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Ocena
osiggnigcia naukowego Pana doktora Zenona Rajfura w zwigzku z postgpowaniem o
nadanie stopnia naukowego doktora habilitowanego nauk biologicznych w zakresie biofizyki
Tytut osiggnigcia: ,,Zaawansowane metody mikroskopii optycznej w badaniach

proceséw migracji komérkowej”

Ocena formalna:

Razem z wnioskiem o nadanie stopnia doktora habilitowanego Pan dr Zenon Rajfur
przedstawit: (1) kopie publikacji wchodzacych w sklad osiggni¢cia naukowego pod wyzej
wspomnianym tytulem. (2) szczegélowy wykaz publikacji z okresleniem I.F.(impact factor),

punktacji MNSW, liczby cytowan i krétkim okresleniem swojej roli i udziatu w projekcie. (3)

zestaw o$wiadezenn wspétautoréw potwierdzajacych ich udzial oraz udzial Habilitanta w.

osiggnigeiu (4) kopie prac opublikowanych po doktoracie nie wchodzgce w skiad osiagnigcia
bgdacego  podstawa postgpowania, (5) zwiezle podsumowanie tzw. autoreferat”
przedstawiajgce  osiggnigeic oraz  przedstawiajace wlasng charakterystyke dorobku
naukowego, (6) opis aktywnosci dydaktycznej oraz wspolprac naukowych a takze dokumenty
podstawowe, jak kopia dyplomu Doktora, Zyciorys naukowy oraz listy polecajace znanych
naukowcow w reprezentowanej przez Kandydata dziedzinie. Mozna zatem stwierdzi¢, ze
przedstawiona dokumentacja zostala zgromadzona z nalezyty starannoscia, zgodnie z
wymogami Ustawy.

Qcena merytoryczna osiagniecia

Migracja (lokomocja) komoérek nalezy do zasadniczych proceséw w rozwoju i
funkcjonowaniu organizméw jedno- i wiclokomérkowych. W przypadku organizméw

wiclokomérkowych rozwéj zarodkowy, gojenie ran oraz odpowiedz immunologiczna




wymagaja zorganizowanego ruchu komoérek w okreslonym kierunku do okreslonych miejsc
docelowych. Bledy zwigzane z kontrola ruchu komérek wigza si¢ z powaznymi skutkami,
wiaczajac niedorozwdj umystowy, choroby naczyniowe, oraz przerzuty nowotworowe. Ruch
komorek odbywa si¢ zwykle na skutek i w kierunku zewngtrznych sygnatéw wiaczajac
chemiczne (chemotaksja) oraz mechaniczne (mechanotaksja). Ze wzgledu na mechanizmy
wykorzystywane, wyrdzniamy kilka rodzajow ruchu: 1. aktywne plywanie (organizmy
jednokomérkowe ale takze plemniki wielokomérkoweéw) z wykorzystaniem witek i rzesek,
2. rézne formy pelzania, w tym obejmujace drastyczne zmiany ksztattu komorki, ktdre
napedzane sa przez elementy szkieletu komorkowego oraz 3. ruchliwo$é oparta na
paczkowaniu ,blebbing”. Zrozumienie molekularnych podstaw ruchu komérek moze
doprowadzi¢ do rozwoju nowych strategii terapeutycznych, np. zapobiegajacych
przerzutowaniu guzéw nowotworowych.

Zainteresowanie  Habilitanta  zjawiskami migracji  komérkowej, szczegdlnic
zastosowaniem zaawansowanych metod mikroskopii optycznej do ich analizy zaowocowalo
przedstawionym do oceny osiagnigciem. Na osiagniecie to sklada si¢ 7 opublikowanych w
bardzo powaznych periodykach naukowych w latach 2001-2009 prac, w tym 5 prac
do$wiadczalnych oraz 2 przeglagdowych. Wszystkic prace sa dzielem zespolowym, a
Habilitant jest pierwszym autorem w jednej a pierwszym wspdlautorem w 2 pracach, w
pozostatych 4 pracach jest On drugim wspétautorem. Nalezy podkresli¢, ze wszystkie prace
skladajgce si¢ na oceniane osiggniecie opublikowane zostaly w wysoko cenionych
czasopismach: Nature (1), Nature Cell Biology (2), Trends in Cell Biology (1), J. Cell
Biology (1), J. Biol. Chem. (1) oraz Analytical Chemistry (1). Eaczna wartosé IF prac.
skladajacych si¢ na osiagnigcie to ok. 105 a liczba cytowan 490.

Dr Rajfur we wniosku ocenia swéj udzial w pracach stanowigcych oceniane
osiggnigcie na 25 do 80% (Zal. 5). Wspélautorzy zlozyli stosowne o$wiadczenia, ktore
potwierdzajq znaczny udziat Habilitanta w poszczegdlnych pracach. Co wigcej, o$wiadczenia
wspotpracownikéw sa w petni zgodne z oéwiadczeniem Kandydata. Na uwagg zastuguje
opinia wyrazona przez Dr Kena Jacobsona, kierownika zespolu, z ktérego pochodza oceniane
prace stwierdzajgca, ze Dr Rajfur byl ,,sila napedowa” w wiekszosci podprojektéw wnoszac
do nich wysoce znaczgcy wklad intelektualny i eksperymentalny. Dr Jacobson stwierdza tez,
ze ,,wyniki opublikowane w ramach powyzszego projektu sg rezultatem wspOipracy wielu
0s0b z réznych laboratoriow i to dzigki ich doswiadczeniu zespst odnisst sukees. Realizacja
tego typu interdyscyplinarnego projektu bylaby niemozliwa w pojedynczym zespole (thum.

AFS)”. Rzeczywifcie, zdaniem recenzenta, jakod$é pracy do$wiadczalnej oraz poziom




publikacji budzi podziw. Pomimo bardzo zréznicowanego i wieloosobowego zespotu autorow
z fatwoscig mozna wyodrebni¢ udziat Habilitanta, poniewaz zastosowanie zaawansowanych
metod 1 technik mikroskopii optycznej(fluorescencyjnej) oraz technik z zakresu fotochemii
stanowi wazny eclement wszystkich prac. Zatem, odpowiedz na pytanie dotyczace
integralnosci osiggnigcia mozna uznaé za w pehi pozytywna.

Dzieto p.t. ,,Zaawansowane metody mikroskopii optycznej w badaniach procesow
migracji komorkowej” podzieli¢ mozna za Autorem na trzy czesci odnoszgce sie do
zastosowania osobnych metod zaawansowanej mikroskopii fluorescencyjnej i technik
fotochemicznych do analizy molekularnych podstaw ruchliwosci komérek:

1. Zastosowanie wspomaganej przez chromofor laserowej inaktywacji bialek
(CALI). Na to osiagnigcie skiadaja si¢ dwie prace doswiadczalne i dwie przegladowe.

Przeglad zastosowan zaawansowanych metod mikroskopii optycznej w badaniach
ruchu i adhezji komérek zawarl Habilitant w artykule opublikowanym w Nature Cell Biology
w 2002 roku. Artykut ten przedstawia kilka waznych w badaniach adhezji i migracji komérek
technik mikroskopii optycznej/fluorescencyjnej (FRET, FRAP) oraz technik z zastosowaniem
metod wygaszania/inaktywacji/aktywacji fluoroforow oraz obrazowania sit wywieranych na
podioze przez migrujagce komérki. Nie bez znaczenia sa takze techniki obserwacji
pojedynczych czasteczek, takie jak ICS (image correlation spectroscopy), typ FCS
pozwalajgce oceni¢ np. interakcje pomigdzy biatkami w komorce.

Autor wraz z zespolem w eleganckiej pracy opublikowanej w Anal. Chem. okreslil
mechanizm lezacy u podstaw zjawiska CALI. Wykazali oni, ze wyniku naswietlania
chromoforu (biatek fluorescencyjnych XFP) powstaja reaktywne formy tlenu, ktérych.
gléwnym skladnikiem jest tlen singletowy. Reaktywne formy tlenu inaktywuja biatka
przylaczone do fluorescencyjnych bialek typu XFP. Do$wiadczenia opisane w te) pracy
wykazaly takze, Ze skutecznos¢ inaktywacji zalezy od wielu czynnikéw, takich jak typ
chromoforu, dawka promieniowania, czy obecno$é tlenu w otoczeniu.

Podstawy teoretyczne oraz przeglad zastosowan metody w biologii komérki zostaty
wyloZone w artykule przegladowym opublikowanym w Trends in Cell Biology. Ten bogaty w
szczegoly teoretyczne i do$wiadczalne oraz sugestie dla eksperymentatoréw artykul okazal
si¢ poczyinym tekstem cytowanym w literaturze 31 razy.

Gléwnym osiggnigciem uzyskanym przez Habilitanta w zespole badaczy za pomocy
wspomnianej wyzej metody jest praca ,,Dissecting the link between stress fibres and focal
adhesions by CALI with EGFP fusion proteins™ opublikowana w Nature Cell Biology. W tej

pracy wykazano, ze biatka w fuzji z EGFP mogg stuzy¢ jako skuteczne mediatory laserowej




inaktywacji bialek za pomocg chromoforu (CALI). Dalej Autorzy wykazali, ze inaktywacja
alfa-aktyniny w fuzji z EGFP za pomoca wiazki laserowej skutkuje odlagczeniem widkien
naprezeniowych z ognisk kontaktowych (focal adhesions/contacts), podczas gdy struktura
tych ostatnich pozostaje zachowana, co stwierdzono w technice mikroskopii interferencyjnej
odbicia (IRM). Doswiadczenia in vitro wykazaly obnizenie wiazania EGFP-alfa-aktyniny z
podjednostka betal integryny nie ograniczajgc wiazania z aktyng. Zatem alfa-aktynina
odgrywa zasadnicza role w wigzaniu mikrofilamentéw wlékien napr¢zeniowych z integryna
ognisk kontaktowych. Zastosowanie CALI do analizy lokalizacji i roli FAK (kinaza ogniska
kontaktowego) nie wykazalo zmian struktury ognisk kontaktowych lub tez odlgczania od nich
wiokien naprezeniowych sugerujac jej tylko sygnalizacyjna a nie strukturalng role w funkeji
ogniska kontaktowego.

W opinii recenzenta przedstawiony tu zestaw wynikow jest istotnym wkladem w
rozwoj dziedziny badaf na mechanizmem ruchu komérki, zaréwno z punktu widzenia teorii —
rola alfa-aktyniny w polgczeniu widkien naprezeniowych i ognisk kontaktowych, ktére to
pofaczenie i rola bialkowych skladnikéw ogniska kontaktowego bylo przedmiotem wielu
dyskusji i sporéw naukowych oraz znacznym postepem w dziedzinie technik badawczych
zwigzanych z analiz roli poszczegdlnych biatek szkieletu komorkowego w Zywej komarce,

2. Kolejnym zagadnieniem wigzacym si¢ réwnicz z rozwojem techniki
badawczej, to ,,zastosowanie metody fotoaktywacji biatek inaktywowanych przez zwigzane
molekutly ,.klatkujace””

Wykorzystujac t¢ metodg Habilitant w zespole Prof. K. Jacobsona dokonat analizy
funkeji tymozyny 4 w regulacji polimeryzacji aktyny w rybich keratynocytach oraz wplywu-
jej aktywacji na reakcje ruchowe tych komérek oraz wplyw lokalnego zahamowania kinazy
ogniska kontaktowego (FAK) w komorkach NBT II (komérki raka pgcherza moczowego
szczura) za pomocg fosfopeptydu peptydu nasladujgcego region ograniczony resztami 391-
406 kinazy FAK. Podejicie z zastosowaniem ,klatkowanych” czasteczek podawanych do
zywych komoérek, ktére mozna fotoaktywowaé w okreslonym czasie i miejscu komérki
(obszar o Srednicy kilku um) pozwala na czasowo przestrzenng analiz¢ wplywu okreslonej
czasteczki na reakcje komdérki. W przypadku aktywacii tymozyny (34 na ,skrzydlach”
migrujgcych keratynocytow obserwowano swoiste skrecanie wokot naswietlonego miejsca
(migjsca aktywacji tymozyny). Natomiast w przypadku kompetycyjnego zahamowania kinazy
FAK przez fosfopeptyd obserwowano czasowe zatrzymanie migracji lamellipodium przy
zachowanej ruchliwosei ciata komérki. Rezultaty tych badah potwierdzaja Znaczacy rolg

tymozyny B4 w kontroli polimeryzacji (réwniez lokalnej) aktyny i kontroli mobilnosci




komérki a takze role kinazy FAK w ruchliwosci lamellipodium. Obydwa podprojekty
przyczynily si¢ do znaczacego postgpu wiedzy odnoszacej si¢ do roli zar6wno tymozyny 4
Jjak i kinazy FAK w kontroli ruchliwoéci komorek.

3. Ostatnia czg$¢ ocenianego osiggnigeia to zastosowanie fluorescencii catkowitego
wewnetrznego odbicia w badaniéch roli fosforylacji paksyliny przez kinaze N-konicowa
biatka c-Jun. T¢ czg$¢ osiagniccia opublikowano w eleganckim artykule (Letter) w
czasopi$mie ,,Nature” w 2003 roku. W artykule tym wykazano, ze kinaza JNK jest niezbedna
do szybkich ruchéw zaréwno rybich keratynocytéw jak i komérek NBT-II, nablonkowych
komoérek nowotworu pgcherza moczowego szczura. Co wigcej, wykazano, ze kinaza ta
fosforyluje reszt¢ seryny 178 paksyliny, biatka adaptorowego ogniska kontaktowego.
Komérki ekspresjonujgce muteing S178A paksyliny wykazywatly ograniczong ruchliwosé w
przeciwiefistwie do komoérek ekspresjonujacych ,,dzika™ jej forme, ktére poruszaty si¢ szybko.
Komérki ekspresjonujgce muteing S178A tworzyly typowe dla komérek wolno wedrujacych
ogniska kontaktowe potgczone z wléknami naprezeniowymi, podczas gdy w komérkach
ckspresjonujgcych paksyling dzikiego typu dominujace struktury adhezyjne mialy charakter
»close contacts” - malych punkiéw adhezyjnych o dyfuzyjnym rozkladzie na dolnej
powierzchni komérki. Zatem, fosforylacja paksyliny przez kinazg JNK wedlug powyzszych
danych ma zasadnicze znaczenie w utrzymywaniu labilnych punktéw adhezji niezbednych do
szybkiej migracji komérek. W projekcie tym uzyto wielu nowoczesnych technik badawczych,
ale kluczows, jak si¢ wydaje, byla technika mikroskopii catkowitego wewngtrznego odbicia
(TIRF), ktéra umozliwita dokladna obserwacje morfologii struktur adhezyjnych komoérek
poddanych do$wiadczeniom. Fakt akceptacji pracy w Nature pozostawia poza dyskusjg.
nowatorstwo 1 jako$¢ techniczng wynikéw. Zgodnie z o$wiadczeniem Habilitanta i
wspbtautorow, do Niego nalezata cz¢s¢ projektu zwigzana z mikroskopia TIRF.

Podsumowujac t¢ czeséé recenzji nalezy stwierdzié, ze osiggnigcie zaprezentowane
przez Habilitanta jest waznym, indywidualnym wkladem w rozw6j badan w waznej
dziedzinie biologii komorki — badaf nad mechanizmami ruchu komérek. Mimo iz wszystkie
prace skladajgce si¢ na to osiggnigcie sg dzielem zespoléw, to bez trudu mozna zaobserwowagé
wagg wkiadu Habilitanta w powodzenie projektow.

Dorobek naukowy Habilitanta poza osiagnieciem stanowigcym  podstawe

postepowania habilitacyinego.

Poza oméwionym powyzej dorobkiem stanowigcym podstawe postepowania
habilitacyjnego Dr Zenon Rajfur jest wspotautorem 15 prac opublikowanych w czasopismach

ze wspotczynnikiem wplywu (LF.) oraz kilkunastu prac w wydawnictwach nie notowanych w




bazach danych, a s3 to czasopisma, ktére nie uzyskaty jeszcze odpowiedniego statusu oraz
materialy konferencyjne. Mieszczg sie tu takze: 1 rozdzial w monografii z serii Methods in
Cell Biology(vol. 72, 2003) oraz 3 rozdzialy w podrecznikach laboratoryjnych, w tym 2
rozdzialy w Cold Spring Harbor Protocols oraz rozdziat w podrgczniku laboratoryjnym pod
redakcjg Spector D, and Goldman B(R) ,,A Laboratory Manual” wyd. Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Dorobek ten $wiadczy o duzej aktywnosci naukowej Habilitanta zaréwno
przed jak i szczegolnie po uzyskaniu stopnia doktora.

Prace habilitanta po doktoracie oprocz dokonan omowionych w pierwszej czesei
recenzji dotyczyly bardzo interesujacych zjawisk z zakresu biologii komérki. Naleza do nich
prace nad spontanicznymi i indukowanymi oscylacjami komorkowymi opublikowanymi w
Cell Motility Cytoskeleton (2001) oraz dwukrotnic w Biophys. J. (2008, 2010), ktére
doprowadzily do stwierdzenia, ze biatko Rho jest glownym czynnikiem odpowiedzialnym za
powstawanie oscylacji a jony wapnia odgrywaja podrzg¢dna rolg w tym procesie.

Kolejnym przedmiotem zainteresowan Habilitanta jest wykorzystanie zjawiska FRET
w konstrukeji swoistych biosensoréw: jednego monitorujacego fosforylacje okre$lonego
biatka (tu kinazy FAK) oraz biosensora monitorujgcego zmiany konformacyjne kinazy FAK
(wyniki tego projektu opublikowano w Mol. Cell. Biol. w 2008 roku. Ostatniag grupa
zagadnien bgdacych przedmiotem zainteresowan dr Rajfura jest analiza tzw. trakcji
komorkowych. Te interesujace badania pozostaja jeszcze w fazie przedpublikacyjnej, ale
przyniosg one zapewne wiele interesujacych rezultatow.

Istotna cecha wspomnianych powyzej dokonan jest  spojnosé  przedmiotu
zainteresowan, wysoka jakos¢ techniczna a przede wszystkim znaczacy postep w zrozumieniy |
zjawisk dotyczacych ruchéw komoérek. Te jak i inne dokonania swiadczg tez o umicjetnodei
wspoipracy Habilitanta z wieloma partnerami, zaréwno doktorantami zespolow, jak i bardzo
znanymi w dziedzinie biologii komoérki badaczami, takimi jak np. Keith Burridge.

Aktywno$é naukowa

Aktywno$¢ naukowa Habilitanta przejawiajaca sie Jego wspolpracg z wieloma
osrodkami i badaczami czgéciowo oceniono wysoko w poprzedzajacych cz&;s’ciach tej
recenzji. W swoim autoreferacie Autor wymienia 10 osrodkéow, z ktérymi wspdtpracowal w
przesztosci, z niektérymi z nich kontynuuje Wwspolprace obecnie. Okresy pracy w
zagranicznych o$rodkach badawczych obejmujg wigkszos¢ czasu Jego aktywnosci
zawodowej. Zatem umiejgtnosci wspdlpracy i doswiadezenie w pracy w wielu osrodkach

nalezy uznaé za wigcej niz bardzo dobre.




Kandydat nie byl kierownikiem projektéw badawczych, ale brat udziat w dwéch
projektach badawczych KBN jako wykonawca lub glowny wykonawca. Za granica brat
udzial w kilku waznych projektach badawczych koordynowanych przez badaczy
amerykanskich.

W ramach swoich obowiazkéw podczas pracy w laboratorium Prof Jacobsona
opickowal si¢ studentami, doktorantami i mniej do$wiadczonymi pracownikami na
stanowisku ,,post-doc”. Penit tez role instruktora w dwéch miedzynarodowych warsztatach
»Carolina Workshop - Light Microscopy for the Biomedical Sciences w 2001 i 2002, Ze
wzgledu na nicobecno$¢ w Kraju nic mial moztiwosci sprawowa¢ oficjalnie funkcji
promotora pomocniczego.

Habilitant od poczatku swojej dziatalnosci w pracy naukowej brat czynny udzial w
wielu konferencjach krajowych (10) oraz zagranicznych (15) prezentujac wyniki swoich
badan, Co wigcej, wyglosit 5 wyktadéw na zaproszenie organizatoréw réznych konferencji
migdzynarodowych oraz wladz Instytutu Fizyki J adrowej U.J.

Podsumowanie;

Zgodnie z sugestig Centralnej Komisji do Spraw Stopni i Tytutéw stwierdzam, ze
zaprezentowane przez Habilitanta osiagniecie: ,,Zaawansowane metody mikroskopii
optycznej w badaniach proceséw migracji komérkowej” oraz dokonania naukowe
uzyskane po otrzymaniu stopnia doktora wykazujg znaczny i znaczacy wkiad Autora w
rozwoj biologii komérki i wykazuje On istotng aktywnosé naukowa (Ustawa z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595, ze zm. w Dz. U. z 2005 r, Nr 164, poz. 1365 oraz w Dz. U. 22011 r.
Nr 84, poz. 455 art. 17.1 oraz p. 4).

W skrécie: Autor opublikowal po doktoracie 20 publikacji z LF., 3 bez LF. oraz 3
rozdzialy w monografiach i podrecznikach laboratoryjnych. Przed doktoratem opublikowat w
roznych czasopismach 9 prac wspétautorskich. Zatem liczbowo dorobek Habilitanta jest
pokazny, ale najistotniejszg jest jako$é publikacji stanowigcych oceniane osiggniecie — ich
faczny LF. to prawie 105 i znajduje si¢ wsrod nich praca publikowana w najbardziej
prestizowym czasopi$mie z naszej dziedziny a mianowicie w Nature. Pracg t¢ cytowano juz
ponad 260 razy. Pozostale prace skladajace si¢ na osiagni¢cie opublikowano réwniez w
bardzo dobrych periodykach, znacznie przewyzszajacych srednig w tej dziedzinie badafi —- LT,
od 5,2 do 18,3,

Pozostaly dorobek Habilitanta jest rowniez znaczacy, publikacje z jego udzialem

wniosty znaczny postep w zrozumieniu waznych procesow komoérkowych. One réwniez




zostaly opublikowane w czasopismach o bardzo duzym znaczeniu, takich jak: Nature Cell
Biology, Biophys. J., BBA-Molecular Basis of Disease, J. Biol. Chem., Mol. Cell. Biol., i
Mol. Biol. Cell. Wedtug Web of Knowledge prace Habilitanta cytowano 923 razy (908 bez
autocytowan) a Jego aktualny ,,indeks” Hirsha wynosi 13.

Kandydat wspétpracowat w przesztosci i wspolpracuje obecnie z wieloma osrodkami
zagranicznymi a takze bral czynny udzial w licznych konferencjach naukowych w Polsce i
zagranicg. wyglosit tez kilka wyktadéw za zaproszenie organizatoréw konferencji i wiadz
Instytucji.

Zatem z pelnym przekonaniem stwierdzam, Ze osiagniecie zaprezentowane przez Pana
Doktora Zenona Rajfura spetnia z powodzeniem wymogi i kryteria okre$lone w ustawie (art.
17.1) z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki. Zatem zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego z wnioskiem o uznanie osiggniecia
naukowego j,Zaawansowane metody mikroskopii optycznej w badaniach procesow
migracji komérkowej” i nadanie Panu doktorowi Zenonowi Rajfurowi stopnia naukowego

doktora habilitowanego.
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