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Krakow, 16.12.2024

Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Zofii Lapinskiej
zatytulowanej
“Wykorzystanie elektroporacji z jonami wapnia oraz estradiolem w
leczeniu raka jajnika na modelu in vitro “
wykonanej pod kierunkiem Pani prof. dr hab inz. Julity Kulbackiej
oraz promotora pomocniczego Pani dr Dagmary Baczynskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Zofii
Fapinskiej jest zbiorem tematycznie spéjnych trzech artykuléow
opublikowanych w latach 2020-2023, w tym dwéch prac
doswiadczalnych  opublikowanych w  Pharmaceuticals 1w
Bioelectrochemistry oraz jednej pracy przegladowej opublikowanej w
Molecules, oraz danych nieopublikowanych, co wypelnia art. 187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, tekst jednolity
Dz.U. z 2021r. poz. 478. Z zgodnie z powyzszym ,rozprawa doktorska
moze mie¢ forme¢ (...) spdnego tematycznie zbioru publikacji
opublikowanych lub przyjetych do druku w czasopismach naukowych,
okreslonych przez ministra wiasciwego do spraw nauki na podstawie
przepiséw dotyczacych finansowania nauki (...) i, co wazne, Pani mgr
Zofia Lapinska jest pierwszym autorem wszystkich prac stanowiacych
podstawe rozprawy doktorskiej.

Przygotowana rozprawa sklada si¢ z trzynastu rozdzialow
obejmujacych: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim (2 strony),
Wykaz publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej (1 strona),
Wstep (5 stron), Cel 1 graficzna prezentacja koncepcji pracy (2 strony),
Materialy i metody (7 stron), Podsumowanie oraz wnioski (14 stron),
Pismiennictwo (7 stron; 63 pozycje), Spis zatgczonych figur (3 strony),
Artykuly z cyklu publikacji w formie zatagcznikow (62 strony, 3 artykuty),
Os$wiadezenia wspolautoréw (15 o$wiadezen), Zyciorys oraz dorobek
naukowy (8 stron).

Ocena merytoryczna pracy

Rak jajnika charakteryzuje si¢ wysokg smiertelnoscia, na co wptyw
ma pdzne rozpoznanie choroby zwigzane z bezobjawowym przebiegiem
jej poczatkowych stadiow i z brakiem skutecznych narzedzi do wezesnej
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diagnostyki i do badafi przesiewowych. Standardowe leczenie
zaawansowanego epitelialnego raka jajnika obejmuje zabieg chirurgiczny i
chemioterapi¢ na bazie paklitakselu i pochodnych platyny. Pomimo dobrej
wezesnej odpowiedzi na leczenie, nawroty choroby i narastajaca
chemiooporno$¢ sprawiaja, ze nowotwor ten nalezy do chordb o
wysokim wspotczynniku umieralnoscei. Wznowy sa leczone glownie za
pomoca chemioterapii, az do czasu wyksztalcenia si¢ opornosci, dlatego
uwazam, ze praca doktorska mgr Zofii Lapinskiej dotyczy bardzo
aktualnego i waznego kierunku badan.

Ponadto, badania te wpisuja sie $cisle w aktualne kierunki
badawcze, o czym $wiadczy m.in. finansowanie uzyskane z Narodowego
Centrum Nauki w konkursie SONATA BIS 6 i DAINA 2 na realizacjg
projektow, ktorych kierownikiem byta Pani prof. dr hab. inz. Julita
Kulbacka oraz Grant Litewskiej Rady ds. Badan Naukowych, ktorego
kierownikiem byl Prof. Vitalij Novickij.

Biorac pod uwage fakt, ze stanowiace podstawe rozprawy
doktorskiej prace przeszly przez krytyczny systemem oceny peer-review
podczas publikacji w recenzowanych czasopismach z listy Journal
Citation Reports, mozna by¢ pewnym, ze opublikowane badania sa
oryginalne, maja wptyw na rozwoj dyscypliny naukowej i sa zgodne z
najlepszymi praktykami w danej dziedzinie.

Doktorantka jasno i precyzyjnie sformutowata cel pracy, ktorym
byla ocena efektywnosci potgczenia elektroporacji z jonami wapnia w
kontekécie elimanacji komoérek raka jajnika na zrdéznicowanych modelach
in vitro. Nalezy zauwazy¢, Ze cel ten zostal zrealizowany.

W pracy przegladowej z roku 2022 pt.” Electroporation and
Electrochemotherapy in Gynecological and Breast Cancer Treatment
Doktorantka opisuje aktualny stan wiedzy na temat podstawowych
mechanizméw odpowiedzialnych za przebieg terapii opartych na
elektroporacji oraz aktualnego stanu wiedzy w zakresie ich zastosowania
w leczeniu nowotworow ginekologicznych.

W pracy badawczej z roku 2020 pt. ,, Electrochemotherapy with
Calcium Chloride and 178-Estradiol Modulated Viability and Apoptosis
Pathway in Human Ovarian Cancer” Doktorantka wykazuje, ze wstgpna
preinkubacja komérek raka jajnika (MDAH-2774) z 17f-estradiolem (10
uM) moze skutecznie wzmocni¢ chemio- i elektrochemioterapig (ECT) z
cisplatyng lub chlorkiem wapnia przeprowadzana w warunkach in vitro. Co
ciekawe, estradiol (E2) zmniejszal skutecznos¢ elektroporacji, co moze
sugerowa¢ inny niz zwigzany zec zmiang przepuszczalnosci blony
komoérkowej mechanizm zwigkszania skutecznosci ECT przez E2. W
badaniach wykorzystano rézne czasy trwania impulsow elektrycznych, w
tym w zakresie mikrosekund jak i nanosekund o okreslonych parametrach.
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Lektura tej pracy rodzi pytanie jak preinkubacja z 10uM E2 miataby
wspoméce ECT klinicznie? Do testow w hodowli komérkowej in vitro z
naukowego punktu widzenia, wybdr najwyzszego, nietoksycznego stezenia
substancji moze wydawac sie stuszny, ale in vivo nawet krotka ekspozycja
pacjentek na stezenie 10uM, ktore przewyzsza stgzenie fizjologiczne o co
najmniej 3 rzedy wielkosci, moze mie¢ powazne niepozadane skutki
uboczne. Nalezy pamigtac, ze receptory dla estradiolu wystepuja na wielu
komorkach i moga by¢ one bardziej wrazliwe.

W kolejnej pracy badawczej z 2023 r. ,,The influence of
asymmetrical bipolar pulses and interphase intervals on the bipolar
cancellation phenomenon in the ovarian cancer cell line,, Autorka zbadata
efektywnos¢ dziatania impulséw elektrycznych dostarczanych w 10-
impulsowych seriach, ale jako sekwencje jedno- lub dwubiegunowe,
symetryczne lub asymetryczne o okre$lonych parametrach bez i w
polgczeniu z jonami wapnia na komorki raka jasnokomorkowego jajnika
(OvBH-1). Wyniki uzyskane przez Doktorantke potwierdzaja, ze zjawisko
zniesienia dziatania impulsu elektrycznego przez zastosowanie impulsu o
odwrotnej polaryzacji mozna kontrolowa¢ za pomoca asymetrii impulsu lub
opdznienia mi¢dzy dodatnig i ujemng polaryzacja impulsu, co ma istotne
znaczenie, bo wplywa na koncowy biologiczny efekt zjawiska i w
konsekwencji samej terapii.

Do najwazniejszych i ciekawych wynikéw pracy doktorskiej Pani
Zofii Lapinskiej zaliczy¢ nalezy:

e Potwierdzenie, ze elektrochemioterapia dziata efektywniej niz
chemioterapia na komorki raka jajnika

e Wykazanie, ze elektroporacja z jonami wapnia lub cisplatyng dziata
efektywniej na komorki rakowe niz prawidtowe komorki nabtonka
jajnika

e Wykazanie, ze zastosowanie impulsOw asymetrycznych zmniejsza
efekt zniesienia dziatania impulsu elektrycznego przez zastosowanie
impulsu o odwrotnej polaryzacji tzw. bipolar cancellation

e Wykazanie, ze estradiol w stezeniu 10uM uwrazliwia komorki
nowotworowe na terapie oparte na elektroporacji.

Niestety, spore zastrzezenia budzi poprawnos¢ formalno-jezykowa
polskiej czescei rozprawy oraz umiejetnosé postugiwania si¢ terminologia
danej dyscypliny. Czytajac t¢ cze$¢ pracy odnosi si¢ wrazenie, ze
Doktorantka nie potrafi w sposéb poprawny opisaé swoich badan w jezyku
polskim. Wiele sformutowan jest niejasnych 1 nieprecyzyjnych.
Wymieniam tylko niektore z nich:
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(a) W streszczeniu: ,.efektywnos$¢ zalezy od dhugosci czasu trwania
impulsu, polamosci oraz  symetrycznosci  zastosowanych
protokotow™

(b) W hipotezie: ,,Zastosowanie protokotéw asymetrycznych powoduje
ograniczeniem tego zjawiska”,

(c) W rozdz. 6.6: "W tym celu wykorzystano metode kometows,
cytometrii przeptywowej oraz (dane nieopublikowane).”

(d) ,,rozpatrujac wptyw symetrycznosci protokotu™.

Ponadto, Doktorantka wielokrotnie pisze, Ze ,,nasadza komorki” czy
Lleczy komorki”, ,,zaaplikowane leczenie”, takie stwierdzenie byloby
poprawne, gdyby komoérki byly leczone np. z mycoplasmy.

W pracy wystepujg liczne bledy i anglicyzmy np.: ,media
hodowlane”, ,figury”, bledy literowe, np. .impulsywnego pola
elektrycznego”, ,.impulsowane pole”, ,,przeciwciatami przeciwko IgGxk
BP-HRP-mysiemu”, stylistyczne oraz frazeologiczne np. ,,wkroczenie
na droge $mierci komoérkowej”, ,.komorki znajduja si¢ na wyposazeniu
Katedry”, ,,Procent permeabilizacji wyrazano jako liczbe komorek
emitujagcych fluorescencje™, ,,.. akumulacja cytoszkieletu w czescl
centralnej”, ,,.. przy uzyciu testu MTT, ktory identyfikuje aktywnos¢
mitochondriow”, ,,w aspekcie efektywnosci elektroporacyi ...”.

Praca sprawia wrazenie jezykowo nieprofesjonalnej,
amatorskiej, przygotowanej w pospiechu, co negatywnie odbilo si¢
na jej jakoS$ci edytorskiej, natomiast wysoko oceniam oryginalnos¢
podjetego przez Doktorantke problemu badawczego, a poczynione
obserwacje stwarzajg nowe mozliwosci terapeutyczne, ktore powinny
byé w dalszej perspektywie przetestowane na modelach
przedklinicznych.

Ocena metodologiczna
Lektura wstepu oraz opublikowanej pracy przegladowej w

Molecules opartej na przegladzie 208 artykutéw pozwala stwierdzi¢, ze Pani
mgr Zofia Lapinska sprawnie porusza si¢ W tematyce zastosowania
elektroporacji szczegélnie w konteks$cie wykorzystania tej techniki w
leczeniu nowotwordéw ginekologicznych (raka jajnika 1 piersi).

Doktorantka stawia hipotezy badawcze i stosuje poprawny dobor

narzedzi badawczych i metod, choé w przypadku ECP, testy zywotnosci
powinny raczej opiera¢ sie o te zwigzane z integralnoscig blony
komorkowej niz aktywnoscia mitochondrialng. Test MTT moze wcigz
wskazywaé aktywno$é mitochondrialng nawet w przypadku komorek z
uszkodzong btonag komérkows. Zebrane wyniki potwierdzaja umiejgtnosc
zastosowania opisanych w pracy metod.
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Zastanawia. dobdr linii komoérkowych. W badaniach wykorzystano
rzadkie formy nowotworu epitelialnego jajnika: endometrialny MDAH-
2774 i jasnokomoérkowy OvBH-1. Zgodnie z klasyfikacja WHO, glownym
typem raka epitelialnego jajnika jest rak surowiczy, stanowigcy ok 70%
przypadkow. Dlaczego jako kontrole wybrano nabtonek jajnika chomika,
skoro jest dostepna ludzka linia - Human Ovarian Surface Epithelial Cells
(HOSEpiC)? ‘

W pracy brakuje tez pokazania ekspresji ESRa i ESRf3, GPER dla
stosowanych modeli badawczych.

Chociaz rozprawa ma typowy uktad, to brakuje w niej rozdziatow:
dyskusja i dalsze perspektywy badan. Podsumowanie i wnioski powinny
by¢ zwieztym opisem. W tym przypadku otrzymujemy takze 10 rycin
prezentujacych dodatkowe, nieopublikowane przez Doktorantke wyniki.
Niezaprzeczalnie jest to wazny dodatek i uzupetnienie pracy, ale powinien
znalez¢ sie raczej w oddzielnym rozdziale ,,wyniki”. Rozdzial ,spis
zatgczonych w pracy figur” jest Zle zatytutowany , powinno by¢ rysunkéw
badz rycin. Ponadto, maly rozmiar rysunkéw (4, 6, 7), elementow
graficznych na nich i zdje¢ mikroskopowych wymagajg dopatrywania sie
szczegotdw czy roznic. Na Rys 9 to $rednia z dwoéch niezaleznych
doswiadczen czy pomiarow technicznych? Robienie statystyki z takiej
liczby powtdrzen jest nieuprawnione, wlasciwsze byloby zamieszczenie
obu wynikéw z niezaleznych doswiadczen.

Niewatpliwie staba strona rozprawy doktorskiej jest brak wspdlne;
dyskusji wszystkich uzyskanych wynikéw. W opinii recenzenta jest to
bardzo wazny rozdziat, pomimo, ze kazda z publikacji posiada odrebng
dyskusje. Dyskusja powinna zwiera¢ koncepcje pracy naukowej i stanowic
logiczne ich nastgpstwo, dlatego tez wskazuje czy Autor dysertacji potrafi
w sposéb spojny przedstawi¢ wspdlna analize wszystkich uzyskanych
wynikow badan. Podjecie proby przedyskutowania wszystkich zebranych
wynikow potwierdzitoby dojrzatos¢ naukowg Doktorantki.

Pomimo powyzszych wuwag, pozytywnie oceniam dobér
warsztatu metodologicznego.

Na uwage zastuguje wyrdzniajgca si¢ sylwetka Doktorantki. Pani
mgr Zofia Lapinska jest wspotautorem 10 prac naukowych, 2 rozdzialdw
monograficznych oraz 16 komunikatéw zjazdowych. Byta wykonawcag w 4
projektach i cztonkiem w Studenckim Kole Naukowym, w Radzie
Doktorantow, Zespole ds. Jakosci Ksztalcenia, co $wiadezy o jej duzym
zaangazowaniu 1 aktywnogci nie tylko naukowo-badawczej, ale
1 organizacyjne;.
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Podsumowanie

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska autorstwa Pani
mgr Zofii Lapinskiej spelnia warunki okreslone w art. 187 ust.1i2 ustawy
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r., poz. 1668 ze zm.).
Wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie rozprawy mgr Zofii Lapinskiej
do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.

Agnieszka Wolnicka-Glubisz
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