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Wstep
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata oceniona na podstawie nastepujacych
Kryteriow:
1. Prawidtowos$¢ zdefiniowania problemu naukowego ijego oryginalnos¢
2. Poprawnos¢ celdw i hipotez badawczych oraz poziomu ich weryfikacji
3. Poprawno$¢ prezentacji wynikow badan i wnioskowania
4. Umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz dorobek naukowy

1. Zdefiniowanie problemu badawczego i jego oryginalnosé

W badaniach biomedycznych, komoérke, szczegdlnie komorke embrionalng, traktowac
nalezy jako swoisty marker biologiczny czuty na minimalne zmiany mikrosrodowiska (niszy).
Aby moc wykorzystaé w petni mozliwosci komorek embrionalnych (pluripotencjalnych)
w warunkach in vitro, hodowle poprzedza sie komérkami wspomagajacymi, ktérych zadaniem
jest przygotowanie bazy czynnikéw wzrostu, czy czynnikdéw rdznicujacych sie, stad tez
komorki te nazywane sg komorkami wspierajgcymi lub karmigcymi (ang. feeder cells}. Ich
podstawowag rolg jest zapewnianie wsparcia w funkcjonowaniu komdérek macierzystych lub
progenitorowych, przez poprawe ich zdolno$¢ do podziatu, réznicowania oraz zachowania
pluripotencji lub multipotencji. Przykfadem tego typu komorek wsparcia (komorek
karmigcych) sg embrionalne fibroblasty mysie MEF (ang. mouse embryonic fibroblasts).
W literaturze pojawiajg sie zwykle, w badaniach biomedycznych, jako komorki wspierajace
hodowle embrionalnych komorek macierzystych (ESC, ang. embryonic stem cells) oraz
indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych (iPSC, ang. induced pluripotent
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stem cells). MEF petnig kluczowg role jako model badawczy w eksperymentach nad
podstawowymi procesami biologicznymi, zwigzanymi z cyklem komdérkowym, odpowiedzig
na stres, starzeniem komoérkowym czy Smiercig komdrkowa. Wiele prac poswieconych jest
rébwniez wykorzystaniu MEF jako modelu w badaniach zwigzanych z fibrogeneza, czyli
tworzeniem blizn oraz reakcji na urazy. Potencjat wykorzystania MEF, podczas badan in vitro,
ro$nie wraz z mozliwos$cig monitorowania odpowiedzi komoérkowej na zmiany Srodowiska czy
powierzchni. Wiadomym bowiem jest, ze komérka - niezaleznie od jej pochodzenia czy
rodzaju - aby mogta osiggng¢ wysoka sprawnos¢ metaboliczng musi zaadherowac do
powierzchni. Podczas tego procesu zmiana utozenia mikrotubul i mikrofilamentéw powoduje
rozptaszczenie komorki i mozliwos¢ wytworzenia kontaktéw ogniskowych kotwiczacych
komarke z niszg tkanki (w warunkach in vivo) lub z powierzchnig podtoza (w warunkach in
vitro). W przypadku komorek mezenchymalnych kluczowg role w procesach zwigzanych
z adhezjg i rozptaszczaniem odgrywa wimentyna. Jest to biatko atrakcyjne wszedzie tam, gdzie
konieczne jest $ledzenie zmian zwigzanych z przejsciem nabtonkowo-mezenchymalnym
(EMT) i migracjg mezenchymalng. Tym samym wimentyna jest dobrym markerem zmian
morfologicznych zwiazanych z ruchem komérkowym (migracjg), zmiana ksztatltu komorki
(mechanotmsdukcja) czy inwazjg nowotworu. Co warto podkreslic filamenty wimentyny
pomagajg utrzymywaé ksztatt komérki i chroni¢ ja przed stresem mechanicznym,
ajednocze$nie wimentyna przyczynia sie do wielu stanéw patofizjologicznych, takich jak: rak,
choroby autoimmunologiczne, zapalne czy infekcje. Badania opublikowane w ostatnich latach
dowodzg, ze biatko to jest silnie zaangazowane w migracje komoérek nowotworowych, ktdre sg
szczegoOlnie elastyczne ze wzgledu na duzag zawarto$¢ wimentyny. Z tego powodu badania nad
wimentyng stajg sie szczegdlnie istotne dla potrzeb onkologii klinicznej.

W kontek$cie powyzszych doniesien tematyka rozprawy p. mgr Karoliny Feliksiak
koncentrujgca sie na pogtebionej analizie cytoszkieletu komoérek MEF pod katem struktury
i ufozenia wimentyny (filamentu posredniego) w komorkach kontaktowanych
z powierzchniami biopolimeréw, co wpisuje sie w aktualng tematyke badawcza z zakresu
inzynierii biomedycznej, medycyny klinicznej jak i biofizyki. Oryginalnos$¢ pracy to przede
wszystkim identyfikacja nowej formy wimentyny (nutshell), okre$lenie jej preferowanej
lokalizacji w komdérkach, powigzanie defermacji jadrowych z obecnoscig wimentyny, a
takze braku powigzania pomiedzy zmianami VIF w komorkach a wartoscia modutu
sztywnos$ci poditoza.

Tak zaproponowany i zrealizowany temat badawczy ma charakter badan podstawowych,
ktore sg warunkiem koniecznym jesli mysli sie o wykorzystaniu wimentyny jako wiarygodnego
biomarkera zmian morfologii komorki. Ciekawy i interdyscyplinarny charakter pracy nie
przektada sie najakosé opracowania czesci teoretycznej. Szkoda ze Doktorantka nie pokusita
sie 0 przeglad literaturowy obejmujacy to co juz wiadomo nt. wimentyny czy tez filamentéw
posrednich wimentyny (VIF) np. w zaleznosci od sztywnosci podtoza naturalnego np. ECM
czy ECM obcigzonego chorobami czy tez syntetycznego podioza. Takie wprowadzenie lepigj
przygotowatoby odbiorce na cze$¢ praktyczng niz obecna we wstepie forma encyklopedyczna,
ktéra nie stanowi adekwatnego wprowadzenia do tematu roli, mozliwosci i ograniczen
wimentyny, a takze specyfiki zachowania samego biatka - bo trzeba zaznaczyé, ze wybor
biomarkera - wimentyny, nalezy uzna¢ za niezwykle trafny i topowy. Ze wspomne tu
o tendencji biatka do specyficznej ekspresji na powierzchni komorki, czy mozliwosci sekrecji



do otoczenia co istotnie wptyw na fizjologie komérki, a przede wszystkim wykracza poza
funkcje strukturalne i cytoszkieletowe.

2. Poprawnos$¢ celdw i hipotez badawczych oraz poziomu ich weryfikacji

Praca napisana jest w jezyku angielskim i ma uklad klasyczny; po cze$ci teoretycznej,

wprowadzajacej do tematu badan, nastepuje zdefiniowanie celu gtdwnego i celéw czgstkowych
aby potem przedstawi¢ materiaty i metodyke badan oraz uzyskane rezultaty. Ostatnie rozdziaty
poswiecone sg dyskusji wynikéw badan i przedstawieniu najwazniejszych osiggnie¢ pracy
(prezentowanych w dwdéch opublikowanych przez Doktorantke manuskryptach).
Cele pracy zdefiniowane sg jasno i rzeczowo; po pierwsze Doktorantka zamierza dowie$é
zaleznosci pomiedzy wiasciwosciami fizykochemicznych podtozy a morfologiag cytoszkieletu
(za pomocg obrazowania wimentyny), po drugie dokonac analizy obszaru okotojgdrowego za
pomocg mikroskopii konfokalnej i pokaza¢, ze zmiany w tym obszarze mozna przypisac
obecnosci wimentyny. Kolejny rozdziat dezyderatu dotyczy przygotowania materiatow
wybranych na modelowe podtoza w badaniach komérkowych (PLA, PHO), preparatyki badan
biologicznych (hodowli komdérkowych) i analizie uzyskanych wynikéw.

Wymiernym sukcesem pracy jest wykazanie tendencji wimentyny do organizowania sie w
dwie formy nazwane przez p. Doktorantke jako klasyczna (ang. classical net) i ‘skorupke
orzecha’ (ang. nutshell) i sg wynikiem oddziatywania komorek MEF z podtozem (traktowanym
tu jako modelowa powierzchnia - mikrosrodowisko). Jak wykazujg badania prezentowane w
pracy doktorskiej - istnieje uzasadnione przypuszczenie, ze wimentyna uczestniczy aktywnie
w przekazywaniu sygnatow miedzy zewnetrzng czes$cig komorki a jadrem ze wzgledu na jej
obecno$¢ w chropowato$ciach tego organellum. Pozwala to na stwierdzenie, ze obecno$é
roznych podtypéw filamentow posrednich wimentyny (VIF) petni funkcje zabezpieczajaca
jadro przed dalszymi znieksztatceniami w trakcie migracji czy deformacji komoérek. To bardzo
cenne informacje w konteks$cie dostepnych danych moéwiagcych o tym, ze deformacje jadra (np.
forma ziaren kawy) powigzana jest ze zmianami nowotworowymi w komoérce i stuzy jako
marker rozpoznawania choroby. Istotnym atutem pracy jest potraktowanie wimentyny jako
biatka analitycznego, ktére przy wykorzystaniu odpowiednich metod barwienia jak i
mozliwosci jakie daje analiza obrazu za pomoca mikroskopu konfokalnego oddziela
wimentyne od innych elementow cytoszkieletu (mikrofilamenty, mikrotubule w tym aktyny).
Trafnie dobrana metodyka - mikroskopia konfokalna wraz z celowo wybranymi podtozami
modelowymi PLA i P(3HO) pozwolita p. Doktorantce na uzupetnienie i potwierdzenie
zaleznosci pomiedzy rolg wimentyny a morfologia komérek MEF w tym morfologig jadra
komaérkowego.

3. Poprawno$é prezentacji wynikéw badan i wnioskowania

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 76 stron i sktada sie az z 13 rozdziatow,
z czego dwa ostatnie stanowig spis rysunkow i bibliografie. Przyznaje, ze przy klasycznym
dezyderacie, ktory doktadnie opisuje uzyskane wyniki badan i odnosi je do podobnych
prezentowanych w literaturze - streszczenia manuskryptéw - nie wydajg sie konieczne. Z kolei
wnioski z opublikowanych prac w postaci najwazniejszych punktéw (ang. highlights) sa
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rozwiniete w podsumowaniu. Jakkolwiek te uwagi sa raczej natury kosmetycznej ale pokazujg
sktonno$¢ Autorki do powtérzen czy tez trudnosci w wyborze formy opracowania: klasyczny
dezyderat czy cykl tematyczny publikacji.

Gtownym zarzutem wzgledem pracy jest jej niespéjno$é lub brak danych bazowych,
utrudniajaca analize wynikdw i zmuszajaca czestokro¢ do szukania tych danych w literaturze.
Dodam, ze sg to dane podstawowe, do ktérych Doktorantka miata petny dostep (jest
wspotautorkg publikacji), a ktore istotnie ttumacza Jej wnioskowanie co do zachowania sie
wimentyny chociazby w zakresie wptywu powierzchni modelowych na morfologie komérki.
Bardzo niewiele miejsca w dezyderacie poswiecono charakterystyce podtozy wykorzystanych
w badaniach, a przeciez to w gtébwniej mierze od nich zalezy odpowiedz komérkowa.
Zastosowanie dwoéch biopolimeréw roznych co do struktury, pochodzenia a formowanych w
ten sam sposéb (odlewanie i odparowywanie rozpuszczalnika, ang. solvent casting) istotnie
roznicuje powierzchnie pod katem: struktury warstwy wierzchniej (chemii powierzchni),
wiasciwosci powierzchniowych (mikrostruktury na poziomie setnych czeSci mikrometra - ze
wzgledu na konieczne do rozptaszczenia - punkty tzw.focal contact adhesion) i wiasciwosci
fizykochemiczne (w tym zwilzalnoSci, energia powierzchniowa, proporcje w sktadowych SFE)
oraz struktury molekularnej biopolimeru ksztattujgcej sie podczas odparowywania. Wskazane
bytoby zestawienie tabelaryczne pokazujgce na czym opierajg sie podobienstwa/réznice tych
biopolimeréw. Jest to tym istotniejsze, ze niektére z danych (krystaliczno$¢, kat zwilzania,
modut Younga warstwy powierzchniowej) pojawiajg sie w pracy bez informacji co do
metody/sposobu pomiaru danej wielkosci. Zmusza to Recenzenta do samodzielnego
poszukiwania danych podstawowych np. w innych pracach z udziatem Doktorantki. Daje tez
fatlszywy obraz - ograniczenia sie do jednej metody badawczej stosowanej w calej pracy. W
kontekscie tego zarzutu prosze o uzasadnienie, na podstawie np. konkretnych parametrow,
dlaczego to wiasnie PLA i P(3HO) wybrano do badan nad morfologia komérek MEF w
odniesieniu do zastosowanego markerajakim byta wimentyna.

Kolejne pytanie jakie nasuwa sie po przeczytaniu dezyderatu dotyczy wskazania czy mozna
w badaniach z udziatem MEF postugiwaé sie konkretng cechg powierzchni indukujacg procesy
adhezji i rozptaszczania tych komorek? A jesli tak, to czy cecha ta nie indukuje réwniez zmian
w morfologii jadra. Czy badano jakie$ inne podtoza polimerowe znacznie réznigce sie¢ strukturg
(proporcjg miedzy obszarami krystalicznymi i amorficznymi) czy chemig powierzchni
(obecnos¢ polarnych, niepolamych grup funkcyjnych) czy chropowatoscia lub sztywnoscia
powierzchni. Prosze o odniesienie sie do badan wiasnych lub/i danych literaturowych.

W jednej z prac (publikacja 1) Autorka wskazuje, ze przyczyna zmian morfologii jader
komérkowych moze wynika¢ ze zmianya pH podczas hodowli komérkowej, szczegdlnie jesli
mamy do czynienia z podtozem degradujacym za jaki uznaje sie PLA. Prowadzona analiza
zmian morfologii komérek i jader komérkowych prowadzona byta po 12h hodowli, to
zdecydowanie za kroétki czas do rozpoczecia procesu hydrolizy PLA, nawet w odniesieniu do
niszy jaka stanowié moga nieregulamosci powierzchni podtoza. Czy badano mikro/nano
chropowato$¢ powierzchni podtozy i zmiane chemii powierzchni np. po 12h inkubacji? Jaka
mogtaby by¢ inna przyczyna zmiany morfologii jadra komoérkowego MEF ijego interakcji z
wimentynajesli wykluczymy dziatanie czynnika ze Srodowiska zewnetrznego (np. pH). Prosze
0 odniesienie sie do zagadnienia na podstawie wiasnych doswiadczen Ilub danych



literaturowych np. dotyczgcych zmian ECM tkanek zdrowych/chorych vs zachowanie sie
komoérek.

Kolejnym zagadnieniem, ktore wydaje sie by¢ kluczowe dla analizowanych wynikow jest
powtarzalno$§¢ (homogenno$¢ podioza). Czy biorgc pod uwage fakt, ze jeden z polimeréw
P(3HO) otrzymywany byt metodg biotechnologiczng przy udziale bakterii za kazdym razem
otrzymywano jednakowy co do struktury chemicznej i sztywno$ci warstwy wierzchniej
materiat podtoza?

Kwestig bezsprzecznajest rola sztywnos$ci warstwy wierzchniej w organizacji cytoszkieletu
komorki. Wiadomo, ze zanim nastgpi adhezja komérek do podioza, na powierzchni
adsorbowana jest warstwa biatek z otoczenia. Czy taki proces nie wplywa na sztywnosc
warstwy wierzchniej podtoza? Czy badano powierzchnie poditozy poddanych inkubacji w
samym medium hodowalnym, w ktérym obecne sg aminokwasy przed i po zakonczonej
hodowli komérkowej? Jak zmienia sie zachowanie wimentyny i innych elementéw
cytoszkieletu komérki w odniesieniu do sztywnych i miekkich powierzchni? Czy wszystkie
komorki - embrionalne i klasyczne (somatyczne) sgjednakowo czute na ten parametr.

Przedstawione tutaj uwagi nie wpitywajg na pozytywna, ogdlng ocene opracowania.
Potwierdzajg tez opinie co do wagi podejmowanego problemu badawczego i wartosci pracy
stanowigcej - w mojej ocenie - istotny przyczynek do wiedzy na temat roli i waznosci
wimentyny w procesach migracji, mechanotransdukcji komorek. Zastrzezenia budzi jednak
sposob ich prezentowania, co rzutuje na odbior dezyderatu, czesto czynigc go nieczytelnym a
miejscami wrecz chaotycznym.

4. Umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz dorobek naukowy

Naukowy dorobek Doktorantki sktada sie z pieciu prac opublikowanych w czasopismach o
zasiegu miedzynarodowym z wysokim wskazniku oddziatywania (IF 3.2-4.9). W dwoch
manuskryptach mgr Karolina Feliksiak jest pierwszym autorem, w pozostatych jednym z
wspotautoréw. Liczba cytowan na dzien 15.09.2024 wynosi 35. Niestety nie otrzymatam
danych na temat prezentowanych publicznie przez Doktorantke wynikdw badan wiasnych np.
podczas konferencji naukowych. Brak réwniez danych co do stazéw naukowych czy szkolen.

5. Whniosek koncowy

Rozprawa doktorska mgr Karoliny Feliksiak stanowi oryginalna prace naukowo-badawczg
wpisujacg sie w interdyscyplinarny nurt badan stuzgcych wyjasnieniu mechanizmow
komorkowych i mozliwosci wykorzystania wimentyny jako markera stanu czynnosciowego
komorek embrionalnych ze wzgledu na utozenie i forme biatka, a takze ze wzgledu na
wiasciwosci podioza. Doktorantka poprawnie zdefiniowata problem badawczy, a do jego
rozwigzania wykorzystata mikroskopie konfokalng i metody analizy obrazu pozwalajgce na
uzyskanie danych ilosciowych co do struktury i utozenia wimentyny.

Spos6b zaplanowania i prowadzenia eksperymentu badawczego, poprawna analiza
uzyskanych wynikéw, a nastepnie wnioskowanie $wiadczg o prawidtowym podejsciu i realizacji
eksperymentu badawczego.



Na podkreslenie zastuguje interdyscyplinarny wymiar pracy badawczej zrealizowanej przez
Doktorantke, jak rowniez jej aspekt praktyczny - wskazanie narzedzia (mikroskopii
konfokalnej) oraz parametru (struktura i utozenie wimentyny) stuzgcego monitorowaniu zmian
komérkowych szczegdlnie w stanach chorobowych. Przedstawione w recenzji uwagi, w
wiekszosci o charakterze porzadkujagcym, nie umniejszajg pozytywnej oceny recenzowanej
rozprawy doktorskiej.

Stwierdzam, ze przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Feliksiak jest
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego ispetnia ona kryteria stawiane kandydatom
w ustawie z dn 20 lipca 2018 roku - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023
r. poz. 742 z p6zn. zm.). W zwiazku z powyzszym wnioskuje o dopuszczenie rozprawy Pani
mgr Karoliny Feliksiak do publicznej obrony.



