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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Jagody Dominiki Litowczenko-Cybulskiej
pod tytutem
,Wplyw topografii nanomatreriatéw na zachowanie ludzkich komdérek neuralnych”

Przedstawiona do recenzji praca Pani Jagody Dominiki Litowczenko-Cybulskiej pod tytutem
,Wplyw topografii nanomatreriatéw na zachowanie ludzkich komorek neuralnych” zostata
wykonana w Centrum NanoBioMedycznym oraz Zaktadzie Wirusologii Molekularnej Instytutu
Biologi Eksperymentalnej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu i opisuje probe
indukcji ukierunkowanego wzrostu i réznicowania macierzystych komorek neuralnych poprzez
hodowle na podtozach o unikalnej geometrii. Poruszone przez Doktorantke zagadnienia s3
interesujace a zaprezentowane badania dostarczajg wielu cennych informacji. W przedstawionej
pracy Doktorantka obserwowata charakterystyczne zmiany morfologi macierzystych komorek
neuralnych i okreélata zmiany globalnej ekspresji biatek na podtozach, ktére réznity sie jedynie
topografig. Moim zdaniem, jest to temat fascynujacy dlatego, ze wigkszos¢ z nas badaczy traktuje
dno plytki hodowlanej jako element o niewielkim znaczeniu dla wynikéw przeprowadzonych
doéwiadczen. Tym bardziej nalezy doceni¢ przytoczone w rozprawie badania wtasne pokazujgce
ekspresje markeréw  rdéznicowania  komorek neuralnych w  kierunku  astrocytow,
oligodendrocytéw czy neuronéw indukowang topografia podioza. Zaobserwowano rozng
konstelacje markeréw towarzyszacych wzrostowi i réznicowaniu komorek na podtozach o waskich
rowkach o érednicy okoto 1 um lub na podtozach o wigkszych rowkach o $rednicach 5 pm i 10 pm.
Co wiecej, komérki neuronalne hodowane na rowkach 1 pm mialy ekspresje markerow
wskazujgcg na réznicowanie raczej w kierunku neuronéw, podczas gdy komoérki hodowane na
pozostatych matrycach mialy inne markery réznicowania. Pokazuje to dramatyczny wplyw
geometrii podtoza na réznicowanie komoérek. Pomimo rosnacej liczby publikacji poruszajgcych te
zagadnienia uwazam, ze potencjaf materialéw o réinej topografii pozostaje nieodkryty i
niewykorzystany.

W swojej pracy Doktorantka wykorzystata szeroka game trudnych metod biologi
molekularnej: mikroskopie elektronowg, mikroskopie sit atomowych, mikroskopie konfokalng.
Zostaty one uzupetnione analiza proteomiczng opartg na chromatografii cieczowej w tandemie ze
spektrometrig mas. Jest to unikalny warsztat w biologii molekularnej i moze stanowi¢ podstawg
wielu interesujacych badan w przysziosci.

Omawiana rozprawa doktorska ma klasyczny ukfad i sktada sig z rozdziatéw zatytutowanych:
Wstep, Cele Pracy, Materialy i Metody, Wyniki Badan, Dyskusja, niemalze 5-cio stronicowego
Podsumowania Wynikéw, i Wnioskéw. Dodatkowo zamieszczono zwyczajowa Bibliografig a takze
spisy: ilustracji, fotografii i tabel. Cato$¢ pracy sktada sie z 235 stron tekstu, mikrofotografii i tabel.



W 30-sto stronicowym Wstepie Doktorantka przedstawia informacje dotyczace komérek
macierzystych. Szczegblnie szeroko zostat potraktowany temat neurogenezy i biomarkeréw
roznicowania. Moim zdaniem, powaznym mankamentem Wstepu jest brak przegladu literatury
dotyczacej przedmiotu pracy, ktérym jest wptyw topografii dna naczynia hodowlanego na wzrost i
réznicowanie komorek. Wystarczy wspomnie¢, ze Autorka zacytowata w tej mierze jedynie kilka
publikacji. Co wiecej w bibliografii nie znalaztem pozycji dotyczacych podtuznych linii, czyli
wzoréw jakimi zajmowata sie Doktorantka. Nie moge tego stwierdzi¢ z cala pewnoscig, poniewaz
numeracja bibliografii jest w wielu miejscach btedna. Na przykiad, na stronie 9, po zdaniu
dotyczagcym m.in. nanorowkdéw i ukierunkowanego wzrostu cytowana jest praca dotyczaca
powierzchni o strukturze, ktdra nie preferuje wzrostu w zadnym z kierunkéw. Co wiecej, wzor ten
nie zostat otrzymany metodg bottom-up, ani nie ma niskiej temperatury zeszklenia, zatem nie
moze stuzy¢ jako referencja w kolejnych akapitach.

Cel Pracy zostat sformulowany w bardzo ogélny sposdb jako "Zbadanie wzrostu |...)
neuralnych komérek macierzystych na roinych typach podfoiy o okreslonej topografii”.
Przytoczona ponizej 9 punktowa lista, nie jest listg szczegotowych celéw, tez czy pytan czesto
przytaczanych w tym miejscu, a jedynie przedstawieniem czynnosci od ktdérych rozpoczeto
realizacje pracy. Moje watpliwosci budzg zwtaszcza dwa punkty, ktére dotyczg projektowania
wzoréw. W tekscie rozprawy na temat projektowania wzoréw zostaty umieszczone dwa podobne
w swej wymowie zdania, na stronach 38 i 193: Jedno z nich brzmi: ,Wzory o zréZnicowanej
topografii powierzchni zaprojektowano w oparciu o najnowsze doniesienia literaturowe”.
Stwierdzenie to nie zostalo opatrzone zadnym odnosnikiem do literatury przedmiotu.

1. Prosze o wskazanie literatury jaka sie Pani kierowata i przedstawienie rozumowania
prowadzacego do wyboru wzoréw uzytych w Pani pracy doktorskie;.

Moim zdaniem, ogdlne sformutowanie celu pracy jest przeszkoda, z ktérej wynikajg
niedostatki opisu wynikéw, dyskusji, podsumowania i wnioskow.

W rozdziale zatytutowanym Materiaty i Metody Doktorantka zawarta spis uzytych
materiatow i przytoczyta encyklopedyczne informacje na temat uzytych metod. Wyjatkowo
obszernie zostaly potraktowane metody mikroskopowe, gdzie opisano rys historyczny, zasade
dziatania oraz budowe instrumentow. Jednak, z punktu widzenia eksperymentatora, rozdziat ten
zostat napisany niedbale. W spisach brakuje odczynnikdw i materiatéw zwigzanych z hodowlg
komoérkowa, medidw hodowlanych, ich suplementdw, antybiotykéw, czynnikéw wzrostowych,
roztworu fibronektyny. Informacje dotyczgce naczyi hodowlanych s bardzo skape i pojawia sie
pojecie ptytki wielodotkowej. W rozprawie dotyczacej wptywu powierzchni, na ktérej hoduje sie
komorki na ich wzrost, budzi to szczegdiny niepokdj. Procedury stosowane przez Doktorantke
zostaly opisane ogdinikowo lub pominiete (np. barwienie f-aktyny); a przeciez, w swoim zamysle,
rozdziat ten ma stuiy¢ jako Zrédto informacji dla oséb zainteresowanych przeprowadzeniem
podobnych badan. Zdanie ze strony 59: , ... dodawano odpowiedniq (jakq?) ilos¢ kompletnej
poZywki _hodowlanej (jakiej?, czym uzupetnionej?) oraz posiewano zawiesine komdrek
macierzystych (jakich doktadnie?) w odpowiedniej ilosci (czyli jakiej?) na wybrane matryce
hodowlane” jest razacym przyktadem unikania konkretnych informacji. Niestety, nie
odosobnionym. Autorka nie uniknefa powtdrzen. Rozdziat zawiera dwa blizniacze podrozdziaty
dotyczace hodowli komdrek w standardowych naczyniach i na badanych podiozach, ktére
zawierajg w 90% identyczne informacje dotyczace medium hodowlanego i pasazowania komorek.
Przy opisie ,trypsynizacji” komérek Autorka stosuje odnosnik do podrozdziatu 3.2.2 - dotyczgcego




pomiaru kata zwilzania matryc. Podobnie nie uzupetniono nazwy zestawu do wykrywania
mykoplazmy na stonie 57.
Do tego rozdziatu mam nastepujgce pytania merytoryczne:

2. Czy charakterystyka fizyczna badanych przez Panig powierzchni byta przeprowadzana
na nieoptaszczonych powierzchniach $wiezo po syntezie czy na powierzchniach po
opfaszczeniu fibronektyng lub roztworem CellStart? Jak przygotowanie powierzchni do
hodowli komérkowej wptywa na wyrazistoéé¢ wzorow? Czy i w jakim stopniu mogg one ulegac
wypetnieniu przez fibronektyng lub biatka macierzy komérkowej z roztworu CellStart?

Najdtuzszym, bo ponad 110 stronicowym, rozdziatem pracy sa Wyniki Badan. Z jednej strony
ilustruje to ogrom materiatu badawczego zgromadzonego przez Doktorantke. Z drugiej jednak,
jest to konsekwencja kronikarskiego sposobu przedstawiania wynikdw, kolejno stosowanymi
metodami. Odzwierciedlone jest to przez tytuly poszczegdinych podrozdziatow:
Immunocytchemia, Proteomika itp. Sposéb ten bardzo utrudnia péiniejszq synteze wynikow i
udzielenie przekrojowej odpowiedzi na pytanie postawione w celu pracy: Jak rosty neuralne
komérki macierzyste na podiozach o réinej topografii? Duzym mankamentem jest opisowa
nomenklatura zastosowanych materiatéw. Przeszkadza ona w zrozumieniu rozprawy podczas
czytania. Przebadano 5 réznych materiatéw. Otrzymaty one nazwy: 1. matryce krzemowo-ztote,
zwane czasem kompozytowymi matrycami krzemowo-ztotymi; 2. odbitki\pieczatki polimerowe
matryc krzemowo zlotych; materialy te czgsto byly okreslane jako “matryce krzemowo zfote o
zréznicowanej topografii powierzchni” - co jest mylgce, poniewaz stosowano matryce o tylko
jednym wzorze; ostanie 3 materiaty o (3-5) to matryce krzemowe o zmiennym wspodtczynniku
proporcji wynoszgcym 80, 42 lub 30, ale nazywane matrycami o wzorach 1 pm, 5 um i 10 pm.

Do tych generalnych uwag dodam jeszcze kilka szczegétowych i prosze by Doktorantka sie do
nich odniosta w swojej odpowiedzi.

3. Na stronach 75/76 napisano: ,Nie stwierdzono wzrostu komoérek neuroblastomy na
plaskich podfozach polimerowych oraz podiozach polimerowych o zréznicowanej topografii
powierzchni. Prawdopodobne przyczynq byta stopniowa degradacja polimeru w medium
komérkowym ...”. Co zatem zostato poddane analizie w doswiadczeniach, ktorych wyniki
przedstawiono na Rycinie 4.4, Fotografii 4.6-3, Fotografii 4.7-1, a zwtiaszcza na Rycinie 4-11,
gdzie pokazany jest rozklad dtugoéci oraz katéw roztozenia neurytéw komorek rosngcych na
podfozu polimerowym?

4. W tabeli tabeli 4-4 podsumowata Pani wyniki z mikroskopii konfokalnej. W podpisie
wyjaéniono, ze znakiem ,+’ oznaczono obecnos¢ markera, .~ jego brak, natomiast
strzatkami obnizenie lub podwyzszenie ekspresji. Z tabeli dowiadujemy sig, ze po siedmiu
dniach hodowli na podiozach kontrolnych nie zaobserwowano ekspresji markerow GALC i
SYP. Po czternastu dniach zaobserwowano juz obecnos¢ biatek GALC i SYP. Jednak obok
znaku ,+” znaku strzatka w dét wskazano na obnizenie ekspresji biatek GALC i SYP. Proszg
wyjaéni¢ wzgledem czego ekspresja biatek GALC i SYP zostata obnizona w prébie kontrolnej?

5. Podobnie z biatkiem MAP2. Marker ten byt oznaczany po raz pierwszy po 7 dniach.
Byt on nieobecny w komérkach hodowanych na podtozach kontrolnych, ale byt wykryty na
pozostatych badanych podtozach. Tu réwniez wskazano, ze ekspresja tego markera wzrosta
na matrycach o wzorach 5 um i 1 pm, lub zmalata na matrycy o wzorzelO um. Prosze
wyjaéni¢ wzgledem czego ekspresja biatka MAP2 wzrosta lub zostata obnizona w tych
prébkach?




W nastepnym podrozdziale 4.8 przedstawiono wyniki ilosciowej analizy intensywnosci
fluorescencji w poszczegolnych probek. Konfrontacja otrzymanych wykreséw z tabelg 4-4
wskazuje na niekonsekwencje w analizie wynikow doswiadczen. | przykiad, do ktorego prosze sie
odniesc:

6. Intensywnosc fluorescencji dla markera GALC na rycinie 4-6 waha sie w okolicach 12
jednostek. W tabeli zostato to zinterpretowane jako obecno$¢ markera. Natomiast na
rycinie !l intensywnosé $wiecenia markera DCX na matrycy 1 pm o wartosci ok. 50 zostato
zinterpretowane jako brak ekspresji. Prosze uzasadnic takg interpretacje wynikow.

7. Pomimo, e mikroskopowe analizy immunocytochemiczne nie s3 metodami
ilosciowymi Doktorantka nie ustrzegta sie stwierdzen poréwnawczych (np. na stronie 195). W
dodatku poréwnywany jest sygnat otrzymywany za pomocg réinych przeciwciat,
zaopatrzonych w rézne fluorochromy. Moim zdaniem jest to bfagd metodologiczny. Prosze
obroni¢ swéj punkt widzenia lub wyjasnic¢ dlaczego jest to btedem.

W podrozdziale 4.9 przedstawiono analize statystyczng neurytéw. Przedstawiono srednie
dtugosci - bez odchylert standardowych, histogramy dtugosci oraz histogramy kata utozenia. Nie
jest rowniez jasne jak byt definiowany kat O st. Moim zdaniem dane bytyby klarowniejsze, gdyby
byty przedstawione jako wartos¢ bezwzgledna odchylenia od osi wzoru. Wszak jest nam poniekgd
obojetne czy komorki odchylaja sie na prawo czy lewo.

8. Czy na otrzymanych danych przeprowadzono test statystyczny, ktory by wskazywat
czy wykryte réznice w rozktadach sg istotne statystycznie?

Duzg czes$¢ rozdziatu wyniki stanowi prezentacja danych z badan proteomicznych uzyskanych
po 7 i 14 dniach hodowli na matrycach krzemowych. Musze powiedzie¢, ze jest to istotna czes¢
pracy, gdzie Doktorantka musiata sie zmierzy¢ z niefatwym zadaniem analizy danych metodami
bioinformatycznymi. Bardzo spodobat mi sie pomyst uzycia narzedzia do klasyfikacji genéw do
analizy danych proteomicznych. Niestety, w konsekwencji, Autorka opisujgc wyniki swoich analiz
prototeomicznych nagminnie pisze o genach, co moim zdaniem, jest btedem. To biatka zostaty
poddane analizie i tak konsekwentnie powinny by¢ opisywane wyniki.

9. Na stronie 148 w w odniesieniu do analiz proteomicznych mowa o probie
referencyjnej. Prosze wyjasnic¢ co byto tg proba referencyjng?

10. W wielu miejscach m.in. w opisie tabeli 4-4 napisano, ze jako podtfoza kontrolnego
uzyto szkta. O jakie szkto chodzi?

Nie moge przemilcze¢ zastrzezen co do sposobu graficznej prezentacji wynikow. Brak jest
jednolitego wzorca rysunkow czy tez tabel. Dodatkowa przeszkoda w interpretacji wynikéw jest
to, ze wykresy czy fotografie nagminnie sg przedstawiane w innej skali. Np. na fotografii 4.1-3
przedstawiono 3 profile AFM, kazdy w innej skali. Utrudnia to wyobrazenie sobie topografii
matryc. Barwienia immunochemiczne przedstawiane sg w skalach od 20 um do 100 um, nawet na
pojedynczym rysunku.

Uzyskane wyniki zostaty podsumowane w Dyskusji. W tym rozdziale Autorka przedstawita
spojny tok rozumowania, ktéry przyswiecat wykonywanym eksperymentom. Szkoda, ze kolejnos¢
prezentacji i opisywania wynikow nie odzwierciedla tego toku rozumowania. Moim zdaniem, jest
to powaina przeszkoda w rozumieniu pracy w trakcie czytania. Wiele stwierdzen dyskusji nie jest
poparte odnosnikami do literatury lub lub poparte odnosnikami, ktére s3 btedne. Na przykiad, na
stronie 187 napisano: ,Wiele danych literaturowych, wskazuje rowniez na mozliwosc
réznicowania komorek neuroblastomy za pomocq odpowiednio dobranych podfoZy.” Towarzyszy
temu tylko jedna, btedna referencja. W stosunku do tego rozdziatu mam 3 pytania:



11. W Dyskusji na stronie 193 materiat 1 - martyce krzemowo zfote - jest okreslany jako
matryce krzemowe. Czy chemicznie jest to ten sam materiat co materialy 3, 4 i 57 Jedli tak,
dlaczego nie jest to jasno wskazane w rozdziale wyniki?

12. Jaka wygladata ekspresja markeréw badanych metodami imunocytchemicznymi:
OLIG2, GALC, DCX, MAP2, SYP, SOX i NES w analizie proteomicznej? Czy zaobserwowano
zgodnoé¢ pomiedzy wynikami otrzymanymi tymi dwoma metodami? Jesli nie, to jakie mogg
by¢ tego przyczyny?

13. Z lektury rozprawy wnioskuje, ze swojg prace Doktorantka umieszcza w dziedzinie
medycyny regeneracyjnej i rusztowan komorkowych. Nie mogg pozby¢ sie wrazenia, ze jest
to mocno na wyrost poniewaz model badawczy (monokultura komérek in vitro, na ptaskich
podtfozach) jest daleki od kontekstu medycyny regeneracyjnej. Jakie widzi Pani zastosowanie,
poza poznawczym, dla kultur na ptaskich podtozach?

Merytoryczng czes¢ pracy koncza Podsumowanie Wynikéw i Wnioski, w ktorych
Doktorantka przytacza, w miare skrotowej formie, otrzymane wyniki i wycigga whnioski.
Wyciagniete wnioski uwazam za uzasadnione i w znakomitej wiekszosci poparte otrzymanymi
wynikami. Nalezy pochwali¢ wstrzemigzliwos¢ w formutowaniu gérnolotnych, ale niepopartych
wynikami wnioskéw. Moje jedyne zastrzezenia kierujg pod adresem stwierdzen odwotujacych sig
do braku toksycznoéci. W pracy nie przedstawiono wynikow, zadnego specyficznego testu na
proliferacje, $mier¢ komérki czy apoptozg. Moim zdaniem, posrednie obserwacje, czy tez fakt, ze
komérki rosty przez 7, 14 lub 21 dni na danym podtozu nie uzasadnia stwierdzenia, Ze jest ono
zupetnie nietoksyczne, a tym bardziej optymalne.

Treéci przedstawione w pracy zostaty w sposob dostateczny poparte 180 pozycjami aktualnej
Bibliografii. Na pewno dobdr literatury mégtby byc lepszy, a referencje rzetelniej cytowane w
treéci pracy. Pozostaje mi jedynie poleci¢ uzywanie darmowych czy komercyjnych dodatkéw do
programow tekstowych, ktére sg nieoceniona pomocg W postugiwaniu sig duzg bazg literatury.

Uwagi swoje uwazam za wazine i proszg O ustosunkowanie sie Doktorantki do
numerowanych pytah i uwag. W wiekszosci dotycza one jednak niedostatkow prezentacji
wynikéw. Pomocg mogfaby tu by¢ drastyczna selekcja wynikéw. Blaise Pascal miat powiedzie¢
kiedys: ,Napisatem dtugi list, poniewaz nie miatem czasu zrobi¢ go krétszym”.

Podsumowujac, przedstawiona rozprawa demonstruje umiejetnos¢  samodzielnego
planowania i prowadzenia pracy naukowej przez Doktorantke. Zawiera ona interesujgce i
unikalne wyniki badan otrzymane wieloma trudnymi metodami biologicznymi opublikowane w
czasopiémie o zasiegu miedzynarodowym. Z tych wzgledow prace oceniam pozytywnie i
stwierdzam, ze recenzowana rozprawa spetnia wymogi formalne i merytoryczne stawiane
rozprawom doktorskim wyrazone w Art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.”0O stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki”.

Z wyrazami szacunku
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