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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Kaczorowskiej na temat:
»Badanie mechanizmu dziatania inhibitoréw metylacji DNA na zmiane wtasciwosci biomechanicznych
chemoodpornych komérek ostrej biataczki szpikowej”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Marty Kopaczynskiej, prof. ucz. Katedry Inzynierii Biomedycznej, Wydziatu
Podstawowych Probleméw Techniki w Politechnice Wroctawskiej oraz dr hab. Wojciecha Katasa, prof. PAN,
Laboratorium Immunobiologii Molekularnej Nowotworéw Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej

PAN we Wroctawiu.
Podstawy niniejszej recenzji

1. Zlecenie dr hab. inZz. D. Roberta Iskandera, prof. uczelni, Zastepcy Przewodniczacego Komisji ds. Stopni

Naukowych w Dyscyplinie Inzynieria Biomedyczna w Politechnice Wroctawskiej.

2. Przedtozona do oceny rozprawa doktorska

3. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.z 2018 r. poz. 1669 ze zm.). Art. 179 ustawy z dnia 3 lipca
2018r.

1. 0golna charakterystyka rozprawy

Przedstawiona mi do recenzji dysertacja naukowa dotyczy zmian wtasciwosci biomechanicznych komérek
rakowych pod wplywem cytostatykow i inhibitoréw metylacji DNA. Doktorantka swoje badania skupita na
ocenie sztywnosci jader chemoodpornych komorek ostrej biataczki szpikowej. Wplyw cytostatykéw na
usztywnianie komorek rakowych, a co za tym idzie takze komplikacje naczyniowe i progresje choroby
pojawiajgce sie podczas leczenia biataczek, znany jest od dawna. Peseta optyczna jako narzedzie do pomiaru
sztywnosci komorek leukemicznych po raz pierwszy zostala zastosowana w 2014 r. Sztywnos¢ komoérek

poddanych dziataniu cytostatykéw zalezy od zmian w obrebie aktynowego cytoszkieletu komoérki oraz bton
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cytoplazmatycznych. Niewiele wiadomo natomiast o roli sztywnosci jgder komorek rakowych poddanych
dziataniu konkretnych cytostatykéw. Stad, podjety przez mgr inz. Aleksandre Kaczorowskg temat jest istotny z

poznawczego i praktycznego punktu widzenia.

2. Strukturarozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Aleksandry Kaczorowskiej obejmuje 128-stronicowe opracowanie
sktadajace si¢ z 11 rozdziatow tj. streszczenia w j. polskim i w j. angielskim, spisu tresci, wykazu skrotéw
zastosowanych w dysertacji, 21-stronicowego wstepu oraz celu i tez pracy, czeéci eksperymentalnej
z graficznym streszczeniem tez pracy, materiatéw i metod zastosowanych w badaniach, nastepnie analizy
wynikéw badan i podsumowania. Rozprawe doktorskg koncza rozdzialy prezentujace oryginalny aspekt
wykonanych badan, dorobek naukowy Doktorantki, spis tabel, rycin oraz bibliografie. Wyniki badan
Doktorantka zobrazowata 28 rycinami oraz 19 tabelami.

Streszczenie zawiera wprowadzenie do tematu, cele pracy, krotki opis wykonanych badan i ich wyniki.
Wstep zawiera najwazniejsze informacje na temat ostrej biataczki limfatycznej, kryteriéw jej rozpoznawania
oraz leczenia i zwigzanych z tym probleméw, tj. opornosci na stosowane cytostatyki, nawroty i progresje
choroby. Na koniec wstepu Doktorantka opisuje nowoczesne techniki optyczne takie jak holograficzna peseta
optyczna oraz pulapkowanie optyczne, ktore znajdujg zastosowanie w badaniach réznych parametréw
komérek. Rycina obrazujgca putapke optyczna jest tu bardzo pomocna. Rozdziat ten jest wyczerpujacy
i w rzetelny spos6b opisuje narzedzia badawcze Doktorantki.

Cel pracy jest sformutowany jasno. Trzy tezy pracy opisane na zakonczenie tego rozdziatu s klarownie
i poparte rycing, co znaczaco utatwia zrozumienie do czego dgzy w swych badaniach Doktorantka.

Niezwykle rzetelnie i szczegétowo opisane zostaly metody badan - na ich podstawie mozna odtworzy¢
przeprowadzone przez Doktorantke eksperymenty, co zastuguje na uznanie. Metodologia badan jest wiasciwie
dobrana i pozwalana na wykazanie zmian zachodzacych w komérkach rakowych pod wptywem cytostatykow
i inhibitoréw metylacji DNA. Wyniki badan zostaly zaprezentowane poprawnie w postaci tabel i czytelnych
wykresow oraz zdjgé. Dobrym rozwigzaniem jest przedstawienie wynikéw eksperymentéw i ich analizy
z podziatem na tezy badawcze, co przenosi czytelnika na kolejne poziomy podejmowanych badan, majacych na
celu udowodnienie stusznosci postawionych w pracy tez badawczych. Podsumowanie wyczerpujaco reasumuje
uzyskane wyniki badan.

Bibliografia, obejmujaca 147 pozycji, zawiera prace przede wszystkim z ostatnich 5 lat, nieliczne pozycje to
publikacje z lat 2002-2007. Dwie publikacje z lat 1955 i 1979 dotycza stosowanych i aktualnych technik

badawczych.

3. Ocenarozprawy

Tematyka pracy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Kaczorowskiej jest atrakcyjna w aspekcie aplikacyjnym
i naukowym. Uzyskane wyniki badan wskazujg na mozliwoé¢ zastosowania prostej metody optycznej
do diagnostyki chemoodpornych typow biataczek. Ma to donioste znaczenie w podejmowaniu decyzji

o sposobie leczenia oraz dawkowaniu cytostatykow.
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Doktorantka postawita trzy tezy badawcze, ktérych prawdziwosci dowodzita autorskimi eksperymentami.

Teza 1. Doktorantka podjeta sie zbadania czy zmiany cech biomechanicznych komorek ostrej biataczki
szpikowej zalezg od ich chemoopornosci na stosowane cytostatyki oraz czy mogg postuzy¢ do szybkiej
identyfikacji chemoodpornych przypadkéw AML. Gtéwnym narzedziem badawczym byla tu peseta optyczna
pozwalajaca na ocene sztywnosci jader komoérek nowotworowych poddanych biotynylacji, co umozliwito ich
niekowalentne wigzanie ze streptawidyna na powierzchni kulek polistyrenowych putapkowanych nastepnie
w uktadzie optycznym. Badania zostaly przeprowadzone na pierwotnych liniach komérkowych
wyprowadzonych ze szpiku siedmiu chorych z AML oraz pieciu ustalonych liniach komérkowych. Z badanych
komorek wyizolowano jgdra i poddano je dziataniu trzech, réznych stezen inhibitoréw topoizomerazy II,
tj. daunorubicyny i epirubicyny, stosowanych do leczenia AML. Na podstawie wykonanych oznaczen
zaobserwowano osobnicze (zalezne od linii komoérkowej) réznice sztywnosci jader komorek nietraktowanych
lekami oraz traktowanych cytostatykami, ktére byly niezalezne od markeréw powierzchniowych CD33+,
CD34+ i CD123+, ale zalezaly od typu mutacji w badanych komdrkach nowotworowych oraz od stezenia leku.
Wyniki te okazaly sie jednak niewystarczajace do udowodnienia postawionej tezy badawczej, stad Doktorantka
kontynuowata badania stosujac tym razem stosowane w leczeniu AML inhibitory metylacji DNA tj. azacytydyne
i decytabine. Wyniki ponownie wykazaly, ze i te leki wptywaja na sztywno$c¢ jader komérkowych zaleznie od
stezenia. Poczynione obserwacje daty podstawe wnioskowi, Zze zmiany witasciwosci biomechanicznych jader
komorek nowotworowych poddanych wplywowi cytostatykéw wynikaja z wptywu tych lekéw na mechanizmy
epigenetyczne. Uzyskane wyniki badan Doktorantka zaprezentowata w dwoch, wysoko punktowanych
publikacjach o miedzynarodowym zasiegu.

Teza II. Jadrowa lokalizacja leku uwrazliwia komdrki na topoizomeraze II i stanowi doskonate narzedzie
diagnostyczne do szybkiej identyfikacji chemoopornych komaérek nowotworowych. Doktorantka kontynuowata
badania wplywu cytostatykéw na komorki nowotworowe oceniajgc zalezno$é lokalizacji lekéw od wrazliwosci
na inhibitory topoizomerazy II. Jako narzedzia badawcze wyKkorzystata w tej czesci badan mikroskop
konfokalny i cytometrie przeptywowa. W badaniach z zastosowaniem mikroskopu konfokalnego w prébkach
szpiku od dwodch chorych zaobserwowano rozmieszczenie doksyrubicyny i epirubicyny w cytoplazmie
komorek, natomiast w przypadku daunorubicyny stabg fluorescencje w jadrach komodrkowych,
co zasugerowato aktywne wypompowywanie leku z jadra komorkowego. Badania te zostaly podsumowane
stwierdzeniem, ze wewngtrzkomoérkowa lokalizacja leku moze wptywaé na zmiany biomechaniczne komérek,
zachodzgce pod wptywem inhibitoréw topoizomerazy II.

Biorgc pod uwage czasochtonno$¢ metod mikroskopowych, dalsze badania zostaly wykonane metodg
cytometrii przeptywowej, ktorg Doktorantka wykorzystata po raz pierwszy do tego typu badan. Pionierskim
badaniem byla izolacja jader komoérkowych w celu okre$lenia akumulacji leku. Niemozno$¢ okreslenia
chemoopornosci badanych linii komérkowych metodg cytometrii przeptywowej, sktonito Doktorantke do
poszukiwania dodatkowych technik badawczych. Zastosowata wiec badania uwalniania leku z komorek,
co ostatecznie pozwolito na ustalenie, ze danuorubicyna, cho¢ jest biernie pobierana przez komorke, jest z niej

aktywnie usuwana, co moze by¢ zwigzane z chemoopornoécig na cytostatyki.
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Teza IIl. Poza opracowaniem skutecznej metody oceny chemoopornosci komérek nowotworowych,
jednym z celéw rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Aleksandry Kaczorowskiej byly badania nad zwigkszeniem
skutecznos$ci cytostatykow w chemoopornych przypadkach AML. Doktorantka skupita sie na wplywie
inhibitora metylacji DNA tj. decytabiny na skuteczno$¢ cytostatykéw. Decytabina indukuje zmiany
w aktynowym cytoszkielecie, w morfologii i zdolnosci proliferacji komérek szpiku oraz uwrazliwia je na
niektore cytostatyki. Wykonane badania wykazaly synergistyczny efekt decytabiny i cyklofosfamidu, ale nie
decytabiny i inhibitoréw topoizomerazy Il tj. daunorubicyny i epirubicyny. Wskazuje to, ze inhibitory metylacji

DNA dziatajg synergistycznie tylko z wybranymi cytostatykami.

W swej rozprawie doktorskiej Pani mgr inz. Aleksandra Kaczorowska zaprezentowala szereg
pionierskich, oryginalnych i waznych klinicznie wynikéw badan, dotyczgcych zastosowania oceny wtasciwosci
biomechanicznych jader komérkowych w prognozowaniu chemooporno$ci na cytostatyki. Za gléwne
osiggnigcia Autorki w rozprawie uwazam opracowanie autorskiego protokotu badania wewngtrzkomdrkowe;
lokalizacji cytostatykéw metodg cytometrii przeplywowej oraz metody badania uwalniania cytostatyku
z komorek biataczki. Badania te majg nieprzeceniong warto$¢ kliniczna, niosac nadzieje na poprawe zar6wno
diagnostyki chemoopornych przypadkéw ostrych biataczek, jak i ich skuteczniejszego schematu leczenia.

Pani mgr inz. Aleksandra Kaczorowska jest autorem i wspotautorem trzech publikacji (dwoch w tematyce
zwigzanej z rozprawg doktorskg oraz jednej spoza tematyki rozprawy), a takze o$miu referatow
konferencyjnych. Pani mgr inz. Aleksandra Kaczorowska byla réwniez wykonawcg w dwdch grantach
ministerialnych OPUS.

Dorobek naukowy Doktorantki wskazuje na Jej zaangazowanie w pracy naukowej, co znalazto
odzwierciedlenie w przedstawionej mi do recenzji rozprawie doktorskiej. Aktywne poszukiwanie rozwigzan
postawionych probleméw naukowych za pomocg dostepnych technik badawczych oraz rzetelnosé

prezentowanych wynikéw badan stanowia godne uznania cechy Autorki rozprawy.

4. Uwagi krytyczne
Rolg Recenzenta jest m.in. wskazanie zauwazonych niedoskonatoéci rozprawy, co powinno poméc Autorce
w dalszym rozwoju naukowym.

Uwagi merytoryczne i dyskusyjne:

a) Zgodnie z opisem metod w badaniach zostaly zastosowane ustalone linie komérkowe, m.in. A459,
HT-29, jednak w pracy brak jakichkolwiek wynikéw badan na tych liniach?

b) Interesuje mnie czy Doktorantka kiedykolwiek poréwnywata wplyw badanych lekéw na komérki
szpiku od zdrowej osoby? Czy badano kiedykolwiek wplyw cytostatykéw na wiadciwosci
biomechaniczne zdrowych komérek?

c) Na stronie 59 przedstawione zostaly obserwacje wykonanych eksperymentow. Cyt. "Wzrost nie zalezy
od obecnosci antygendw powierzchniowych” - jakie antygeny Autorka miala na mys$li? Na nastepnej
stronie w tabeli zaprezentowane zostaly wyniki dla komoérek rakowych o swoistych dla AML

antygenach CD33+, CD34+ i CD123+, co pozwala sie domysla¢, ze chodzito o te wtasnie antygeny (?).
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d)

Podobnie, w opisie obserwacji znajduje sie wniosek o mutacji genetycznej FLT-3-ITD - skad wiadomo,
ze badane komorki posiadaly dang mutacje? W metodach brak opisu oznaczania w badanych
komorkach markeréw powierzchniowych i mutacji, a wiec wnioskuje, ze Doktorantka ich nie oznaczata.
W takim razie skad te informacje? W materiatach powinna sie znalez¢ charakterystyka fenotypowa
i genotypowa badanych linii komérkowych - nagte pojawienie sie informacji o mutacjach i markerach
powierzchniowych u badanych komorek czyni opis uzyskanych wynikow niejasnym.

W badaniach udowadniajgcych stusznosc¢ tezy badawczej 11, dwie probki zostaty odrzucone z dalszych
oznaczen, gdyz istnialo podejrzenie cyt. ,0 wystepowaniu dwdch lub wiecej populacji komérek w obrebie
Jednego preparatu” (str. 71) - czy to oznacza, ze w biataczkach o mieszanych populacjach komérek typu
MPAL (mixed-phenotype acute leukemia) przedstawione w rozprawie badania nie majg zastosowania?
Czy doktorantka rozwazata wplyw apoptozy (zobrazowanej dla daunorubicyny i epirubicyny na ryc. 7,
str. 67) na przeciekanie leku z jadra do cytoplazmy? Apoptoza zwigzana jest z przeciekaniem DNA
z jadra komorki, a wigc wzrostem przepuszczalnosci blony jadrowej, co mogto spowodowacé wyciek
leku z jadra i jego lokalizacje w cytoplazmie komorki. Daunorubicyna powoduje wzrost sztywnosci
komorek krotko po ekspozycji na lek i raptownie indukuje apoptoze, co moze indukowa¢ przeciekanie

leku do cytoplazmy.

Uwagi redakcyjne:

a)

b)

Streszczenie pracy jest zbyt obszerne i niepotrzebnie przetadowane szczegdétowymi informacjami.
Streszczenie, zgodnie z nazwa, powinno w krotki i zwiezty sposéb reasumowac rozprawe naukows.

Nie rozumiem zawartych w rozdziale Cele pracy opisanych wynikéw badan? Wyniki badan opisywane
sg krotko w streszczeniu pracy oraz szczegétowo rozdziale Wyniki badan. Rozdziat Cel badan powinien
zawierac tylko i wylgcznie cel podejmowanych badan.

Zastanawiajacy jest dla mnie brak zastosowania jakichkolwiek metod statystycznych do analiz
wykonanych oznaczen. Meta-analiza poréwnujgca ilociowe wyniki badan podniostaby warto$é
naukowg rozprawy oraz uwiarygodnitaby uzyskane wyniki.

Czy zwrot ,ptynna biopsja” oznacza bioptat szpiku? Sadze, Ze prdobka lub bioptat szpiku bylyby
zreczniejszym okresleniem badanego materiatu.

Razgce stosowanie potocznych zwrotéw np. zbiotynylowane biatko lub wyptukiwane komoérki, a takze
spolszczanie stow angielskich np. medium zamiast podtoze hodowlane, ktére cho¢ uchodza
w laboratorium, nie powinny mie¢ miejsca w dysertacji naukowej jaka jest rozprawa doktorska.
Niestaranny spis publikacji, ktéry zawiera szereg btedéw interpunkcyjnych oraz jest napisany
niejednolicie - nazwy czasopism s3 pisane jako skroty lub jako pelne nazwy, co nie powinno mieé
miejsca. Pozycje bibliograficzne zamieszczone w wykazie literatury zapisujemy podajgc najpierw

nazwisko autora, nastepnie inicjat(-y) imienia (imion).

Whniosek koncowy
Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Aleksandry Kaczorowskiej prezentuje wazne i cenne

z klinicznego punktu widzenia wyniki badan o duzym potencjale aplikacyjnym. Stwierdzam, ze
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Doktorantka w peini zrealizowata postawione cele badawcze oraz opanowata podstawy teoretyczne
badanego zagadnienia, umiejetnos$¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych i analizy wynikow.
Odnoszace si¢ do rozprawy uwagi krytyczne nie majg wptywu na jej wysoka i w peni pozytywng ocene.

Podsumowujac swojg recenzje, stwierdzam, ze rozprawa doktorska pt. ,Badanie mechanizmu
dziatania inhibitoréw metylacji DNA na zmiane wtasciwosci biomechanicznych chemoopornych komérek
ostrej biataczki szpikowej” Pani mgr inz. Aleksandry Kaczorowskiej spetnia wymogi osiagniecia
naukowego, o0 ktéorym mowa w artykule 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 ze zm. Dz. U. z 2005 r. nr 164, poz.1365)
stawiane rozprawom doktorskim. Oceniana praca prezentuje wysoki poziom merytoryczny i na tej
podstawie wnioskuje do Komisji ds. Stopni Naukowych w Dyscyplinie Inzynieria Biomedyczna
Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Aleksandry Kaczorowskiej do publicznej

obrony rozprawy doktorskiej.
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