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Przedstawiana recenzja zawiera nastepujgce sekcje: tto projektu, ogdlny opis dysertacji, komentarze i wnioski
koncowe.

Tto projektu

Autorka porusza bardzo ciekawe zagadnienie wptywu adhezji na stan cytoszkieletu, badajac zaréwno wptyw
elastycznosci podtoza jak i obecnosci kulek lateksowych, ktére mogg by¢ celem fagocytozy na stan cytoszkieletu.
Autorka podejmuje réwniez prébe zbadania redystrybucji biatek zwigzanych z mikrotubulami (MAPs) pod
wptywem stosowanych manipulacji eksperymentalnych.

Ogolny opis dysertacji

Przedstawiona dysertacja magister Olgi Adamczyk ma klasyczny uktad. Zawiera cztery typowe czesci: wstep,
materiaty i metody, wyniki oraz dyskusje wynikéw po ktérej nastepuje krotkie podsumowanie wnioskow z
wykonanych prac. Praca ma w sumie 137 stron wraz ze streszczeniem i spisem tresci. Na konicu dysertacji
znajdujemy liste cytowanej literatury, zawierajgcg 242 pozycje. Praca jest w catosci napisana w jezyku
angielskim i towarzyszy jej streszczenie w jezyku polskim. Tekst czyta sie bardzo dobrze, choé autorka nie
unikneta skrotow myslowych, jak na stronie 32, gdzie pisze ,Microtubules are not as well understood as actin
filaments”. Rozumie¢ mozna fizjologie czy strukture mikrotubul a nie samo biatko. Praca zawiera czterdziesci
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osiem rycin, ujetych w osobnym spisie. Przedstawiajg one wyniki i pomagajg zrozumie¢ zagadnienia opisywane
we wstepie i uzywane metody badawcze. Ryciny sg przygotowane starannie a zamieszczone zdjecia sg
wydrukowane zdjecia sg dos¢ czytelne i nie sprawiajg wiekszych trudnosci interpretacyjnych co wcale nie zdarza
sie tak czesto. Jedyne zastrzezenie jakie ma recenzent do strony prezentacyjnej pracy, to uparte uzywanie
kolorow w jednokanatowych mikrofotografiach z mikroskopu konfokalnego. Autorka powinna zauwazy¢, ze
praktyka ta obniza czytelnos¢ prezentowanych obrazéw, zwtaszcza dla kanatu niebieskiego. Jednoczesnie jest
to tak naprawde btad merytoryczny, gdyz mikroskop konfokalny rejestruje obraz monochromatyczny a
zastosowany kolor jest swobodng interpretacjg tego jak Swieci znacznik fluorescencyjny. Trzeba pamietaé, ze
nawet kolor, ktdry widzimy patrzgc w okulary mikroskopu szerokopolowego, jest wynikiem zastosowania filtru
barierowego a nie rzeczywistym kolorem sSwiatta, jakie emituje fluorochrom.

Wstep do pracy jest dtugi i stanowi mniej wiecej jedng trzecig catej pracy. Jest podzielony na dwie wyraznie
oddzielne czesci. Pierwsza to detaliczny opis tych sktadnikéw cytoszkieletu, ktore bada autorka dysertacji, oraz
procesOw biologicznych, w ktérych one uczestnicza. Rozdziat jest nieco zbyt rozbudowany, w Swietle
prezentowanych nastepnie wynikéw. Opisy roli mikrotubul w podziale komodrki czy czes¢ poswiecona
prokariotycznym biatkom cytoszkieletalnym nie znajdujg uzasadnienia w prezentowanych wynikach. Z kolei
recenzent odczuwa lekki niedosyt w czesci opisujgcej biatka zwigzane z mikrotubulami (MAP). Najbardziej
brakuje tu uzasadnienia wyboru badanych biatek zwigzanych z mikrotubulami. Biorgc pod uwage obecnos¢
wsrdd nich biatka IQGAP1, przydat by sie we wstepie krétki rozdziat o znaczeniu matych biatek zwigzanych z
biatkiem G i ich roli w regulacji struktury cytoszkieletu, zwtaszcza biatka Ras. Druga czes$¢ wstepu, zdaniem
recenzenta, powinna znalez¢ sie w rozdziale ,Materiaty i metody”, jako ze dotyczy metod uzywanych do
uzyskania prezentowanych wynikow wtasnie. Tu niestety wkradt sie powazny btagd merytoryczny, omowiony
szerzej w uwagach szczegdtowych.

Rozdziat Materiaty i Metody wydaje sie recenzentowi z kolei nieco za krdtki i pobiezny. Nawet po przeniesieniu
odpowiednich fragmentdéw wstepu do Materiatdw i metod, pozostaje wiele niedosytu. Zagadnienie rozplatania
funkcji rozmycia plamki (PSF deconvolution) autorka zamyka w jednym zdaniu, ze procedura byta wykonywana
na ,niektdrych obrazach (some of them)”. To nieco frustrujgce dla czytelnika, gdy nie wiem, ktére z oglgdanych
obrazow byty poddane tej procedurze a ktdre nie. Co wiecej, warto by byto opisa¢, co tak naprawde byto
rozplatane: czy autorka mierzyta PSF posiadanego obiektywu, czy uzywata popularnych metod teoretycznego
obliczania tej funkcji, opartych o podstawowe parametry uzywanego obiektywu.

Sercem kazdej pracy naukowej sg przedstawione w niej wyniki. Autorka przedstawia je w najlepszy chyba
dostepny sposéb, czyli prezentujgc bogaty album mikrofotografii. Widzimy na nich wptyw obecnosci kulek
lateksowych w $rodowisku komorki na stan cytoszkieletu oraz to jak ten obraz zmienia sie w zaleznosci od
elastycznosci podtoza, na ktdre wysiewano komérki. Autorka postuguje sie réwniez cytochalazyng-D w celu
dekompozycji cytoszkieletu aktynowego by sprawdzic¢ jego wptyw na obserwowane zmiany. Wyniki sg klarowne
i efekty dobrze widoczne. Kazdy zestaw mikrofotografii jest starannie opisany. Drugg czes¢ wynikow stanowig
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mikrofotografie, przedstawiajgce wptyw wzmiankowanych powyzej czynnikow na dystrybucje trzech biatek
zwigzanych z mikrotubulami (MAPs): biatka adaptorowego CLIP1, biatka aktywujgcego GTP-asy hamujgcej mate
biatko zalezne of biatka G Ras (IQGAP1) oraz kinazy MARK2.

Obie czesci wynikow sg przedyskutowane w liczgcym osiem stron, osobnym rozdziale széstym, zatytutowanym
,Discussion”. Rozdziat przedstawia wyniki na tle literatury, pozostawia jednak pewien niedosyt przez brak
jakichkolwiek wycieczek w kierunku zrozumienia mechanizmu dziatania opisywanych biatek zwigzanych z
mikrotubulami.

Uwagi szczegbtowe

We wstepie autorka twierdzi, ze ,The antibodies can be monoclonal (one antibody with a fluorophore)”.
Przeciwciala monoklonalne, to nie s3 przeciwciata pierwszorzedowe sprzezone ze znacznikiem
fluorescencyjnym. Przeciwciata monoklonalne to przeciwciata produkowane przez pojedynczy klon limfocytow
B, ktore sg strukturalnie identyczne i wigzg sie tylko z jednym epitopem na docelowym biatku. Dzieki temu ich
specyficznos¢ jest wieksza niz przeciwciat poliklonalnych, izolowanych z krwi po immunizacji organizmu
badanym biatkiem, czesto jednak dajg one stabszy sygnat. Recenzent przypuszcza, ze bfad jest skutkiem faktu,
ze przy barwieniu immunocytochemicznym preparatéw metodg posrednig, gdy najpierw podajemy specyficzne
przeciwciato znakujgce badane biatko, tak zwane przeciwciato pierwszorzedowe, a potem to przeciwciato
wizualizujemy przeciwciatem drugorzedowym, zwigzanym ze znacznikiem fluorescencyjnym, to przeciwciato
drugorzedowe jest zawsze poliklonalne. To wcale jednak nie znaczy, ze przeciwciato pierwszorzedowe jest
zawsze monoklonalne czy tez, ze przeciwciata monoklonalne s3 zawsze bezposrednio znakowane
fluorescencyjnie.

Podstawowym zastrzezeniem recenzenta do przedstawionej pracy jest zatrzymanie sie autorki w pot kroku i
brak interpretacji zwigzkdw pomiedzy zmianami cytoszkieletu i zmianami dystrybucji biatek zwigzanych z
mikrotubulami (MAPs). Wybrane biatka pozwalajg wysnu¢ pewne wnioski mechanistyczne, czego autorka nie
robi. Wrecz odwrotnie, autorka nie uzasadnia jasno samego wyboru tych biatek, ktdry zdaniem recenzenta jest
bardzo dobry i ciekawy.

Recenzent dostrzega tez szereg drobnych uchybien, ktdrych usuniecie pomogtoby doceni¢ jakosc¢
prezentowanych wynikéw. Na stronie 71 autorka pisze ,proteins or antibodies” co dla biologa brzmi nieco
dziwnie. Opisujac na stronie 76 wyniki ilosSciowe, autorka pracowicie podaje ile policzyta kulek lateksowych nie
podajgc ilu komdrek dotyczg te wyniki. Prezentujgc wyniki dotyczace elastycznosci podtoza, podaje sztywnos¢
podtozy elastycznych, zawierajgca sie pomiedzy 2 a 40 kPa, nie wzmiankujgc jakg sztywnos$é ma szkto, uzyte jako
kontrola. Nie wnikajgc jaki tym szkta zostat uzyty, trzeba jednak pamietac, ze jego sztywnos¢ liczy sie w GPa, co
stawia cate doswiadczenie w odpowiedniej perspektywie. W tej perspektywie, nieco niezrozumiata jest
kolejnos¢ paneli na stronie 82. Szkoda tez, ze opisujgc wraz ze wzrastajacg sztywnoscig spada liczba
niepowlekanych kulek zwigzanych z powierzchnig komérek ale nie dotyczy to bardzo sztywnego szkta. Pewien

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego, Polska Akademia Nauk
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

tel.: (+48 22) 58 92 207, email: dyrekcja@nencki.gov.pl

www.nencki.gov.pl



J\—. . .
70 instytut biologii doswiadczalnej
N\ im. Marcelego Nenckiego PAN

niedosyt czujemy tez nie znajdujac nigdzie w pracy jak sztywne sg uzyte kulki lateksowe. Niezrozumiate jest tez
dla recenzenta, dlaczego uzywajgc wpierw trzech standardéw sztywnosci podtoza, badajgc biatka zwigzane z
mikrotubulami, autorka nie uzywa zadnego z nich a wprowadza czwarty. Autorka nie wyjasnia wreszcie, dla
czego dlaczego w jednych przypadkach przedstawia nam wykresy gestosci optycznej preparatéw wokot
zaadherowanych kulek a w innych nie i dla czego badajgc kinaze MARK2 zrezygnowata z poréwnywania jej
dystrybucji na podtozach o réznej sztywnosci.

Recenzent pragnie podkreslié, ze wzmiankowane uwagi nie umniejszajg wartosci merytorycznej przedstawionej
dysertacji a jedynie wskazujg o ile mogtaby by¢ ona jeszcze lepsza, gdyby autorka tylko zechciata.

Whnioski koncowe

W Swietle przedstawionej opinii, stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani Olgi Sylwii
Adamczyk pod tytutem: ,The effects of cell — microspheres interaction on the cytoskeletal architecture in
fibroblasts” w petni spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim, zawarte w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r.
- Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Wnosze zatem o przyjecie przedtozonej rozprawy i dopuszczenie jej do
publicznej obrony. Przedstawiona do recenzji praca daje podstawe do ubiegania sie o stopien doktora w
dyscyplinie nauk fizyczne.

Pawet Pomorski
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