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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Elizy Zimolag

pt. ,,Rola endogennego pola elektrycznego w ukierunkowanej
migracji mezenchymalnych komorek macierzystych w procesie
gojenia rany”.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani magister Elizy Zimolag
zostala wykonana w Zakltadzie Biologii Komoérki Wydzialu Biochemi,
Biofizyki i Biotechnologii UJ pod opicka naukowsa prof. dr hab. Zbigniewa
Madeji. Wyniki badan przedstawione w ramach tej pracy wpisujg si¢ doskonale
w jeden z wiodacych tematoéw badawczych tego Zakladu jakim jest badanie
mechanizméw procesu elektrotaksji komorek. Nalezy podkresli¢ fakt, ze jest to
jedna z wiodacych w $wiccie grup badawczych zajmujacych sig ta tematyka.

Migracja komérkowa czyli zdolnos¢ komorek do przemieszezania sig jest
jednym z fundamentalnych zjawisk biologicznych. Jest ona podstawg wiclu
procesow fizjologicznych jak np. rozwdj embrionalny (morfogencza), gojenie
si¢ ran, dzialanie ukladu odpornosciowego czy rozwdj ukladu nerwowego.
Zaburzenia w migracji komérek prowadza do powstawania wielu procesow
patologicznych jak np. chronicznych stanéw zapalnych, tworzenia blaszki
miazdzycowe] czy preerzutow nowotworow. Z tego powodu poznanie
mechanizméw regulujgcych proces migracji komoérkowej jest jednym
z gldwnych problemow badawczych wspolczesnej biologii i biofizyki. Jednakze
regulacja migracji komorkowej jest procesem bardzo zloZzonym, poniewaz biorg
w nim udziat setki molekut, ktére wzajemnie oddzialuja ze sobg w okre§lonym
czasic 1 precyzyjnie wybranym miejscu. Nalezy podkresli¢, ze sa to
oddzialywania dynamiczne, co zwykle ma decydujgce znaczenie dla tego
procesu. Badanie takich zjawisk wymaga zastosowania bardzicj
wyrafinowanych metod eksperymentalnych niz w przypadku obserwacji zjawisk
statycznych. Migracja komoérkowa jest zjawiskiem wicloaspektowym. Mozna jg
klasyfikowaé biorge pod uwagg rézne kryteria, np. w zaleznosci od liczebnosci
migrujgcych komdérek (pojedynczych komdrek lub ich zespolow), sposobu

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Inssytut Fizyki
im.

Mariana Smoluchowskiego

ul. 5t. tojasiewicza 11
PL 30-348 Krakéw

tel. +48(12) 664-47-03
fax +48(12) 664-43-06

g-mail: fizyka@uj.edu.pl



migracji (np. typu mezenchymalnego lub ameboidalnego) i wielu innych
czynnikow Wplywajqcych na przebicg tego procesu. Klasyfikacja zjawiska
w zaleznosei od rodzaju czynnikow wywohijgcych i/lub nadajacych kierunek
migrujacym komorkom pozwala wyr6znic nastgpujgee typy migracji:
¢ chemotaksja (gradient stgzenia czynnika chemicznego)
e durotaksja (sztywnosé/elastycznodé podloZa,‘ po ktorym migruja
komorki)
o haptotaksja (gradient miejsc adhezji lub czynnika chemicznego
zwigzanego z podiozem)
o fotaksja (gradient natgzenia swiatla)
o celektrotaksja/galwanotaksja (gradient potencjatu elektrycznego).
Powyzszy podzial jest tylko przykladowy i1 nie wyczerpuje on wszystkich
mozliwych czynnikéw wplywajacych na proces migracji.

Gojenie sig ran jest jednym z proceséw biologicznych gdzie migracja
komoérkowa odgrywa zasadniczg role. Wykazano, ze kazda faza tego procesu tj.
faza zapalna, faza epitelializacji oraz faza przebudowy wiaze si¢ z migracja
okreslonych rodzajoéw komorek do miejsca zranienia. Podstawowym problemem
badawczym jest okredlenie jakie czynniki biologiczne, chemiczne i fizyczne
majg wplyw na gojenic si¢ ran i posrednio na migracjg komoérek zwigzanych
z tym procesem. Najczesciej badana jest rola czynnikow chemotaktycznych jak
np. czynnika martwicy nowotworéw TNFa czy odpowiednich interleukin, tym
niemnicj w celu pelnego opisania tego zjawiska nalezy uwzgledni¢ takze
pozostale czynniki. Jednym z nich sg endogenne pola elektryczne wystgpujace
w normalnych i zaburzonych warunkach fizjologicznych jak np. w normalne;j
i uszkodzonej skorze. W ostatnich latach postuluje sie, ze takie pola elektryczne
moga byé jednym z czynnikéw wspomagajgcych rekrutacje niektorych typow
komérek np. komérek macierzystych, do miejsc uszkodzen tkanki poprzez efekt
elektrotaksji.' Dlatego efekt ten jest przedmiotem bardzo intensywnych badan
naukowych.

Tematyka i cele rozprawy

Ogdblnym zagadnieniem naukowym, poruszonym w przedstawionej pracy,
byla weryfikacja hipotezy, wedtug ktorej endogenne pola elektryczne sg jednym
z czynnikéw determinujacych rekrutacje niektérych typéw komoérek
macierzystych do miejsc uszkodzenia tkanki. Celami posrednimi byly (Rozdziat
11, str. 36):

1. Zbadanie wplywu zewnetrznego pola elektrycznego pradu stalego

o fizjologicznej wartosci na aktywno$é migracyjng adherentnej frakcji
komérek szpiku kostnego myszy.

2. Rozdzielenie populacji komdrek migrujgecych w  przeciwnych

kierunkach (anody i katody) oraz ich scharakteryzowanie.



3. Zbadanie  zaangazowania  wewnatrzkomérkowych  szlakow
sygnalizacyjnych w przekazywanie informacji o kierunku migracji
w obecnosci pola.

4. Préba zdefiniowania réznic w mechanizmach reakeji elektrotaktyczne;j
komorek migrujacych w kierunku anody i katody.

Gléwnym obicktem badawczym przedstawionej rozprawy doktorskiej sg
komorki z adherentnej frakeji komdrek mysiego szpiku kostnego BMAC (ang.
Bone Marrow Adherent Cells) izolowanych z myszy szczepu C57B1 w wieku
4-6 tygodni.

Struktura rozprawy

Rozprawa doktorska Pani Elizy Zimolag sktada sie z siedmiu gldéwnych
rozdzialéw, ktére z kolei zawieraja odpowiednie podrozdzialy. Uktad ten jest
stosowany w wielu dysertacjach doktorskich. Zasadniczg tre$¢ pracy
poprzedzaja: strona tytutowa (1 strona), Spis tresci 1 zrodla finansowania
(3 strony), podzickowania (2 strony) i Wykaz skrotéw (1 strona). Po nich
nastepujg: Streszczenie w jezyku polskim (3 strony) i angielskim (2 strony),
Wstep (23 strony), Cel pracy (1 strona), Materiaty 1 Metody (17 stron), Wyniki
(39 stron), Dyskusja (20 stron) oraz Suplement - Spis filméw (1 strona).
Rozprawe zamyka Bibliografia (13 stron). Do dysertacji dotaczony jest odrgbny
Spis publikacji oraz doniesien konferencyjnych Doktorantki (4 strony).
Dysertacja liczy w sumie 126 stron. Cytowane pismiennictwo zawiera 159
pozycji literaturowych. Dobor literatury jest wladciwy i wyczerpujgey, obejmuje
on zardwno pozycje starsze jak i najnowsze z 2016 roku. Praca zawiera 27 rycin
oraz 10 tabel. Rozprawa jest napisana bardzo starannie i zrozumiale dla
szerokiego grona czytelnikow, niekoniecznie ekspertéw z danej dziedziny. Pod
wzgledem graficznym praca jest bardzo estetyczna i przejrzysta. Moje drobne
uwagi stylistyczne i edytorskie sg umieszczone w Uwagach szczegélowych.

Integrélnq czgscia dysertacji sg dolgczone na plycie DVD filmy
z obserwacji mikroskopowych pokazujace:

- 1. migracje komorek BMAC w warunkach kontrolnych — natgzenie pola
elektrycznego 0 mV/mm (film w formacie AVI, szybkosc
odtwarzania 7 ramek/s)

2. migracj¢ komérek BMAC w polu elektrycznym — natezenie pola
elektrycznego 300 mV/mm (film w formacie AVI, szybkos¢
odtwarzania 7 ramek/s)

3. migracje oddzielonych komérek K-BMAC (CD45-) w polu
elekirycznym — natezenic pola elektrycznego 300 mV/mm (film
w formacie AVI, szybko$¢ odtwarzania 7 ramek/s)



4. migracje oddzielonych komdrek A-BMAC (CD45+) w polu
elekirycznym — natgzenie pola elektrycznego300 mV/mm (film
w formacie AVI, szybkos¢ odtwarzania 7 ramek/s)

5. nawrot komorki A-BMAC po zamianie polozenia elektrod wzgledem
komorki - natgzenie pola elektrycznego 300 mV/mm (film w formacie
AVI, szybko$¢ odtwarzania 5 ramek/s)

6. nawrot komorki K-BMAC po zamianie polozenia elektrod wzgledem
komorki - natezenie pola elektrycznego 300 mV/mm (film w formacie
AVI, szybkos¢ odtwarzania 5 ramek/s)

Jakodc¢ zarejestrowanych filméw jest bardzo dobra 1 wraz z dolgczonym opisem
pozwala czytelnikowi zrozumie¢ wyniki tych eksperymentow, Na filmach 1, 3
i 4 mozna zauwazy¢ na poczgtku sekwencji przesuwanie si¢ calego pola
widzenia w kierunku katody co moze wskazywaé na powolna stabilizacje
warunkéw eksperymentalnych jak np. temperatura olejku imersyjnego.

Opis merytoryczny rozprawy

Dysertacja rozpoczyna sie od rozdzialdow Streszczenie oraz Abstract,
w ktorych opisano zwiezle podstawy naukowe pracy, gtdéwne metody badawcze
oraz otrzymane wyniki.

We Wistepie do swojej dysertacji Doktorantka przedstawia aktualny stan
wiedzy z zakresu tematyki jej badan, positkujac sig obszernym i wyczerpujacym
przeglagdem literaturowym. Czeéé ta sklada si¢ z dwdch podrozdzialow:
w pierwszym z nich Doktorantka opisuje wlasciwosei skory oraz procesy
zachodzgce podczas zranienia i nastgpnie gojenia si¢ rany a drugi podrozdziat
omawia zjawisko elektrotaksji. Jest to bardzo logiczny podzial, gdyz tylko
w taki sposéb mozna wprowadzi¢ czytelnika w zlozong tematyke rozprawy.
Obie czedcei sg napisane w sposodb przykladowy: najpierw ukazana jest szeroka
perspektywa poruszonej tematyki badawczej aby pdzniej skupié sig na jej
szczegOtowych aspektach istotnych dla przeprowadzanych eksperymentow.
Doktorantka porusza si¢ w omawianej tematyce swobodnie, co §wiadczy o je]
duzej wiedzy w tym zakresie.

W rozdziale Cel Pracy Doktorantka w sposdb jasny i precyzyjny okresla
cele badawcze, ktére zamierzata osiagnac w swojej pracy.

Czes¢ doswiadczalng przedstawionej pracy doktorskiej stanowi rozdzial
zatytulowany: Materialy i Metody. Jest on réwniez podzielony na dwa
podrozdziaty. W krotkim podrozdziale Materialy (3 strony) Doktorantka
wymienia nazwy i zrodfa pochodzenia plyndow hodowlanych, inhibitoréw,
odczynnikéw chemicznych oraz innych materialdéw uzytych w jej badaniach.



Podrozdziat Metody jest znacznie obszerniejszy (15 stron). Wynika to z faktu,
ze Doktorantka wykorzystala w swojej pracy cale spektrum technik
eksperymentalnych, poczawszy od metod izolacji komérek szpiku kostnego
myszy, ich hodowli, poprzez wymagajace techniki mikroskopowe takie jak
fotografia poklatkowa, wybarwienia immunofluorescencyjne 1 mikroskopia
fluorescencyjna a konczac na zaawansowanej technice analizy proteomicznej
populacji komorek K-BMAC i A-BMAC. Podrozdziat zamyka opis procedur
teoretycznych wykorzystanych do analizy kinetyki nawrotu komorek po zmianie
biegunowosci przylozonego pola elektrycznego oraz analizy statystycznej
otrzymanych wynikow. Procedury eksperymentalne opisane sa w sposob zwarty
i przejrzysty, a jednoczesnie wyczerpujgcy. Wykorzystany zestaw metod
doswiadczalnych byt dobrze dobrany do realizacji wyznaczonych celéw
badawczych,

Rezultaty badan Doktorantki sg przedstawione w rozdziale Wyniki,
skladajacym si¢ z 6 podrozdziatdow, ktére zawieraja omdéwienie wynikow
czastkowych tej pracy. Rozdziat ten mozna podzieli¢ na dwie logiczne czesci —
czes¢ pierwszg skladajaca sie z podrozdzialu pierwszego i drugiego, ktorej
celem jest stworzenie podstaw metodycznych do prowadzenia dalszych
eksperymentow oraz czes¢ druga, w sklad ktorej wehodza podrozdzial trzec,
czwarty, pigty i szosty, gdzie bazujagc na metodach rozwinietych w czgsci
pierwszej, Doktorantka probuje wskaza¢ mechanizmy odpowiedzialne za
kierunkowg migracje komdrek w polu elektrycznym.

Pierwszy podrozdzial Wynikow przedstawia rezultaty badania wplywu
zewnetrznego pola elektrycznego pradu stalego na migracje komérek BMAC.
Do najwazniejszych osiggnigé tej czesci pracy nalezy:

a. wykazanie, z¢ w komdrkach BMAC migrujacych w polu
elektrycznym istnicjg dwie subpopulacje komdrek, réznigcych sig
morfologicznie i migrujacych w przeciwnych kierunkach (komdrki
K-BMAC i A-BMAC)

b. wykazanie, ze obie populacje zachowujg silng kierunkowosé
elektrotaksji w polu elektrycznym o natezeniu 300 mV/mm, chociaz
rOznig sig innymi parametrami kinetycznymi migracji jak np. srednia
predkosé ruchu czy $rednie przemieszezenie catkowite

W dalszym etapie badan, ktéorego wyniki s3 zaprezentowane
w podrozdziale drugim, Doktorantka rozdziela dwie subpopulacje komorek
BMAC na dwie czyste populacje komdrek migrujacych w kierunku katody lub
anody. Pokazuje, ze komorki A-BMAC wykazujg ko-ekspresje antygendw
CD45 oraz CDI11b (charakterystycznego dla makrofagdw), natomiast
w populacji komdrek K-BMAC wystgpuja mezenchymaine komérki
macierzyste (BM-MSC).



Czeé¢ druga Wynikow zawiera rezultaty prac eksperymentalnych, ktérych
celem byfa identyfikacja mechanizmu lub mechanizméw, odpowiedzialnych za
kierunkowa migracj¢ komérek BMAC w polu elektrycznym, Doktorantka
zastosowala wlasciwa 1 dobrze przemyslang strategie badawcza. W swoich
doswiadczeniach zbadata role:

a. matych biatek G z rodziny Rho

b. wewnatrzkomérkowych kinaz serynowo-treoninowych

¢. Dbiatek bezposrednio wplywajacych na architekture cytoszkieletu jak

np. Arp2/3

d. biatek powierzchniowych
oraz jonéw wapnia w przekazywaniu informacji o kierunku migracji komdrek
BMAC w obecnosci pola elektrycznego. Wykonala tez badania dynamiki reakeji
nawrotu komorek po odwroceniu biegunowosci pola w celu okreslenia skali
czasowej zmian morfologii i parametréw migracji komoérek. Shisznie wybrata
kierunkowos$¢ migracji jako glowny wskaznik wplywu danego czynnika na
mechanizmy elektrotaksji.

Glowne wyniki uzyskane w tej czesei pracy to:
a. wykazanie, ze eclektrotaksja komérek A-BMAC zalezy w wigkszym
stopniu od matych bialek G z rodziny Rho
b. wykazanie, ze w komoérkach K-BAMC w poczatkowych etapach reakcji
elektrotaktycznej istotng rolg pelnig 3-kinaza fosfatydyloinozytolu
1 kompleks Arp2/3
c. wykazanie, ze depolimeryzacja mikrotubul zdecydowanie obniza
kierunkowo$¢ ruchu tylko w komorkach A-BMAC
Nalezy podkreslic, ze przeprowadzone badania byly pracochlonne
i skomplikowane  oraz  wymagaly  najwyzszych  umiejgtnoscei
eksperymentalnych.

Doktorantka przeprowadzila wnikliwa analize otrzymanych wynikow
w obszernym rozdziale (20 stron) Dyskusja. Omowita trudne zagadnienia
poruszone w tej pracy oraz dokonala, moim zdaniem, wilasciwej interpretacji
wynikow badan eksperymentalnych. Rezultaty swoich badain przedstawita
w kontekscie literatury naukowej, pokazujac jak jej praca wpisuje sig
W najnowsze osiagnigcia w tej dziedzinie. Trafnie zauwazﬁa, ze ciagle jeszcze
nie jest znany mechanizm, ktéry jest odpowiedzialny za odmienne kierunki
migracji roznych komoérek w polu elektrycznym. Szezegdélowo omoéwila
rezultaty badan opisane w czedci drugiej rozdziatu Wyniki, ktore wskazuja na
to, ze mechanizm regulacji elektrotaksji 1 rekrutacji komoérek do miejsca
zranienia moze by¢ wypadkowa dziatania roznych czynnikéw humoralnych
i fizycznych jak np. pola elektrycznego oraz ze jest on bardziej skomplikowany
niz to pierwotnie zakiadala. Sposéb przeprowadzenia dyskusji dowodzi, Ze
Doktorantka posiada doskonaly warsztat naukowy wymagany do prowadzenia
samodzielnych badan w tym trudnym dziale nauki.



Oceniajac  strong merytoryczna dysertacji, stwierdzam, ze tres$é
prezentowanej pracy jest zgodna z podanym tytulem, tematyka badawcza jest
oryginalna i bardzo interesujgca. Zastosowana metodyka badan jest poprawna,
podobnie jak analiza i interpretacja otrzymanych wynikéw. Uzyto
zaawansowanych metod eksperymentalnych i teoretycznych np. analizy
wielkoscei 1 ksztaltu komérki metodg Dunna i Browna (pozycja literaturowa
111). Zatgczona bibliografia jest obszerna i wyczerpujaca. Musze podkreshic, ze
narracja zastosowana w tej pracy sprawia, ze czyta si¢ ja z przyjemnoscig.
Rozprawa tanie budzi wigkszych zastrzezen, jednak - z obowigzku recenzenta -
cheialbym wniesc kilka uwag do prezentowanej pracy:

1. W sekeji ,,Metody”, podrozdzial ,Rejestracja i analiza aktywnosci
ruchowej komdrek” brakuje mi danych na temat obiektywdéw uzytych
do wykonywania obserwacji oraz rodzaju kontrastu optycznego (lub
jego  braku) zastosowanego do prowadzenia obserwacji
mikroskopowych oraz nagrywania odpowiednich filméw. Takze
w podrozdziale I11.2.5 nalezaloby podaé informacje o rodzaju filtrow
optycznych wykorzystanych w mikroskopii fluorescencyjne;.

2. Czy doktorantka rozwazala mozliwy wplyw innych czyonnikow niz
tylko natezenie przylozonego pola elektrycznego na migracje
komoérek BMAC w zastosowanym ukladzie eksperymentalnym?

3. Otrzymane wyniki ze wzgledu na ich wagg i aktualnosé¢ podjetej
tematyki na pewno bedy stanowily baz¢ dla dalszych prac
badawczych. Dlatego w przedstawionej pracy brakuje mi rozdziatu
wskazujacego kierunki przysztych badan, ktére pozwola na lepsze
poznanie mechanizmdéw zjawiska elektrotaksji.

Uwagi szczégc’tlowe
1. W Spisie Tresci” nie zostaly wymienione podrozdzialy: IT1.2.9 (str.
48), I11.2.9.1 (str. 48) 1 I11.2.9.2 (str. 49).

2. Jako Rye. S sa opisane dwie kolejne ryciny: jedna na str.43 a druga na
str. 52.

3. Str. 64 i 65 — zaburzona kontynuacja tekstu pomigdzy ostatnim
zdaniem na str. 64 a pierwszym na str. 635.

4. Str. 80 —w tekscie jest odnosnik do czgsci C Rye.17. Oznaczenia tego
brak zaréwno w obrgbic ryciny jak i w legendzie.

5. Str. 81 - w tekscie jest odnoénik do czgsci C Ryc.18. Oznaczenia tego
brak zarowno w obrebie ryciny jak i w legendzie.



6. Str. 85 wiersz 6 od géry— znajduje sie tam odnosnik do rozdziatu
I11.5.3. Powinno by¢ IV.5.3.

7. Str.90 - w tekscie jest odnosnik do czgsei C Ryc.25. Oznaczenia tego
brak w obrgbie ryciny.

8. Str.92 - wtekscie jest odnosnik do czesei C Ryc.26. Oznaczenia tego
brak w obrgbie ryciny.

9. Str. 121 — drobne literowki w pisowni nazwisk autordw.

Podsumowanie

Przedstawiona rozprawe doktorska oceniam bardzo wysoko. Postawione
na poczgtku ambitne ale realistyczne cele badawcze zostaly zrealizowane.
Doktorantka w swoje] pracy wykorzystata niezwykle szeroki wachlarz
nowoczesnych technik badawczych, od klasycznych technik biochemicznych
poprzez techniki Dbiologii molekularnej do zaawansowanych metod
mikroskopowych, co swiadczy niezwykle pozytywnie o jej umiejginosciach
eksperymentalnych. Otrzymane wyniki otwieraja nowe kierunki badawcze
w dziedzinie elektrotaksji. Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscia
samodzielnego prowadzenia badaii naukowych i rozwigzywania zloZonych
problem6w badawczych. Rozprawa doktorska zatytulowana ,,Rola endogennego
pola elektryéznego w ukierunkowanej migracji mezenchymalnych komodrek
macierzystych w procesie gojenia rany” spetnia wszystkie warunki okreslone
w att.13 ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych 1tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i wobec tego prosze Wysoka Rade
Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ o dopuszczenic Pani mgr
Elizy Zimolag do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
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