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1. Przestanki formalno-prawne przygotowania oceny rozprawy doktorskiej

Podstawg wykonania oceny rozprawy doktorskiej Pani mgr Jagody Dominiki Litowczenko-
Cybulskiej bylo pismo Pana Prof. dra hab. Przemystawa Wojtaszka z dnia 3 marca 2020 roku z
prosbg o dokonanie oceny przedmiotowej pracy doktorskiej, zgodnie z uchwata Rady Wydziahu
Biologii UAM z dnia 24 czerwca 2019 roku.

Praca doktorska zostala wykonana w Centrum NanoBioMedycznym oraz Zaktadzie Wirusologii
Molekularnej Instytutu Biologii Eksperymentalnej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu

2. Uwagi ogélne dotyczgce problematyki badawczej podjetej w rozprawie doktorskiej

Przedstawiona do oceny praca doktorska dotyczy tematyki wzrostu i réznicowania ludzkich
komorek neuralnych w ujeciu ich potencjalnego zastosowania w medycynie regeneracyjnej.
Tematyka badan ma charakter interdyscyplinarny i obejmuje zagadnienia dotyczgce inzynierii
materialow  (stosowanie matryc  krzemowo-ztotych), biologii molekularnej (badania z
zastosowaniem linii komérkowych) oraz chemii analitycznej (np. identyfikacja biatek z
zastosowaniem metody LC-MS/MS). Ponadto w swoich badaniach Doktorantka stosowala metody
instrumentalne takie jak mikroskopia sit atomowych (AF M), skaningowa mikroskopia elektronowa
(SEM), mikroskopia konfokalna. Jako »miar¢” oddziatywania komorek neuralnych z powierzchnig
stosowanych nosnikéw, réznigcych si¢ topografia powierzchni, stosowano analiz¢ markeréw
roznicowania (OLIG2, GALC, DCX, MAP2, SYP) oraz analizg¢ proteomu komoérek. Podjeta
tematyka badawcza wydaje si¢ interesujgca z poznawczego 1 praktycznego punktu widzenia,
poniewaz dotyczy wplywu zewnetrznego $rodowiska w postaci stosowanych podlozy na wzrost i
roznicowanie komoérek nerwowych. Z kolei dysfunkcja komorek nerwowych lezy u podstaw
schorzen neurodegeneracyjnych takich jak chociazby choroba Alzheimera czy Parkinsona.



3. Ocena ukladu pracy oraz ocena merytoryczna

Ul:de}d rozprawy doktorskiej jest typowy dla wigkszodci prac badawczych. Praca jest dogé
obszerna i liczy 235 stron. Wstep liczgey 30 stron, uznaé mozna za dogé zwigzly cze$¢ literaturows
pracy, w ktorej Autorka opisuje rys historyczny oraz aktualny stan wiedzy dotyczacy przedmiotu
pracy (zastosowanie nanotechnologii w medycynie regeneracyjnej, rusztowan dla komorek,
znaczenia komorek macierzystych oraz procesu neurogenezy). Ta czg$¢ dzieta napisana jest dosé
zrozumiale, jednak mam pewne uwagi natury techniczne;j:

- str. 5, podrozdzial 1.2., stosowane jest okreslenie farmaceutyka, powinien zostaé uzyty termin
nauki farmaceutyczne lub farmacja;

- Autorka w tej czesei pracy, jak i w cafej jej objetodci stosuje numeracj¢ cytowanego
pi$miennictwa pozbawiong przecinkow (wystepuja tylko spacje), co w zaleznodci od
»Zageszezenia” tekstu moze utrudniaé ,,odkodowanie” cytowanej literatury;

- we wstepie nie podano definicji nanomateriatéw, cho¢ tytut rozprawy doktorskiej nawiazuje do
nanotechnologii. Nie okreslono tez, co to jest ,,;skala nano” (termin stosowany na str. 6);

- zamiast okreglania ,,nanopor” (str. 9) powinien zosta¢ uzyty termin »Nanoporow”;

- W pracy brakuje numeracji niektérych podrozdzialéw np. w podrozdziale 1.4. (Komorki
macierzyste mozna podzieli¢ na......, Typy komoérek macierzystych, Wybrane typy komorek
macierzystych pochodzenia nieembrionalnego), w podrozdziale 1.5. (Rys historyczny, Zrodla
pobrania neuralnych komorek macierzystych, Ogélna funkcja neuralnych..., Ekspresja
biomarkeréw). Wprowadza to pewien nieporzadek redakcyjny pracy.

Po wstgpie Doktorantka okresla glowny cel pracy, ktorym jest zbadanie wzrostu wybranych
neuralnych linii komérkowych na réznych typach podtozy o okreslonej topografii powierzchni. Cel
ten realizowany miat byé poprzez migdzy innymi, otrzymanie odpowiednich podtozy krzemowo-
ziotych, ich charakterystyke z zastosowaniem mikroskopii SEM oraz AFM. Wplyw stosowanych
podtozy na wzrost komérek dokonany miat by¢ z uzyciem mikroskopii SEM i AFM, za$ rozwoj
komérek scharakteryzowany poprzez analiz¢ czynnikéw markerowych z zastosowaniem metod
immunocytochemicznych oraz mikroskopii konfokalnej, a takze analize proteomiczna.

Kolejng czgscia rozprawy jest rozdziat ,,Materialy i metody” liczgcy 30 stron. W tej czedcei
pracy Doktorantka opisuje stosowane podczas badan linie komérkowe oraz podaje ogdlny opis
stosowanych nos$nikéw komédrek. W rozdziale tym Autorka do$¢ szczegdlowo przedstawia
stosowane techniki mikroskopowe uwzgledniajac rys historyczny kazdej z metod oraz zasade
wykonywania analiz mikroskopowych. Uwagi do tej czgsci pracy sg nastepujace:

- W rozdziale ,,Bufory, roztwory” nie podano numeréw katalogowych stosowanych odczynnikéw,
ani ich czystosci (kategorii zastosowan); W przypadku roztworéw nie sprecyzowano, jakie jest
stgzenie procentowe poszczegdlnych substancji (m/v, m/m);

- podczas badan stosowano linie komérkows wyprowadzong z ludzkich zarodkowych komoérek
nerki, ktére wyprowadzono z komérek nerki ptodu poddanego aborcji. Osobiscie, uwzgledniajac
pewne aspekty etyczne i moralne nie stosowatbym takiej linii komérkowej. Z pewnoscig mozna by
zastosowac inng lini¢ komorkowa, wyprowadzong z komérek zwierzecych lub pozyskang poprzez
pobranie od dawey w inny sposéb;

- na str. 51, Doktorantka stwierdza »Mikroskop konfokalny zostat opisany jako pierwszy w 1940
roku przez Hansa Goldmann’a, a opatentowany ..”, uwazam, Ze powinno zosta¢ uzyte
sformutowanie ,,zostal skonstruowany” zamiast »opisany”. W pierwszym akapicie tej strony
Autorka napisata réwniez, ze w mikroskopii konfokalnej wykorzystuje sig laser jako zrédto $wiatla,
natomiast pierwszy aparat skonstruowano w 1940 roku, jednak wowczas nie byly znane laserowe
zrodla swiatla;

- W rozdziale ,,Metody” przedstawiono , Materiat 2: Odbitki polimerowe matryc Si-Au”. Dlaczego
nie opisano materiatu 1?

- podczas otrzymywania materialu 2 w procesie ,odciskania wzoru” z zastosowaniem
polikaprolaktonu i phytek krzemowo-zlotych stosowano site 1 T. Domyslam sie, ze
prawdopodobnie powinno byé 1 t (tong), jednak jednostka sity jest 1 N;
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- W calym rozdziale ,Materialy i metody”, poza wazniejszymi podrozdzialami brak numeracji
pozostalych mniejszych podrozdziat6w:

- We wzorach na str. 62 nie zostaty objasnione stosowane symbole;

- Doktorantka w podrozdziale 3.2.10. uzywa okreslenia ,skan Lambda wzdtuz dtugosci fali”.
Okreslenie to jest do§é niejasne. Rozumiem, ze dotyczy to analizy maksiméw emisji fluorescencji
w funkeji dhugoscei fali;

- W podrozdziale 3.2.12. stosowano okreglenie »Nastgpnie proby przemyte zostaly...” okreslenie
»Proby” powinno zostaé zastgpione odpowiedniejszym terminem »probki”. Sktad plynu elucyjnego
nie jest sprecyzowany 0,1% kwasu mrowkowego w 90% acetonitrylu (Jakiego ,,typu” jest stezenie
procentowe m/m, v/v, m/v?).

Kolejny rozdziat to ,, Wyniki badan” liczacy 116 stron. Jest to najobszerniejsza cze$é pracy.
Rozdziat rozpoczyna sie krotka charakterystyka nosnikéw stosowanych podczas badan,
przechodzacg stopniowo w czesé biologiczna dotyczacg wplywu stosowanego podloza na wzrost
linii  komoérkowych. Ta cze$¢ pracy jest bogato ilustrowana obrazami otrzymanymi z
zastosowaniem mikroskopu konfokalnego, w tym wynikami analiz immunocytochemicznych.
Autorka podaje takze w postaci stabelaryzowanej wyniki badan dotyczace wplywu topografii
stosowanych nosnikéw komérek na ekspresje okreslonych markeréw oraz ksztalt komorek.
Rozdziat ten, jak juz wspomniatem Jest wprost ,przesycony” wynikami badan z dogé lakonicznym
komentarzem poszczegélnych wynikow,

- na rycinach 4-6, 4-7, 4-8, 4-9 Doktorantka uzywa blednego okreslenia ,,profile widma
intensywnosci fluorescencji...”, uzycie okreslenie ,,widma fluorescencji” byloby wystarczajgce.
Ponadto w opisie tych widm (str. 125) uzyte sg do$é niezrozumiale sformutowania: »Rycina 4-6
przedstawia widma zoéhej i czerwonej emisji komérek hodowanych na matrycach...” ,Rycina 4-7
przedstawia widma z0ttej i czerwonej emisji komorek hodowanych na matrycach...”, , Rycina 4-8
przedstawia widma zielonej i fioletowej emisji komérek ...” itd. Oczywiscie Autorka pracy powinna
uzy¢ terminu ,,emisji fluorescencji”, a nie »emisji komérek™;

- podobnie jak w poprzednich rozdziatach brak tutaj numeracji podrozdziatéw, co skutkuje pewnym
zaburzeniem uktadu pracy;

- rysunki (ryciny) ilustrujgce wyniki poszczegolnych badan sg bardzo zréznicowane pod wzgledem
graficznym. Na wykresach zamieszczane sg niepotrzebne informacje w postaci nagtowkow, ktore
np. w przypadku ryc. 4-18, 4-19, 4-20, 4-21 oraz wielu innych powinny zostaé¢ zamieszczone pod
osig. X. Ryciny powinny zostaé mozliwie uproszezone i znormalizowane pod wzgledem
graficznym. Niektore, zwlaszcza wykresy kotowe nie sg zbyt czytelne (4-29, 4-32, 4-37). Tabele 4-
9, 4-10, 4-11, 4-12, 4-13 roznig si¢ natomiast pod wzgledem graficznym od pozostatych tabel w
pracy (wprowadza to pewien nieporzadek). Niedopuszczalne jest natomiast stosowanie polaczen
schemat-tabela i nazywanie tego Tabelg (Tabela 4-15, 4-16, 4-17, 4-18, 4-19). W opisie tych
»tworéw graficznych” Autorka napisata np. ,Tabela 4-15. Schemat (A) oraz tabela (B)
przedstawiajaca...” Nalezatoby tutaj rozdzieli¢ schemat od tabeli;

- niektore zdania wymagaja takze korekty jgzykowej: zdanie ze strony 148: ,,Genéw biatek, ktore sa
Zaangazowane W _neurogeneze, wystepowalo 163. z czego 154 uznano jako biorace udziat w
roznicowaniu w strone neuronéw, a 13 w réznicowaniu w strong gleju”; zdanie ze strony 149:
»Genow  biatek  zwigzanych 2 wytwarzaniem wypustek komoérkowych  zostalo 74
zidentyfikowanych, natomiast biatek zaangazowanych w migracje komorek 92”: zdanie ze strony
159: ,,Biatek skatalogowanych jako biorgcych udziat w réznicowaniu neurondw wystepowalo 98, a
w procesach rozwoju neuronéw 149, Biatka zaangazowane w neurogeneze wystepowato 160, a w
glikogeneze 29”; zdanie ze strony 163 bedgce opisem Ryciny 4-38: ,Obraz rozkladu biatek
zaangazowanych w wybrane procesy biologiczne w komérkach NCS hodowanych na podtozach o
Wzorze 5 um”;

- w tabeli 4-20 nie podano pi$miennictwa przy opisie funkcji biatek kodowanych przez geny CLU
oraz SMARCAA.

Kolejng czgdcia pracy jest rozdziat »Dyskusja” liczaca 19 stron. Pierwsze trzy karty tego
rozdziatu przypominaja pod wzgledem redakcyjnym ,,Wstep” pracy. Autorka ponownie nawigzuje
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do tematyki nanomateriatéw, medycyny regeneracyjnej, wybranych typéw komorek, typéw
stosoYv,anych podiozy, metod badania wzrostu komoérek. Uwazam, ze ta czedé pracy nie powinna
znalez¢ si¢ w tym miejscu, a zostad wkomponowana we »Wstep” rozprawy doktorskiej. Pierwsze
rzy strony rozdziatu podzielone zostaty podobnie jak poprzednio bez numeracji podrozdzialow
(stosowane sg jedynie wythuszczenia »podrozdzialéw-haset?), W pierwszym numerowanym
podrozdziale 5.1. »Matryce krzemowo- ztote”, podrozdziale 5.2. »Odbitki polimerowe” oraz 5.3.
»Matryce o zmiennym wspolezynniku  proporcji” (stanowigcych ok. 50% objetosci rozdziatu
»Dyskusja”),  Doktorantka przedstawia jedynie opis wynikéw badar pozbawiony _dyskusii.
Potwierdzeniem tego jest sporadyczne cytowanie Jjedynie czterech pozycji literaturowych (np. str.
194-197 nie zawierajg zadnego odnosnika do pi$miennictwa). Nienumerowany podrozdziat
»Analiza proteomow neuralnych komorek macierzystych hodowanych na badanych podlozach”
zawiera juz elementy dyskusji, typowe dla prac badawczych. Przedstawiono tutaj wyniki badan
dotyczace analizy biatek pojawiajgcych sie w miare wzrostu i rozwoju komorek macierzystych (w 7
i 14 dniu inkubacji). Kolejny podrozdziat »Dyskusji” to 5.4, zatytutowany ,,Wplyw topografii
powierzchni na wzrost i réznicowanie NSC, Niestety, troche szkoda ze wiasnie ta czes$é dyskusji
stanowi tylko 1 strone z 235 stron pracy, a przeciez nawiazuje do tytutu rozprawy doktorskie;j!

W rozdziale 6 ,,Podsumowanie wynikéw” Doktorantka w spos6b zwigzly podsumowuje
wplyw kazdego ze stosowanych nosnikéw (matryce krzemowo-zlote, odbitki polimerowe
otrzymane z uzyciem matryc krzemowo-zlotych oraz matryce krzemowe o zmiennym
wspolezynniku proporcji) na proces réznicowania komoérek, ktéry to analizowany byt z uzyciem
mikroskopii optycznej, SEM, AFM (morfologia komérek) oraz metod immunocytochemicznych i
analizy proteomu (stosowane jako narzedzia do analizy szeroko pojetej aktywnosci zyciowej
komorek). Nastepnie Autorka rozprawy przechodzi do ,,Wnioskéw” ujetych w kilku punktach,
wskazujac na najbardziej optymalne podtoza do ukierunkowanego wzrostu i rozwoju komérek.

Ostatnig cze$¢ pracy stanowi »Bibliografia” obejmujaca 180 pozycji literaturowych.
Niestety, nawet w tej czedci pracy dopatrzylem si¢ pewnych uchybien natury redakcyjnej. W spisie
cytowanego pismiennictwa Doktorantka podaje skrécone nazwy czasopism, ktore prawdopodobnie
mialy byé zgodne z CAS, jednak w skrétach literowych zabrakto kropek (Biochem J., J Biomed
Mater Res — Part A, J Biol Chem., itd.).

Pomimo do$¢ krytycznej recenzji przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej,
wynikajgcej gtownie z jej opracowania redakcyjnego uwazam, ze moze ona stanowié cenne dane
wyjsciowe do opracowania artykutu naukowego. Tres¢ samej rozprawy, zwlaszcza jej czesé
doswiadczalna jest obszerna i $wiadezy o znacznej ilo$é czasu poswieconego w wykonanie bada.
Praca bylaby zdecydowanie lepiej odebrana gdyby byla opracowana nieco staranniej, a wyniki
lepiej przedyskutowane, nawet kosztem mniejszej ,,ilodci” zaprezentowanych wynikéw. Kofczae
mojg ocene podkreslam, ze cel pracy. poprzez wykonane badania, interpretacje wynikéw oraz
wyciagniete wnioski zostal osiggniety:.

4. Wniosek konicowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Jagody Dominiki Litowczenko-Cybulskie;j
zatytutowana ,,Wplyw topografii (nano)materiatéw na zachowanie ludzkich komérek neuralnych”
odpowiada warunkom okreglonym w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz.
1789) i dlatego wnoszg do Rady Naukowe; Dyscypliny Nauk Biologicznych o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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