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Tematyka rozprawy

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Migalskiej skupia sie na zagadnieniach zwigzanych 2z
mechanizmami warunkujacymi zmienno$é giéwnego uktadu zgodnodci tkankowej (ang. Major
Histocompatibility Complex, MHC) w kontekscie ewolucyjnym. Doktorantka za gtowny cel badawczy
postawita sobie przetestowanie hipotezy optymalnosci, ktéra wskazuje na istnienie kompromisu
ewolucyjnego miedzy liczbg genéw MHC a rdéznorodnoscig limfocytéw T. Hipoteza ta zaktada, e
nadmierna duplikacja genéw MHC niesie ze sobg okreslone koszty na poziomie osobniczym, co moze
tlumaczyé obecnosé¢ relatywnie niewielkiej liczby funkcjonalnych loci MHC u wielu gatunkéw
kregowcéw. Mechanizm, ktory lezy u podstaw hipotezy optymalnosci zaktada, e rosnaca liczba
wariantéw allelicznych MHC moze powodowaé ograniczenie repertuaru receptoréw limfocytow T
(ang. T cell receptors, TCR) na drodze negatywnej selekcji grasicze]. Z drugiej jednak strony, wieksza

liczba genéw MHC poddawanych ekspresji na poziomie osobniczym moze zwigkszac pule limfocytéw

T wytanianych w procesie selekcji pozytywnej. Mimo, ze hipoteza optymalnosci zostata pierwotnie




sformutowana niemal trzy dekady temu, jej podstawowe zatozenia (zwiazek liczby wariantdw MHC z
wielkoscig repertuaru TCR) w zasadzie nie zostaly przez te wszystkie lata poddane bezpoéredniemu
testowaniu. Uzupetnienie tej istotnej luki byto podstawowym celem rozprawy doktorskiej Pani mgr

Migalskiej.

Jako model badawczy Doktorantka wybrata nornice rudgq Myodes glareolus, gatunek
niewielkiego gryzonia coraz czesciej wykorzystywanego w badaniach eksperymentalnych. Taki wybér
obiektu do badar podyktowany byt z jednej strony tatwoscig w pozyskaniu materiatu badawczego (do
badari wykorzystano tkanki pochodzace z laboratoryjnej hodowli Instytutu Nauk o Srodowisku
Uniwersytetu Jagielloriskiego), ale takie wczesdniej udokumentowanym faktem istnienia duzej
indywidualnej zmiennosci liczby wariantéw allelicznych MHC klasy Il u tego gatunku. Z drugiej strony,
Doktorantka nie dysponowata wczesniejszymi informacjami dotyczacymi zmiennoéci genéw MHC klasy
|, odpowiadajacymi za wigzanie i prezentowanie antygendéw pochodzacych od patogendw
wewnatrzkomdrkowych. Opracowanie metodyki genotypowania oraz scharakteryzowanie gendw
MHC klasy | u nornicy rudej byto punktem wyjscia do dalszych badan i stanowito cel pierwszej z trzech
prac naukowych bedacych podstawg rozprawy doktorskiej mgr Migalskiej. Drugim komponentem,
ktéry nalezato scharakteryzowaé, aby moc przetestowac zatozenia hipotezy optymalnosci byta
zmiennos¢ receptordw TCR. Opracowanie metodyki genotypowania oraz wstepna charakterystyka
zmiennosci i wielkoéci repertuaru receptoréw TCR byty tematem drugiej z opublikowanych prac. Celem
trzeciej, kluczowej w mojej ocenie pracy, byto bezposrednie przetestowanie podstawowych zatozen
hipotezy optymalnosci, bazujgc na modelu nornicy rudej i wykorzystujgc metodyke opracowang w

tracie wezesniejszych prac badawczych.

Struktura rozprawy i jej ocena formalna

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Migalskiej skiada sig z dwdch zasadniczych czesci. Pierwsza czgs¢
rozprawy stanowia streszczenia w jezyku polskim i angielskim. W streszczeniach tych Doktorantka
zawarta obszerne wprowadzenie teoretyczne do probleméw badawczych, ktére stanowig podstaweg
prezentowanych prac naukowych. Doktorantka w sposéb klarowny scharakteryzowata strukture oraz
podstawowe mechanizmy immunologiczne zwigzane z funkcjonowaniem kompleksu MHC, skupiajgc
sie w szczegdlnosci na procesie prezentowania antygenow. Jednoczesnie przedstawita szczegotowo
mechanizmy warunkujgce interakcje migdzy czasteczkami MHC a receptorami TCR, ktdre inicjujg
swoistg reakcje uktadu odpornosciowego. W koricu, Doktorantka wprowadzita kluczowg z punktu

widzenia badan prezentowanych w rozprawie hipoteze optymalnosci. Hipotezy i cele badawcze zostaty




poprawnie sformutowane i jasno opisane. Streszczenia zawierajg takie podsumowanie wynikéw
kazdej z trzech prac naukowych stanowigcych podstawe rozprawy oraz ich zwieztg interpretacja. Ta
czgs¢ rozprawy korczy sie spisem irédet literaturowych wykorzystanych w streszczeniu (ok. 50
wytacznie anglojgzycznych pozycji). Tekst streszczen wraz ze spisem literatury obejmuje prawie 20

stron maszynopisu i nie budzi zastrzezeri pod wzgledem stylistycznym, ani formalno-jezykowym.

Drugg, zasadniczg czes¢ rozprawy doktorskiej, stanowia kopie trzech nastepujacych publikacji

naukowych wraz z materiatami dodatkowymi (ang. supplementary materials):

1. Migalska, M., Sebastian, A., Konczal, M., Kotlik, P. & Radwan, J. 2017. De novo transcriptome
assembly facilitates characterisation of fast-evolving gene families, MHC class | in the bank vole

(Myodes glareolus). Heredity 118: 348-357.

2. Migalska, M., Sebastian, A. & Radwan, J. 2018, Profiling of the TCRP repertoire in non-model species

using high-throughput sequencing. Scientific Reports 8: 11613,

3. Migalska, M., Sebastian, A. & Radwan, J. 2019. Major histocompatibility complex class | diversity
limits the repertoire of T cell receptors. Proceedings of the National Academy of Sciences USA (PNAS)

116: 5021-5026

Prace te zostaty opublikowane w latach 2017-2019 w miedzynarodowych anglojezycznych
czasopismach z listy Journal Citation Index (JCR) o wskainiku Impact Factor od 3.87 do 9.50. Mimo, ze
z zasady merytoryczna wartos¢ prac naukowych nie powinna by¢ oceniana przez pryzmat wskaznikow
bibliometrycznych samego czasopisma, w ktérym dana praca sie ukazuje, to nalezy zwroci¢ uwage, 2e
wysoka ranga czasopisma jest czesto powigzana z wysoka jakoscig recenzji naukowej. W tym
kontekécie, na szczegdlng uwage zastuguje publikacja w PNAS, kidre jest jednym z wiodgcych
interdyscyplinarnych czasopism naukowych na $wiecie. Nie ma najmniejszej watpliwosci, ze
manuskrypty sktadne w redakcjach tego rodzaju czasopism podlegajg bardzo silnej selekcji pod kgtem
nie tylko wysokiego standardu naukowego, ale takie nowatorstwa badan oraz mozliwosci

zainteresowania prezentowanymi wynikami szerokich kregéw $rodowiska naukowego.

Koncowym, ale niezwykle wainym, elementem rozprawy doktorskiej sa oswiadczenia o
wkiadzie poszczegélnych autordw w powstanie prac naukowych. Z analizy tych odwiadczen
jednoznacznie wynika, ze udziat Doktorantki w powstanie wszystkich trzech prac byt wiodacy. We
wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem, a w dwdch z nich takie autorem
korespondencyjnym, natomiast jej catkowity wkiad zostat oszacowany na 55-70%. Warto podkreslic,

je 2godnie z oéwiadczeniami. Doktorantka aktvwnie uczestniczvta w niemal wszystkich etapach




1%

procesu badawczego prowadzacego do powstania publikacji naukowych, a jej wktad zostat wykazany
zarowno w sferze planowania badar, w pracach laboratoryjnych, w analizach statystycznych i
bioinformatycznych, a takie w interpretacji uzyskanych wynikéw oraz pisaniu samych artykutéw.

Bezspornie Swiadczy to o duzej samodzielnosci naukowej i wszechstronnoéci Doktorantki.

Ocena merytoryczna

Z petnym przekonaniem i nie bez przyjemnosci muszg stwierdzi¢, e jako$¢ naukowa rozprawy
doktorskiej mgr Magdaleny Migalskiej stoi w mojej ocenie na bardzo wysokim, z pewnoécia
ponadprzecietnym poziomie. Decyduje o tym kilka kluczowych cech prezentowanej rozprawy.
Pierwszym z nich jest wysokie nowatorstwo nie tylko uzyskanych wynikéw, ale takie warsztatu
metodycznego wykorzystanego w pracy. Cel, ktéry postawita sobie mgr Migalska byt bardzo ambitny.
Zaktadat on przetestowanie wainej z ewolucyjnego punktu widzenia hipotezy, ktéra do tej pory miata
ograniczone ugruntowanie empiryczne, Nalezy tutaj podkresli¢, ze nie bez przyczyny mechanizm lezacy
U podstaw hipotezy optymalnosci nie zostat wczesniej poddany gruntownym badaniom
eksperymentalnym — takie badania wymagajg nie tylko szczegdtowego przygotowania teoretycznego
zaréwno na poziomie procesow immunologicznych jak i genetycznych, ale takize dobrej znajomosci
zaawansowanych technik laboratoryjnych i bioinformatycznych, daleko wykraczajacych poza
metodyke stosowang w standardowych badaniach molekularnych. Postawiony sobie przez
Doktorantke cel badawczy wydaje sie jeszcze bardziej ambitny w odniesieniu do obranego obiektu
badan, nornicy rudej, ktéra z pewnoscig nie moze zostac uznana za wszechstronnie poznany gatunek
modelowy. Stworzyto to koniecznos$é kreatywnego zaadaptowania metodyki opracowanej dla
organizméw modelowych (np. myszy lub cztowieka) badi tez opracowanie autorskich Sciezek
metodycznych niezbednych do zrealizowania postawionych sobie celéw. Doskonatym przyktadem
takiego podejscia, a takze pewnym unaocznieniem stopnia skomplikowania probleméw metodycznych

z ktérymi musiata sie zmierzyé w swoich badaniach Doktorantka, s3 dwie pierwsze z prac tworzgcych

rozprawe doktorska.

Celem pierwszej pracy (Heredity) byto scharakteryzowanie zmiennosci genéw MHC klasy | u
nornicy rudej, jednak standardowe zastosowanie technik sekwencjonowania nowej generacji nie byto
mozliwe ze wzgledu na brak opisanych sekwencji starterowych. Problem ten zostat rozwigzany poprzez
wykorzystanie transkryptoméw nornicy, ktére postuzyty do zaprojektowania odpowiednich starterow.
Wykorzystanie skiadanych de novo transkryptoméw do projektowania sekwencji starterowych dla

gendw MHC jest nie tylko nowatorskie, ale ma tez dodatkowa zalete, gdyz umozliwia genotypowanie




jedynie tych loci, ktore sg poddane ekspresji, z wytaczeniem loci niefunkcjonalnych (pseudogendw),
czesto wystepujgcych w rejonie MHC. Zastosowanie takie] metody przez Doktorantke umozliwito jej
skuteczne scharakteryzowanie zmiennosci genéw MHC klasy | u nornicy rudej, a takze analize tempa
synonimicznych i niesynonimicznych podstawiert nukleotydéw. To z kolei umozliwito okreélenie
zestawu kodonéw noszacych $lady wptywu doboru pozytywnego (réznicujgcego), ktdére zgodnie z
teorig powinny tworzyé¢ rowek czgsteczki MHC bezposrednio odpowiadajgcy za wigzanie antygenodw.
Wydajg sie, ze metodyczne podejicie zaproponowane przez Doktorantke wraz ze wspdtautorami ma
szanse stac si¢ w przysztosci jedng ze standardowych technik genotypowania MHC u gatunkow
niemodelowych, u ktérych gatunkowo-specyficzne sekwencje starterowe do amplifikacji MHC nie sg

jeszcze znane.

Z jeszcze powazniejszymi wyzwaniami metodycznymi Doktorantka zmierzyta sie w drugiej
pracy (Scientific Reports) stanowigce] podstawe rozprawy doktorskiej. Jej celem byto
scharakteryzowanie zmiennosci regionu CDR3 kodujacego czeé¢ czasteczki TCR biorgcy bezposredni
udziat w rozpoznawaniu antygendw prezentowanych przez MHC, a takie oszacowanie wielkoci
repertuaru receptorow TCR u nornicy rudej. Jak dotychczas tego rodzaju badania prowadzone byly na
waskiej grupie gatunkéw modelowych o istotnym znaczeniu klinicznym lub gospodarczym. W ramach
pracy Doktorantka nie tylko wypracowata uproszczony protokét genotypowania receptordw TCR
bazujgcy na technikach sekwencjonowania o wysokiej przepustowosci (lllumina), ale réwniez wraz ze
wspotautorami pracy stworzyta i upublicznita bioinformatyczne narzedzia do analizy tego rodzaju
danych. Podobnie jak w przypadku poprzedniej pracy, wypracowana przez Doktorantke metodyka ma
szanse zaowocowac znacznym rozpowszechnieniem prowadzenia podobnych badaf na innych
niemodelowych gatunkach kregowcow. Takie podejscie Doktorantki, w ktérym stara sie w pionierski
sposdb poszerzac horyzonty badawcze zamiast odtwarczo replikowaé badania na kolejnych taksonach
stanowi wtasnie o wysokim nowatorstwie uzyskiwanych przez nig wynikow, a takze o ponadprzecietnej

jakosci naukowej zaprezentowanych prac.

W konicu, trzecia praca (PNAS) jest przyktadem eksperymentalnego badania
przeprowadzonego na najwyzszym naukowym poziomie, poczagwszy od planowania, poprzez jego
realizacje, az po interpretacje wynikow. Na kazdym z tych etapdw daje sie zauwazy¢ wysoka rzetelnosc
naukowa zespotfu autorskiego, w tym Doktorantki. Swiadczy o tym miedzy innymi bardzo wysoka
dbato$¢ o wiarygodnoéé uzyskiwanych wynikéw i wyprowadzanych z nich konkluzji. Na poziomie
laboratoryjnym emanacjg tej dbatosci sg czeste niezalezne replikacje wykonywanych procedur,
pozwalajgce na wychwycenie i wykluczenie potencjalnych artefaktow i btedéw metodologicznych (np.

btedéw sekwencjonowania). Na poziomie analiz dbatosé¢ ta odzwierciedlona zostata réznymi




podejéciami metodologicznymi do testowania tych samych hipotez. Dla przyktadu hipoteza
optymalnosci testowana byta na poziomie zaréwno poszczegdlnych wariantéw allelicznych, jak i
supertypow MHC. W efekcie, uzyskane wyniki dajg silne empiryczne poparcie dla testowanych hipotez,
a zadna z zawartych w rozprawie konkluzji nie moze zostaé posgdzona o bycie wynikiem

nadinterpretacji.

Uwagi krytyczne

W pracach tworzgcych podstawe rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Migalskiej, ani w
zaprezentowanych streszczeniach, nie dostrzegam w zasadzie btedéw merytorycznych. Jedna z kwestii,
na ktorg chciatbym zwréci¢ uwage jest jednak interpretacja i wykorzystanie w tekécie anglojezycznego
terminu copy number variation. Zwyczajowo termin ten, jak stusznie zauwaza Doktorantka w szdstym
akapicie streszczenia, odnosi si¢ do zmiennej liczby kopi gendw (loci), ktéra w przypadku MHC
obserwowana jest na poziomie miedzygatunkowym lub wewnatrzgatunkowym. Doktadne okreélenie
liczby gendw MHC u wigkszosci niemodelowych gatunkow, czy u poszczegdlnych osobnikéw danego
gatunku, jest jednak przy obecnym zaawansowaniu metod sekwencjonowania bardzo trudne badi
nawet niemotliwe. Stad w badaniach ekologicznych liczbe genéw MHC obecnych u danego gatunku
czy osobnika szacuje sig na podstawie obserwowanej liczby wariantéw allelicznych. Nalezy jednak
pamietac, ze miedzyosobnicze réznice w liczbie wariantow allelicznych MHC moga wynikaé jedynie z
réznego stopnia heterozygotycznosci osobnikdw i weale nie muszg oznaczac, ze poszczegolne oschniki
réznig sie faktyczng liczbg gendw. Jest to szczegélnie prawdopodobne w przypadku gatunkdw, u
ktorych obserwujemy relatywnie niedawne duplikacje gendw i gdzie, w konsekwencji, mozemy
obserwowaé te same allele MHC na rdinych loci. Poniewaz w swoich badaniach Doktorantka
korelowata wielko$é repertuaru receptoréw TCR z liczbe wariantéw allelicznych, a nie genéw MHC,
wydaje sie, ze stawiane hipotezy i ich interpretacja powinny by¢ utrzymane w tej samej konwencji
terminologicznej. Mimo to, w kilku miejscach rozprawy pojawiajg sie sformutowania, ze celem
Doktorantki byto testowanie zwiazku miedzy liczbg kopii (w rozumieniu liczby gendéw) MHC a
zmiennoscig repertuaru TCR. Podobne niescistosci pojawiajg sie przy interpretacji wynikéw badan
innych autoréw. Na przyktad w streszczeniu pojawia si¢ informacja, ze nornica ruda zostata wybrana
jako obiekt badar ,,.. gféwnie ze wzgledu na wysokg, miedzyosobniczg zmiennoéé w liczbie kopii genow
MHC”, stwierdzenie to jednak odnosi sie do zrddet prezentujgcych miedzyosobniczg zmiennosé w

liczbie wariantéw allelicznych, a nie gendw MHC, u tego gatunku.




Dodatkowo, brakuje mi w tekscie poszczegdlnych prac dyskusji o potencjalnym wptywie
pochodzenia osobnikéw z hodowli laboratoryjnej na wyniki prowadzonych badai. Osobniki
uwzglednione w badaniach pochodzity z trzech linii selekcyjnych poddawanych sztucznemu doborowi
pod katem réznych cech behawioralnych badi fizjologicznych, oraz z grupy kontrolnej. O ile w drugiej
pracy (Scientific Reports) znajduje sie wzmianka, ze pochodzenie osobnikéw nie powinno mie¢ wptywu
na wielko$¢ repertuaru receptoréw TCR, z czym sie w petni zgadzam, to wieksze watpliwoéci mam w
przypadku analizy sity doboru réznicujgcego dziatajgcego na geny MHC u nornic (Heredity). Wydaje mi
sig, ze trudno jest z catg pewnoscig wykluczyé wptyw prowadzonych procedur doboru sztucznego na
wzorzec podstawieri nukleotydowych w obrebie MHC i, moim zdaniem, fakt ten powinien zostaé¢
przedyskutowany w tekécie pracy. Z cat3 mocg chciatbym jednak pokredlic, ze powyisze
niedociggniecia w zasadzie nie wptywajg na merytoryke rozprawy i nie powinny w #aden sposéb

przestonic jej bardzo wysokiej jakosci naukowej.

Podsumowanie

Podsumowujac, uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Migalskiej spetnia wymogi
stawiane przez Ustawe z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U. Nr
65/03 poz. 595) i na tej podstawie wnosze o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Biorgc pod uwage niezwykle wysoki poziom merytoryczny przeprowadzonych badan, ich
nowatorstwo oraz wysokg jakos¢ powstatych publikacji naukowych, zwracam sie do Rady Wydziatu
Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu z wnioskiem o wyréinienie rozprawy

stosowang nagroda.
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