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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Lukasza Kazmierskiego pt.: ,,Toksycznos¢ lekow
przeciwnowotworowych na komérki macierzyste plynu owodniowego”

wykonanej w Zakladzie Inzynierii Tkankowej Katedry Urologii i Andrologii Collegium
Medicum w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu.

Podstawa formalng wykonania recenzji stanowi uchwala Rady Dyscypliny Nauki o Zdrowiu
Collegium Medicum w Bydgoszczy nr 96/2022 z dnia 9 czerwca 2022 roku i pismo prof. dr
hab. Aliny Borkowskiej — Dziekana Wydzialu Nauk o Zdrowiu (PADN. 5201.51.2019).

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Lukasza Kazmierskiego dotyczy
zagadnienia toksycznego wplywu najczesciej stosowanych chemioterapeutykow stosowanych
leczeniu chorych na nowotwory zlosliwe na ptéd. Obecnie u kobiet w cigzy odnotowuje sig
zwigkszone ryzyko zachorowania na choroby nowotworowe, co wigze si¢ ze wzrostem
sredniego wieku kobiet i Sredniego wieku pierwszej cigzy. Do najczescie] wystepujacych
nowotwordw zlosliwych u cigzarnych, podobnie jak u innych kobiet, zalicza si¢ raka piersi,
pluca oraz szyjki macicy. Stosunkowo czesto dochodzi takze do rozwoju biataczek i
chtoniakéw. W wielu tego typu przypadkach terapia przeciwnowotworowa jest czesto
odraczana do okresu po porodzie ze wzgledu na ryzyko uszkodzenia ptodu. Odroczenie to
moze jednak mie¢ znaczacy wplyw na pogorszenie rokowanie chorej. Stad tez zbadanie
wplywu stosowanych chemioterapeutykow na rozwijajacy sie ptdd jest obecnie niezwykle
istotnym zagadnieniem badawczym. Z tematyka ta zwigzana jest rozprawa doktorska mgr
Lukasza Kazmierskiego, ktorej cel Doktorant sformutowat jako ,kompleksowg ewaluacje
cytotoksycznego wplywu obecnie stosownych lekow przeciwnowotworowych na komérki
macierzyste ptynu owodniowego.” Uwazam zatem, ze podj¢ta tematyka badawcza i

wyznaczone cele sg bardzo ambitne i istotne z powodu ich potencjatu aplikacyjnego.
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Wielka szkoda jednak, ze formutujac cel swojej rozprawy Doktorant: nie podkreslit jej
aplikacyjnego charakteru. Mozliwo$¢ wyroznienia chemioterapeutykéw o bardziej i mniej
cytotoksycznym dziataniu na komérki macierzyste plynu owodniowego moze bowiem
doprowadzi¢ do préby opracowania nowych strategii leczenia cigzarnych z okreslonymi
typami nowotworéw zlosliwych. Autor powinien réwniez wyjasni¢ co oznacza

.kompleksowa charakterystyka” badanych komorek.

Na szczegélne uznanie zastuguje moim zdaniem model komorek wybrany przez mgr
Kazmierskiego do badania wplywu stosowanych chemioterapeutykéw na rozwijajacy sig
pléd, jakim s3 komérki macierzyste ptynu owodniowego (AFSCs). Duza zaletg tych komérek
jest mozliwo$é jednoczesnego pobrania probki plynu owodniowego zaréwno na potrzeby
badan prenatalnych, jak i w celu izolacji tych komoérek. Warto takze podkresli¢, ze obecnie
nie ma dostepnych wynikéw badan dotyczacych dziatania wybranej przez Doktoranta grupy

chemioterapeutykéw na komorki macierzyste ptynu owodniowego.

1. Formalna ocena ukladu rozprawy doktorskiej

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Lukasza Kazmierskiego liczy 146
stron tekstu, podzielonego na klasyczne w tego typu dokumencie rozdzialy, a mianowicie:
wstep, cel pracy, opis metodyki badawczej, omowienie wynikéw, dyskusja, podsumowanie,
wnioski oraz wykaz wybranych pozycji pismiennictwa. W sklad pracy wchodzi 8 tabel i 65
rycin. W swojej rozprawie Autor zamiescit rowniez streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, wykaz stosowanych skrétéw oraz spis tabel i rycin. Nalezy doda¢, ze na badania,
ktorych wyniki zostaly zaprezentowane w recenzowanej pracy, uzyskano zgode Komisji
Bioetycznej Uniwersytetu Mikotaja Kopernia w Toruniu, Collegium Medium w Bydgoszczy

z dnia 23 marca 2021 roku, ktora zataczono do doktoratu wraz z odpowiednimi aneksami.

Podsumowujac formalna oceng pracy doktorskiej mgr Kazmierskiego stwierdzam, ze

praca ta zostata przygotowana zgodnie z normami przyjetymi dla tego typu opracowan.

2. Merytoryczna ocena pracy

Pierwsza czes¢ pracy stanowi 10-stronicowy wstep teoretyczny, w ktérym Autor
pokrétce wprowadza czytelnika w zagadnienie wystgpowania nowotworéw zlosliwych u

kobiet w ciazy, omawia takze metody leczenia chemicznego cigzarnych, u ktérych



stwierdzono réznego typu nowotwory ztosliwe, a takze przedstawia budowg chemiczna, jak i
mechanizmy cytotoksycznego dziatania poszczegdlnych chemioterapeutykéw. Ostatnim
zagadnieniem opisanym w tej czgsci rozprawy jest charakterystyka komdrek macierzystych
plynu owodniowego. W tej czgsci rozprawy Doktorant stwierdzil, ze ,,liczebno$¢ obecnych w
ptynie owodniowych komdrek ma charakter zmienny i jest uwarunkowany od trymestru
cigzy”. W zwiagzku z tym stwierdzeniem i bioragc pod uwage, ze Autor w swojej rozprawie
skonstatowal réwniez, ze jedng z zalet komorek pltynu owodniowego jest mozliwosé ich
pozyskania podczas amniopunkcji wykonywanej na potrzeby badan prenatalnych, prosze
Doktoranta o ustosunkowanie si¢ do tego zagadnienia w czasie obrony rozprawy doktorskie;j,
zwlaszcza w kontekscie optymalnego czasu pozyskiwania komoérek ptynu owodniowego w

trakcie ciazy.

W rozdziale ,,Material, metody” Autor przedstawil szczegélowy opis zastosowanych
technik doswiadczalnych i metodyki przeprowadzonych eksperymentéw. Na uwage zastuguje
szeroki panel metod uzytych do badan na poziomie komorkowym (hodowle komérkowe 2D i
3D, testy proliferacji, aktywnosci metabolicznej, starzenia si¢ komorek, oraz poziomu
apoptozy, cytofluorymetryczna analiza markeréw powierzchniowych rozkladu komorek w
poszczegdlnych fazach cyklu komoérkowego, analiza zmian morfologicznych i cytoszkieletu).
Uzycie tak urozmaicanych, lecz wzajemnie komplementarnych metod bardzo dobrze
$wiadczy o warsztacie badawczym Doktoranta. Przedstawiony przez Doktoranta opis metod
badawczych jest jasny i doktadny. Na uznanie zastuguje takze fakt, ze mgr Kazmierski, celem
badania kinetyki wzrostu komoérek w oparciu o analiz¢ obrazowa z uzyciem klasyfikatora
pikseli opartego o dedykowana sie¢ neuronowa, samodzielnie przeprowadzil trenowanie 1
walidacje sieci neuronowej. W rozdziale tym zabraklo mi jednak informacji dotyczacych
procedury pobierania ptynu owodniowego, zwilaszcza o etapie cigzy, w ktéorym plyn
owodniowy byl pobierany, jego pozyskanej objetosci, czy tez objetosci przeznaczonej do
izolacji AFSCs. Proszg o doprecyzowanie tych informacji w trakcie obrony rozprawy
doktorskiej. Szkoda tez, ze Doktorant w rozdziale ,Material, metody” nie zamiescit
podrozdzialu dotyczacego metod analiz statystycznej. Nalezy przyznaé, ze informacje o
zastosowanych testach statystycznych mozna odnalezé w rozdziale ,,Wyniki”, jednak
zestawienie ich razem, jak rowniez uzasadnienie wyboru poszczegolnym testow, niewatpliwie
utatwitoby czytelnikowi pracy zapoznanie si¢ z warsztatem Doktoranta dotyczacym analizy

statystyczne;.



W pierwszych podrozdziatach opisujacych wyniki mgr Kazmierski koncentruje si¢ na
wynikach dotyczacych ekspresji powierzchniowych markerow AFSCs oraz ich potencjatu do
réznicowania. Analizy te pozwolily na potwierdzenie mezenchymalnego charakteru badanych
komorek oraz ich rdéznicowanie si¢ w kierunku adipocytow i osteocytow. Pragng jednak
zwroci¢ uwage, ze Doktorat powinien zaczagé omawianie wynikéw od przedstawienia cech
epidemiologiczno-klinicznych grupy 350 kobiet, od ktérych pobrano ptyn owodniowy,
podajgc wiek, okres cigzy, w ktérym pobrano materiat do dalszych badan, powdd pobrania
plynu owodniowego, odsetek sukcesu, rozumiany jako uzyskanie stabilnej hodowli AFSCs.
W dalszych podrozdziatach dotyczacych opisu wynikéw Autor przedstawia analize
aktywnosci metabolicznej badanych komorek, badanej testem MMT. w zaleznosci od
wybranych stezen wybranych chemioterapeutykow i rdéznych czaséw inkubacji. Na
podstawie wynikow testu MMT Doktorant wyznaczyl wartosci parametru IC50 (IC — ang.
inhibiting concentration) dla badanych lekéw. Parametr ten oznacza najnizsze stg¢zenie, przy
ktérym proliferacja/zywotnos¢ komorek zostaje zahamowana w 50%, w odniesieniu do
kontroli. Dla wszystkich badanych punktéw czasowych, podczas gdy dla karboplatyny i 5-
fluorouracylu byly one co najmniej o rzad wielkosci wieksze. Prosze jednak w wyjasnienie
czy opisywane roznice w wartosci IC50 dla poszczegolnych chemioterapeutykow byty

statystycznie istotne.

Czes¢ prezentowanych wynikéw dotyczy analizy tempa proliferacji, stopnia starzenia,
poziomu apoptozy, kinetyki wzrostu badanych komoérek i oraz zmian morfologicznych w
cytoszkielecie analizowanych komodrek w zaleznosci od stezenia badanych cytostatykow i
czasu inkubacji. Przeprowadzane badania ujawnily istotny spadek poziomu proliferacji dla
wszystkich badanych stezen karboplatyny, winblastyny i doksorubicyny i czaséw ich
inkubacji w odniesieniu do komorek nieeksponowanych. Znaczacych roéznic w stosunku
kontroli nie odnotowano natomiast w przypadku 24-godzinnej ekspozycji na badane st¢zenia
5-fluorouracylu i 24-godzinnej inkubacji z cisplatyna w stezeniu 0,1 uM. Podobne wyniki
otrzymano w przypadku analiz liczby komorek w fazie G1 i G2 cyklu komoérkowego oraz
poziomu apoptozy. Odnotowano mianowicie istotne zmiany liczby komorek w fazach G1 i
G2 oraz wzrost poziomu komoérek apoptotycznych dla wszystkich analizowanych stgzen
winblastyny i doksorubicyny i czaséw inkubacji z tymi lekami. Odmiennie, analiza zmian
morfologicznych szkieletu f-aktynowego oraz wimentynowego ujawnita istotne zmiany w
morfologii cytoszkieletu w przypadku 72-goddzinnej inkubacji ze wszystkimi analizowanymi

chemioterapeutykami, cho¢ najnizsze stezenia, przy ktérych obserwowano te zmiany



odnotowano ponownie dla winblastyny i doksorubicyny. Bardzo ciekawe wyniki dotyczg
oceny kinetyki wzrostu badanych komorek przeprowadzonej w zaleznosci od stopnia
starzenia si¢ komorek. W komérkach senescentych Autor stwierdzit brak znaczacego wptywu
badanych lekéw w mniejszych stezeniach na kinetyke wzrostu analizowanych komorek, za
wyjatkiem doksorubicyny. Dla tej antracykliny Doktorant wykazal zahamowanie kinetyki
wzrostu dla wszystkich badanych stezen. Autor stwierdzil jedynie ,.brak widocznego
zamierania pod wplywem stezenia 100 uM, co jak podaje jest spowodowane ,,ograniczeniem
technicznym metody”. Bardzo proszg¢ zatem o wyjasnienie jakie techniczne ograniczenia
metody uniemozliwily analiz¢ wptywu doksorubicyny w stgzeniu 100 uM na kinetyke
wzrostu badanych komorek. Odmienne wyniki Doktorant odnotowat w przypadku analizy
komérek niesenescentnych, podczas ktorej stwierdzil zahamowanie kinetyki wzrostu dla
wiekszych stezen wszystkich badanych cytostatykéw. Podsumowujac uzyskane wyniki, mgr
Kazmierski stwierdza, ze przeprowadzone analizy wykazaly cytotoksyczny wptyw
wszystkich lekow na AFSCs, ktéry byl zalezny od zastosowanego stezenia
chemioterapeutyku i czasu inkubacji. Jedynie cisplatyna w stezeniu 0,1 mikromola i
karboplatyna oraz 5-fluorouracyl w stezeniu 1 mikromola wykazywaly sie mniejsza
cytotoksycznoscia. Doktorant shusznie podkresla jednak, z godng uznania ostroznoscia, ze w
Swietle uzyskanych wynikéw trudno jest jednak wysnu¢ hipoteze o uznaniu wyzej
wymienionych stgzen za bezpieczne dla plodu, zwiaszcza wobec malej liczby danych na
temat przenikania badanych lekéw z krwioobiegu ci¢zarnej do plodu. Innym istotnym
klinicznie spostrzezeniem jest zaobserwowany mniejszy poziom cytotoksycznosci na AFSCs,
charakteryzujacych si¢ bardziej zaawansowanym procesem starzenia biologicznego, co jak
celnie zauwaza Doktorant, moze sugerowaé potencjalnie bezpieczniejsze zastosowanie

chemioterapii na pozniejszych etapach ciazy.

Sposob opisu wynikéw pracy s$wiadczy o bardzo dobrej orientacji Autora w
zagadnieniach bedacych jej przedmiotem. O dojrzalosci naukowej Doktoranta dowodzi
ponadto wnikliwa i krytyczna analiza otrzymanych wynikow, zaprezentowana w rozdziale
Dyskusja. Zabrakto mi w niej jednak przeanalizowania aplikacyjnego potencjatu otrzymanych

wynikow, jak réwniez wytyczenia dalszych planéw badawczych.

Przedstawione wnioski sg uzasadnione w $wietle uzyskanych wynikéw. Nasuwa sie
jednak w tym miejscu pytanie o biologiczny sens poczynionych obserwacji sugerujacych
bardziej cytotoksyczne dzialanie winblastyny i doksorubicyny na AFSCs w poréwnaniu do

innych badanych lekow.




W swojej pracy Doktorant zacytowal 144 pozycje piSmiennictwa, z ktorych czesé
zostata opublikowana w 2021 i 2022 roku. Swiadczy to o bardzo dobrej orientacji Doktoranta
w temacie pracy. Pragne jednak zwrdci¢ uwage na liczne bledy popelnione w rozdziale
Dyskusja, ktére dotycza cytowania poszczegdlnych pozycji bibliografii. Czgsto bowiem
numer danej pozycji w bibliografii nie odpowiada konkretnej publikacji, na ktéra powotuje
sie Doktorant w dyskusji. Wystepuja takze liczne pomytki dotyczace nazwisk poszczegoélnych

autorow.

Staboscia pracy sa réwniez liczne usterki edytorskie, takie jak bledy stylistyczne i
literowe. Zauwazylam tez pewne niezrecznosci jezykowe (np. ,jmacierzystos¢ komorek™,
., nowotwory glowy i szyi”) i brak wyjasnienia niektérych skrétow (np. IC50, CI) w ,,Wykazie

stosowanych skrotow™.

3. Podsumowanie

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr Lukasza Kazmierskiego jest spojnym
tematycznie dzietem i stanowi istotny wklad w rozwoj wiedzy na temat oddziatywania
powszechnie stosowanych chemioterapeutykéw na komorki ludzkiego ptodu. Realizujac
oceniang prace, Doktorant dowiddt znajomosci metodologii pracy naukowej, a przedstawione
wyzej uwagi krytycene nie umniejszaja wartosci przedstawionej dysertacji. Stwierdzam
zatem, ze przedstawiona rozprawa spelnia wszelkie wymagania stawiane pracom doktorskim
w ustawie o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (art. 13
ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003). a co za tym idzie zwracam si¢ do Rady Dyscypliny
Nauki o Zdrowiu Collegium Medicum w Bydgoszczy o przyjgcie rozprawy doktorskiej mgr
Pukasza Kazmierskiego i dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Dr hab. n .med. Beata Biesaga, prof. NIO-PIB Oddziat w Krakowie
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