UNIWERSYTET WARSZAWSKI
WYDZIAL BIOLOGII

prof. dr hab. Maria Anna Ciemerych-Litwinienko
Prodziekan ds. organizacji badan
Kierownik Zaktadu Cytologii Instytutu Zoologii

Warszawa, 28 maja 2014

Recenzja rozprawy doktorskiej zatytutowanej:
»Zmiany architektury jadrowej i transkryptomu w procesie réznicowania ludzkich
komorek macierzystych pochodzenia miogennego”
autorstwa Pana mgr. Tomasza Jana Kolanowskiego.

Praca doktorska autorstwa Pana mgr. Tomasza Kolanowskiego zostata wykonana pod
kierunkiem prof. Macieja Kurpisza. Podjete badania sq nowatorskie a uzyskane wyniki w
sposob znaczacy przyczynity sie do zrozumienia zaleznosci miedzy lokalizacja jadrowa a
aktywnoscia genow zwiazanych z roznicowaniem mioblastow miesni szkieletowych.

Miesnie szkieletowe uszkadzane sa nie tylko w wyniku powaznych urazow
mechanicznych czy chorob, takich jak na przyktad dystrofie miesniowe, ale takze w trakcie
uprawiania sportu czy codziennego wysitku fizycznego. Naprawa zarowno drobnych urazow
jak i powaznych uszkodzen zalezy od funkcjonowania komdrek macierzystych miesni
szkieletowych, tzw. komorek satelitowych. Uszkodzenie migsnia powoduje, ze komorki te
ulegajg aktywacji, przeksztatcaja sie w mioblasty, ktore intensywnie proliferuja,
roznicuja, fuzjuja tworzac wielojadrowe miotuby i w efekcie odtwarzaja zniszczone
wtokna miesniowe. W przypadku chordb, takich jak wspomniane juz dystrofie, uszkodzenia
miesni i nastepujace po nich okresy regeneracji sg tak czeste, ze pula komorek
satelitowych nie jest wydajnie odnawiana i ulega wyczerpaniu. Dlatego tez od wielu lat
poszukiwane sa zrodta komorek, ktorymi mozna bytoby wspomoc regeneracje. Oczywistym
kandydatem sa te naturalnie znajdujace sie w miesniu - czyli wtasnie komorki satelitowe
oraz powstajace z nich mioblasty. Komorki te analizowane sa takze badaniach, ktérych
celem jest terapia uszkodzonego w wyniku zawatu miesnia sercowego. Zespot prof.
Kurpisza od wielu testuje takie wtasnie zastosowanie mioblastow migsni szkieletowych.
Niestety dotychczas nie udato sie opracowac skutecznej terapii miesni poprzecznie
prazkowanych wykorzystujacej mioblasty miesni szkieletowych. Przyczyn jest wiele a ich
opis stanowitby materiat na obszerng publikacje. Oczywistym jest, ze wsrod warunkow
koniecznych dla opracowania skutecznej terapii z wykorzystaniem mioblastow jest
dogtebne zrozumienie mechanizmow réznicowania komorek satelitowych. Badania podjete
przez mgr. Kolanowskiego doskonale wpisuja sie w nurt prac majacych na celu
charakterystyke roznicowania tych komorek.

Szczegotowe cele wymienione w pracy obejmowaty:

- porownanie, technika mikromacierzy ekspresyjnych, ekspresji genow w
proliferujacych mioblastach oraz powstatych z nich miotubach;

- ocene zmian morfologii jader komérkowych w réznicujacych mioblastach;
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- oceng ruchu obszaroéw centromerowych wybranych chromosoméw podczas
roznicowania;

- obserwacje zmian lokalizacji obszarow chromatyny zawierajacych geny
zaangazowane w regulacje miogenezy;

- korelacje zmian poziomu ekspresji genow podczas roznicowania mioblastow ze
zmianami potozenia okreslonych fragmentéw chromatyny.

Postawione cele mgr Kolanowski zrealizowat przeprowadzajac szereg swietnie
zaplanowanych i wymagajacych duzej sprawnosci technicznej analiz. Realizujac je
Doktorant wykorzystat technik biologii molekularnej, biologii komérki, cytogenetyki, takie
jak: hodowle myoblastow, hodowle bakterii, barwienia cytochemiczne, immunodetekcija
antygenow, fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, cytometria przeptywowa, techniki
mikroskopii, techniki pozyskiwania i analiz RNA. Wszystkie uzyskane dane poddane zostaty
niezbednym analizom bioinformatycznym i statystycznym. Wykorzystujac te metody mgr
Kolanowski zrealizowat wszystkie postawione przed soba cele a wyniki jego badan zostaty
juz wtaczone do publikacji, ktora ukazata sie w 2013 roku w czasopismie PLOS One. Warto
takze nadmienic, ze oprocz tej pracy Doktorant wspottworzyt 6 innych prac, z ktérych
wiekszo$c ukazata sie w renomowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. Jest to
niewatpliwie powod do satysfakcji i Swiadectwo, ze mgr Kolanowski byt zaangazowany w
realizacje wartosciowych badan.

Rozprawa doktorska pana mgr Kolanowskiego poprzedzona jest bardzo dobrym
Wstepem, wyczerpujaco i precyzyjnie wprowadzajacym w zagadnienia, ktorym poswiecona
jest praca. Doktorant z duza precyzja zaprezentowat tto swoich badan. Pierwsza czesc¢
Wstepu poswiecona jest charakterystyce jadra komérkowego oraz jego organizacji
przestrzennej. Nastepnie opisane zostaty komorki satelitowe i przebieg ich réznicowania w
mioblasty oraz miotuby. Scharakteryzowane zostaty geny, ktorym szczegdlng uwage
poswigcono w rozprawie. Byty to geny kodujace zaréwno czynniki regulujace transkrypcje
jak i charakterystyczne dla migsni szkieletowych biatka strukturalne. Doskonate ilustracje
uzupetniaja opisy zagadnien. Dzieki Wstepowi, ale takze i Dyskusji, czytelnik moze ocenic
jak na tle dokonan innych grup badawczych ,,umiejscawiaja sie” badania prowadzone przez
pana mgr. Kolanowskiego.

Obowiazkiem recenzenta jest nie tylko omawianie zalet pracy, ale takze zwracanie
uwagi na jej niedoskonatosci. Jednak chciatabym zauwazyc¢, ze w prezentowanej pracy nie
znalaztam ich zbyt wielu. Zarowno wstep jak i pozostate jej czesci przygotowane zostaty w
bardzo staranny sposob. Jasno opisuja prezentowane zagadnienia i wyniki, nie budza
znaczacych watpliwosci. Mgr Kolanowski nie dat mi wiec, jako krytykowi, zbyt duzego pola
do popisu. Jedynym "zgrzytem" we Wstepie byto odwotanie sie do pracy z 1895 roku i
pozostawienie zdania dotyczacego fuzji przedjqdrzy komérek germinalnych bez
najmniejszego chociaz komentarza. Musze wiec zareagowac i napisac, ze po pierwsze
mianem przedjadrzy okresla sie jadra jednokomorkowych zarodkow (zygot) a nie komorek
rozrodczych (unikatabym okreslenia germinalnych) - plemnikow i oocytow. Po drugie,
zaktadajac ze Wstep do doktoratu dotyczy ssakow i ich komorek zwracam uwage, ze w
jednokomorkowych zarodkach ssakow (myszy, szczuréw, ludzi) przed]qdrza nie fuzjuja.
Fuzja przedjadrzy zachodzi np. w jednokomarkowych zarodkch jezowca. W dalszej czesci
Wstepu zabrakto informacji na temat kohezyny, o ktdorej Autor wspomina (str. 33).

Informacje zawarte w czesci pracy poswieconej Materiatom i Metodom
zaprezentowane zostaty w bardzo jasny sposob. Podano zarowno sktady wszystkich
buforéw, zrodta odczynnikow, jak i bardzo szczegdtowy opis procedur. Taki sposéb
prezentowania wykorzystanych narzedzi i technik w moim odczuciu jest wzorcowy.
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Wyniki zawieraja niezwykle uporzadkowany i jasny opis przeprowadzonych badan.
Chciatabym w sposob szczegolny to podkreslic. Nie jest bowiem reguta, ze recenzujac
prace napisane przez mtodych naukowcow bez najmniejszego problemu rozumiem kazde
przeczytane zdanie. W przypadku pracy mgr. Kolanowskiego opis badan "czyta sie" z
tatwoscia. Autor posiadt dar prostego ttumaczenia skomplikowanych procedur i uzyskanych
wynikow. Prezentacji danych towarzyszy opis odpowiednio zaplanowanych analiz
kontrolnych. Na wstepie przedstawione zostaty doswiadczenia, majace na celu
charakterystyke materiatu, ktory w dalszych etapach pracy poddany zostat precyzyjnym
analizom transkryptomicznym i cytogenetycznym. Autor udowodnit, ze hodowane przez
niego myoblasty réznicuja w sposob prawidtowy, syntetyzuja markery charakterystyczne
dla komérek miogenicznych, a takze co bardzo istotne, ze warunki hodowli nie maja
negatywnego wptywu na ich przezywalnosc i roznicowanie. W kolejnych czesciach Wynikow
opisano analizy mikromacierzy ekspresyjnych, dzieki ktorym okreslono profil ekspresji
genow w mioblastach proliferujacych oraz w uzyskanych z nich miotubach. Skorelowano
zmiany w poziomie ekspresji genow zwiazane z ich potozeniem w danym chromosomie.
Autor uzyskat niezwykle interesujace wyniki wskazujace na to jak w genomie
zlokalizowane sa geny, ktorych ekspresja zmienia sie podczas réznicowania. Do dalszych
analiz wybrane zostaty niektore z nich (te zwiazane z miogeneza) i to ich lokalizacja w
jadrach komorkowych byta precyzyjnie sledzona (lista genow przedstawiona zostata na str.
107). Analizowane byto tez bezposrednie otoczenie sekwencji kodujacych wybrane geny.
Doktorant okreslit ekspresje klastrow gendéw w proliferujacych mioblastach i miotubach.
Graficzne przedstawienie wynikow robi duze wrazenie, ale niestety nie towarzyszy mu
wystarczajaco precyzyjny opis utatwiajacy analize wykresow. Nie mniej jednak uzyskane
rezultaty sa logiczne i zgodne z dostepnymi danymi dotyczacymi zmian ekspresji MRF jak i
biatek strukturalnych, co potwierdza, ze Doktorant trafnie wybrat model doswiadczalny.

Kluczowym etapem badan byto okreslenie lokalizacji jadrowej wybranych gendw w
proliferujacych mioblastach i miotubach. Zadanie byto bardzo wymagajace technicznie i
wymagato od Doktoranta otrzymania szeregu sond oraz optymalizacji techniki
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Wszystkie otrzymane na tym etapie realizacji
projektu "narzedzia” molekularne zostaty przetestowane a ich specyficznos¢ potwierdzona.
Wykorzystujac uzyskane sondy Autor przeprowadzit lokalizacje wybranych genéw w obrebie
jadra komorkowego. Zastosowanie odpowiednich algorytméw pozwolito na dosy¢
precyzyjne pozycjonowanie chromosomow, zarowno w komarkach proliferujacych jak i
zroznicowanych. W efekcie analizujac potozenie centromeréw badanych chromosomoéw
udato sie przesledzi¢ zmiany zachodzace w trakcie roznicowania. Analiza potozenia
wybranych genéw wykazata zmiany w potowie badanych przypadkéw (NCAM1, miogenina,
aktynina, desmina, czy DPP4). Dalsze testy wykazaty, ze dla NCAM1, desminy, DPP4,
VCAM1 zmiana potozenia korelowata z roznicowaniem - loci przesuniete byty w kierunku
peryferium jadra. Te i inne analizy potwierdzity fakt, ze potozenie chromosomow zmienia
sie wraz ze zmiang ekspresji genow, ktore sa na nich zlokalizowane. Spadek ekspresji
genow koreluje z przesunieciem chromosomy w kierunku peryferium Jqdra Wykazano
takze, ze nieaktywne transkrypcyjnie loci kodujace geny zwigzane z roznicowaniem
miogenicznym zlokalizowane sa blizej otoczki jadrowej.

Zaréwno Materiaty i Metody, jak i Wyniki ilustrowane sa bardzo dobrej jakosci
schematami, wykresami, tabelami, oraz zdjeciami. W opisach niektorych z nich sa
minimalne braki (np. w legendzie ryciny IV-12, str. 116, brakuje odniesien do A, Bi C,
niezbyt widoczne sa tez linie siatki naktadanej na zarys jadra). Czasem trudno jest na
wydruku zauwazyc wskazywane w opisie struktury (np. rycina IV-20, C).

W bardzo dobrze przygotowanej Dyskusji wyniki wtasne zostaty przedstawione na
tle badan zaréwno ,,macierzystego” zespotu jak innych grup zajmujacych sie podobna
problematyka badawcza. Podobnie jak pozostate czesci takze ten fragment zostat sprawnie
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napisany. Wszystkie gtéwne watki zostaty fachowo przedyskutowane w oparciu o bardzo
wiele prac oryginalnych (w catej pracy Autor zacytowat ich 235). Mankamentem tego
rozdziatu jest wielokrotne bardzo szczegotowe powtarzanie wynikow, tacznie z
wprowadzaniem dodatkowych rycin i tabel je ilustrujacych.

Praca napisana jest poprawna polszczyzna. Znalaztam w niej jedynie nieliczne
mankamenty edytorskie, stylistyczne czy zwiazane z uzywana nomenklatura. W zadnym
stopniu nie wptywaja na moja wysoka ocene. Nie moge jednak pominac niektorych z nich.
W pracy pojawiaja sig okreslenia zargonowe: mioblasty szkieletowe (powinno by¢
mioblasty migsni szkieletowych) czy "Pax3 i Pax7 dodatnie". Ponadto, w jezyku polskim
nazwy rodzajowe piszemy z matych liter (groch wtasciwy zamiast Groch wtasciwy, czy
bydto domowe zamiast Bydto domowe). Proponowatabym takze zastepowanie okreslen
obcych takich jak komorki germinalne czy komorki embrionalne polskimi - komorki
rozrodcze/ptciowe, komorki zarodkowe.

Podsumowujac, pan mgr Kolanowski zrealizowat wszystkie postawione przed soba
cele. Otrzymane wyniki rzucaja nowe $wiatto na zalezno$¢ miedzy ekspresja genow
miogenicznych a ich potozeniem w jadrach réznicujacych mioblastéw. Wnioski koncowe
znajduja petne poparcie w wynikach przedstawionych analiz i sa bardzo dobrze
umotywowane. Z cata pewnoscig mozna uznac przeprowadzone badania za nowatorskie.
Dlatego stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki
stawiane przez Ustawe o Tytule i Stopniach Naukowych i stawiam wniosek o dopuszczenie
mgr. Tomasza Kolanowskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie
biorac pod uwage jakosc przeprowadzonych badan i przedstawionej do oceny rozprawy
doktorskiej zgtaszam wniosek o nagrodzenie pracy stosowna nagroda.
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