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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Elizy Zimolag zatytulowanej ,,Rola endogennego pola elek-
trycznego w ukierunkowanej migracji mezenchymalnych komérek macierzystych w

procesie gojenia rany”

Prawidlowy przebieg gojenia si¢ ran w rdznego typu tkankach organizméw zywych
jest precyzyjnie kontrolowanym stanem réwnowagi pomiedzy dwoma zjawiskami, z jednej
strony jest to proces destrukcyjny niezbedny dla pozbycia si¢ zniszczonych elementéw tkanki
w wyniku urazu mechanicznego lub zaistniatych w niej zmian chorobowych, a procesem na-
prawczym prowadzacym do catos$ciowego odtworzenia tkanki. Wybrany przez mgr Elize Zi-
molgg temat pracy nalezy do drugiej grupy zagadnief zwigzanych ze skomplikowanym, wie-
loetapowym procesem naprawczym, w ktorym udziat bierze wiele réznych typdw komorek.
| Sg to, oprocz komorek wystgpujacych w tkance skornej i komérek uktadu odpornosciowego,
ktére przedostajg si¢ z krwioobiegu do rany, takze m. in. mezenchymalne komérki macierzy-
ste (MSC, Mesenchymal Stem Cells), uwalniane ze¢ szpiku kostnego w momencie zranienia.
Wiasciwy przebieg poszczegdlnych etapow gojenia sig ran moze zachodzi¢ dzieki zdolnosci
do aktywnej migracji tych komorek w rejonie zaistniatej rany, a takze obecnosci komoérek
wyspecjalizowanych w naprowadzaniu okreslonych komérek (np. cytokiny, czynniki wzro-

stowe, 1 inne) do miejsca uszkodzenia tkanki.

Istotne znaczenie w ukierunkowywaniu ruchu komoérek do miejsca zranienia, oprécz
czynnikdw biologicznych, moze mie¢ réwniez pole elektryczne, powstajace w rejonie zranie-
nia. Jak dotychczas mechanizm zwiazany z recepcja przez komarki zewnatrzkomérkowych
bodzcow w postaci pola elektrycznego nie jest szczegdtowo poznany 1 wymagaja dalszych

intensywnych badan. Dlatego podjgcie przez Doktorantke proby zbadania roli endogennego



pola elektrycznego w procesie rekrutacji komorek macierzystych pochodzenia szpikowego w
trakcie gojenia si¢ rany uwazam za probe bardzo interesujacg. Pelne poznanie proceséw za-
chodzacych w trakcie gojenia sig ran jest ciagle aktualnym wezwaniem dla wspélczesnej nau-

ki i medycyny.

Tekst rozprawy doktorskiej liczy 126 stron i jego uklad jest typowy dla tego rodzaju
rozpraw. Wstep zawierajgcy 22 strony sktada si¢ z dwéch wyodrebnionych czesei, w pierw-
szej tego rozdziatu Doktorantka opisuje zjawisko gojenia si¢ ran powstatych w wyniku zra-
nienia skory charakteryzujge skrétowo etapy tego zjawiska, zwracajac uwage na najistotniej-
sze procesy zachodzace na poszczegdlnych jego etapach, a w cz¢éei drugiej - przedstawia
jonowe mechanizmy odpowiedzialne za generacje pola elektrycznego w obrebie uszkodzenia
naskdrka, a takze podaje przyktady wystgpowania pola elekirycznego w przypadku zraniet w
innych rodzajach tkanek. W tej czgsci tekstu przedstawiono takze istniejace w dotychczaso-
wej literaturze hipotezy dotyczace mozliwych proceséw mogacych kontrolowaé ukierunko-
wanie ruchu komérek w polu elektrycznym. Dalsze rozdziaty pracy doktorskiej mieszczace
sig na ponad 70 stronach maszynopisu, zawieraja kolejno cel pracy, zastosowane metody ba-
dawcze, uzyskane wyniki oraz ich dyskusje na tle dostepnej literatury dotyczacej przedmiotu

badan.

Cel gtéwny badan (w rozbiciu na trzy szczeg6lowe podtematy), tj. poznanie roli natu-
ralnie wystepujgcego pola elektrycznego towarzszacego uszkodzeniu skéry, jako czynnika
moggcego w sposgo bezposredni ukierunkowywaé wybrane komérki macierzyste do miejsca
zranienia, zostat s@ecyzowany w sposdb przejrzysty 1 jednoznaczny, co jak uwazam, utatwi-

fo Doktorantce jego realizacje.

W swoich badaniach postuzyta si¢ Ona hodowlanymi komérkami pochodzenia szpi-
kowego (BMAC, Bone Marrow Adherent Cell) oraz modelowym ukladem doswiadezalnym,
w postaci komory elektrotaktycznej umozliwiajacej obserwacjg/rejestracje pod mikroskopem
aktywnosci ruchowej badanych komérek w wybranym srodowisku w obecnosci stalego ze-
wngtrznego pola elektrycznego. Do rejestracji ruchu komérek wykorzystany zostat wspoma-
gany komputerowo system umozliwiajacy precyzyjne okreslanie wielu parametrow, wérod
nich takich jak, catkowita dtugo$¢ trajektorii poruszajacej si¢ komérki w okreslonym czasie,
przemieszczenie sig¢ komorki, wspélezynnik efektywnosci migracji lub $rednia warto$é cosi-
nusa kicrunkowego gamma (y). W pozostatych do§wiadczeniach zostaly tez uzyte m.in. me-
tody immunofluorescencyjne, cytometryczne i metody proteomiczne. Analizy przy uzyciu

tej ostatniej metody byly przeprowadzane w Zaldadzie Biochemii Fizycznej WBBiIB UJ oraz



Pracowni Proteomiki Spektrometrii Osrodka Biologii Strukturalnej Matopolskiego Centrum

Biotechnologii.

Metodyczng strong pracy oceniam bardzo wysoko, takze dob6r stosowanych me-
tod oraz ich réznorodnosé. Opis metod jest klarowny i doktadny, co umozliwia w razie
potrzeby, powtérzenie przeprowadzanych w pracy doswiadczen oraz moze by¢ bardzo
przydatny jako zrédto praktycznych informacji dla oséb pragnacych wykorzystaé po-

dobne metody w prowadzonych do$wiadczeniach.

Wyniki uzyskane w swoich badaniach Doktorantka przedstawita na 37 stronach ma-
szynopisu, dokumentujac je 20 rycinami, 5 tabelami oraz dotaczonymi 6 filmami (Suple-
ment). W pierwszym etapie badan, stosujac rejestracje zachowania sie ruchowego komérek
adherentnej frakeji mysiego szpiku kostnego (BMAC) w komorze elektrotaktycznej, Dokto-
rantka wykazata, ze charakteryzujg si¢ one wyraZzng zdolnoscia do elektrotaksji. Szczegdlowa
analiza migracji tych komérek w natozonym zewngtrznym polu elektrycznym pradu statego
ujawnita, ze we frakeji tych komérek wyrdzniaja dwie populacje. Jedna grupa komérek mi-
gtuje w strong anody (A-BMAC), natomiast druga - porusza si¢ w przeciwnym kierunku, ku
katodzie (K-BMAC). Roznice w reakeji komoérek sa w wyrazny sposob skorelowane z ich
zrbznicowaniem morfologicznym oraz whasciwosciami funkcjonalnymi, do elektrody ujemnej
migrujg mezenchymalne komérki macierzyste (MSC), a do anody - komérki typu hematopoe-
tycznego, tj. makrofagi szpiku kostnego. Kierunek poruszania si¢ komoérek MSC do katody w
warunkach in vitro moze swiadezy¢ o ich udziale w procesie gojenia sig ran, poniewaz przy
zaniku potencjatu transepitelialnego w miejscu zranienia, rejon ten stanowi obszar bardziej
ujemny wzgledem pozostalego obszaru. Zatem mozna przypuszczaé, ze i w warunkach in
vivo komdérki MSC moga migrowaé do miejsca uszkodzenia tkanki, tak jak ma to miejsce w
komorze do$wiadezalnej. Obserwacje powyZsze mogg oznaczaé zatem, ze komoérki MSC mo-
g4 by¢ kierowane do miejsca zranienia nie tylko poprzez czynniki chemiczne, ale takze w

wyniku zaistnienia pola elektrycznego w rejonie rany.

7. uwagi na powyzsze obserwacje logiczna wi¢e konsekwencja bylo rozdzielenie za
pomocy sortera frakeji komorek BMAC na oddzielne, jednorodne populacje komérek po
uprzednim immunofluorescencyjnym ich barwieniu, a nastepnie podjecie poszukiwan we-
wnatrzkomérkowych szlakéw sygnalizacyjnych mogacych bra¢ udziat w regulacji odmien-
nych odpowiedzi komérek obu rozdzielonych juz populacjach komérkowych BMAC na dzia-
fanie statego pola elektrycznego. Badajac mechanizm ruchu komérek trudno pominaé rolg

cytoszkieletu w badanym procesie i dlatego Doktorantka w pierwszym etapie pracy skupila



dynie fragment Dyskusji odnoszacy si¢ do udziatu jonéw wapnia w badanym procesie
(str. 110), gdzie Autorka napisata, ze ,, Udziat mechanizméw zaleznych od jonéw choé
odpowiadatby swojg dynamika i zaangaZoWaniem mechanizméw elektrycznych, zostat
jednak czgdciowo wykluczony (przynajmniej w przypadku jonéw wapnia) dla komérek
BMAC?”. A to wlasnie wyeliminowanie jonéw wapnia w przypadku komérek A-
BMAC spowodowato ,,catkowite zniesienie kierunkowosci ruchu komérek A-BMAC w
polu elektrycznym” (Wyniki, str. 80). Rozprawg koficzy rozdzial Podsumowanie, w
ktérym przedstawiono gléwne osiagniecia badawcze i konkluzje ptynace z przeprowa-
dzonych badan. Cytowana przez Doktorantke Bibliografia liczy okoto 160 pozyciji, przy
czym znaczaca liczba cytacji pochodzi z ostatnich lat, co pokazuje, ze problematyka

pracy jest bardzo aktualna.

Od strony edytorskiej praca jest napisana jasno, ilustracje sa bardzo dobrze opra-
cowane, z dokladnymi opisami umozliwiajacymi zrozumienie przedstawionych wyni-
kéw bez wezytywania sig w tekst pracy. Doktorantka nie ustrzegla sie jednak niezbyt
licznych blgdéw w podawaniu odno$nikow do brakujacych rycin (np. Ryc. 9B, str. 64)
lub rycin nieprawidlowo cytowanych (np. Ryc. 11C i 11DE zamiast 12C i 12DE, str.
67), a takze na kilku rycinach brak jest petnego opisu (np. Ryc. 17/18, str. 80/81).

Pod wzglgdem stylistycznym tekst tez jest poprawny, chociaz Doktorantce nie udato
sig unikna¢ kilku niefortunnych sformutowar, jak np.: komorki przenoszone do probowki
wirowniczej (str. 39), komorki migrujace w pradzie (str. 103) lub kierunkowosé komorek
anodowych (str. 105). Powyzsze jak tez i inne drobnicjsze dostrzezone w trakcie czytania

tekstu uchybienia w zadnym stopniu nie umniejszajg niewgtpliwych zalet tej pracy.

Podsumowujac, uwazam, ze praca doktorska mgr Elizy Zimolag, zatytulowana ,,Rola
endogennego pola elektrycznego w ukierunkowanej migracji mezenchymalnych komérek
macierzystych w procesie gojenia rany” wnosi do literatury naukowej nowe, interesujgce
wyniki, ktére otwieraja szerokie perspektywy badawcze na przysztoéé. Przedstawiona do
oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
Ustaw, nr 65, poz. 595 z pézniejszymi zmianami). Wobec powyzszego wnosze do Rady Wy-
dziatu Biochemii Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellofiskiego o dopuszczenie

mgr Elizy Zimolag do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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