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RECENZ]JA PRACY DOKTORSKIE]
Pani mgr Olgi Adamczyk
pt. ,, The effects of cell — microspheres interaction on the cytoskeletal architecture in

fibroblasts”.

Pani mgr Olga Adamczyk wykonala swoja prace doktorska na Wydziale Fizyki,
Astronomii 1 Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Jagielloniskiego pod opieka Pana dra hab.
Zenona Rajfura, prof. UJ. Jest to przyklad bardzo solidnie napisanej rozprawy doktorskie;j.
Tekst zostal napisany w jezyku angielskim, pewnie dlatego, aby praca mogla zyska¢ szersze grono
odbiorcow.

Recenzowana rozprawa doktorska to 137 stronicowe opracowanie rozpoczynajace si¢
szczegdlowym spisem tresci, wykazem najwazniejszych skrotow 1 krotkim  streszczeniem,
zarowno w jezyku angielskim, jak i polskim. Dysertacja poprzedzona jest obszernym wstgpem
teoretycznym, zajmujacym 50 stron, co stanowi ponad 1/3 objetosci tekstu. Mozna by uznad,
ze to dos¢ spora czes¢ w stosunku do calosci, niemniej uwazam, ze tak starannie sporzadzone
opracowanie nie tylko dobrze wprowadza czytelnika w obszar zagadnien podejmowanych
w pracy doktorskiej, ale stanowi réwniez cenne zrédlo skondensowanej wiedzy o charakterze
dydaktycznym. Niejednokrotnie nalezy si¢ dobrze skoncentrowaé, aby nie pogubié si¢ w liczbie
wprowadzanych skrotéw, jednak wynika to z charakteru badan i nie mozna mie¢ o to pretensji.
Doskonalg wizualizacja i uzupelnieniem wprowadzanej tematyki sa liczne ilustracje, samo
wprowadzenie zawiera ich dokladnie 25. Wstep podparty jest az 219 pozycjami literaturowymi,
calod¢ rozprawy natomiast zawiera lacznie 242 odno$niki. Doktorantka powotuje si¢ zaréwno
na pozycje sprzed wielu lat, zapewne istotne, w tym z 1932 roku, jak réwniez opiera si¢
na najnowszych opublikowanych wynikach. Troszke szkoda, ze spis bibliografii nie zostal
ujednolicony, w niektérych pozycjach brakuje roku publikacji, numeru czasopisma (np. ref. nr 54,

62, 70, 72, 74-77), czy tez wybiodrczo opatrzone sa numerem DOI. Nie stanowilo to jednak
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zadnego problemu w dotarciu do wspomnianych pozycji, tym bardziej, Ze sa one opatrzone
tytutami.

Po zapoznaniu si¢ z czes$cig wstepna, Doktorantka wprowadza czytelnika do zasadniczego
celu podjetej rozprawy, co stanowi Rozdzial 2. Autorka formutuje cel w bardzo syntetyczny
sposob 1 rozdziela go na dwa gléwne nurty. Pierwszy z nich koncentruje si¢ na omoéwieniu
oddzialywania komoérka — kulki lateksowe na architekture cytoszkieletu fibroblastéw hodowanych
na podiozach o réznej elastycznodci. Drugi natomiast skupia si¢ na zbadaniu roli wybranych
biatek z rodziny MAP na proces endocytozy lateksowych mikrosfer. W tym celu Pani mgr Olga
Adamczyk wybrala trzy biatka oznaczone skrétami CLIPI, IQGAPI oraz MARK2.
W tym miejscu az by si¢ prosito aby nieco bardziej rozwinaé¢ te dwa watki, niemniej Doktorantka
postanowila potrzymac jeszcze troche czytelnika w niewiedzy bo oczywiscie w dalszych czg¢sciach
swojej pracy dokladnie to wyjasnia. Za istotne uwazam natomiast, ze cel pracy jest okreslony
jasno 1 konkretnie.

Kolejny rozdzial dysertacji to opis cz¢sci eksperymentalnej 1 obejmuje zaréwno opis
prowadzenia hodowli komoérkowej, przygotowania substratow, mikrosfer, badanie elastycznosci
podiozy, «czy charakterystykg metod zastosowanych do przeprowadzenia podjgtych
eksperymentéw. Doktorantka krétko wyjasnia rowniez jak przebiegal sposéb opracowania
graficznego otrzymanych danych. Do wybranych podrozdzialéw Autorka dolacza takze
stosowne rysunki. Calo§¢ tej czesci stanowi 6 stron tekstu i w mojej opinii wystarczajaco
szczegdlowo przybliza przebieg wykonanych badan.

Po skrupulatnym i dobrze zilustrowanym wprowadzeniu w wybrany obszar badan oraz
zastosowana metodyke, rozpoczyna si¢ najwazniejszy rozdzial omawianej pracy, ktory dotyczy
otrzymanych rezultatow. Czes$¢ te stanowi obszerna prezentacja otrzymanych danych opatrzona
szeregiem ilustracji, gtéwnie zdje¢ mikroskopowych. Jest to zdecydowanie bardzo mocna strona
przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej. Z pewnoscia wymagata od Doktorantki starannego
1 skrupulatnego opracowania, co robi na mnie bardzo duze wrazenie. Dodatkowo wyniki opisane
w podrozdziatach 4.1 — 4.3 zostaly juz opublikowane w recenzowanym czasopismie naukowym,
co znacznie ulatwia proces recenzji (ref. nr 225: Adamczyk, O.; Baster, Z.; Szczypior, M.; Rajfur,
Z. Substrate Stiffness Mediates Formation of Novel Cytoskeletal Structures in Fibroblasts during
Cell-Microspheres Interaction. Int. J. Mol Sci. 2021, 22, 960). Wkrad! si¢ tutaj niewielki btad
w numeracji podrozdzialéw. Zdaje si¢, ze po ,,4.3.17 powinno nastgpowac kolejno ,,4.3.2”

i,4.3.3".
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Nano- lub mikrometrowe kulki lateksowe sa powszechnie stosowane w badaniach
biologicznych. Stuza m.in. do badania proceséw endocytozy i stanowia istotny element jednej
z bardziej zaawansowanych metod mikroskopowych, czyli pesety optycznej (OT). Moga by¢
fluorescencyjne lub niefluorescencyjne, a ich powierzchnia czesto moze by¢ pokryta réznymi
biatkami lub przeciwciatami. Kulki lateksowe, sfunkcjonalizowane konkretnym biatkiem, moga
oddziatywaé z bialkami znajdujacymi si¢ na powierzchni blony komoérkowej. Kulki wykorzystuje
si¢ takze do badania elastycznosci komérek technika OT. Powinny one by¢ catkowicie neutralne
dla komérki i biokompatybilne, jednak, jak stusznie zauwaza Doktorantka, moga one w sposob
niepozadany wplyna¢ na zachowanie komorek. Temat ten jest czescig rozdzialu 4.1.1, w ktérym
przedstawione zostaly wyniki uzyskane dla niepowlekanych i1 pokrytych fibronektyna kulek
lateksowych dla dwéch czasow inkubacii (15 minut i 3 godziny). Swoje badania Autorka opiera
na mysich embrionalnych fibroblastach (MEF 3T3). Na kazdym rysunku pokazano obraz
kazdego z trzech skladnikéw cytoszkieletu — wildkien aktynowych, mikrotubul i wimentyny.
Zaprezentowane wyniki jasno dowodza, ze kazdy rodzaj wldékien cytoszkieletowych ulega
przebudowie pod wplywem kulek. Zmiany mozna zaobserwowaé zaréwno po 15 minutach,
jak 1 3 godzinach interakcji komorka-kulka. Waznym pytaniem badawczym jakie postawila
Doktorantka bylo to, czy kulka jest otoczona wiléknami, czyli czy nad kulka mozna
zaobserwowac elementy cytoszkieletu. W przypadku aktyny mozna zobaczy¢, ze istnieje wigcej
kulek pokrytych fibronektyna otoczonych widknami aktynowymi. Dla wimentyny réznica
pomiedzy liczba kulek w otoczce po 15 minutach a po 3 godzinach jest bardzo wyrazna — po
3 godzinach otulonych jest wigcej kulek. Mikrotubule zachowuja si¢ inaczej i wida¢ wyrazna
réznice w zachowaniu w zaleznosci od zastosowanych kulek i czasu inkubacji. Ciekawa jestem
czy wybrane do eksperymentéw lateksowe kulki moga by¢ cytotoksyczne dla komorek, czy
zostaly w tym celu przeprowadzone jakies teksty cytotoksycznosci?

W kolejnym podrozdziale opisane zostaly rezultaty otrzymane dla komorek
inkubowanych z karboksylowanymi fluorescencyjnymi kulkami lateksu (pokrytymi lub
niepowlekanymi fibronektyna) i 0,1% cytochalazyna D. Okazalo si¢, ze zwigzek ten blokuje
polimeryzacje aktyny i liczba spolimeryzowanych wldkien jest mniejsza niz w komorkach
nietraktowanych.

Nastepnie Doktorantka skupita si¢ na zbadaniu wplywu elastycznosci podloza
na architekture mikrotubuli, podkreslajac przy tym ogromna role jak najwierniejszego
odwzorowania wlasciwosci mechanicznych naturalnego $rodowiska komorek. Zastosowano

podioza o elastycznodciach 2 kPa, 22 kPa 1 40 kPa, ktére pokryto fibronektyna. Komorki
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inkubowano z kulkami karboksylowanego fluorescencyjnego lateksu, niepowleczonymi
lub pokrytymi fibronektyna.

Pani mgr Olga Adamczyk zaobserwowala bardzo ciekawe zjawisko, w ktérym
mikrotubule organizuja si¢ wokol kulek lateksowych, tworzac strukture podobng do struktur
aktynowych, zwanych ,kubelkami fagocytarnymi”, powstajacymi w procesach endocytarnych.
Dodatkowo uzyskane wyniki wykazaly, ze struktury przypominajace miseczki mikrotubulowe
powstaja gléwnie na elastycznych podltozach.

W drugim nurcie rozwijanych przez Doktorantke badan skoncentrowala si¢ Ona
na bialkach z rodziny MAP celem zweryfikowania czy moga by¢ one zaangazowane w tworzenie
struktur przypominajacych miseczki mikrotubul. Przetestowano trzy biatka: CLIP1, IQGAPI
1 MARK2. Dlaczego wybrano akurat te sposrod tak licznej grupy biatek?

Pierwszym etapem tej czeSci badan byla wizualizacja lokalizacji komoérkowej badanego
biatka podczas procesu interakcji kulka-komoérka. Do okreslenia polozenia biatka w ciele
komorki zastosowano technike rekonstrukeji obrazu 3D. W przypadku komoérek hodowanych
na szkle zaobserwowano, ze IQGAP1 lokalizuje si¢ w jadrze, ale gdy komorki wysiewa sig
na elastycznym podlozu, IQGAP1 lokalizuje si¢ w cytoplazmie. Nie wida¢ tego w przypadku
biatka CLIP1. Ciekawe rezultaty otrzymano dla biatka MARK2, ktére wykazalo silna akumulacje
w obszarze jadrowym, zaréwno w podlozach szklanych, jak i elastycznych. W wickszosci
przypadkow kulki lateksowe powodowaly przegrupowanie mikrotubul.

Autorka podkresla, ze tego typu badania moga by¢ kluczowe dla lepszego zrozumienia
natury 1 modeli behawioralnych tych bialek, a w efekcie pomocne w badaniu komorek
nowotworowych. Ciekawa jestem czy Doktorantka wykonywala podobne eksperymenty
z udzialem innych linii komérkowych, zwlaszcza nowotworowych? Jak wygladaja doniesienia
literaturowe w tym temacie? Jednak reakcja komoérek nowotworowych moze byé znaczaco rézna.
Na koniec, z racji na tak szerokie i obiecujace rezultaty opisane w pracy, chcialabym zapytaé
Doktorantke co wskazataby jako swoje najwigksze osiagnigcie w ramach niniejszej rozprawy?

Pani mgr Olga Adamczyk decydujac si¢ na zredagowanie pracy w jezyku angielskim
musiala wlozy¢ dodatkowy trud, jednak zaowocuje to z pewnoscig zwickszeniem jej zasiggu
1 dzigki temu zyska szersze grono odbiorcéw. Czytajac prace napotkalam na kilka bledow
interpunkcyjnych. W niektérych miejscach, w zaleznosci od kontekstu zdania, brak jest
przedimkéw okreslonych badz nieokreslonych. Zauwazylam tez drobne bledy gramatyczne,
a niektore zdania sformulowalabym inaczej. Niemniej nie posiadam kwalifikacji w tej dziedzinie,

by¢ moze Doktorantka sama do nich dotrze. Chcialabym zaznaczy¢, ze nie wplywa to w zaden
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sposob na moja ocene rozprawy i jej odbidr jako calosci. Prace czyta si¢ dobrze, zaréwno jej
uktad, jak i nastepujace po sobie akapity jasno i logicznie po sobie nastepuja.

Pani mgr Olga Adamczyk jest lacznie wspoétautorks czterech publikacji w czasopismach
recenzowanych. Brala réwniez wudzial w licznych konferencjach, zaréwno krajowych,
jak 1 miedzynarodowych. Swoje wyniki prezentowala takze w formie wystapienn ustnych.
Doktorantka odbyta takze trzy staze zagraniczne. Na uwage zastuguje fakt, iz realizowala Ona
cztery projekty oscylujace wokol zastosowania zaawansowanych technik optycznych.

Reasumujac, stwierdzam, ze przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska
pt. ,,The effects of cell — microspheres interaction on the cytoskeletal architecture in fibroblasts”
spetnia wszelkie warunki stawiane pracom doktorskim okreslonym w Ustawie Prawo o sgkolnictwie
wyzszym i nance (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z pozn. zm.) 1 wnioskuj¢ do Rady Dyseypliny Nanki
Fizyezne o dopuszezenie Pani mgr Olgi Adamczyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem

Grotptla
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