T T e s eeee——————e——m—— = ————

Cmm—
POLSKA AKADEMIA NAUK
JL, 100 years Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
§ 1BNCKI |nst|tute Pracownia Molekularnych Podstaw Ruchéw Komérkowych
7 : Oi: Bx érimental hiolog ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
/\ p v Tel. (22)5892456; Fax: (22) 8225342, e-mail: j.redowicz@nencki.gov.pl
Prof. dr hab. Maria Jolanta Redowicz Warszawa, 25 kwietnia 2019 r.

Kierownik Pracowni Molekularnych
Podstaw Ruchéw Komérkowych

RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr. Tomasza Witko pt. "Biophysical characteristics and cellular studies of
polyhydroxyoctanoate (PHO) - biodegradable polymer for biomedical applications"
wykonanej na Wydziale Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Jagiellonskiego
pod kierunkiem dr. hab. Zenona Rajfura i dr. Macieja Guzika

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa ma charakter inderdyscyplinarmy, porusza bowiem
zagadnienia zwigzane z analiza wlasciwosci biodegradowalnych polimeréw z grupy polihydroksy-
alkanianéw i ich potencjalnym zastosowaniem w medycynie i biologii. Znajduja si¢ w niej
elementy chemii polimeréw, analiz fizykochemicznych i obserwacji biologicznych; te ostatnie
opieraja si¢ gléwnie na obserwacjach z wykorzystaniem wysokorozdzielczej mikroskopii $wietlnej,
zwlaszcza fluorescencyjne;j.

Tematyka pracy dotyczy waznych kwestii otrzymania polimer6w, ktére z jednej strony beda mogty
by¢ przydatne w produkcji materiatéw wykorzystywanych w medycynie, czyli biokompatybilnych,
a z drugiej strony bedg biodegradowalne. Poruszane w rozprawie zagadnienia doskonale wpisuja sie
W toczacy si¢ obecnie na calym $wiecie dyskusje o zasadnosci wykorzystywania plastiku we
wszystkich niemal sferach zycia oraz o potrzebie syntezy materialéw biodegradowalnych i
biokompatybilnych, ktére mogltyby zastapié dotychczas uzywane tworzywa, produkowane z paliw
kopalnych. Badania przedstawione w ramach ninigjszej rozprawy byly wykonywane w ramach
projektu LIDER, przyznanego przez Narodowe Centrum Badaf i Rozwoju promotorowi
pomocniczemu, dr. Maciejowi Guzikowi.

Formalny opis rozprawy

Liczaca 192 strony Rozprawa zostala napisana w Jezyku angielskim i posiada w zasadzie uklad
typowy dla rozpraw doktorskich. Rozpoczyna sie lista stosowanych skrétow (dbbreviations),
dwustronicowymi streszczeniami (Abstracts) w jezyku polskim i angielskim, po ktérych nastepujq
podzigkowania (Acknowledgments), zawierajace m.in. informacj¢ o finansowaniu prowadzonych
przez Doktoranta badan. Po krétkim przedstawieniu celu i zalozen projektu (Aims of the research
project) znajduje sig liczacy 45 stron wstep (Introduction), w ktérym zamieszczono 31 rycin i 5
tabel. Kolejny rozdziat, materiaty i metody (Materials and methods), liczy 21 stron i zawiera 13
rycin i 3 tabele. Wyniki (Experimental resulls) sa przedstawione na 76 stronach i zawieraja 56 rycin
1 29 tabel. Po nich nastepuje oSmiostronicowy rozdziat Practical importance and economical aims
of the research, ktéry mozna potraktowaé jako omowienie praktycznego znaczenia i
ekonomicznych aspektéw prowadzonych przez Doktoranta badas. Kolejny rozdziat, dyskusja
(Discussion), liczy 4 strony. Na pismiennictwo (References) skiada si¢ 230 pozycji, gléwnie sg to
artykuty opublikowane w renomowanych czasopismach, w tym znaczna ich cze$é (ok. 1/3) to prace
z ostatniej dekady. Rozprawe koficza spisy przedstawionych w rozprawie rycin i tabel, a takze linki
do materialow dodatkowych (Supplementary materials), zawierajacych m.in. opisy zastosowanych
w rozprawie metod oraz wyniki, ktérych Doktorant nie umiescit w wersji papierowe] rozprawy. W



rozprawie brak tradycyjnych wnioskow, stanowigcych przeciez swoiste "take-home message". Mam
nadzieje, ze Doktorant pokusi sie o zwigzle ich przedstawienie podczas obrony rozprawy.

Ocena merytoryczna

W bogato ilustrowanym wstepie Doktorant duzo uwagi poswigca zagadnieniom zwiazanym z
produkcjg 1 zastosowaniem powszechnie wykorzystywanych polimerow uzyskiwanych z paliw
kopalnych. Obszernie opisuje rowniez biopolimery zaréwno te wystgpujace naturalnie, jak 1 te
otrzymywane syntetycznie, podkreslajac ze z tymi ostatnimi wigzane sa duze nadzieje aplikacyjne.
7 zainteresowaniem zapoznatam si¢ z rysem historycznym wuzyskiwania syntetycznych
biopolimerow, nie zdawatam bowiem sobie sprawy, ze prace te trwaja juz od ponad stu lat. Nieco
mniej miejsca poswiecit Doktorant ukladowi biologicznemu, ktéry badal podczas analizy
uzyskiwanych przez siebie polimeréw, a wigc elementom cytoszkieletu i procesowi migracji
badanych komoérek. Jako biolog odczuwam tu pewien niedosyt, acz sadz¢ ze przedstawione we
wstegpie informacje sa w pelni wystarczajace dla zrozumienia analiz prowadzonych przez
Doktoranta i opisanych w dalszej czg¢$ci rozprawy.

Cel pracy, przedstawiony jeszcze przed wstgpem, jest moim zdaniem zbyt mato wyeksponowany, a
w szczegblnosci malo czytelny jest opis poszczegdlnych zamierzen. Moze warto bylo przedstawic
je w punktach, wlatwito by to lektur¢. Pomimo krytyki, natury czysto edytorskiej, pragng podkreslic,
ze Doktorant podjat si¢ ambitnego i pracochtonnego zadania - od produkcji polimeréw po
okreslenie ich wlasciwosci fizyko-chemicznych i wplywu na komérki fibroblastéw. I stwierdzam,
ze zadanie to w pelni zrealizowat.

Realizacja zamierzenn wymagatla zastosowania wielu technik badawczych, ktére Doktorant opisat w
rozdziale materialy i metody. Sadze jednak, Ze niektore opisy byly zbyt obszerne, mam tu
zwlaszcza na mysli czes¢ teoretyczng dotyczgcg mikroskopii fluorescencyjnej i konfokalnej. Z
drugiej strony mozna ja traktowacé jako skrypt dla nastepnych doktorantéw i studentéw (w tym i
moich podopiecznych). Juz ze spisu tresci tego rozdzialu wida¢ wspomniang wyzej
interdyscyplinarnos¢ rozprawy. Znajdujemy tu bowiem opis uzyskiwania polimeréw, poczynajac w
przypadku polihydroksyoktanianu (PHO) od hodowli bakterii szczepu Pseudomonas putida. Na
marginesie, czy ten gatunek Pseudomonas nie jest chorobotworczy, jak to jest w przypadku P.
aeruginosa?). Opisal rtdwniez techniki badania nanoindentacji, stuzace do poznania mechanicznych
wlasciwosci badanych polimeréw Czeé¢ z metod fizykochemicznych oraz uzyskanych wynikow
Doktorant przedstawit w formie materialow dodatkowych (Supplementary materials), odsylajac
czytelnika do internetu. Nie bylo to chyba dobre posunigcie, bo zaburzato lekture rozprawy.
Mniemam, ze wyniknelo to z obszerno$ci rozprawy. W materialach i metodach Doktorant opisat
takze hodowl¢ badanej linii komdrkowe;j, jaka byly fibroblasty uzyskane z embrionéw myszy. W tej
czesci rozprawy uzasadnil réwniez wybor tej] wlasnie linii, z ktérym w pelni si¢ zgadzam. Z
obowiazku recenzenta musz¢ zauwazyC ze niektore z zawartych w tej czegsci rozprawy rycin sa
niezbyt czytelne (np. ryciny 41, 42 i 44).

W rozdziale wyniki Doktorant opisuje uzyskane przez siebie dane, przedstawiajac je na licznych
rycinach i tabelach. W zasadzie wszystkie dane sg poddane analizie statystycznej, acz nie udato mi
si¢ znalez¢ informacji o metodyce analizy i zaznaczenia istotnosci statystycznej na wykresach.,
Zdecydowana wigkszos¢ rycin jest czytelna,choé¢ opisy do wielu z nich sg zbyt skrétowe (np. ryciny
62, 67, 71 i wiele innych). Mysle, ze pelniejsze opisy, no i czasami wigkszy rozmiar czcionki na
wykresach, ulatwityby lekture tej najwazniejszej przeciez czesci rozprawy. Niewlasciwe jest
rOwniez przeniesienie opisu na nastgpna strone, jak to bylo w przypadku rycin 57, 59 czy zlozonej
ryciny 81.

Doktorant rozpoczal badania od scharakteryzowania whasciwosci fizykochemicznych polimerow,
PHO 1 polilaktydu [poli(kwasu mlekowego), PLA], ktéry jest roéwniez polimerem
biodegradowalnym. W swoich badaniach zwracal uwage na czas "dojrzewania" obu polimeréw
oraz rodzaj rozpuszczalnika (etanolu, chloroformu i octanu etylu) uzytego do ich otrzymania.
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Uzyskane dane wskazuja, ze o ile rozpuszczalnik nie miat znaczacego wplywu na wilasciwosci
fizykochemiczne obu badanych polimeréw, to istotny byl czas po ktérym polimery te
"stabilizowaly si¢" mechanicznie; nastgpowato to po ok. 7 dniach. Tu dla porzadku zauwazam, ze
nie udato mi si¢ znalezé w tekscie odniesienia do wynikéw przedstawionych na rycinie 47. Z
zamieszczonych w tej czgsei rozdziatu danych wynika, ze wyprodukowany przez Doktoranta PHO
ma whasciwosci fizykochemiczne zblizone do powszechnie uzywanych polimeréw takich, jak
polistyren i polietylen, a wigc wydaje si¢ iz méglby by¢ alternatywa dla tych polimeréw
otrzymywanych z surowcéw naturalnych. Podobne parametry charakteryzowaly polimery PLA,
otrzymane przez Doktoranta z komercyjnie dostepnych granulatéw.

Kolejna czgs¢ wynikéw poswiecona jest badaniom natury biologicznej, ktére mialy na celu
sprawdzenie, czy wyprodukowany przez Doktoranta polimer PHO moze by¢ wykorzystywany w
biomedycynie. Badania te rozpoczeto od sprawdzenia wplywu PHO na zywotno$é komoérek
fibroblastéw i wykazat, ze polimery dojrzewajace 24 h i diuzej nie wplywaly na zywotnosé
komorek, a wigc nie majg - podobnie jak szklo - cytotoksycznego wplywu. Doktorant uzywa
terminéw vitality i viability, czy méglby wyjasnié réznice migdzy tymi pojeciami.

Nastepny cykl badan dotyczyt sprawdzenia wplywu polimeréw na morfologi¢ i ruch komérek. Poza
wspomnianymi juz polimerami PHO i PLA, Doktorant prowadzit badania z wykorzystaniem |
poliakryloamidu (PAM) o réznych stopniach sprezystosci, uzyskanych poprzez manipulacje '
stezeniami akryloamidu i czynnika sieciujacego, bis-akryloamidu. Z przedstawionych analiz
wynika, ze ksztalt komorek zalezal w znacznym stopniu od sprezystosci i rodzaju podloza, na
ktérym hodowano komérki. Im mniej sprezyste bylo podloze, tym komoérki byly bardziej
rozplaszczone (mierzono to wysokoscia komoérek i powierzchnig ich przylegania do podtoza). Z
dalszych analiz wynika, ze morfologia komérek hodowanych na PLA i PHO wydaje si¢ by¢
zblizona do morfologii komérek hodowanych na szkle, a wigc na materiale niesprezystym i
powszechnie stosowanym w hodowli komérek in vitro. Doktorant wnioskuje, Zze komorki
hodowane na badanych przez niego polimerach majg zapewnione optymalne warunki, co $wiadczy
jego zdaniem o dobrej biokompatybilnosci i w zwiazku z tym przydatnosci tych polimeréw w
aplikacjach biomedycznych.

Rozumiejac entuzjazm Doktoranta, mam jednak wrazenie, ze na tym etapie badan to byla zbyt
daleko posunigta ocena. Jednakze wyniki kolejnych do$wiadczeri wydaja sie czynié ten wniosek
bardziej prawdopodobnym. Swiadcza o fym analizy migracji komérek na badanych podiozach;
zaden z polimer6w nie hamowat migracji, acz na szkle komérki poruszaly si¢ znacznie szybciej.
Doktorant sprawdzal réwniez wplyw rozpuszczalnikéw uzywanych do wytworzenia polimerow,
ktore jednak wydaja sig nie mieé statystycznie istotnego efektu na badane parametry migracji. Tu
nalezy podkresli¢, ze przeprowadzane przez niego analizy migracji dotyczyly obserwacji
pojedynczych komérek w czasie rzeczywistym, co wymagalo przygotowania odpowiedniego
warsztatu badawczego i analitycznego.

Nastepnie Doktorant sprawdzil organizacje cytoszkieletu aktynowego i mikrotubularnego w
komorkach hodowanych na podtozach pokrytych badanymi przezen polimerami. Do tego celu
opracowat on technike analizy zawartoéci aktyny i mikrotubuli w komorce; wydaje sie, ze to prosty
1 miarodajny sposob, acz tak jak kazda metoda obrazowania jest obarczona bledem, zwtaszcza w
przypadku aktyny. Wybarwienie z wykorzystaniem falloidyny wyklucza bowiem z analizy pule
aktyny monomerycznej i krétkich oligomerow aktyny, do ktérych nie przytacza sie falloidyna.
Jestem przekonana, ze Doktorant zdawat sobie z tego sprawg, moze wigc wystarczylo inaczej
zatytutowa¢ ryciny (np. 92 i 93). Z przeprowadzonych przez niego analiz wynika, Ze oba badane
polimery - PLA i PHO nie tylko zmniejszaja zawarto$é spolimeryzowanej aktyny (niezaleznie od
rodzaju rozpuszczalnika) w stosunku do podloza szklanego, ale takze powoduja zmiany w jej
rozkladzie przestrzennym w komorce, a w szczegllno$¢ prowadza do zwickszenia puli filamentéw
W obszarze okolojadrowym. Te zmiany byly mniej zauwazalne w przypadku mikrotubul.
Zaobserwowano wprawdzie nieznaczny ich wzrost w komérkach hodowanych na PHO, ktéry jak
si¢ wydaje z kolejnych analiz byl gtéwnie zwiazany ze wzrostem ich zawartosci w lamellipodium.
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Dla porzadku - rozumiem, ze zdanie na poczatku strony 155 i opis dotyczacy ryciny 99 sa bledne. Z
cickawosci zapytam, czy Doktorant zna publikacje, w ktérych badano by wpltyw badanych przez
niego polimer6w na proces polimeryzacji aktyny i tubuliny ir vitro; a jesli nie, to jakiego efektu
mozna by si¢ spodziewac¢.

Kolejna czgs¢ rozprawy dotyczy perspektyw zastosowania wynikéw badan Doktoranta w produkcji
przemystowej. Na podstawie przeprowadzonych tu analiz mozna stwierdzi¢, ze badania te sa
perspektywiczne i istnieja realne szanse na ich wdrozenie, zwlaszcza ze istnieje popyt na takie
biokompatybilne i biodegradowalne polimery.

Dyskusja jest krotka i dobrze napisana, pomimo tego oméwione sa w zasadzie wszystkie aspekty
uzyskanych wynikéw, co wskazuje na dojrzato$é naukowa Doktoranta. Zabrakto mi jednak préby
wskazania mechanizmu obserwowanych zmian. Np. czy wynikaja one z wptywu PHO i PLA na
polimeryzacje gtéwnych bialek cytoszkieletu lub ich wptywu na blone komérkows i bialka w niej
zawarte. Chgtnie porozmawiam o tym z Doktorantem podczas obrony rozprawy.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca jest zredagowana w sposob staranny, bogato ilustrowana, o czym wspominatam juz powyze;j.
Napisana jest w zasadzie poprawnym jezykiem angielskim, ktéry nie jest przeciez macierzystym
jezykiem Doktoranta. Nie zauwazylam literowek i znaczacych bledéw gramatycznych; liste tych
kilku, ktore spostrzegtam przekaze Doktorantowi osobiscie.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pana mgr. Tomasza Witko ma nie tylko duza warto$é poznawcza, ale i
niewatpliwie potencjat aplikacyjny. Uzyskane w trakcie pracy nad przygotowaniem rozprawy
wyniki sa nowatorskie i stanowia podstawe do rozwoju badan o charakterze praktycznym,
wdrozeniowym. Trudny i wyjatkowo obszerny materiat do§wiadczalny, niezwykle bogaty warsztat
metodyczny oraz dobrze udokumentowane, oryginalne wyniki badan $wiadcza o doskonalym
przygotowaniu Doktoranta do samodzielnej pracy naukowej i prowadzenia badan natury
aplikacyjnej. Doktorant jest wspolautorem trzech artykuléw, $cisle zwiazanych z tematyka
rozprawy. Jeden z tych artykuléw ma charakter metodyczno-przegladowy i ukazat sie w 2017 r. w
Postgpach Biochemii, a dwa pozostale opublikowano w latach 2017 i 2019 w czasopismach z listy
filadelfijskiej (Journal of Applied Polymer Science i Acta Physica Polonica). Dla porzadku
stwierdzam, ze Doktorant nie jest pierwszym autorem zadnego z tych artykutow.

W recenzji zawarlam szereg uwag i komentarzy, pragne jednak stwierdzi¢, ze nie umniejszaja one
mojej bardzo wysokiej oceny rozprawy. Rozwazalam nawet wystapienie z wnioskiem o
wyro6znienie, niestety zamiary te powstrzymat brak publikacji pierwszoautorskiej i chyba zbyt duza
lakoniczno$é dyskusji.

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr. inz. Tomasza Witko spelnia warunki okreslone w ustawie
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pozniejszymi zmianami). Biorac pod uwage powyzsze,
przedkladam wniosek do Rady Wydziatu Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowane;j
Uniwersytetu Jagielloniskiego o dopuszezenie mgr. Tomasza Witko do dalszych etapow przewodu
doktorskiego w celu uzyskania przez niego stopnia doktora nauk fizycznych w zakresie biofizyki.
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