——

‘ Politechnika Wroctawska

dr hab. Marta Kopaczynska, Prof. ucz. Wroctaw, 15.09.2023
Katedra Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej

Wydziat Podstawowych Probleméw Techniki

Politechnika Wroctawska

50-370 Wroctaw, Wybrzeze Wyspianskiego 27

tel.71-370-4617

marta.kopaczynska@pwr.edu.pl

Recenzja rozprawy doktorskiej

Regulacja programowanej i nieprogramowanej Smierci komorkowej w roZnych
liniach komorkowych

Autor rozprawy: mgr inz. Malgorzata Adamiec - Organisciok

Promotor: dr hab. n. med. Magdalena Skonieczna, Prof. PS
Wydzial Automatyki, Elektroniki i Informatyki Politechniki Slaskiej

Recenzje rozprawy doktorskiej sporzadzono na prosbe¢ Przewodniczacej Rady Dyscypliny
Inzynierii Biomedycznej Politechniki Slaskiej Prof. dr hab. inz. Ewy Pietki, wyrazona w pismie
RDIB.002.71.2023 z dnia 17 lipca 2023 roku.

Tematyka i charakter rozprawy doktorskiej

W przedtozonej rozprawie podjeto probe identyfikacji Sciezek $mierci komorkowej oraz
otrzymania systemu decyzyjnego regulacji programowanej i nieprogramowanej $mierci komorkowe;.
Kontrolowana $mierci komorki jest strategia na utrzymanie fizjologicznej homeostazy organizmu.
Charakterystyka szlakéw 1 mechanizmoéow regulacji $mierci komérkowej jest waznym aspektem w
badaniach nad nowymi terapiami genowymi. Z uwagi na dynamike zachorowan oraz wysoka
toksyczno$¢ stosowanych terapii, konieczna jest dalsza wiedza w kierunku innowacyjnych metod
leczenia. Mozliwos¢ kontrolowanej indukcji lub hamowania §mierci komorkowej otwiera nowe nurty
badawcze w inzynierii biomedycznej i medycynie dla ewentualnego zastosowania migdzy innymi
terapii celowanych.

Prace eksperymentalne podjete przez Doktorantke dotycza glownie badania przebiegu
ferroptozy w réznych liniach komorkowych, zarowno prawidtlowych jak i nowotworowych.

Doktorantka scharakteryzowata wplyw roznych czynnikow, odpowiedzialnych za indukcje lub



hamowanie $ciezek $mierci w komodrkach. W eksperymentach zostaly zastosowane specyficzne
regulatory w celu inicjowania ferroptotycznej $mierci komorkowej, jako induktor Autorka wybrata
erastyng. Dodatkowo Doktorantka badata czy modyfikacje genetyczne wplywaja na zmiang
wrazliwosci komorek na indukcje ferroptozy. Scharakteryzowala rowniez wptyw ko-inkubacji
komorek wrazliwych z opornymi. Na podstawie zgromadzonych wynikow badawczych opracowata
tablice decyzyjne pomagajace na okreslenie wrazliwos$ci komorek na indukcj¢ ferroptozy.

Natomiast optymalizacja decyzyjnych modeléw matematycznych regulacji $ciezek $mierci
komorkowej, moze utatwi¢ wybor odpowiednich czynnikow indukujgcych uwrazliwienie komorek na
stosowane leczenie w terapii genowej. Znaczenie badan podjetych z zakresu $mierci komorki moze
przyczyni¢ si¢ do zastosowania regulacji procesow $mierci komorek patologicznych w celach

terapeutycznych.

Struktura oraz zawarto$¢ rozprawy doktorskiej

Recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Matgorzaty Adamiec - Organisciok liczy wraz z
bibliografig 145 stron. Rozprawa jest napisana w jezyku polskim, w postaci tradycyjnej monografii,
obejmujacej 10 rozdziatéw, 49 rysunkow, 7 tabel oraz 176 pozycji literaturowych. Rozprawa zawiera
streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim.

Rozdziat 1 jest wprowadzeniem do zagadnien dotyczacych regulowanej $mierci komorkowe;j,
w tym apoptozie, autofagii, piroptozie i ferroptozie oraz przypadkowej $mierci komorkowej —
nekrozie. Autorka omoéwila podstawowe podtypy Smierci komoérkowej. Ogolnie przedstawiono
czynniki majace wplyw na mechanizmy prowadzace do $mierci komorki. Autorka przedstawita
rowniez niektore $ciezKi sygnatowe, biatka i receptory w niej uczestniczace.

W rozdziale 2 zaprezentowano hipotezy oraz cele badawcze przedstawionej rozprawy
doktorskiej.

W rozdziale 3 przedstawiono material zastosowany w pracy eksperymentalnej oraz
szczegOtowo opisano zastosowane metody badawcze, co podkresla umiejetnosci Doktorantki w
obstudze wielu technik.

Rozdziat 4 jest bardzo rozbudowany. Zostaly w nim zaprezentowane zgromadzone przez
Doktorantke wyniki badawcze oraz ich analiza graficzna. Rozdzial 5 zawiera obszerng dyskusje
wynikow.

Rozdzial 6 zawiera cenne i krotkie podsumowanie uzyskanych wynikow.
Rozdziat 7 zawiera spis tabel, chociaz nie umieszczono go w spisie tresci.
Rozdzial 8 zawiera spis rysunkow, jego rOwniez nie umieszczono w spisie tresci.

Bibliografi¢ przedstawiono w rozdziale 9. Pozycje literaturowe liczg 176 przyktadow.



W ostatnim rozdziale nr 10 opisano dorobek naukowy Autorki: artykuty naukowe, monografie
oraz doniesienia konferencyjne.
Rozprawa jest starannie zredagowana, wyniki przedstawione w postaci wielu barwnych i

czytelnych ilustracji, podziat na rozdzialy jest przemyslany i przejrzysty.
Ocena oryginalnosci rozprawy doktorskiej

W pracy przeprowadzono bardzo wiele eksperymentow badawczych, ktore zostaty poprawnie
omoéwione, a wiele uzyskanych wynikéw zastuguje na szczegdlne wyroznienie.

Doktorantka wykazata, ze prawidtowa linia keratynocytow HaCaT oraz nieadherentna linia
komorkowa ostrej biataczki HL60 sg oporne na indukcj¢ ferroptozy, natomiast wykazata wrazliwo$¢
linii komorkowej czerniaka 1205Lu na indukcje $mierci komorkowe;.

Dowiodta, ze wzrost ekspresji kluczowych gendéw w $ciezce Smierci, takich jak ACSL4, TFRC
oraz SLC7A11 spowodowal wrazliwos¢ komorek na indukcje ferroptozy. Natomiast wzrost ekspresji
genow FSP1 oraz PROM2 dla komoérek wykazujacych opornos¢, linia HaCaT i K562, na indukcje
$mierci komorkowe;j.

Ponadto wykazata, ze komorki oporne charakteryzuja si¢ zwigkszona ekspresja W genach
PROM2, GPX4 i FSP1 oraz brakiem ekspresji SLC7A11, co moze definiowac je jako markery
oporno$ci komorkowej. Natomiast jako markery wrazliwosci komorkowej okazata si¢ ekspresja
ACSL4, TFRC, SLC7A11, TRX oraz IRP oraz brak ekspresji w genie PROM2.

Bardzo ciekawy jest fakt, ze w badaniach ko-inkubacji linii komorkowych wrazliwych z
opornymi wykazata szlak wzajemnej wymiany sygnalow pomiedzy tymi liniami komorkowymi.
Wyniki badawcze moga sugerowa¢ mozliwos$¢ regulacji opornosci lub wrazliwosci kontaktujacych sie

komorek.

Szczegolowe uwagi merytoryczne i redakcyjne
Rozprawa zostata dobrze zredagowana, pojawily si¢ jednak pewne zagadnienia, ktore
wymagaja wyjasnienia lub omdéwienia.

1. Strona 31, Rozdzial 1.5 Peroksydacja lipidow; niewtasciwy zapis propagacji,
powinno by¢: R™ + O ----- ROQ’, zamiast R + O ----- ROO

2. Strona 31, Rozdziat 1.5 Peroksydacja lipidow; niewlasciwy zapis procesu terminacji,
powinno by¢ ROO" + ROO" ---- ROOR + O3, poniewaz W procesie terminacji powstajg

produkty nierodnikowe.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Strona 39, ,,SOD” niewyjasniony skrot w wykazie skrotow.

Rozdziat 2.2. Cel pracy, strona 44, w catosci jest przeklejonym fragmentem dwoch pierwszych
akapitow ze streszczenia w jezyku polskim ze strony 17.

Rozdziat 2.2. Cel pracy, strona 44, w pracy zabraklo sprecyzowanych tez rozprawy doktorskiej.
Na rysunkach i diagramach Autorka stosuje odmiennie polskie i angielskie opisy oraz legendy
Strona 98, rysunek 32 dotyczacy obrazowania za pomocg mikroskopii elektronowej. Opisy sa
niewlasciwe, C.2 to mitofagia a nie wakuolizacja, zabrakto rowniez opisu pkt. E.1.

Strona 100, rysunek 34, w mikroskopii konfokalnej rejestrujemy obrazy, a nie zdjecia.

Strona 102, rysunek 37 jest nieczytelny, nie wida¢ zmian w kolumnach B 1 C

Od rysunku 39, niewtasciwe odniesienia w tekscie, np. dla rysunku 39 w teks$cie na stronie 104
sg odniesienia do rysunku 36; dla rysunku 40 odniesienia w tekScie na stronie 105 sg dla
rysunku 37, to samo dla rysunku 41.

Rysunek 42 i 43 str. 110-111 czcionki w opisach na rysunku sg za mate i nieczytelne

W bibliografii pojawito si¢ wiele brakow np. brak rocznika lub numeru doi: cytowania [22],
[26], [32], [41], [42], [46], [47], [60], [76], [88], [176] — dodatkowo brak autorow.

Prosze Doktorantke szczeg6lnie o rozwinigcie ponizszych komentarzy:

Rozdziat 2.2.1. Szczegdtowe cele pracy, strona 45, pierwsze zdanie jest niezrozumiate Cyt. ,,
W pracy wykonana zostata analiza danych, uzyskanych z wtasnych eksperymentéw in vitro
oraz poréwnano je ze zdeponowanymi w otwartych bazach danych, dla réznych $ciezek
$mierci  komorkowych,  zwigzanych takze z udzialem w  regulacji ich
indukcji/przebiegu/wyciszenia metali cigzkich (Fe).” Nasuwa si¢ jednoczesnie pytanie co
Doktorantka miata na mysli piszac o wyciszeniu metali cigzkich (Fe) czy ich przebiegu?
Rozdziat 3.5 Oznaczenie wewnatrzkomorkowego zelaza, strona 55, jak przeprowadzono
pomiar stezenia zelaza? Jak kontrolowano procedurg? Jakie byty btedy pomiarowe? Czy byt
to pomiar ilo§ciowy? Jak Autorka interpretuje wzrost lub spadek stezenia Zzelaza w badanych
liniach komoérkowych na podstawie badan mikroskopowych? Ile powtdrzen pomiaréw
wykonano? Dodatkowo btad gramatyczny ,,zdj¢cia na mikroskopie w swietle widzialnym”
Strona 65, stezenie erastyny nie jest prawidtowo okreslone, w tekscie napisano: ,,100 nm do
20 uM”.

Rysunek 30, Indukcja ferroptozy za pomoca erastyny w komorkach HaCaT spowodowata

spadek masy mitochondrialnej, natomiast w linii nowotworowej czerniaka 1205Lu



zaobserwowano wzrost masy mitochondrialnej. Jak Doktorantka interpretuje te wyniki
badawcze oraz jakie techniki badawcze postuzyty do prawidlowej oceny tych obserwacji.
17. Czy w miedzy czasie Doktorantka uzyskata wyniki sekwencjonowania produktow PCR

uzyskanych na linii produkujacej niefunkcjonalne biatko GPX4?

Chciatabym podkresli¢, ze przedstawione przeze mnie pytania, zagadnienia do dyskusji oraz
bledy jezykowe gramatyczne i interpunkcyjne, ktore pojawily si¢ w rozprawie, nie sg uwagami

krytycznymi i absolutnie nie wptywajg na ogdlng oceng rozprawy i dorobku naukowego Doktorantki.

Whioski koncowe

Doktorantka zrealizowata zalozone cele badan, stosujac przy tym bogaty warsztat badawczy i
eksperymentalny, co §wiadczy o odpowiedniej wiedzy w dziedzinie nauk inzynieryjno - technicznych
w dyscyplinie inzynieria biomedyczna.

Dorobek naukowy Autorki obejmuje w sumie 42 publikacje, w tym 9 artykutow naukowych z
Listy Filadelfijskiej, o tagcznym IF 27,39. Doktorantka jest wspotautorem 3 monografii oraz 13
doniesien konferencyjnych, ktore prezentowata podczas krajowych oraz migdzynarodowych
konferencji. Do jej publikacji zaliczone sa rowniez rozdzialy w monografiach oraz artykuty w
czasopismach spoza Listy Filadelfijskiej. H-index Autorki wedtug bazy Web of Science wynosi 3 oraz
tacznie 33 cytowania, wedtug Scholar wynosi 4 oraz tacznie 50 cytowan.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze recenzowana praca spelnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim przez Ustawe z dnia 20 lipca 2018 roku - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (j.t. Dz.U.
z 2020 r. poz. 85 z pézn. zm.). Majagc zatem na uwadze osiagni¢te wyniki, dorobek naukowy
Doktorantki oraz obowigzujace przepisy o stopniach i tytutach naukowych, wnosze do Rady
Dyscypliny Inzynierii Biomedycznej Politechniki Slaskiej o dopuszczenie do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie z uwagi na oryginalnos$¢ otrzymanych wynikow, ich wysoki potencjat badawczy
oraz odpowiedni dorobek Doktorantki wnosz¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr inz.
Matgorzaty Adamiec — Organisciok.
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