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RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ:

»ZMIANY ARCHITEKTURY JADROWEJ I TRANSKRYPTOMU W PROCESIE
ROZNICOWANIA LUDZKICH KOMOREK MACIERZYSTYCH POCHODZENIA
BIOGENNEGO”

MGR. TOMASZA JANA KOLANOWSKIEGO
ZAKEAD BIOLOGII ROZRODU I KOMOREK MACIERZYSTYCH
INSTYTUTU GENETYKI CZLOWIEKA POLSKIEJ AKADEMII NAUK

Odpowiadajac na prosbe¢ Pana Prof. dr. hab. n. med. Ryszarda Slomskiego,
Przewodniczacego Komisji Doktorskiej Instytutu Genetyki Cztowieka PAN z dnia 05.05.2014,
zapoznatem si¢ z manuskryptem rozprawy doktorskiej autorstwa Tomasza Jana Kolanowskiego:
»Zmiany architektury jadrowej i1 transkryptomu w procesie réznicowania ludzkich komorek
macierzystych pochodzenia miogennego”. Praca doktorska zostala wykonana w Zakladzie
Biologii Rozrodu i Komoérek Macierzystych Instytutu Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii
Nauk. Promotorem rozprawy jest prof. dr hab. Maciej Kurpisz, promotorem pomochiczym
dr Natalia Rozwadowska. Rozprawa liczaca 172 strony posiada typowy uktad dla tego typu
dysertacji naukowych. W tekscie wykorzystano cytaty pochodzace z 235 publikacji naukowych,
ktore w znakomitej wigkszosci opublikowano po roku 2000. W pracy zamieszczono 40 rycin
oraz 35 tabel. Manuskrypt zaopatrzono rowniez w Wykaz Skrotow. Ze Wstepu rozprawy, ktory
zajmuje 52 strony w sposob zwigzly, ale wyczerpujacy pozyskujemy wiedze¢ o szeregu aspektow
budowy 1 organizacji jadra komodrkowego. W tym fragmencie pracy znajdujemy wazne
stwierdzenie wyartykutowane na podstawie danych literaturowych, cyt. str. 25: ”"Co wigcej,
odkrycia te wymusity rowniez zmiang definicji podstawowych jednostek funkcjonalnych systemu

dziedziczenia i ekspresji informacji genetycznej. Otoz, aktualnie transkrypt definiowany jest,
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w bardzo ogolnym ujeciu, jako pojedynczy element transbyptomu, natomiast pojecie genu
zostato zrewidowane i przeniesione na wyziszy poziom organizacji informacji genetycznej,
umozliwiajgc zawarcie w tej jednostce catej ztozonosci funkcjonalnie powigzanej grupy
transkryptomow”.  Jest to wazne stwierdzenie, dokumentujace dojrzalg $wiadomos¢
autora, wkraczaniu nauk biologicznych w nowy etap rozumienia regulacji ekspresji. W dalszej
lekturze Wstepu  szczegolnie interesujgcym  jest uwzglednienie wybranych — aspektow
epigenetycznej regulacji ekspresji. Pozwole sobie zacytowac kolejny fragment rozprawy: str. 27:
»Mimo, iz wedlug klasycznego ujecia mechanizmy regulatorowe sa w wigkszosci kodowane
przez genom, istnieje coraz wigcej dowodow na wazng role jaka spelniaja czynniki
epigenetyczne” i dalej na tej samej stronie cyt: ,,\W tym aspekcie, epigenetyczna regulacja
ekspresji to pojecie obejmujace czynniki wplywajace na aktywno$¢ gendw, nie wynikajace
z sekwencji kodowanej przez nig informacji”. Umieszczenie w rozprawie obu sformutowan
Swiadczy, o dojrzalej dociekliwosci autora w ocenie meritum nadchodzqcych zmian
| konsekwencji tego podejscia dla zrozumienia ztoZonosci regulacji ekspresji rowniez w aspekcie
roli czynnikow epigenetycznych w etiopatogenezie chorob. W sumie, podstawowymi
mechanizmami regulacji epigenetycznej modyfikacji ekspresji genow niezaleznych od sekwencji
sq: metylacia DNA, modyfikacja histonow oraz przebudowa histonow. Wszystkie trzy
mechanizmy zostaly w pracy opisane, przy wykorzystaniu danych literaturowych ostatnich lat.
Ten fragment Wstepu konczy ciekawy rozdzial, w ktorym opisano aktywnosé transkrypcyjng
zalezng od lokalizacji chromosomow w jgdrze komorkowym. Ten podrozdzial Wstepu konczy
wazne sformutowanie cyt. str. 37: ,, Przedstawione dane wskazujg na istnienie realnych korelacji
pomiedzy lokalizacjq jgdrowq danego genu a jego ekspresjq”. To ostatnie stwierdzenie stanowi
kluczowy argument do sformutowania Celéw naukowych rozprawy, str. 53. Na stronach 38-45
znajdujemy wyczerpujacy opis procesu miogenezy, w Rozdziale 3, natomiast opis genow
pozostajacych w zwiazku z miogeneza i kontrola réznicowania mioblastow. Cele, w liczbie
siedmiu, podjetych badan przedstawiono na stronie 53 Rozprawy. Syntetycznie rzecz ujmujac,
projekt miat na celu opisanie zmian lokalizacji pewnych fragmentéw genomu w trakcie procesu
réznicowania ludzkich mioblastéw, oraz pordwnania zmian lokalizacji z profilami ekspresji
wybranych genéw biorgcych udzial w procesie rdéznicowania mioblastow do miotub.
Nastronach54 - 95 Rozprawy znajdujemy doktadny opis aplikowanych metod
cytogenetycznych oraz molekularnych. W sumie wykorzystany zostal material pochodzacy
z dwoch tkanek. Zrodlem komoérek miogennych byt fragment migénia (o wym. ok. 0,5 cm?),

badania kontrolne, ktorych celem bylo zbadanie specyficzno$ci wlasnorgeznie przygotowanych
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sond centromerowych i specyficznych byty limfocyty PHA-reaktywne pozyskiwane z krwi
obwodowej. Pewng niezrecznoscig techniczng jest fragment tekstu zamieszczony na stronie 86,
6 wiersz od gory strony - CYt.: "' Preparaty leukocytow po hodowli z kolcemidem przygotowywano
wedlug wczesniej opisanej procedury” (zwykle ten etap procedury opisujemy jako inkubacje,
autor stosowal inkubacje 60 minutowa, zwykle jest to inkubacja 30 minutowa). I dalej: ,,Celem
natozenia komorek jgdrzastych krwi na preparat, probke rozpuszczono w utrwalaczu... ”
(komorek nie rozpuszczamy, a raczej je zawieszamy w utrwalaczu). Jak rozumiem, ten opis
procedury jest opisem uproszczonym. Przechodzac do opisu wynikow cheiatbym zwroci¢ uwage
na fakt, ze badania przeprowadzono wykorzystujac populacje proliferujacych mioblastow, ktore
znajdowaty si¢ w logarytmicznej fazie wzrostu, oraz populacje komorek, ktéore poddano
w pewnym sensie procesowi synchronizacji (hodowla w warunkach suboptymalnych, wycofanie
czynnika wzrostu fibroblastow, obnizenie zawartosci surowicy do 2% surowicy konskiej).
Proces synchronizacji byl wydajny, za czym przemawiaja rezultaty badan
immunofluorescencyjnych, ale rdwniez uwazna analiza zdjecia D Rye. 1V-3, gdzie mozna
zidentyfikowa¢ okoto 10% komorek jednojadrzastych w stadium G1 lub G2 i tylko 3% komorek
w stadium S cyklu zyciowego. Mysle, ze fakt powyzszy nie mial wiekszego praktycznego
znaczenia, ale troche zabraklo mi w Dyskusji lub w komentarzu do opisu metod, dyskusji na ten
temat. Tym bardziej, Ze autor w podrozdziale 1.2.2 zwraca uwage na zjawisko zmian potozenia
chromosomow, zachodzace w ramach odpowiedzi na suboptymalne warunki hodowlane, ktore
moga by¢ zalezne od biatek transportowych, patrz rowniez pozycja 29 spisu Bibliografii ,,Mehta
J.S i inni: ,,Rapid chromosome territory relocation by nuclear motor activity in response
to serum removal in primary human fibroblasts” Biol.lLLR5 (2010). Mysle, ze powyzszy
komentarz bylby celowym przy interpretacji wynikdw analizy zmian morfologii jader
komorkowych (podrozdzial 4.1. Analiza zmian morfologii jader komorkowych). Bardzo dobre
wrazenie robi lektura Rozdz. 3. Przygotowanie sond 1 optymalizacja techniki FISH. Poczawszy
od podrozdziatu 3.1 Walidacja otrzymanych klondéw bakterii az po rozdziat 3.3 Potwierdzenie
specyficznosci wybranych klonéw. Wydaje si¢, ze sposdb podej$cia metodologicznego autora
rozprawy jest nowatorski i warty jest nasladowania w przysztych badaniach. W tej sytuacji
bardzo interesujacym jest wynik opisany na str. 119 rozprawy, cyt. " W przypadku chromosomu
X, pomiary uwzglednialy oba chromosomy. Nie wykazano jednak roznic w rozktadzie odleglosci
od centrum jgdra, co wiecej, wykres rozkladu sugeruje, iz jest on stabilny miedzy
porownywanymi populacjami komorek”. Wynik ten weryfikuje nasze dotychczasowe

wyobrazenie 0 lokalizacji przestrzennej obu chromosomoéw, zgodnie, z ktorym chromosom
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heterocykliczny (o obnizonej aktywnosci) lokalizowany byl peryferyjnie. Z drugiej strony ten od
dekad ustalony poglad, wsparty byl lokalizacja obu chromosoméw w plytkach metafazalnych
uzyskiwanych ~w  standardowych  warunkach  cytogenetycznej,  takich  komorek
monojadrzastych jak limfocyty PHA-reaktywne, czy tez fibroblasty. Nasza diagnostyka pici
chromosomowej, ktoéra prowadziliSmy przed laty, oparta na lokalizacji tzw. ciatek Barra,
uwzgledniata lokalizacj¢ tych heterochromatycznych grudek lezacych réwniez na obwodzie
jadra komorkowego. Ja rozumiem intencj¢ autora, ktéry mierzac odleglosci miedzy sygnatami
lezacymi wewnatrz okreslonych chromosomow, odrzucit wyniki identyfikowane z nieaktywnym
chromosomem X, cyt. str. 120: ,,Wyjgtkiem byl chromosom X, dla ktorego rozpatrywana byta
jedynie odleglos¢ pochodzgca z chromosomu aktywnego, zas zdecydowanie niZsze wartosci,
zaktadajqce istnienie ciatka Barra, byly odrzucane”. Zwracam jednak uwage na rolg
chromosomow XX (wszystkie badane probki pochodzity od kobiet), bowiem do pewnego
stopnia fenomen inaktywacji i lokalizacji w jadrze komérkowym moégiby by¢ modelowym.
Uwagi powyzsze nie majg znaczenia w ocenie catego projektu, w ktorym zaprezentowano
unikalny model $ledzenia zmian ekspresji wybranych genéw w trakcie procesu roznicowania
komorki od mioblastu do mikrotubuli, wykazujac istnienie zalezno$ci pomiedzy zmianami
ekspresji gendw a zmianami ich fizycznej lokalizacji w trakcie rdznicowania. Sekwencje
aktywowane w czasie rdznicowania komorkowego lokalizowaty si¢ w potowie odleglosci
pomiedzy centrum, a peryferiami jadra komodrkowego miotub. Z kolei badania genow
0 obnizonej ekspresji, wykazywaty lokalizacje w bliskiej odlegtosci od lamin jadrowych.
Prezentowane wyniki badan majg charakter pionierski, zgodnie z moim stanem wiedzy, autor
doskonale wykorzystat tradycyjne mozliwosci techniki FISH oraz innowacyjnie
i skutecznie wykorzystal mozliwo$ci mikroskopii konfokalnej. Sposob wykorzystania danych
uzyskanych dzigki mikromacierzom ekspresyjnym budzi szacunek. Rozmach przeprowadzonych
badan, celowo$¢ uzytych narzedzi zasluguja na uznanie. Bardzo ceni¢ opis badan nad ko-
lokalizacja sond z biatkami jadrowymi. Autor przyznaje - cyt. str. 127 , Jednakze, wyniki
otrzymane z eksperymentow FISH oraz barwien immunofluorescencyjnych wymusilty rewizje
wczesniejszych oczekiwan”. Taka opinia daje $wiadectwo rzetelnosci, skromno$ci oraz
potwierdza prawdziwg pasje¢ naukowa autora. Prezentowane wnioski w liczbie trzech w petni
spetniajg zatozone cele pracy, majg charakter nowatorski 1 stymulujg do prowadzenia dalszych
badan. Na 172 stronach manuskryptu znalaztem tylko dwa bledy literowe, wszystkie ryciny
i tabele doskonale ilustrujg prezentowane tresci, wykorzystane cytowania sg celowe. W mojej

ponad dwudziestoletniej karierze recenzenta prac doktorskich, habilitacyjnych i profesur,
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manuskrypt Kol. T. J. Kolanowskiego jest na pierwszym miejscu. Chcialbym jednak naméwic
autora do rezygnacji z uzywania terminu ,,schorzenie” str. 19, gtéwnie, dlatego ze nie uzywamy
go w opisach medycznych, bowiem nie znamy kryteriow, ktore pozwolilyby ten stan odrdznic¢
od choroby. Realizujagc program badan wykorzystano $rodki finansowe dwoch grantow
naukowych oraz $rodki z Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki. Podczas realizacji projektu
powstata jedna publikacja, kolejna jest w opracowaniu. Niezaleznie od realizacji projektu,
Kol. T. J. Kolanowski jest autorem lub wspoétautorem siedmiu kolejnych publikacji posrednio
zwigzanych z prezentowg rozprawa. Biorac pod uwage fakt, ze wyniki badan zostaty
opublikowane oraz doceniajac nowatorski charakter zastosowanego warsztatu badawczego,
biorac rowniez pod uwage, wysoka staranno$é, z jakg przygotowano manuskrypt rozprawy,
stawiam wniosek do Wysokiej Rady o dopuszczenie Kol. mgr. Tomasza Jana Kolanowskiego

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Stawiam réwniez wniosek o wyrdznienie

il Y,



