Podstawowych Problemow Techniki PAN o dopuszczenie Pana mgr. Piotra
Topolewskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie,
biorac pod uwage wartos¢ naukowa uzyskanych wynikow oraz wydanych
publikacji, wnioskuje o wyroéznienie rozprawy stosowna nagroda.

Dr hab. Radostaw Stachowiak

KA Lo creZ
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