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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Kai Fraczkowskiej
pt. ,Badanie wlasciwosci mechanicznych oraz zmian
nanostrukturalnych zachodzgcych w strukturach komoérkowych
indukowanych antybiotykami aminoglikozydowymi i
antracyklinowymi stosowanymi w chemioterapii nowotwordow
zlosliwych”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa dotyczy badan wptywu antybiotykow antracyklinowych i
aminoglikozydowych na wlasciwosci strukturalne i mechaniczne nici DNA oraz wlasciwosci
biomechaniczne komorek blastycznych szpiku i erytrocytow krwi pobranych od pacjentéw z
ostra biataczka szpikowa. Podjecie tej tematyki badawczej jest wazne i w pelni uzasadnione.
Ostra bialaczka szpikowa stanowi okoto 80% ostrych biataczek u dorostych i 25% wszystkich
biataczek u dorostych, ale jest stosunkowo rzadka u dzieci, ktore czgsciej chorujg na ostrg
biataczke limfoblastyczng. Zapadalnosé na ostre biataczki szpikowe znacznie wzrasta z
wiekiem, szczegélnie po 70-tym roku zycia. Wérdd chorych przewazajg mezczyzni. Liczba
zachorowann na bialaczki ciggle wzrasta. Pomimo postgpéw w terapii, przezywalnos¢

pacjentéw z ostrymi biataczkami szpikowymi jest niska.

Przedstawiona do oceny praca obejmuje 145 stron maszynopisu i napinana jest w zasadniczo
typowym ukladzie. Zawiera 4 gléwne rozdzialy: wstep (30 stron), czg$¢ doswiadczalng (13
stron), omodwienie wynikow (45 stron) oraz podsumowanie (4 strony). Doktorantka
zamiescita rowniez spis tredci, liste wiasnych publikacji i komunikatéw zjazdowych,
streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim oraz cel i tezy pracy. Na koncu pracy

umieszczono cytowane pismiennictwo liczace 274 pozycji.



Praca napisana jest poprawnym jezykiem i dobrze zredagowana. Zawiera tylko nieliczne
bledy edytorskie;

Str.2 Biataczka dorostych z komérek T powinno by¢ Biataczka z dorostych komérek T
Str. 5 populacja  powinno by¢ populacja

Str. 35 rekcji  powinno by¢ reakcji

Str. 35 apomoca powinno by¢ za pomocg

W pozycjach literaturowych 42, 64 i 143 brak jest stron lub numeru doi.

Okreslenie ,,martwica” odnosi si¢ do tkanek i narzadow. Komorki ulegaja nekrozie.

W obszernym wstepie Doktorantka szczegdétowo opisata klasyfikacje bialaczek, gtownie
ostrych biataczek szpikowych, ich epidemiologie, etiologie, diagnostyke oraz terapig.
Oméwiono takze mechanizm dziatania stosowanych antybiotykow antracyklinowych i
aminoglikozydowych oraz przedstawiono stosowane w pracy techniki badawcze. Duza liczba
cytowanego pismiennictwa $wiadczy o dobrym rozeznaniu tematyki pracy przez Doktorantke.

Niektore rozdzialy zostaly jednak zbyt obszernie opisane.

Do realizacji zaplanowanych badan Doktorantka dobrata odpowiednie techniki nanoskopowe,
takie jak transmisyjna mikroskopia elektronowa TEM, mikroskopia sit atomowych AFM,
mikroskopia konfokalna oraz technika pesety optycznej, ktére zostaly opisane w sposob
szczegblowy i klarowny. Badania przeprowadzono na syntetycznych dwuniciowych
fragmentach DNA o réznej zawartosci par zasad GC oraz dwuniciowym DNA
wyizolowanym z grasicy cielecej. Druga grupa doswiadczen przeprowadzona zostata na
komérkach blastycznych izolowanych ze szpiku kostnego oraz na erytrocytach krwi
pobranych od pacjentéw z ostrag biataczka szpikows. Do traktowania DNA oraz komorek
uzyto antybiotykéw antracyklinowych (doksorubicyna, epirubicyna, daunorubicyna) oraz
antybiotykow aminoglikozydowych I generacji (neomycyna, kanamycyna) i I generacji
(tobramycyna).

Omoéwienie wynikéw rozpoczeto od analizy wplywu antybiotykéw antracyklinowych na
strukture podwojnej helisy DNA. Stosujac technik¢ mikroskopii sit atomowych badano
wplyw antracyklin na interkalacje z syntetycznymi fragmentami DNA o réznej zawartosci par
zasad GC. Zaobserwowany efekt zalezny byt od stezenia leku. Najsilniejszy efekt wykazano
dla doksorubicyny i wzrastal on wraz ze wzrostem zawartosci par zasad GC w DNA.
Oddziatywanie antybiotykéw aminoglikozydowych z eukariotycznym DNA wykonano przy
pomocy metod NMR, AFM i TEM. Stwierdzono, ze antybiotyki I generacji neomycyna i



kanamycyna powoduja nieodwracalng degradacj¢ podwdjnej nici DNA, czym mozna
ttumaczy¢ nefrotoksycznos$é i ototoksycznosé tych antybiotykow. Natomiast tobramycyna,
antybiotyk II generacji wykazujgcy nizszg toksycznosé, indukowala agregacje czasteczek
DNA tworzgc rézne odwracalne formy strukturalne, gtéwnie toroidy.

Stosujac technike pesety optycznej stwierdzono, ze antracykliny zmniejszajg sztywnos¢
podwdjnej nici DNA, szczegélnie o duzej zawartosci par zasad GC. Pomiary sztywnosci
komorek blastycznych pozyskanych ze szpiku kostnego pacjentéw z ostrg biataczkg szpikowa
nie daly jednoznacznych wynikow. Juz nietraktowane komorki réznity si¢ znacznie
sztywnosciag. Moglo byé to spowodowane réznym genotypem i fenotypem badanych
komorek. Badania komérek blastycznych powinny zostaé jeszcze bardziej poszerzone i
obejmowaé réwniez mioblasty od o0s6b zdrowych, a otrzymane wyniki pomiar6w
mechanicznych poréwnane z poziomem apoptozy.

Wykorzystujac naturalng fluorescencje¢ antracyklin badano ich wewnatrzkomorkowa
lokalizacje w komoérkach blastycznych oraz erytrocytach przy uzyciu mikroskopii
konfokalnej. Najsilniej przenikala do jadra komoérkowego doksorubicyna, epirubicyna
gromadzila sie w cytoplazmie a daunorubicyna w przestrzeni okofojadrowej. Uzyskane
wyniki byly zgodne w wynikami otrzymanymi metoda pesety optycznej. Stwierdzono
rowniez, ze obecno$¢ w komoérkach markeréw FLT3 oraz CD123 wigzala si¢ ze stabsza

internalizacja antracyklin do wnetrza komorki, gtéwnie do jagdra komérkowego.

Na koricu pracy umieszczono podsumowanie najwazniejszych osiggnie¢ pracy, do ktérych
nalezy wykazanie, ze antracykliny wiaza si¢ do fragmentow DNA bogatych w pary zasad GC.
Pokazanie destrukcyjnego wplywu antybiotykéw aminoglikozydowych na podwdjna ni¢
eukariotycznego DNA, czym mozna thumaczy¢ toksyczno$é tych antybiotykow, szczegdlnie
neomycyny. Stosujac unikalng technike pesety optycznej wykazano wplyw antacyklin na
sztywnos$¢ komorek blastycznych.

Chciatbym prosi¢ Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do kilku kwestii:

- czy pacjenci , od ktérych pobierano probki do badan, byli wezesniej leczeni antracyklinami
lub innymi chemioterapeutykami. Moglo by¢ to jedng z przyczyn uzyskania
niejednoznacznych wynikow.

- czy mozliwe jest zaprojektowanie zwiazku selektywnie interkalujacego z DNA komorek
nowotworowych

- jaka jest mozliwos¢ zastosowania uzytych w pracy technik do diagnostyki nowotworow



Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze Doktorantka zrealizowata postawione cele, a otrzymane
wyniki sa oryginalne i zostaty w wigkszosci opublikowane w dwodch czasopismach z listy
filadelfijskiej o tacznym wspotczynniku Impact Factor wynoszacym 5.4. W jednej publikacji
Doktorantka jest pierwszym autorem, w drugiej trzecim. Rezultaty pracy przedstawiono
réwniez na konferencjach naukowych.

Doktorantka wykazata si¢ bardzo dobrg znajomoscia tematu i opanowaniem nowoczesnych
technik badawczych, ktére w przysztosci moglyby znalez¢é zastosowanie w diagnostyce oraz
do monitorowania przebiegu terapii niektorych nowotworéw. Uzyte techniki mogg zosta¢
rowniez uzyte do opracowania nowych bardziej skutecznych chemioterapeutykow o

mniejszych skutkach ubocznych.

Przedstawiona do recenzji praca spelnia wymogi okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.
Dlatego stawiam wniosek do Rady Wydzialu Podstawowych Probleméw Techniki
Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Kai Fraczkowskiej do dalszych

etapoéw przewodu doktorskiego. Rownoczesnie wnioskuje o wyréznienie pracy.
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