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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Aleksandry Kubiak pt.: ,Wplyw
wenetoklaksu (WEN) i kladrybiny (2-CdA) na apoptoze komérek przewlekiej

biataczki limfocytowej w badaniach in vitro”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani magister Aleksandry
Kubiak pt.: Wptyw wenetoklaksu (WEN) i kladrybiny (2-CdA) na apoptoze komoérek
przewlektej biataczki limfocytowej w badaniach in vitro” zostata przygotowana pod
kierunkiem Pani prof. dr hab. n. med. Anny Koryckiej-Wotowiec oraz Pani dr n. med.
Eweliny Ziotkowskiej petnigcej role promotora pomocniczego. Praca doktorska
zostata przygotowana w Katedrze i Klinice Hematologii Uniwersytetu Medycznego w
todzi. Praca doktorska dotyczy oceny cytotoksycznego wptywu wenetoklasku w
potgczeniu z kladrybing na limfocyty biataczkowe izolowane od nieleczonych chorych
na przewlekta biataczkg limfocytowg oraz oceny wplywu badanych lekow
zastosowanych w skojarzeniu na apoptoze komorek biataczkowych. W pracy
dokonano réwniez oceny wptywu badanych lekéw zastosowanych pojedynczo i w
skojarzeniu na ekspresje kilkunastu biatek i genéw uczestniczacych w apoptozie.
Temat podjety w pracy doktorskiej jest bardzo wazny dla opracowania nowych
kombinacji terapeutycznych w PBL.



Praca doktorska zostata wydana w formie oprawionego maszynopisu
liczgcego 133 strony. Praca ma typowy uktad stosowany w rozprawach doktorskich z
podziatem na rozdziaty: wstep, zatozenia i cel pracy, materiat i metody, wyniki,
dyskusja, obserwacje, wnioski, streszczenie (w jezyku polskim i angielskim),
piSmiennictwo oraz spis tabel i rycin. Praca zawiera wykaz skrétow, 13 tabel oraz 30
wykresow. Pismiennictwo obejmuje 165 pozycji literaturowych pochodzace gtdwnie z
ostatnich kilku lat. Rozprawa doktorska napisana jest w zwartym i syntetycznym
stylu. Wstep pracy stanowi doktadng analize aktualnego stanu wiedzy na temat
podjetego problemu badawczego uzasadniajac celowo$é prowadzonych badan.
Wstep pracy jest podzielony na pie¢ podrozdziatbw. W pierwszym podrozdziale
przedstawiono szczegotowy opis dotyczacy epidemiologii, kryteribw rozpoznania i
klasyfikacji przewlektej biataczki limfocytowej. W drugim podrozdziale Wstepu
przedstawiono szczegdtowy opis czynnikow prognostycznych PBL. W trzecim
podrozdziale Wstepu przedstawiono doktadny opis procesu apoptozy komorek
biataczkowych. W czwartym podrozdziale przedstawiono opis dotyczgcy leczenia
PBL. W pigtym podrozdziale Wstepu przedstawiono opis dotyczgcy znaczenia badan
in vitro.

Zatozenia i cele podjetych badan zostaly jasno sformutowane. Cele
szczegbtowe pracy zostaly precyzyjnie przedstawione w czterech punktach i
poprawno$¢ ich sformutowania nie budzi watpliwosci. Wszystkie etapy badawcze
zostaly prawidtowo zaprojektowane i zrealizowane. Grupe badang stanowito 103
dotychczas nieleczonych chorych na PBL. Analize ekspresji wybranych biatek i
gendw uczestniczacych w procesie apoptozy przeprowadzono u 40 chorych sposréd
103 chorych wtgczonych do badania. Jedyne zastrzezenie budzi w tym miejscu brak
wyjaénienia na jakiej podstawie wybrano 40 chorych do analiz ekspresji biatek i
gendw sposrod 103 chorych stanowigcych catkowitg grupe badang oraz brak
podania jaki jest doktadnie sredni wiek i zakres wiekowy wybranych 40 chorych u
ktorych przeprowadzono analize ekspresji biatek i gendw. Ponadto w pracy warto
bytoby wykonaé analize mutacji genu IGVH. Statusu mutacyjny genu /GVH ma
istotne znaczenie prognostyczne w PBL i moze wptywac¢ na ekspresje biatek i genow
uczestniczacych w apoptozie dlatego zalecane jest wykonanie tego badania i

uzupetnienie danych na etapie przygotowywania publikacji. Dodatkowo dla 17



pacjentdbw z 40 nie byto dostepnych informacji o aberracjach cytogenetycznych
istotnych w przebiegu PBL.

Zastosowane w pracy metody badawcze zostaly szczegétowo opisane. Do
oceny zywotnosci komorek przed zatozeniem hodowli oraz oceny cytotoksycznosci
badanych lekéw po hodowli wykorzystano test z jodkiem propydyny. Apoptoze
komorek biataczkowych oceniano przy uzyciu aneksyny-V zwigzanej chemicznie z
tioizocyjanianem fluoresceiny oraz jodku propydyny. Ocene ekspresji aktywnych form
kaspazy: -3, -8 i -9 wykonywano metoda cytometrii przeptywowej w materiale
hodowlanym po 48-godzinnej inkubacji. Ocene spadku potencjatu transbtonowego
mitochondriéow w jednojadrowych komérkach krwi obwodowej dokonywano przed
zatozeniem hodowli oraz po 48-godzinnej hodowli z lekami zastosowanymi
pojedynczo i w skojarzeniu. Oceny cytotoksycznosci dokonano w hodowli 24-
godzinnej i 48-godzinnej, natomiast oceny ekspresji biatek i genow uczestniczgcych
w apoptozie dokonano w hodowli prowadzonej przez 48 godzin bez dodatku lekow
oraz z lekami zastosowanymi pojedynczo i w skojarzeniu. Ocene ekspresji
wybranych biéiek uczestniczgcych w apoptozie dokonano metodg cytometrii
przeptywowej. Ocena ekspresji wybranych genoéw uczestniczgcych w apoptozie
zostata przeprowadzona metodg NanoString. Zastosowane metody analizy

statystycznej sg adekwatne dla rozwigzania problemoéw badawczych.

Uzyskane wyniki zostalty zaprezentowane w uporzadkowany sposdb, a
wiasciwie dobrane tabele i ryciny utatwiajg analize wynikow. Do najwazniejszych
uzyskanych wynikow nalezy wykazanie, ze WEN zastosowany zaréwno pojedynczo,
jak i w skojarzeniu z 2-CdA istotnie zmniejszat odsetek komdrek wykazujgcych
ekspresje biatka BCL-2, a wskaznik BCL-2/BAX byt istotnie wyzszy w komoérkach
PBL bez dodania lekéw niz w hodowlach po zastosowaniu WEN i/llub 2-CdA.
Ponadto wykazano, ze WEN powodowat istotne zwiekszenie ekspresji 7 genow
(APAF1, BBC3, BID, BIK, FADD, NOTCH1, SMAD3) i zmniejszenie ekspresji 2
genow (BCL-2 i PMAIP) w poréwnaniu z materiatem kontrolnym przed hodowlg oraz
istotne zwigkszenie ekspresji wszystkich badanych gendw (poza PMAIP i nieistotnym
wzrostem ekspresji BCL-2) w pordéwnaniu z materiatem kontrolnym po hodowili.
Wykazano takze, ze skojarzenie WEN z 2-CdA znamienne zwiekszato ekspresje az
13 gendw (APAF1, BAX, BBC3, BID, BIK, BIM, CASP3, CASP8, CASP9, FADD,



NOTCH1, P53, SMADS3) i znamiennie zmniejszato ekspresje PMAIP w poréwnaniu z
materiatem kontrolnym przed hodowlg oraz zwiekszato ekspresje wszystkich genéw

z wyjatkiem PMAIP i SMAD3 w poréwnaniu z materiatem kontrolnym po hodowli.

Dyskusja jest napisana w sposob rzeczowy, wnikliwy i krytyczny. Wyniki
uzyskane w ramach realizacji pracy doktorskiej zostaty skonfrontowane z
najnowszymi wynikami opublikowanych badan o podobnej tematyce. Dyskusja w
petni ukazuje bardzo dobre zorientowanie mgr Aleksandry Kubiak w aktualnej
literaturze dotyczacej podjetego tematu. W Dyskusji wskazano réwniez ograniczenia
zastosowanych metod badawczych oraz kierunki dalszych badan w tej tematyce, co
Swiadczy o dobrym przygotowaniu merytorycznym i dojrzatosci naukowej
Doktorantki. Na szczegb6lng uwage zastuguje rozdziat ,Obserwacje”, w ktdérym
podsumowano uzyskane wyniki. Wnioski zostaty prawidtowo sformutowane w oparciu

o oméwione wyniki i nie budzg zadnych zastrzezen.

Podsumowujac, wysoko oceniam wartos¢ naukowa przedstawionej pracy
doktorskiej, a uwagi przedstawione w recenzji nie umniejszajg mojej wysokiej oceny
tej pracy. Niniejsza praca doktorska wskazuje na bardzo dobre przygotowanie
teoretyczne Autorki oraz opanowanie przez nig warsztatu badawczego i umiejetnosci
krytycznej analizy uzyskanych wynikow. Przedstawiona do oceny praca doktorska
pt.. ,Wptyw wenetoklaksu (WEN) i kladrybiny (2-CdA) na apoptoze komoérek
przewlektej biataczki limfocytowej w badaniach in vitro” w petni spetnia wszystkie
wymagania stawiane rozprawom doktorskim dlatego wnosze o dopuszczenie Pani
mgr Aleksandry Kubiak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczeénie, z
uwagi na wysoka wartos¢ poznawczg prowadzonych badan pragne przedtozyé

wniosek o wyrdznienie niniejszej pracy doktorskie;.
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