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Recenzja rozprawy na stopien naukowy doktora nauk medycznych

lek. Barbary Ziéltkowskiej pt. ,,Ocena markeréow autofagii w komdrkach raka jelita
grubego przed i po zastosowaniu terapii fotodynamicznej z uzZyciem kwasu
5-aminolewulinowego”, uczestnika studiow doktoranckich, z Katedry i Zakladu
Patomorfologii Uniwersytetu Medycznego (UM) we Wroclawiu, ktérej promotorem jest

Prof. dr hab. n. med. Piotr Ziétkowski.

Rozprawa doktorska lek. Barbary Ziotkowskiej zostata przygotowana w oparciu o
wyniki wlasnych badan i jest napisana w sposéb typowy dla rozpraw doktorskich z podziatem
na rozdziaty. Catos¢ rozprawy liczy 112 stron, obejmuje 3 tabele i 26 rycin, w tym bogata,
czytelng i pigknie przygotowana ilustracje zdjgciowa badanych komérek w ocenie
immunohistochemicznej. Tematem pracy doktorskiej byla ocena poziomu ekspresji
wybranych biatek w komorkach nowotworowych przed i po zastosowaniu reakcji
fotodynamicznej z uzyciem kwasu S-aminolewulinowego. Jest to praca eksperymentalna
przeprowadzona w warunkach in vitro na komorkach gruczolakoraka jelita grubego linii
SW620. Podjety przez Doktorantke cel pracy opiera si¢ na najbardziej aktualnych kierunkach
badan. Materiat i metodyka wynikajg z najnowszej generacji technik badan podstawowych.
Wyniki i wyciagnigte z nich wnioski, ich prezentacja i komentarze oraz sposéb
przeprowadzonej dyskusji, wskazuja na skrupulatno$¢ i dojrzato$¢ naukowa lek. Barbary

Ziotkowskiej.

1/ Ocena merytoryczna
Rozprawa doktorska lek. Barbary Zidtkowskiej zostata rzetelnie zrealizowana i zawiera
wszystkie wymagane rozdziaty dysertacji, ktore zostaly poprawnie przygotowane

i przedstawione.



W obszernym wstgpie zawartym na 40 stronach, autorka w sposéb jasny wprowadza
czytelnika w meandry stosowanych przez Doktorantke skomplikowanych technik, w tym na
poczatku terapii fotodynamicznej, przedstawiajac jej rys historyczny, mechanizm dziatania,
w tym fotouczulaczy, ptynnie przechodzac i koncentrujac si¢ na uzytym przez siebie
w eksperymencie kwasie 5-aminolewulinowym.W dalszej czesci wstgpu Doktorantka opisuje
reaktywne formy tlenu i mechanizmy ich dziatania doprowadzajace do $mierci komérki
poprzez peroksydacje biatek, lipidow i DNA, oraz mechanizmy obronne komoérki, w tym
enzymy biorace udziat w procesach antyoksydacyjnych, przechodzac do zasadniczego
aspektu badanego w pracy, ktdrym jest autofagia, doktadnie opisana i bogato zilustrowana na
wykonanych autorskich rycinach. Wstep koriczy podrozdziat, w ktérym Autorka koncentruje
si¢ na etiologii raka jelita grubego, jego diagnostyce, czynnikach prognostycznych, leczeniu
i rokowaniu. We wstgpie Doktorantka odwotuje si¢ do bogatego, wiasciwie dobranego
i aktualnego pismiennictwa.
Obrany przez Autorke cel pracy, ktorym byla ocena skutecznosci terapii fotodynamicznej
oraz procesu autofagii w komérkach linii raka jelita grubego po zastosowaniu terapii
fotodynamicznej, zostat trafnie obrany i $wiadczy o oryginalnosci pracy.

a/ Trafno$¢ podjetej problematyki badawczej i jej oryginalnosé

Terapia fotodynamiczna uwazana jest za nowatorska, skuteczna i najmniej inwazyjna
wsrod metod walki z rakiem. Za trafnoscia podjetej problematyki badawczej i oryginalnoécia
przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej przemawia podjecie tematu oceny skutecznosci
terapii fotodynamicznej, stosowanej na komoérkach raka jelita grubego, w aspekcie
cytotoksycznosci, oceny markerow autofagii oraz zmian ich ekspresji pod wptywem
stosowanej terapii fotodynamicznej z kwasem 5-aminolewulinowego.
W zwiazku ze stale rosnacg umieralnoscia na nowotwory, problematyka leczenia raka byta
i jest trafna i szczegdlnie wazna w praktyce klinicznej.
Temat pracy i badane w niej zjawiska stanowia jak najbardziej aktualne zagadnienia.
Udowodnionym jest, ze zaburzenia autofagii maja zwiazek z wieloma chorobami, takimi jak
choroba Parkinsona, cukrzyca typu Il oraz choroby nowotworowe. O aktualnosci
problematyki poruszanej przez Autorke $wiadczy fakt, iz to whasnie za odkrycia dotyczace
mechanizméw autofagii, Nagrod¢ Nobla w 2016 r. w dziedzinie medycyny i fizjologii
otrzymat Yoshinori Ohsumi.

b/ ocena uzyskanych rezultatow i ich znaczenie dla nauki i praktyki

Uzyskane rezultaty badawcze lek. Barbary Ziotkowskiej sa dowodem na Scisty

wspotpracg nauk podstawowych i hipotetycznych mozliwosciach ich przelozenia na badania



kliniczne i stosowanie terapii fotodynamicznej w wybranych nowotworach. Autorka w swoim
eksperymencie potwierdzita, iz terapia fotodynamiczna jest skuteczng formg niszczenia
komorek rakowych. Badaniami immunohistochemicznymi oraz Western blot wykazata,
wzrost ekspresji markerow autofagii , ktdre narastajg w czasie PDT, a tym samy udowodnita,
ze terapia fotodynamiczna doprowadza do $mierci komérki w mechanizmie autofagii.
W ostatnim wniosku autorka podkresla, iz wyniki jej doswiadczen stanowig krok do
pogtebienia badan w celu oceny roli procesu autofagii w terapii przeciwnowotworowe;.

Do najwazniejszych osiagnig¢ Autorki w aspekcie ich znaczenia dla nauki i praktyki mozna
zaliczy¢ potwierdzenie cytotoksycznego oddziatywania terapii fotodynamicznej na komorki
raka, co moze mie¢ hipotetycznie niezwykle istotne znaczenie w zastosowaniu tej formy
terapii w badaniach klinicznych. Znaczenie powyzszych rezultatbw ma duza wartosc
praktyczng, z punktu widzenia nowych strategii lecenia onkologicznego, opartych na
spersonalizowej terapii raka, a obejmujacych metody konwencjonalne, takie jak chirurgia,
radioterapia i chemioterapia, uzupetnione nowoczesnymi metodami onkologicznymi, do
ktorych zalicza sie¢ terapi¢ fotodynamiczng i immunoterapie.

¢/ poprawnos$¢ formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna.

Poprawno$¢ jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna w przedstawionej do recenzji
dysertacji nie budzi zastrzezen. Doktorantka postuguje si¢ poprawnym stownictwem,
charakterystycznym dla prac  naukowych, w sposéb komunikatywny, jasny
i nieskomplikowany potrafi opisa¢ czesto zlozone aspekty mechanizméw terapii
fotodynamicznej, fotouczulaczy oraz metod badan cytotoksycznych,
immunohistochemicznych i Western blot. W doktoracie mozna odnalez¢ kilka drobnych
btedow gramatycznych, interpunkcyjnych i stylistycznych, ktore w zadnym stopniu nie
wptywaja na cato$¢ przekazu merytorycznego i koncowa wysoka oceng bardzo precyzyjnie

zaplanowanej i przeprowadzonej pracy.

2) Ocena metodologiczna

a) dobor literatury, umiejetnosci, wykorzystanie zrodel

Autorka przeprowadzita doglebne studia literaturowe, umiejgtnie dobrata
i wykorzystata literature przedmiotu. Niezwykle bogata bibliografia (262 pozycje) jest
aktualna, merytorycznie scisle zwigzana z tematem dysertacji. Jednoczes$nie autorka cytuje
zardwno autordw polskich jak i obcojezycznych, z uznanym wktadem naukowym w zakresie

diagnostyki i terapii fotodynamiczne;.



Doktorantka przedstawia dyskusje na 7 stronach rozprawy. Obejmuje ona zaréwno analizg
wiasnych wynikéw, jak rowniez przeglad dostgpnej literatury oraz konfrontuje wiasne wyniki
z rezultatami badan innych autoréw. Dyskusja napisana jest tadnym, zrozumiatym i ,,lekkim”
jezykiem. W rozdziale tym Doktorantka interpretuje uzyskane przez siebie wyniki badan,
uzasadnia oraz we wilasciwy i dojrzaty sposob stara si¢ na podstawie danych literaturowych
innych autoré6w wyjasni¢ mechanizmy odpowiedzialne za uzyskane w pracy wyniki.
Jednoczesnie w sposob przemyslany tlumaczy istotg i przyczyny odmiennosci uzyskanych
wynikow w komparacji do istniejgcych w literaturze. Styl Doktorantki cechuje z jednej strony
zwieztos¢ i logika wywodu, z drugiej za$ strony bogactwo je¢zyka, co sprawia, ze rozdzial
»Dyskusja” czyta si¢ dobrze.

Cytowane pismiennictwo w przewazajacej czesci to publikacje z ostatnich lat. Spis
pismiennictwa sporzadzony jest w kolejnosci pojawiania si¢ w tekscie oraz wedtug
obowigzujacych wytycznych przygotowywania prac doktorskich.

b/ Poprawnos¢ formulowania probleméw i hipotez (zalozenia badawcze)

Autorka poprawnie formutuje zatozenia badawcze. Podkresla zwiazek swoich badan z
mozliwoscig praktycznego wykorzystania terapii fotodynamicznej w nowatorskim schemacie
leczenia onkologicznego, jednoczesnie zastrzega, iz przeprowadzone badania charakteryzuja
sie ograniczeniami, z uwagi na ich charakter ,,in vitro” i odlegta bytaby ich bezposrednia
interpolacja kliniczna na pacjentow. W czgscei ,,Cel i zalozenia pracy”, Autorka postanowila
okresli¢ dziatanie cytotoksyczne terapii fotodynamicznej z zastosowaniem kwasu
|5-aminolewulinowego, dokona¢ oceny markerow autofagii i zmian ich ekspresji.
Doktorantka w sposdb jasny i konkretny odpowiada we wnioskach na zalozone cele
badawcze. Wnioski, wynikajace z badan, formutuje prawidtowo i jednoznacznie.

¢) trafno$¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umieje¢tnosci ich zastosowania

Doktorantka przedstawia w zalaczonych pracach dokladny opis calej procedury
badawczej oraz oznaczen poszczegdlnych czynnikéw. Przedstawiona charakterystyka
wymienionych metod nie budzi zastrzezen. W eksperymentach autorka uzyta komérki raka
jelita grubego linii SW620, ktore w przeprowadzonym doswiadczeniu inkubowata cztery
godziny z kwasem S5-aminolewulinowym (ALA), a nastgpnie przez 75 sekund naswietlata
$wiattem o dlugosci fali 630nm (+20nm) uzyskanym z lampy halogenowej z filtrem
czerwonym, o mocy promieniowania 4,5J/cm® i w dawce promieniowania 60mW/cm>. Do
oceny zywotnosci komdrek Autorka zastosowata prawidtowa metodologig, stosujac metode
kolorymetryczng z MTT. Oceny markeréw autofagii (LC3, Bekliny | i ATG7) Doktorantka

dokonata z wykorzystaniem badan immunohistochemicznych, polegajacych na wykrywaniu



w komorkach substancji o charakterze antygenowym przy pomocy znakowanych
poliklonalnych przeciwciat kréliczych renomowanych producentow zestawow do tego typu
bada. Detekeji biatek oraz zmian ich ekspresji w trakcie terapii fotodynamicznej, Autorka
dokonata badaniem Western blot, uznanym w biologii molekularnej za najlepsza metodg
identyfikacji tych polikondensatow.

Analize statystyczng lek. Barbara Ziétkowska przeprowadzita za pomocg programu Statistica
12. Normalno$¢ rozktadu zweryfikowata testem normalnosci Shapiro-Wilka, a ze wzgledu na
brak normalnosci rozktadéw analizowanych parametrow, postuzyla si¢ prawidlowo testem
U Manna-Whitneya oraz stanowigcym jego rozszerzenie testem ANOVA Rang Kruskala-
Wallisa. Z poziom istotnosci Autorka przyjeta p=0.03.

Na pochwate zastuguje przejrzysta prezentacja wynikow, zobrazowanie graficzne i zdjgcia
oraz ich jasny opis i komentarz.

d) poprawno$é¢ ukladu pracy i struktury podzialu tresci
Uktad pracy i struktura podziatu tresci odpowiada standardom prac doktorskich pisanych
w uniwersytetach medycznych. Wymogi dotyczace formalnej strony pracy zostaly
w dysertacji lek. Barbary Ziotkowskiej spetnione. Prawidiowy jest ukfad pracy, kolejnos¢
rozdziatéw oraz cytowania. Rozprawe rozpoczynaja: spis tresci, wykaz stosowanych skrétow,
po ktérym nastepuja:  wstep, cel i zalozenia pracy oraz materiat i metody, ktore
przedstawione s3 w bardzo przystepny sposéb. Kolejne rozdziaty stanowia bogato
zilustrowane wyniki badan oraz wnioski z nich wynikajace. Ostatnie rozdziaty pracy
stanowia: dyskusja, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, pi$miennictwo oraz spis tabel
i rycin,

Reasumujac, prace doktorskg lek. Barbary Zidtkowskiej oceniam wysoko. Autorka
przedstawila ciekawe wyniki badan w oparciu o dobrze dobrany model badan z uzyciem
specjalistycznej aparatury naukowo-badawczej. Doktorantka dowiodta, ze potrafi
zaprojektowaé i przeprowadzi¢  ciekawy, nowatorski  eksperyment  naukowy,
z wykorzystaniem najnowszej generacji technik immunohistochemicznych, opracowac
uzyskane wyniki badaf, wyciagna¢ prawidiowo wnioski, skonfrontowa¢ z dostgpnym
pi$miennictwem, a nastepnie w sposob przejrzysty przedstawic je czytelnikowi.

Obowiazkiem recenzenta rozprawy doktorskiej jest nie tylko podkre$lenie zalet
dysertacji, ale takze zwrdcenie uwagi Doktorantce na niedoskonato$ci, odnotowane w trakcie
lektury manuskryptu, ktére byly nieliczne. Nalezg do nich:

1. W spisie tresci brak punktu: Wnioski;

2. Podpisy tabel powinny znajdowac si¢ nad tabelg;



3. Drobne btedy jezykowe i stylistyczne;
4. Brak jest stow kluczowych;

5. Brak jest tytulu rozprawy doktorskiej w jgzyku w angielskim.

3) Whiosek konicowy (konkluzja)

Szczegbtowa i wnikliwa ocena osiagnig¢ naukowo-badawczych lek. Barbary
Ziotkowskiej upowaznia mnie do wyrazenia wysoce pozytywnej opinii. Imponujaca jest
zgromadzona wiedza, metodyka prac i uzyskane wyniki, oczytanie Autorki i przedstawione
pi$miennictwo, ktére stanowito Zrodto pomystu i stanowito inspiracje dla podjgtych hipotez
badawczych. Swiadcza one nie tylko o duzej wiedzy Doktorantki, lecz réwniez intuicji
naukowej, umiejetnosciach eksperymentatorskich, skrupulatnosci i doskonatym warsztacie
naukowym Doktorantki. Dojrzato$¢ naukowa lek. Barbary Zidtkowskiej poparta jest
zdolnoscia do analitycznego myslenia i trafnego wyciagania wnioskéw, umiejetnoscia
konfrontacji wiasnych wynikéw z opisanymi przez innych autoréw. Styl Doktorantki,
naukowy, zwiezty i logiczny (patrz ,,Cel i zatozenia pracy”, ,Wyniki”, Wnioski”),
jednoczesnie cechuje ,lekkos¢ piora” i bogactwo jezyka (patrz ,,Wstep” i Dyskusja”).
Skrupulatno$é w przeprowadzaniu eksperymentow, rzeczowos¢, interpretacja wynikow oraz
zasadne, a jednoczeénie petne umiaru proby ich transponowania na badania kliniczne
udowadniaja, ze lek. Barbara Ziotkowska jest dojrzatym pracownikiem naukowym, w petni
zdolnym do realizowania samodzielnych, tworczych idei naukowych.

Jednoczesnie opiniowana dysertacja lek. Barbary Ziotkowskiej spetnia wszystkie
wymogi stawiane rozprawom doktorskim a okre$lone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach naukowych i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2003 r, nr 65 poz 595 z p6Zniejszymi zmianami) i na tej podstawie wnioskuje¢
o dopuszczenie lek. Barbary Zidtkowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie skfadam wniosek o jej wyrdznienie z uwagi na wysoki poziom recenzowane;j
dysertacji, wysoka warto$¢ naukowa i istotny wkiad uzyskanych wynikéw w rozwoj terapii

fotodynamicznej jak i mozliwo$¢ ich praktycznego zastosowania w przysztosci w terapii
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pacjentéw onkologicznych.
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