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1. Zagadnienia naukowe rozpatrywane w pracy.

Przedmiotem rozprawy jest préba odpowiedzi na pytanie, czy Zrédtem heterogenicznosci
w odpowiedziach komérek tego samego typu na ich pobudzenie za pomocy okreélonych
czgsteczek sygnafowych (interferon gamma oraz onkostatyna M) jest przede wszystkim szum
molekularny, czy réznice w fenotypach komoérek, oraz préba uogdlnienia wnioskéw, ptynacych
z analizy przeprowadzonych eksperymentéw. Postawione pytanie jest niezwykle istotne dla
zrozumienia sygnalizacji miedzykomérkowej oraz jej wykorzystania w celach medycznych. Jesli
szum molekularny ma niewielki wptyw na odpowiedzi komdrek na sygnalizacje, to zachowanie
komérek ma w duzej mierze deterministyczny charakter, a zrozumienie wptywu fenotypu na te
heterogenicznos¢ moze postuzy¢ zaréwno do poszukiwania molekularnych celéw dla nowych
lekéw, jak i projektowaniu protokotéw terapii. Bioragc powyzsze pod uwage, nalezy stwierdzié, ze
rozpatrywane w pracy problemy sg aktualne i dobrze wpisujg sie w nurt obecnie prowadzonych
prac naukowych. Tematyka rozprawy idealnie wpasowuje sie w dyscypline Inzynieria
Biomedyczna.

W rozprawie postawiono pie¢, scisle powigzanych ze soba, hipotez badawczych:

1. Réznorodnos¢ fenotypéw komdrek ma zdecydowanie wiekszy wptyw na stopiert
heterogenicznosci odpowiedzi komdérkowych, niz szum molekularny.

2. Btad pomiarowy ma niewielki wptyw na obserwowany poziom sygnatéw
immunofluorescencyjnych (niezbyt szczesliwie sformutowana hipoteza).

3. Stan jadra komorkowego ma wptyw na heterogeniczny charakter odpowiedzi badanych
szlakéw sygnatowych (ta hipoteza nawigzuje bezposrednio do hipotezy 1).

4. Poziomy okreslonych biatek sygnatowych czesciowo przewidujg (a raczej: pozwalaja
przewidzie¢ lub determinuja) odpowiedzi wybranych szlakéw sygnatowych.

5. Odpowiedz wybranych szlakéw sygnatowych jest inna w komérkach przed replikacja
DNA, niz w komérkach po replikacji.

W celu weryfikacji powyzszych hipotez przeprowadzono caty szereg eksperymentéw na liniach
komoérkowych, a nastepnie poddano szczegétowej analizie ich wyniki. Poszczegélne hipotezy
zostaty zweryfikowane, acz dyskusyjne pozostaje to, czy wszystkie w catoéci, do czego odnosze sie
w dalszej czesci niniejszej recenzji.
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2. Struktura pracy

Rozprawa sktada sig ze streszczenia, listy skrétow oraz dziewigciu numerowanych czesci, w tym
Bibliografii i listy publikacji Autora oraz Zrédet finansowania (dwie ostatnie zwykle nie s3
numerowane w rozprawach). Pierwszy rozdziat przedstawia motywacje podjecia tematu. Drugi,
obszerny rozdziat poswigcony zostal omdwieniu najwazniejszych zagadnien, zwigzanych
ztematyka pracy, na tle Swiatowej literatury. Poruszone w nim zostaty kwestie sygnalizacji
migdzykomérkowej, Zrédet heterogenicznosci w odpowiedziach komérkowych, technik
eksperymentalnych, w szczegdlnosci umozliwiajacych ograniczenie wpltywu na te odpowiedzi
réznic w fenotypach komérek, a takze teorii informacji i jej zastosowania w analizie szlakéw
sygnatowych. W dwdch ostatnich podrozdziatach opisano zagadnienia, zwigzane z sygnalizacjg w
uktadzie odpornosciowym, a w szczeg6lnosci szlakami Interferonu gamma i onkostatyny M. Na
tym tle w Rozdziale 3 zostaly przedstawione cele rozprawy i hipotezy badawcze.

Rozdziaty 4-7 opisuja rezultaty oryginalnych badari naukowych, przeprowadzonych przez
Doktoranta, stanowigcych niewatpliwie osiggniecie naukowe, pozwalajace ubiegaéd sie o stopier
naukowy doktora. Rozdziat 4 stanowi szczegbtowy opis metod eksperymentalnych i metod analizy
danych, wykorzystanych w pracy. W Rozdziale 5 przedstawiono wyniki eksperymentalne oraz ich
szczegotowa analize. Dodatkowe wnioski, dotyczace doktadnosci odpowiedzi komérkowej oraz
mozliwosci przewidywania tej odpowiedzi, przedstawiono w Rozdziale 6. Cato$é¢ podsumowana
zostata w Rozdziale 7.

3. Analiza Zrédet

Spis literatury zawiera 209 pozycji, z czego dwie ([181] i [182]) sg wspdtautorstwa Doktoranta.
W zdecydowanej wigkszosci sg to prace bezposrednio zwigzane z tematyka rozprawy, zaréwno
klasyczne, jak i najnowsze. Czes¢ z nich porusza zagadnienia zwigzane z teorig informacji, ale
zdecydowana wiekszo$¢ to publikacje biologiczne, biomedyczne lub poswiecone modelowaniu
matematycznemu proceséw komdrkowych. Dobor bibliografii swiadczy o dobrym rozeznaniu
Doktoranta w literaturze $wiatowej w tematyce, ktérg sie zajmuje. Jednoczesnie warto zauwazyé,
ze obecnie bardzo trudno mieé petne rozeznanie w literaturze zwigzanej z tematem wtasnych
badan i zawsze mozna wskaza¢ dodatkowe prace, do ktérych warto bytoby jeszcze siegnaé (np.
Strasen et al., Mol Sys Biol 2018, w kontekscie hipotez 1) i 4)).

4. Oryginalnos¢i silne strony rozprawy.

Tre$¢ rozprawy zostafa oparta na dwdch pracach, ktérych Doktorant byl wspétautorem,
opublikowanych w znaczgcych czasopismach naukowych. Wykorzystane zostaty w niej co prawda
standardowe metody konstruowania modeli biologicznych, schematy eksperymentalne i metody
analizy, ale uzyskane wyniki sg niewatpliwie oryginalne. Pewng trudno$é¢ stanowi precyzyjne
okreélenie, co jest samodzielnym dorobkiem Autora (zwtaszcza w wieloautorskiej pracy z Science
Signalling), poniewaz w dostarczonej dokumentacji brakuje oswiadczerh wspdtautoréw. Poniewaz
jednak Doktorant jest pierwszym autorem obu prac, mozna przyjac, ze jego wktad byt znaczacy. Do
szczegolnie wartodciowych, oryginalnych elementéw rozprawy, istotnych z naukowego punktu
widzenia nalezy zaliczyc¢:

e wykazanie, ze w analizowane szlaki sygnatowe wykazujg w zasadzie deterministyczny
charakter odpowiedzi, a wplyw szuméw molekularnych jest niewielki (potwierdzenie
hipotezy 1), z zastrzezeniem wskazanym w punkcie 6.2 niniejszej recenzji),

¢ wykazanie, ze odpowiedz komoérek na silne pobudzenie wybranymi cytokinami nie
zalezy od fazy cyklu komdrkowego.




Ponadto, silng strong rozprawy jest staranne zaprojektowanie protokoféw eksperymentalnych,
poprzedzone wstepnymi badaniami, majacymi na celu wybdr reprezentatywnych czaséw pomiaru
i odpowiednich linii komérkowych dla poszczegdinych pobudzen.

5. Stabsze strony rozprawy

Do stabszych stron pracy naleza:

e bardzo swobodne potraktowanie zagadnieri btedu pomiarowego w podrozdziale 5.4,
zwigzanego z hipoteza 2) — uwaga 6.4 ponizej,

e brak podania uzasadnienia dla zatozenia, ze komérki, ktére stabo odpowiadajg na
pobudzenie o niskim stezeniu cytokin beda réwniez stabo odpowiada¢ na pobudzenie o
wysokim stezeniu —uwaga 6.3 ponizej,

e ograniczona analiza wynikdw otrzymanych dla niskich stezen —uwaga 6.2 ponizej.

Nalezy jednak stwierdzi¢, ze silne strony rozprawy zdecydowanie przewazajg nad stabszymi.

6. Szczeg6towe uwagi merytoryczne i redakcyjne

W pracy pojawily sie pewne niejasnosci oraz niedoméwienia, istotne w tym sensie, ze
Doktorant powinien sie do nich odnie$¢ w trakcie obrony (zwfaszcza 6.1-6.12). W szczeg6lnosci:

6.1. Doktorant bardzo silnie koncentruje sie na odpowiedziach pojedynczych komorek
i wnioskuje, ze charakteryzuja sie one wysoka precyzjg (np. pierwsze zdanie podrozdziatu 6.1).
Pomija przy tym efekt usredniania odpowiedzi losowej na poziomie populacji komdrkowej,
ktéry wydaje sie bardzo istotny w wielu procesach, przebiegajacych na poziomie fizjologicznym
(efekt takiego usredniania badat m.in. prof. Lasota w swoich pracach z lat osiemdziesiatych
ubiegtego wieku). Wydaje sig, ze w odpowiedzi ukfadu odpornosciowego istotniejsza jest
érednia odpowiedz populacyjna (np. w przypadku sekrecji cytokin, wzbudzenia poszczegdinych
typow komoérek uktadu odpornosciowego itp.), niz odpowiedz pojedynczej komérki. Co prawda
Doktorant w pewnym sensie wspomina o tym, m.in. w podrozdziale 2.6, ale koncentruje sig tam
na efektach spowodowanych przez precyzyjnie odpowiadajgce subpopulacje.

6.2. Jednym z najwazniejszych wynikdw rozprawy jest wniosek o nieznacznym wptywie szumu
molekularnego na odpowiedz komdrek i, wynikajacy z tego, ich niemal deterministyczny
charakter. O ile wyniki zaprezentowane dla wigkszych stezen cytokin rzeczywiécie pozwalajg na
takie stwierdzenie, to przy stezeniu 0.1 ng/mL sprawa nie jest tak oczywista, o czym Swiadcza
chocby Rys. 5.4CD, 5.5 BD. Wydaje sie odpowiedzi/precyzji odpowiedzi pojedynczych komérek
s zbyt silne, a obliczenia, w ktérych wyznaczono wptyw réznic w fenotypach na wariancje
odpowiedzi, gdzie zgrupowano razem wszystkie niezerowe dawki — nie do korica uprawnione.
Nalezy sie raczej spodziewaé, ze przy matych stezeniach cytokin wptyw szumu molekularnego
powinien byé wiekszy (zresztg z danych dla péiniejszych czaséw réwniez wynika ostabienie
bardzo silnego stwierdzenia z tytutu podrozdziatu 5.2.7); wydaje sig, ze generalizacja wnioskow
o deterministycznym charakterze odpowiedzi komérkowej nie jest w petni uzasadniona.

6.3. Doktorant zatozyt, ze komorki, ktére stabo odpowiadaja na pobudzenie o niskim stgzeniu
cytokin beda réwniez stabo odpowiada¢ na pobudzenie o wysokim stezeniu, ale nie uzasadnit
tego zafozenia (str. 73). Dla innych uktadéw eksperymentalnych mozna znalez¢ prace, ktore
pokazuja, ze procent komérek odpowiadajacych na dane wymuszenie zalezy od sity tego
wymuszenia (np. Kardyriska et al., PLOS Comp Biol, 2018). Wydaje sie, ze taki efekt moze miec
réwniez miejsce w ukfadach analizowanych w rozprawie, a wtedy zatozenie, na ktérym oparto
cze$é rozumowania nie byfoby spefnione.

6.4. W podrozdziale 5.4 Doktorant przeprowadza analize btedéw pomiaru immunofluorescencji.
Nieprawda (lub inaczej — prawda jedynie przy dodatkowych zatozeniach) jest to, ze btad
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pomiaru ma rozktad normalny o $redniej réwnej zeru. Ponadto Doktorant miesza ze sobg rézne
trédta  btedéw, podczas gdy, mim zdaniem, sformutowanie ,btagd pomiaru
immunocytofluorescencji” powinien odnosi¢ sie jedynie do fizycznego pomiaru fluorescencii.
Natomiast pomiar poziomu danego biatka jest obarczony btedami o réinych Zrédtach (ktdre
beda sie charakteryzowaly réznymi rozktadami), wymienionymi w tym podrozdziale.
Z metrologicznego punktu widzenia analiza przeprowadzona w tym rozdziale pozostawia wiele
do zyczenia (czym$ innym jest btad pomiaru fluorescencji, a czym innym bfad pomiaru poziomu
badanych molekut, brak rozréznienia btgdéw pomiarowych réznego typu, brak kalibracji itd.) -
oparcie analizy btedu wytacznie na wariancji wynikéw jest, moim zdaniem, niewystarczajace.

6.5. W podrozdziale 5.5.2 Doktorant stwierdza m.in., ze poziom receptoréw jest stabym
predyktorem odpowiedzi komérkowej. Jednakze wniosek taki zostat wysnuty na podstawie
wynikéw otrzymanych dla pobudzenia o wysokim stezeniu cytokin. Czy nie nalezy sig
spodziewaé, ze przy niskich stgieniach to wifasnie poziom receptoréw bytby lepszym
predyktorem, niz poziom biatek STAT?

6.6. Podobnie, jak w poprzedniej uwadze, wnioski w podrozdziale 5.6.2, o zaleznosci odpowiedzi
na pobudzenie cytokinami od fazy cyklu komorkowego, zostaty réwniez wysnute na podstawie
pobudzenia o wysokim stezeniu cytokin. Czy taka niezaleznos¢ zostataby utrzymana bez
wzgledu na stezenie cytokin? Czy nie bytoby lepszym pomystem wstepne zsynchronizowanie
komdrek przed podaniem cytokin?

6.7. Nie catkiem jasne jest, dlaczego Doktorant proponuje poszukiwanie celéw molekularnych
przy projektowaniu lekéw tak, by zminimalizowaé wariancje odpowiedzi komérek — samo w
sobie wcale nie musi to oznaczaé np. zmniejszenia populacji nowotworowej (str. 36).

Pozostate uwagi ogdlne i komentarze, jakie nasuwajg sie podczas uwaznej lektury recenzowanej
rozprawy doktorskiej dotycza nastepujacych zagadnien:

6.8. Czy wszystkie powtdrzenia biologiczne poszczegélnych eksperymentéw dawaty podobne
wyniki, czy tez pojawily sie w ich trakcie wyniki odbiegajace od innych, ktdre jednak zostaty
odrzucone?

6.9. W podrozdziale 5.1.2 Autor stwierdza, ze maksymalny poziom odpowiedzi na IFN-y mozna
zaobserwowac dla czasu 15 min —na Rys. 5.3A i 5.8A rozktady dla czaséw 15 i 30 min wygladaja
bardzo podobnie- czy to podobienistwo jest tylko pozorne?

6.10.Czy bfad techniczny w tytule podrozdziatu 5.4.1 i btad pomiarowy oznaczajg to samo?

6.11.Parametr a w réwnaniu (5.10) jest wspdtczynnikiem kierunkowym prostej regresji — jak
nalezy rozumieé jego wyrazenie w procentach (w podrozdziale 5.4.2)?

6.12.Na ile dwujadrowe syncytia s3 dobrym punktem odniesienia w biologii molekularnej? Czy ich
odpowiedzi mozna rzeczywiscie uznac za reprezentatywne dla zwyktych komorek, czy tez stres,
jakim zostaty poddane komdrki w trakcie tworzenia syncytidw w znaczacy sposob aktywuje sieci
regulatorowe i szlaki sygnatowe, zaktdcajgc obraz ,,normalnej” odpowiedzi?

6.13.Niektdre prace wskazuja, ze oba rodzaje szuméw, analizowanych w rozprawie, sa wzajemnie
od siebie zalezne i nalezy to uwzgledniaé w analizach (Justman, Cell Systems, 2015, odnoszacy
sie do publikacji Hofmann et al. w tym samym numerze).

Inne uwagi szczegbétowe:

6.14.W podrozdziale 2.8.3 Autor, cytujac literature, stwierdza, ze mozna zatozy¢ wysokie
podobieristwo pomiedzy odpowiedziami komorek bedacych wynikiem podziatu komorki
macierzystej (tzw. rodzenstwa), zwtaszcza w konteksécie odpowiedzi determinujacych ich los.
Szerszy przeglad literatury pokazatby jednak, ze zatozenie takie moze okazac sig zbyt silne (np.




praca Dotbniak et al., Biol Direct, 2015 — cho¢ tam analizowane akurat odpowiedzi nie s
zwigzane z losem komorek).

6.15.Analiza cyklicznego pobudzania komorek jest duzo bardziej skomplikowana, niz zostafo to
opisane w podrozdziale 2.8.4. Istnieje wiele prac pokazujacych, ze kolejne pobudzenia mogg
skutkowa¢ silniejsza lub stabszg odpowiedzig (badZ jej catkowitym brakiem), w zaleznosci od
wykorzystanych czynnikow pobudzajgcych, ich kolejnosci, stezen itp.).

6.16.Stwierdzenie, ze ufosforylowana forma biatek z grupy STAT lepiej reprezentuje odpowiedz na
pobudzenie komdrek cytokinami, niz catkowity poziom STAT (podrozdziat 5.1.1) jest oczywiste,
bioragc pod uwage duzg ilos¢ biatek STAT w niepobudzonych komérkach i ich udziat w wielu
szlakacz sygnatowych.

6.17.Niezbyt jasny jest wywdd o dyfuzyjnym charakterze ruchu ufosforylowanych biatek STAT (str.

100-101) — wiadomo np., ze za transport do jadra kompleksow pSTAT odpowiedzialne s3

odpowiednie importiny.

6.18.W pracy pojawiajg sie niedociggniecia jezykowe i edycyjne. Miedzy innymi:

e mniej wiecej od pofowy polskiej wersji streszczenia Autor zmienit pte¢ (,pokazatam”,
2wykazatam”),

e uciecie fragmentdw rysunkdéw lub ich opiséw (Rys. 2.11, 5.7, 5.14),

e drobne btedy jezykowe (np. ,information” nie powinno by¢ poprzedzone rodzajnikiem , the”
- linia pierwsza na str. 10, niezbyt szczesliwie dobrane stownictwo - ,omit” zamiast ,neglect”
na str. 11; naduzywanie rodzajnika ,a” po stowie ,such” (zwroty ,such” oraz ,such a” maja
inne odcienie znaczeniowe),

e niezbyt szczedliwie dobrane sformufowania (np. tytut i tre$¢ podrozdziatu 5.4.2 sugeruje
wptyw btedu pomiarowego na poziom obserwowanego biatka, a raczej nie o to chodzito
Autorowi; stwierdzenie ,each STAT protein is tyrosine phosphorylated” (str. 98, linia 4) — jak
nalezy je rozumieé?; ,response is easy to conclude” (str. 100), ,survival rate” (sr. 36) —
nieprawidtowe frazeologizmy).

7. Ocena koricowa rozprawy.

Podsumowujac, pomimo licznych uwag szczegétowych, wymienionych powyzej, uwazam, ze
silne strony pracy wymienione w punkcie 4 niniejszej recenzji zdecydowanie przewazaja nad
stabszymi. Stwierdzam, ze mgr inz. Piotr Topolewski wykazal sie¢ wiedza i umiejetnosciami
uprawniajgcymi go do ubiegania sie o stopien doktora nauk technicznych w dyscyplinie Inzynieria
Biomedyczna. Przedstawiona praca doktorska spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim
przez ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. W szczegélnosci, jej
przedmiotem jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, zdefiniowanego przez
postawione hipotezy badawcze, posiada tytut magistra inzyniera oraz jest wspétautorem dwaéch
artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych, ujetych w odpowiednim wykazie.
Whioskuje o dopuszczenie mgr. Inz. Piotra Topolewskiego do publicznej obrony rozprawy
doktorskiej.




