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RECENZIA

rozprawy doktorskiej pana mgr. Tomasza Jaromira Kotodzieja,
pt. "Development of novel methods to study various biophysical characteristics of living cells”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pana mgr. Tomasza Kotodzieja, zostata wykonana
w Zaktadzie Biofizyki Molekularnej i Migdzyfazowej, Instytutu Fizyki im. Mariana Smoluchowskiego na
Wydziale Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Jagielloriskiego, pod kierunkiem
dr. hab. Zenona Rajfura profesora Ul jako promotora.

Podstawg sporzadzenia recenzji jest w zakresie formalnym pismo z dnia 28 czerwca 2023 r.
Przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego Pana prof. dr hab.
Jacka Golaka otrzymane w dniu 4 lipca 2023 r. oraz wczesniejsza uchwata tamtejszej Rady Dyscypliny,
a w zakresie merytorycznym ,Ustawa o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki” (Dz.U. z 2016 roku poz. 882).

1. OPINIA OGOLNA

Rozprawa doktorska pana mgr. Tomasza Kotodzieja dotyczy nowatorskiego podejscia do badar
zachowania zywych komérek dzieki wykorzystaniu mikroskopii optycznej i rozwojowi nowych metod
eksperymentalno-analitycznych, Zagadnienie migracji komorek jest przedmiotem duzego
zainteresowania srodowiska naukowego z uwagi na koniecznoé¢ zrozumienia proceséw chorobowych
zachodzacych w organizmach zwierzat i ludzi. Zrozumienie procesow nowotworowych, a zwtaszcza
metastazy jest wainym elementem w walce z chorobami nowotworowymi. Zagadnieniem migracji
komérek zajmuja sie naukowey z wielu dziedzin starajgc sie zdoby¢ wiedze, ktdra przyblizy ludzkoée
do wcigz nieréwnej walki z chorobami cywilizacyjnymi XXI wieku. Zatem nie tylko medycy, biolodzy,
chemicy, biochemicy, genetycy ale tei fizycy i biofizycy. Wszyscy maja wspélny cel — wygraé te walke.
Przyktadem tej walki jest wtasnie rozprawa doktorska pana mgr Tomasza Kotodzieja.

W tej pracy, doktorant postawit sobie za cel opracowanie nowych metod badawczych aby lepiej
poznac heterogenicznos¢ komdrek nowotworowych i zachowania komérek migrujacych, a takze
wprowadzi¢ pomiar lokalnych temperatur do badari z zakresu mechanobiologii. Rozprawe stanowi
147. Stronicowa monografia napisana w jezyku angielskim, zawierajgca spis tredci, liste uzytych
skrotow i symboli, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, dos¢ obszerny wstep, rozdziat opisujacy
materiat badawczy i metody, rozdziat przedstawiajacy wyniki prowadzonych badan — jest to
najobszerniejszy rozdziat w rozprawie, dyskusjg, wnioski oraz wykaz 300. pozycji literaturowych
cytowanych w tekécie. Rozdziat 6. zawierajacy wyniki badar podzielony jest na kilka podrozdziatow,
ale generalnie dotyczy trzech zagadniefi: pierwsze przedstawia wykorzystanie mikroskopowe;]
fotografii poklatkowej i dynamicznej analizy stanu komaérek; drugie dotyczy nowe; metodologii analizy
ksztattu i migracji komdrek; a trzecie przedstawia wykorzystanie metody Optycznie Wykrywanego
Rezonansu Magnetycznego oraz Mikroskopii Sit Trakeyjnych do badan wtasnosci fizycznych i proceséw
mechanobiologicznych. Znaczna czesé rozprawy zostata opublikowana 7 lipca 2023 r., w trakcie
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recenzowania niniejszej rozprawy i ukazata sie w Scientific Reports 13, Article number: 11006 (2023)
(poz. 234 w wykazie literatury).

Z przyjemnoscia stwierdzam, ze rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie i na wysokim
poziomie dydaktycznym, cho¢ autor nie ustrzegt sie drobnych niedociggnigé. Bardzo dobrze
opracowany wstep wprowadza czytelnika w tajniki zagadnienia, jasno sformutowany cel badan,
staranny opis zagadnien eksperymentalnych oraz przeprowadzona dyskusja i wnioski, sprawiajg duza
przyjemnosc lektury tej rozprawy.

Zagadnienia omawiane w rozprawie s bardzo interesujace i wazne z punktu widzenia nie tylko badan
podstawowych, ale takie poszukiwan réznorodnych metod walki z chorobami cywilizacyjnymi XXI
wieku.

2. OCENA MERYTORYCZNA

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej zostafa sporzadzona z uwzglednieniem nastepujacych
kryteriow, tj.:

1) ocena ogélnej wiedzy teoretycznej doktoranta;
2) ocena umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej doktoranta;

3) ocena oryginalnosci rozwiazania problemu naukowego, oryginalnosci rozwigzania w zakresie
zastosowania wynikéw wiasnych badan naukowych w sferze gospodarcze] lub spoteczne;j.

Ad 1)

Doéé obszerny rozdziat 4 bedgcy wstepem do niniejszej rozprawy wprowadza czytelnika krok po kroku
do zagadnienia migracji komorek spowodowanych niewatpliwie dziataniem sit, zarowno
wewnetrznych jak i migdzy komérkowych czy oddziatywania z podtozem. Przejscie do omdwienia
aspektéw fizycznych zagadnienia poprzedzone jest krétkim, bardzo ciekawym opisem histarycznym.
Podrozdziat 4.3 poéwiecony jest zastosowaniom elastycznych podtozy polimerowych do badan in vivo
iywych komérek. Autor wskazuje na oddziatywania jakie wystepuja pomiedzy komorka a macierzg
zewnatrzkomérkowa, ttumaczac jakie elementy komarki odpowiadajg za jej przyleganie do podfoza
oraz jakie sity powoduja jej przemieszczanie sie. Przywotany jest rachunek prowadzacy do rozwigzania
Boussinesq’a z transformatg Fouriera, pozwalajacy obliczyc przemieszczenie obiektu w zadanej
odlegtosci od punktu dziatania sily. Niestety, przedstawione wzory na stronie nr 10 pozbawione sg
pelnego opisu, co oznaczajg poszczegdlne symbole. Samo odestanie do literatury nie utatwia
czytelnikowi petnego zrozumienia. Nie mozna tez zapisa¢, ze wektor ry rowny jest roznicy punktow p;
ip;!

Nastepnie opisane sg oddziatywania komérek z podtozami elastycznymi — omoéwienie zachowarn oraz
wystepowania sit trakcyjnych, metod obserwacji dynamiki komdrkowe] poprzez zastosowanie
mikroskopii poklatkowej. Autor zaznajamia czytelnika z migracjg mezenchymalna, ameboidalng
komérek, wskazujac na konkretne przyktady linii komorkowych (linia MEF 3T3 — komérki mysich
fibroblastéw oraz komérki keratynocytéw nabtonka ryb, odpowiednio) jak réwniez inne typy migracji
ztozonych jak w przypadku pecherzykéw z komérek nowotworowych linii WC256. Omawiana jest tez
migracja kolektywna. Autor wyjasnia role jaka odgrywa migracja komorek w przerzutowosci komorek
nowotworowych.
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Kolejne podrozdzialy poswiecone sg omdwieniu zagadnienia pomiaru temperatury lokalnej oraz
podstawy fizyczne mechanizmu Optycznego Wykrywania Rezonansu Magnetycznego.

Po takim kursie podstaw teoretycznych badanych zagadnien, czytelnik ma petny obraz tematyki
rozprawy, doboru metod badawczych, co jednoznacznie potwierdza dobrg znajomosé wiedzy
teoretycznej doktoranta w zakresie realizowane] tematyki. Dodatkowo, potwierdzeniem tej
znajomosci jest bardzo bogaty dobor literatury.

Ad 2)

Potwierdzeniem umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej doktoranta jest
niewatpliwie rozdziat 5 opisujgcy materiat badawczy i wybrane metody. Autor omawia szczegdtowo
procedury przygotowania podtozy, hodowli komdrkowych, funkcjonalizacji powierzchni diamentow
dla metody DLS oraz charakterystyki rozmiaréw czastek dla pomiaréw temperatury lokalnej.
Doktorant dokonuje charakterystyki podtozy i opisuje uktad aparaturowy i jego optymalizacje dla
pomiaréw metoda Optycznego Wykrywania Rezonansu Magnetycznego. Podobnie przedstawione sg
szczegoly pomiarow dynamiki komdrkowej, analizy migracji komadrek i ich ksztattu jak réwniez
eksperymentow ODMR-TFM (Optycznie Wykrywany Rezonans Magnetyczny - Mikroskopia Sit
Trakecyjnych).

Ponad wszelka watpliwos¢, potwierdzeniem umiejetnos$ci samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej doktoranta jest rédwniez, najobszerniejszy i zarazem najwazniejszy rozdzial rozprawy
przedstawiajacy wyniki. Konstrukcja rozdziatu swiadczy o dogtebnym jego przemysleniu i petnej
konsekwencji w korelacji z wezesniejszymi rozdziatami. Stanowi on réwniez uzupetnienie, rozwiniecie
rozdziatu 5. Przedstawiona metodologia rozprawy i otrzymane wyniki $wiadczg o osiggnieciu celéw
jakie postawit sobie mgr Tomasz Kotodziej.

Niestety, tutaj réwniez musze zwrdci¢ uwage na drobne niedociggniecia i btedy jakie pojawity sie
w tych rozdziatach.

W tabeli nr 6, jednostka parametru jest btedna, albowiem powinno byé 1/um.

Na stronie 70 nie jest jasne wg jakiej zasady mierzony jest kgt uMM., Brak jednoznacznego okreslenia
sposobu pomiaru tego kata rzutuje na przedstawiony wynik na rysunku 24, Tutaj trudno jest mi sie
zgodzic ze stwierdzeniem, ze miary tych katdw sa prawie identyczne. Co do wartoéci TAK SA, ale to nie
jest ,ten sam kat”. Autor, dopiero péiniej stusznie zauwaza, Ze jest to niejednoznacznoéé i stad
koniecznos¢ wprowadzenia kata sSMM. Z drugiej strony zastanawiam sie czy w ogéle potrzeba byla
wprowadzania kata uMM?

Pojawienie sie oznaczenia A} pod rysunkiem 27 wydaje sie by¢ z nim w sprzecznosci.
Ad 3)

Na oryginalnosé przedstawionych badan sktada sie kilka elementéw. Po pierwsze mgr Tomasz
Kotodziej wprowadza nowe podejscie do zagadnienia opisu zjawiska migracji komdrek. Opis morfologii
komérki i jej migracji zastepuje jednym, ktdry nazywa zjawiskiem morfomigracyjnym bedacym
opisanym przez dwa nowe parametry: kat sMM (signed MorphoMigrational angle) oraz M.A. (Major
Axis dynamics) i poréwnuje je z istniejacymi parametrami — kat obrotu i wydtuzenie ksztattu. W ten
sposob doktorant zaproponowal opis czterech parametrow okreslajagcych morfomigracyjne
zachowania komorek. Te parametry to: 1) kierunek przemieszczenia z uwzglednieniem ksztaitu
komdrki, 2) dynamika ksztattu komorki, 3) wielkos¢ zmiany kierunku komdrki oraz 4) wydtuzenie
ksztattu komdrki. Zastosowanie mikroskopii poklatkowej pozwolito na prawidtowe okredlenie
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dynamiki migracji komérek jak réwniez ich heterogenicznosci. Bazujgc na statycznych obrazach,
analizujgc mezenchymalne komorki ze stabo rozrdznialnymi lamellipodiami moina byto btednie
zakwalifikowac jako komérki niepolarne. Cho¢ z drugiej strony nalezy pamietaé, 7e pokrycie podifoza
fibronektyng moze mie¢ istotny wptyw na adhezje i morfologie komdrek.

Po drugie, w pracy wykazano, ze morfologia i strategia przemieszczania sie komérek moze ulegaé
istotnym zmianom w czasie. Spowodowane to jest pojawianiem sig subpopulacji w obrebie danej linii
komérkowej. Wykazano, ie moze zachodzi¢ wiele transformacji i moga one byé odwracalne,
Dotychczas uwazano, ze transformacje AMT | MAT zachodzg jedynie na drodze chemicznej. Réwniez,
zaobserwowano réinice predkosci migracji ameboidalnych w zaleznoéci od sztywnosci podtoza. Na
sztywniejszych podtozach komdrki preferujg mezenchymalny i niepolarny stan, natomiast elastyczne
podtoza sktaniajg do mniej adherentnej ameboidalnej formy. Znajomoéé preferowanych form moze
miec istotne znaczenie w opracowaniu terapii. Okreslono parametry biomechaniczne komorek, ktére
opisano jezykiem fizyki i matematyki co pozwolito na ilodciowe opisanie wtasnosci komérek i ich
zachowan,

Po trzecie, podczas realizacji badan, doktorant rozwinat i zoptymalizowat technike ODMR-FTM do
réwnoczesnego pomiaru temperatury lokalnej i sity trakcji komérek. Pozwolito to na precyzyjne
okreslenie parametrow termicznych komérek podczas przeprowadzania eksperymentow z zywym
materiatem biologicznym tak, aby nie spowodowac jego uszkodzenia. Nalezy podkresli¢, ze
najprawdopodobniej, zgodnie z przeprowadzonym rozeznaniem przez doktoranta, jest to pierwsze
zastosowanie takiego potaczenia technik ODMR i FTM, co moie zapoczatkowad nowe badania biologii
komorki.

3. WNIOSKI | KONKLUZJA KONCOWA

Rozprawa doktorska pana mgr. Tomasza Kotodzieja stanowi przyktad bardzo dobrze zaplanowanych
nowatorskich badan rzucajgcych $wiatto na mozliwoéé ich wykorzystania do walki z chorobami
cywilizacyjnymi XXI wieku. Nowatorskie podejscie do opisu wiadciwoéci mechanicznych komédrek
pozwala na pogtebienie naszej wiedzy w tym zakresie. Mimo weczesniej wspomnianych bardzo
drobnych uwag stwierdzam, je rozprawa doktorska pana mgr. Tomasza Jaromira Kotodzieja spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim, natomiast na podstawie pozytywnej oceny kazdego
z powyzszych kryteridw, stwierdzam tes, ze kandydat do stopnia doktora w dziedzinie nauk scistych
i przyrodniczych w dyscyplinie nauki fizyczne, pan mgr Tomasz Jaromir Kotodziej spelnia kryteria
stawiane kandydatom w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016 r. poz. 882). Dlatego tez, wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki
Fizyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie pana mgr. Tomasza Jaromira Kotodzieja do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, zgodnie z Uchwata nr 8.X11/2019 Rady Dyscypliny NAUKI FIZYCZNE Uniwersytetu
Jagielloniskiego w Krakowie z dnia 19 grudnia 2019 roku w sprawie ustalenia kryteridow wyrdznienia
prac doktorskich, w oparciu o pkt 1c tej Uchwaty wnosze o jej wyréznienie. Przedstawione wyniki
zawarte w rozprawie zostaty opublikowane w bardzo prestizowym czasopismie Scientific Reports i, jak
wynika z powyzej oceny, jakog¢ rozprawy i jej oryginalno$¢ swiadczy o wzorowym podejsciu do badas
i moze by¢ dla innych przyktadem do nasladowania.
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