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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Renaty Szydlak p.t. ""Ocena wlasciwos$ci biomechanicznych i
potencjalu migracyjnego komorek macierzystych wyizolowanych z Galarety Whartona'
wykonanej pod kierunkiem prof. dr. hab. Piotra Laidlera

1. Gléwne zalozenia rozprawy

Mezenchymalne komarki macierzyste (MSC) to wielce obiecujacy materiat
biologiczny znajdujacy zastosowanie jako produkt leczniczy zaawansowanej terapii wielu
choréb, w tym chordb sercowo-naczyniowych. Bogatym zrodtem MSC jest galareta
Whortona, substancja obecna w sznurze pgpowinowym. Podane do naczyn krwiono$nych
biorcy, MSC sa rozprowadzane po calym organizmie, a po dotarciu do chorobowo zmienione;j
tkanki maja szanse jg zasiedlié i rozpocza¢ proces regeneracji. Z tego wzgledu adhezja,
migracja przez srédblonek naczyn i inwazja to procesy kluczowe dla skutecznosci terapii
komorkami macierzystymi. Ruchliwo$¢ komorek mezenchymalnych zalezy od dynamiki
cytoszkieletu aktynowego, ktory w odpowiedzi na sygnaly zewngtrzkomérkowe prowadzi do
wysuwania krawedzi wiodgcej i retrakcji tylnej czgsci komorki. Cytoszkielet aktynowy oraz
filamenty posrednie determinuja wlasciwosci biomechaniczne komorek, takie jak
elastycznos¢ 1 podatnos¢ na deformacje. Jednakze parametry biofizyczne tych proceséw nie
sg jeszcze dobrze scharakteryzowane. Sporg trudnos¢ w pracach nad MSC stanowi fakt, Zze
komorki te nie jest tatwo odrdzni¢ od fibroblastow, gdyz oba rodzaje komorek charakteryzuja
si¢ podobnym wzorem ekspresji markeréw powierzchniowych oraz wykorzystujg ten sam typ
ruchliwosci komdrkowej. Petne scharakteryzowanie komoérek MSC i poszukiwanie swoistych
markeréw sa zatem wyzwaniami dla wspdlczesnej nauki prowadzacymi do doskonalenia
metod zaawansowanych terapii wykorzystujgcych komorki macierzyste.

Rozprawa doktorska Pani mgr Renaty Szydlak doskonale wpisuje sie w ten wazny

trend badan. Badania zostaly przeprowadzone w ramach programu Strategmed



finansowanego przez NCBIR, o akronimie CIRCULATE. Giéwne cele ocenianej rozprawy
doktorskiej to:

1) Scharakteryzowanie wlasciwosci biomechanicznych komérek MSC wyizolowanych
z galarety Whartona (WJ-MSC).

2) Zbadanie zdolnosci komérek do migracji transendotelialnej i inwazji w odpowiedzi
na rézne cytokiny prozapalne oraz skorelowanie tych zdolnosci z elastycznoscia
komorek.

3) Przeanalizowanie udzialu niektorych czasteczek adhezyjnych w procesie migracji 1
inwazji.

4) Analiza wplywu prekondycjonowania komérek za pomoca cytokin na ich zdolnosé
do migracji i inwazji.

5) Sprawdzenie, czy odksztatcalno$¢ komérkowa moze stuzyé jako marker komarek
macierzystych odrézniajacy je od fibroblastow.

Tak sformutowane cele umozliwity scharakteryzowanie WJ-MSC pod katem
wiasciwosci biofizycznych 1 molekularnych oraz ich poréwnanie z wlasciwosciami

fibroblastow i komorek macierzystych pochodzacych z innych tkanek.

2. Zastosowane podejs$cie eksperymentalne i otrzymane wyniki

Do realizacji postawionych zadan Doktorantka wykorzystata hodowle komérkowe
polaczone z analiza powierzchni i morfologii komorek z uzyciem technik mikroskopii
fluorescencyjnej, testy zdolnosci komorek do migracji i inwazji oraz mikroskopig sit
atomowych (AFM), ktora pozwolila na wyznaczenie modutu Younga, parametru bedacego
miarg podatnosci komoérek na deformacjg¢. Materialem uzytym do badan byty komorki
macierzyste wyizolowane z ludzkich tkanek: sznuréw pepowinowych oraz tkanki tluszczowej
1 szpiku kostnego. Fibroblasty wyizolowano z ludzkiej skory. Wszystkie procedury
przeprowadzono z zachowaniem zasad bioetycznych, po uzyskaniu zezwolen Komisji
Bioetycznej UJ.

Pierwszym etapem badan bylo scharakteryzowanie zmian wlasciwosci
biomechanicznych 1 morfologii WI-MSC zachodzgcych podczas pasazowania hodowli
komorkowych. Pomiarow dokonano dla komérek pochodzacych od 10 dawcow, na czterech
etapach hodowli poczawszy od pasazu P4 az po pasaz P7. Wyniki pozwolily na wykazanie
korelacji pomigdzy strukturg cytoszkieletu aktynowego i podatnoscia komorek na deformacje.
Wartosci modutu Younga otrzymane metoda AFM dla komoérek na réznych etapach hodowli
Doktorantka poddata analizie statystycznej (rozklad badanej zmiennej i wspotczynnik

korelacji wewnatrzklasowych), co umozliwito ocene heterogenicznosci komorek



pochodzacych od réznych dawcow. Taka analiza pozwala na wyznaczenie wartosci
granicznych modulu Younga, co jest szczegdlnie wazne dla przysztych terapeutycznych
zastosowan WJ-MSC. Zmiany wielkosci i ksztaltu komérek oraz organizacji filamentéw
powstajgce na skutek pasazowania zostaty przesledzone dzigki fluorescencyjnemu
wyznakowaniu filamentow aktynowych. W mojej ocenie potaczenie pomiaréw elastycznosci
komorek z ich morfologia jest bardzo dobrym podejsciem do badan nad wtasciwosciami
migracyjnymi komorek.

W kolejnym etapie badan Doktorantka sprawdzila, czy wybrane cytokiny prozapalne
wydzielane przez uszkodzony niedokrwiennie migsien sercowy promujag migracje komorek.
Przebadata rowniez udzial wybranych czasteczek adhezyjnych w procesie migracji. Migracje
transendotelialng zbadata uzywajac komory Boydena z membrana, ktérg pokrywata
monowarstwa komorek $rédbtonka ludzkiej aorty (HAEC). Do badan nad zdolnosciami
inwazyjnymi zastosowala standardowy test w komorach z Matrigel. Dzigki tym testom,
popartym rygorystycznymi analizami statystycznymi, Pani Szydlak stwierdzita, ze komarki
WI-MSC sg indukowane przez cytokiny prozapalne oraz wykryla znaczgco wigkszy wplyw
TNF-a 1 IL-1p na indukcje migracji transendotelialnej 1 inwazyjnoéci niz IL-6 i [FN-y.
Stosujgc przeciwciala skierowane przeciwko biatkom adhezyjnym — H-CAM, integrynie
o4p1 iintegrynie a5B1, Doktorantka wykazata ich udziat w procesach migracji i inwazji
stymulowanych przez cytokiny. Dzigki powyzszym doswiadczeniom Pani Szydlak nie tylko
zdobyta wazne informacje na temat czynnikéw, ktore umozliwiaja komorkom WI-MSC
migracje i inwazje, lecz rowniez pozyskata frakcje komorek posiadajacych zwigkszone
zdolnosci migracyjne.

W dalszych badaniach okazalo si¢, ze w poréwnaniu z calg populacja,
wyselekcjonowane mobilne komérki WI-MSC charakteryzujg sie znacznie wieksza
elastyczno$cig i mniejsza powierzchnia. Ponadto, Autorka wykazata, ze komorki poddane
krétkotrwatemu wstgpnemu dzialaniu wybranych cytokin wykazuja zwigkszong aktywnosé
migracyjng, sg mniejsze i bardziej podatne na deformacje. Moim zdaniem analiza wplywu
prekondycjonowania komoérek macierzystych na ich potencjal migracyjny jest szczegdlnie
waznym etapem badan. Uzyskanie pozytywnych wynikow daje szanse na zwigkszenie
skutecznosci zasiedlania chorej tkanki.

Ostatni cel pracy Doktorantka zrealizowata poprzez poréwnanie komorek
macierzystych pochodzacych z r6znych zrédet 1 fibroblastow, pod katem ich morfologii i
elastycznosci. Wykazala, ze w poréwnaniu ze wszystkimi badanymi komérkami
macierzystymi, fibroblasty sg mniej elastyczne, wigksze i cechujg sie bardziej rozwinigta

siecig mikrofilamentow i filamentdw posrednich. Ze wzgledu na fakt, ze do tej pory nie



znaleziono markera swoistego dla kazdego typu komorek, odkrycie to dostarcza nowych

narzedzia do ich odrdzniania.

3. Struktura pracy

Rozprawa doktorska Pani mgr Renaty Szydlak zostala przedstawiona w klasycznej
formie monografii liczacej 142 strony. Jest ona podzielona na rozdziaty zawierajace:
teoretyczny wstep, cel pracy, materialy i metody, wyniki oraz ich dyskusje. Za bardzo udany
zabieg w opisie wynikow uwazam opatrzenie kazdego rozdzialu krétkim wstepem, w ktdérym
Autorka krétko uzasadnia podjgcie opisywanych badan, i zakonczenie rozdziatu
podsumowaniem. Nadaje to pracy bardzo klarowng forme. Na poczgtku rozprawy
umieszczone zostaly streszczenia w j. polskim i1 angielskim. Po spisie tresci Pani Szydlak
zalaczyla alfabetyczny wykaz stosowanych skrotéw wraz z ich wyjasnieniami. W tym
miejscu pragne zwroci¢ uwage, ze nie wszystkie uzyte skroty znalazty si¢ w tym miejscu.
Zabrakto na przyktad wyjasnienia skrotéw takich jak: ECM, ICC, IFN, H-CAM. Niektore z
nich wydajg si¢ oczywiste, stad moze umknety uwadze Autorki, ale konsekwentne ich
umieszczenie w alfabetycznym wykazie, nadatoby rozprawie wigksza redakcyjng spojnosc.
Pokazny spis literatury miesci si¢ na koncu opracowania i liczy 219 pozycji. Format cytowan
jest prawidtowy i konsekwentnie stosowany. W pracy umieszczono 39 rysunkow i 10 tabel,
ktérych spis znajduje si¢ na koncu pracy. Ponadto, na koncu pracy Autorka zamiescila dwa
zalgezniki. Zalgcznik 1 zawiera szczegotowe wartosci modutu Younga uzyskane z pomiarow
komorek pozyskanych od 10 donoréw. W zataczniku 2 podata wartosci ekspresji markeréw
powierzchniowych WJ-MSC, wyznaczone w ramach projektu CIRCULATE. W ukladzie
pracy nie dostrzegam formalnych uchybien, jest on typowy dla tego rodzaju opracowan.

Liczacy 22 strony ,,Wstep” jest interesujacym wprowadzeniem do badan. Na poczatku
rozdziatu Autorka wprowadza problem i przedstawia plan rozprawy. W dalszej jego czgsci
opisuje zrddla pochodzenia komdrek macierzystych, problemy z identyfikacjg tych komorek,
zastosowania i mechanizmy terapeutycznego dzialania. Z uwagi na fakt, ze mikroskopia sit
atomowych jest glowng metoda badawcza uzyta w pacy, we ,,Wstepie” Autorka w przejrzysty
1 zrozumialy sposob opisala teoretyczne podstawy pomiardw elastycznosci komorek. Pewne
uwagi mam jedynie do tresci podrozdziatu 1.6, w ktérym zostaty opisane molekularne
mechanizmy migracji komorkowej. Nie moge si¢ zgodzi¢ ze sformulowaniem, ze w
komorkach aktyna wystepuje jako ,,...liniowy tancuch (F-aktyna)...”, bowiem filamentowa
aktyna ma strukture prawoskretnej dwutancuchowej helisy. Nie jest tez prawda, ze ,,W
wiekszosci komorek eukariotycznych wiokna aktynowe sg rozlokowane w warstwie lezacej
pod blong komérkowa”. Filamentowa aktyna jest rozlokowana w calej komodrce, natomiast w
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réznych przedziatach komoérkowych, z udziatem licznych bialek wigzacych aktyne, jest w
odmienny sposob zorganizowana. Pani Szydlak nie rozréznita dwéch modeli migracji —
migracji mezenchymalnej i ameboidalnej oraz mozliwosci przejscia pomiedzy tymi dwoma
typami migracji, co wydaje mi si¢ wazne dla opisywanego mechanizmu transmigracji przez
warstwe srodblonka. W migracji mezenchymalnej komoérki wysuwaja lamelipodia, w ktorych
filamenty aktynowe sg rozgatezione, oraz waskie filopodia wypetnione rownolegle utozonymi
filamentami. Prawdg jest, ze jak pisze Autorka, ruch komorki jest napedzany przez
wydtuzanie koncow filamentéw skierowanych w strone krawedzi wiodacej lamelipodium, ale
stwierdzenie, ze ,,Rownolegle z tworzeniem nowych wiokien aktynowych nast¢puje takze ich
depolimeryzacja na koncu komérki™ jest uproszczeniem, gdyz w ruchliwosci typu
mezenchymalnego depolimeryzacja nastepuje na koncu lamelipodium, a nie na koncu
komorki. Z kolei w migracji ameboidalnej skurcz aktomiozyny znajdujacej si¢ w korowe;j
czescel cytoszkieletu podblonowego wywoluje napigcie, ktore prowadzi do tworzenia
wypetnionych cytoplazmg wypustek blonowych w formie pgcherzykow (ang. blebs), o
ktorych Doktorantka wspomina piszac o transmigracji MSC. We ,,Wstepie” zabrakto mi
réwniez informacji na temat filamentow posrednich 1 ich udziatu w ruchliwosci komorkowe;j.
Poniewaz w podrozdziale 4.5.4 Pani Szydlak opisata organizacje nie tylko filamentéw
aktynowych, lecz rowniez wimentyny, wydaje mi sie, ze wzmianka na temat udziatu
wimentyny w ruchliwosci komoérkowej bytaby na miejscu.

W rozdziale ,,Cel Pracy” Autorka w jasny sposob sformutowata gléwny cel rozprawy
oraz cele szczegdtowe. Zastanawiam si¢ jedynie, czy przystepujac do badan Pani Szydlak
stawiala hipotezy badawcze i czy otrzymane wyniki byly zgodne z jej oczekiwaniami.

Stosowane procedury zostaty opisane w sposob przejrzysty i wyczerpujacy, a ich opis
dobrze koresponduje z opisem wynikéw. Kolejnos¢ omawiania wynikow jest logiczna,
wykonanie poszczegdlnych etapéw jest uzasadnione, a otrzymane dane sg dobrze opisane,
ujete w tabele i zilustrowane rysunkami zawierajacymi wykresy i zdjecia spod mikroskopu
fluorescencyjnego.

W ,,.Dyskusji” Autorka w zwarty sposoéb omawia otrzymane wyniki i krytycznie sie¢ do
nich odnosi. Szczegoélnie cenne sg préby wyjasnienia w oparciu o dane literaturowe tych
wynikdw, ktdre nie byly zgodne z oczekiwaniami. Na przyktad, brak zmian w organizacji
cytoszkieletu aktynowego pomimo znacznego spadku wartosci modutu Younga komorek
poddanych prekondycjonowaniu Doktorantka ttumaczy mozliwoscia reakcji komorek na
obcigzenie w nanoskali, jaka jest nacisk wywolany przez ostrze mikroskopowe (str. 107-108).
Zabraklo mi jedynie omdwienia réznic w warto$ciach modutu Younga otrzymanych na
dwach poziomach indentancji. Ktére elementy cytoszkieletu zdaniem Doktorantki wptywaja

5



na elastycznos$¢ badana na tych poziomach? Czy metodyka badan mogta mie¢ wplyw na
otrzymane wyniki?

Praca jest napisana poprawnym naukowym jezykiem, chociaz w kilku miejscach
zar6wno styl, interpunkcja, jak réwniez terminologia wymknely si¢ poprawkom edytorskim.
Na przyklad, na stronie 102 w ostatnim akapicie Autorka uzyta sformutowania ,,cytoszkielet
komorkowy™, zamiast po prostu ,.cytoszkielet”, a na stronie 106 zastosowata termin
»lamelipodium przednie”, chociaz nie ma tylnego. Podajgc wartosci liczbowe, dla oddzielenia
liczby catkowitej od dziesietnej Autorka generalnie stosuje kropke zamiast obowigzujacego w
jezyku polskim przecinka. Wyjatkiem sa liczby podane na stronie 57 i w podpisach pod
rysunkami. Na stronach 72 i 108 pojawily si¢ odnosniki do nieistniejacych rozdziatow 5.2 i
53.5. Tego typu pomyiki nie sg jednak liczne i nie majg wplywu na méj pozytywny odbiér
pracy.

4. Podsumowanie

Przedtozona do oceny rozprawa jest interesujacym studium powigzan pomiedzy
zdolnosciami migracyjnymi, zmianami w strukturze cytoszkieletu aktynowego i
elastycznos$cia komorek wyizolowanych z galarety Whartona. Doktorantka wykazata sie
umieje¢tnoscia prowadzenia eksperymentow z uzyciem nowoczesnych technik, w tym
zaawansowane]j technologicznie mikroskopii sit atomowych. Zwraca uwage systematyczne i
skrupulatne podejscie do analizy wlasciwosci komérek, co wobec potencjalnych zastosowan
terapeutycznych komorek wyizolowanych z galarety Whartona jest szczegolnie wazne.
Wyniki przedstawione w rozprawie zostaly juz czesciowo opublikowane, w International
Journal of Molecular Sciences, pismie o dobrym wspétczynniku oddziatywania, a zatem
zyskaty aprobate migdzynarodowego srodowiska naukowego.

Uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Renaty Szydlak spelnia warunki okres$lone
w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017r. poz.1789) 1 wnosze do Wysokiej Rady o

dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

ol cccorlo—

prof. dr hab. Joanna Moraczewska



