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Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska liczy 137 stron A4, w tym
50 stron przegladu literatury oraz 47 stron opisu badan i dyskusiji
uzyskanych wynikéw. Autorka podzielita zasadniczg tre$¢ pracy na siedem
ponumerowanych rozdziatdw z podrozdziatami, a ponadto zamiescita
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, podsumowanie i wnioski, spis
cytowanej literatury obejmujacy 242 pozycje oraz spis ilustracji. Na koncu
rozprawy Autorka dofaczyta krotka prezentacje swoich osiggniec

naukowych.

2. Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Rozprawa dotyczy badan wpltywu czynnikdbw mechanicznych na
zachowanie komorek biologicznych. Jest to tematyka ciggle nie w petni
rozpoznana i pozostajgca w sferze badan naukowych, a jak wykazata
Autorka rozprawy oddzialywanie mechaniczne moze prowadzi¢ do
okreslonych reakcji komérki. Obserwacje i wyniki badan w tym zakresie
mogg mie¢ duze znaczenie aplikacyjne, szczegdlnie w rozpoznawaniu
przyczyn powstawania niektérych nowotworéw, a w konsekwencji w
zapobieganiu im lub leczeniu.

W obszernym przegladzie literatury Autorka wyjasnita, kluczowe w
przeprowadzonych badaniach, pojecia cytoszkieletu, mikrofilamentéw,
biatek uczestniczacych w budowaniu cytoszkieletu oraz biatek petnigcych
pomocnicze role w jego funkcjonowaniu, procesu endocytozy oraz
scharakteryzowata wykorzystywang  powszechnie w  badaniach
cytoszkieletu mikroskopie fluorescencyjng. Przekaz w czesci literaturowej
jest encyklopedyczny, klarowny i uzyteczny dla czytajacego, bazuje na
wielu artykutach naukowych opublikowanych w ostatnich dwudziestu
latach, czyli w okresie niespotykanego wczesniej przys$pieszenia w
badaniach w naukach biologicznych. Przy tej okazji nadmienie, ze
kilkanascie odniesien literaturowych nie zawiera informacji ani o zrédle ani

o roku publikacji, co jest uchybieniem. Czes¢ literaturowa jest ilustrowana,



a zataczone ilustracje sg czytelne i utatwiajg poruszanie sie po szczegotach
z zakresu biologii.

Jako gtéwny cel prac eksperymentalnych Doktorantka obrata zbadanie
zachowania sie fibroblastow w zaleznosci od zastosowania podtozy
réznigcych sie modutami elastycznosci oraz fizycznego oddziatywania
mikrosfer polistyrenowych o $srednicy 2 um. Szczegdlna uwaga skierowana
zostata na ewentualne zmiany w architekturze cytoszkieletu fibroblastow.
Doktorantka zbadata zmiany struktury wszystkich  sktadnikéw
cytoszkieletu, czyli witdkna aktynowe, mikrotubule i mikrofilamenty
posrednie.

Podtoza poliakrylamidowe o réznych modutach elastycznosci zostaty
przygotowane przez Doktorantke wedtug znanej procedury opublikowanej
w prestizowym Current Protocols in Cell Biology, a moduty sprezystosci
wyznaczono przy uzyciu mikroskopii sit atomowych. Przygotowane zostaty
cztery podtoza o modutach elastycznosci 40, 22, 8 i 2 kPa. Z kolei
mikrosfery dostepne komercyjnie zakupiono i zastosowano w ich formie
pierwotnej, a takze po powierzchniowej modyfikacji fibronektyna.

Badania struktur cytoszkieletowych w warunkach oddziatywania na
komérki poprzez sztywno$¢ podtoza oraz nacisk  mikrosfer,
przeprowadzono poprzez odpowiednie barwienie materiatu biologicznego
oraz efekt fluorescencji w mikrosferach.

Doktorantka wykazata, ze umieszczenie mikrosfer na powierzchni
komorki wyraznie wptywa na architekture wiokien aktyny, mikrotubul i
filamentéw posrednich. We wszystkich badanych przypadkach wptyw ten
widac juz po 15 minutach oddziatywania mikrosfer, natomiast wydtuzenie
czasu interakcji daje rézne efekty w zaleznosci od rodzaju biatek i struktur
tworzacych cytoszkielet. Na histogramie na rys. 33 widaé, ze otoczka
aktynowa i filamentéw posrednich wokot mikrosfery powieksza sie po
dluzszym czasie niezaleznie czy jest ona pokryta fibronektyng czy nie,
natomiast w wypadku mikrotubul, niemodyfikowane mikrosfery zachowujg

sie odwrotnie, tzn. gromadzg sie w pierwszych 15 minutach, a potem



otoczka maleje. Wyniki badan zostaty poprawnie opisane, jednak bardzo
wskazana i cenna bylaby proba wyjasnienia, dlaczego mikrotubule
zachowujg sie inaczej niz filamenty aktynowe i posrednie. Czy
powierzchnia biatkowa mikrosfer ma znaczenie, czy jest to tylko efekt
mechaniczny wynikajacy z wiekszej sztywnosci mikrotubul niz filamentow.
Jakiego typu oddziatywania lub wigzania chemiczne sg mozliwe pomiedzy
biatkami cytoszkieletu a fibronektyng Iub niemodyfikowang powierzchnig
mikrosfer? Na ile obserwowane efekty sa jedynie fizyczne, a na ile
chemiczne. W mojej opinii eksperyment z cytochalazyng w zaden sposob
nie wyjasnit zachodzacych zjawisk. Szkoda, ze nie zbadano czy tworzace
sie ,miseczki” w strukturach aktynowych nie sg odcisnietym s$ladem po
mikrosferze i Swiadczg jedynie o tym, ze cytoszkielet w tym miejscu jest
bardzo delikatny. Czy mozliwa bytaby obserwacja tego odcisku w dtuzszym
czasie po usunieciu mikrosfery, co pozwolitoby stwierdzi¢ czy
odksztatcenie struktury jest trwate czy cytoszkielet powrdci do
wczesniejszej formy? Szkoda, ze Doktorantka nie przeanalizowata zmian
w strukturze cytoszkieletu w kontekscie catej komorki. Cytoszkielet mozna
by, bez duzego ryzyka btedu, rozwaza¢, jako rozwieszone w cytoplazmie
sieci, w ktére wpadajg mikrosfery.

Bardzo interesujgce wyniki Doktorantka uzyskata po zastosowaniu
dodatkowo podiozy poliakrylamidowych. Szkio jest podtozem bardzo
sztywnym, a wiec w porownaniu z nim, wszystkie podfoza akrylamidowe
mozna uznac za miekkie. Na rys. 37 pokazano jednak dos$¢ zaskakujace
wyniki, mianowicie ilo$¢ mikrosfer z otoczkag struktur cytoszkieletu na
podtozu szklanym jest najwyzsza, a na podtozach akrylamidowych nie
wzrasta wraz ze wzrostem sztywnosci, lecz mozna powiedzie¢, ze wrecz
przeciwnie, przy czym mikrosfery pokryte fibronektyng oddziatujg inaczej
niz niemodyfikowane. W tym wypadku jednak znowu potrzebna bytaby
obszerniejsza dyskusja, dlaczego obserwuje sie takie efekty jak pokazano.
Dlaczego najwiecej zagtebionych w cytoszkielet mikrosfer obserwuje sie

na najbardziej miekkim substracie. Czy obserwacje dla podiozy



akrylamidowych sa w sprzecznosci z wynikami otrzymanymi dla szkta? Z
opisu wynikdw mozna odnie$¢ wrazenie, ze filamenty cytoszkieletu
przemieszczajg sie by w szczegdlny sposdb rozmiesci¢ sie wokét
mikrosfery, a nawet ja obudowa¢. Tymczasem moze to by¢ zwykty efekt
fizyczny "ustepowania” mikrowtokien pod naciskiem mikrosfery. W
konsekwencji tworzy sie ich wieksze nagromadzenie w bezposrednim
sgsiedztwie intruza, jakim jest zagtebiajgca sie kulka.

Istotng czescig dla analizy wynikdw sg badania rozmieszczenia
okreslonych biatek wspotdziatajacych z mikrotubulami. Do
przeprowadzenia szczego6towych obserwacji Doktorantka
wyselekcjonowata trzy biatka z rodziny MAP (microtubule associated
proteins), a mianowicie CLIP1, IQGAP1, MARK2 oraz zbadata ich
zachowanie w zaleznosci od warunkéw mechanicznych, czyli réznych
podtozy, w tym szkta, oraz obecnosci mikrosfer. Doktorantka na str. 103
twierdzi, ze jedynie CLIP1 tworzy agregaty w poblizu mikrosfer, natomiast
pozostate dwa biatka nie wykazujgq zadnej tendencji do organizacji. Prosze
o dokfadniejsze wyjasnienie tego aspektu podczas obrony, gdyz nie
podzielam w petni tego wniosku. W odniesieniu do tych samych wynikow,
Doktorantka zasugerowata mozliwg role badanych biatek w endocytozie
mikrosfer polimerowych. Biatka te, jak wskazuje ich nazwa, wspétdziatajq
posrednio lub bezposrednio z mikrotubulami i nie byty dotychczas
postrzegane jako biorgce udziat w endocytozie. Postawiona teza moze byc¢
stuszna, nie zostata jednak potwierdzona Zzadnymi obserwacjami. Samo
zamkniecie catej mikrosfery w strukturze biatka moze by¢ jedynie
skutkiem roznicy wtasciwosci fizycznych np. gestosci, i jako proces
niezaprogramowany moze by¢ przyczyng zmian patologicznych w
komorce. Zgadzam sie jednak, ze niezaleznie od przyczyn wychwycenia
mikrosfery przez biatko, oddzielenie jej jako «ciata obcego od
funkcjonalnych struktur biologicznych, tez bytoby waznym procesem
ochrony komorki przed mikroczastkami z zewnatrz i takze bytoby

elementem endocytozy. Niewatpliwie ten wynik badan jest bardzo ciekawy



i dalsze prace bytyby bardzo wskazane. Podobnie wczes$niej wspomniane
badania oddziatywania mikrosfer i podtozy na cytoszkielet powinny by¢
kontynuowane w kierunku aplikacji medycznych. W rozprawie
przedstawiono wiele nowych cennych obserwacji jednak pozostawiono je
bez wyjasnienia oraz jednoznacznych wnioskéw. Po przeczytaniu catej
pracy ma sie pewien niedosyt interpretacyjny. Te niedociggniecia mogq
by¢ jednak wyréwnane podczas obrony pracy. Na pochwate zastuguje

precyzyjny dobdér metod badawczych i analitycznych.

3. Mniej istotne pytania i uwagi krytyczne

W pisaniu pracy tez zastosowano minimalistyczne podejscie, co
utrudnia czytanie i wlasciwe podazanie za rozumowaniem Doktorantki.
Niekiedy czytelnik zmuszony jest do wielokrotnego powracania do juz
przeczytanych fragmentéw w celu wtasciwej interpretacji i sformutowania
wnioskéw. W skrajnym przypadku moze to nawet spowodowac btedng
ocene niektérych rezultatéw. Trudno dyskutowaé w tej sprawie, gdyz
sposdb prezentacji jest bardzo indywidualny, dlatego Doktorantki nie musi
sie do tej uwagi odnosi¢. Mozna jg potraktowac¢ jako rade starszej
kolezanki na ewentualng dalszga naukowgq przyszto$¢ Doktorantki.

Ponizej kilka uwag, do ktérych Doktorantka mogtaby sie odniesc.

1) Doktorantka uzywa w catej rozprawie sformutowania ,latex
microspheres”, a w streszczeniu w jezyku polskim ,kulki
polistyrenowe lub lateksowe”. Z informacji producenta jednak
jasno wynika, ze w badaniach wykorzystywane byty wyigcznie
mikrosfery polistyrenowe w formie zawiesiny wodnej, czyli lateksu.
Stosowanie nazwy ,latex microspheres” jest w tej sytuacji nie
tylko btedem nomenklaturowym, lecz wprowadza takze
zamieszanie merytoryczne, gdyz sugeruje, ze zastosowane zostaty
mikrosfery gumowe o duzo wiekszej sprezystosci niz mikrosfery

polistyrenowe.



2) Zastosowano btedne okreslenia istotnych parametréw podtoza.
Podajac wartosci liczbowe, Doktorantka postuguje sie zamiennie
~elastycznoscig” lub ,sztywnoscia”, podczas gdy nalezy uzywac
pojecia modut sprezystosci. Ta wielkos$¢ jest mierzalna i wyrazana
w Pa. Sztywnos¢ jest okreslana jako sita potrzebna do uzyskania
jednostkowego przemieszczenia (odksztatcenia) i wyrazana jest w
N/m. Pojecie elastycznosci, jako parametru mierzalnego, nie jest
stosowane. W badaniach komorkowych dozwolone i przyjete sg
pojecia ,elastycznosci” lub nawet czesciej ,,sztywnosci”, ale tylko
do bardzo ogdlnego opisu podtoza.

3) Pewng konsternacjg wywotuje takze uzywanie zamiennie stéw
~engulfed” — pochtoniete i ,enveloped” — owiniete, opakowane,
okryte. Pierwsze opisuje zjawisko podobne do zanurzania sie,
zatapiania, a drugie obudowywania czego$ jakas inng substancja.
Wydaje sie, ze zadne z tych zjawisk nie zachodzi w opisanych przez
Doktorantke eksperymentach. Moze stowo ,surrounded” bytoby tu
stowem najbardziej adekwatnym i uniwersalnym, niezaleznie od
mechanizmu zmian. A moze mikrosfera po prostu rozpycha wtékna
cytoszkieletu?

Praca zostata napisana w jezyku angielskim i mimo pewnych
watpliwosci jezykowo-znaczeniowych ogdlne wrazenie jest dobre, a tekst
jest catkowicie zrozumiaty. Pewnych drobnych btedéw pisarskich Autorka
nie unikneta jak np. ,in temperature” zamiast ,at a/the temperature”,
~dtugosc¢ interakcji” w streszczeniu w jezyku polskim zamiast ,czas
interakcji”, nazbyt czesto uzywany jest tgcznik zamiast mysinika lub

pétpauzy itp.

4. Podsumowanie

Wyniki badan wykazane w rozprawie doktorskiej mgr Olgi Sylwii
Adamczyk sa wazne i majg potencjat aplikacyjny w leczeniu Iub

diagnozowaniu chorob nowotworowych. Sq bardzo solidnym podtozem do



dalszych  systematycznych badan  biomedycznych. Doktorantka
zaobserwowata zmiany w rozmieszczeniu mikrofilamentow cytoszkieletu
fibroblastbw zachodzace pod naciskiem mikrosfer polimerowych.
Stwierdzita takze wptyw sztywnosci podtoza na reorganizacje architektury
mikrofilamentow w miejscu posadowienia mikrosfery. Szkoda, ze dobrze
opisane rezultaty nie zostaty przeanalizowane giebiej z wysunieciem tez i
propozycji wyjasnienia mechanizméw oddziatywania wszystkich trzech
elementdw ze sobg (podtoze, mikrosfera polimerowa, komérka fibroblastu,
a wiasciwie jej cytoszkielet), jednak obrona jest wtasciwym miejscem do
wypetnienia tej luki. Pani mgr Olga Adamczyk wykazata sie umiejetnoscig
planowania badan i zaangazowaniem naukowym. Swiadcza o tym Jej

publikacje naukowe oraz udziat w projektach badawczych.

5. Whniosek koncowy

Recenzowana rozprawa doktorska mgr Olgi Sylwii Adamczyk spetnia
warunki okreslone w art. w art. 187 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. z 2020 r., poz. 85 z pézn. zm.).
Whnioskuje zatem do Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu
Jagiellonskiego o dopuszczenie mgr Olgi Sylwii Adamczyk do dalszych

etapow postepowania doktorskiego.



