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Ocena osiggniecia naukowego pt. ,,Charakterystyka biochemiczna metalotioneiny oraz jej
status w komérkach MCF-7 traktowanych kompleksami fulerenéw z doksorubicyna”
oraz aktywnosci naukowej dr n. chem. Marty Kepinskiej w postepowaniu o nadanie

stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk farmaceutycznych

Sylwetka Kandydatki

Pani Marta Kepinska ukonczyla studia biotechnologiczne na Politechnice Wroctawskiej w roku
2003. Nastepnie, w ramach studiow doktoranckich, prowadzita w Zakladzie Biochemii
Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej badania nad biatkiem wigzacym hormon
juwenilny, ktére zaowocowaly obrong pracy doktorskiej w dziedzinie nauk chemicznych w
zakresie biotechnologii w 2011 roku. Habilitantka ukonczyta réwniez studia podyplomowe z
analityki medycznej, uprawniajgce ja do wykonywania zawodu diagnosty laboratoryjnego. Dr
Kepinska jest zatrudniona w Katedrze 1 Zaktadzie Biomedycznych Analiz Srodowiskowych na
Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu od czerwca 2009 roku,
najpierw na stanowisku pracownika inzynieryjno-technicznego, nastgpnie asystenta, a od

pazdziernika 2011 roku — adiunkta.

Ocena osiggniecia naukowego

Na osiagniecie habilitacyjne sktada si¢ cykl pigciu prac, w tym cztery artykuty eksperymentalne
oraz jeden artykut pogladowy. Prace te zostaty opublikowane w latach 2011-2018 w bardzo
dobrych i dobrych czasopismach z listy JCR (IF w zakresie od 1,262 do 3,807). Sumaryczna
wartos¢ wskaznika IF dla prac skladajacych si¢ na osiggnigcie habilitacyjne wynosi 14,058, a
taczna liczba punktéw MNiSW wynosi 137. Sredni udziat procentowy, jaki Autorka deklaruje w
powstanie prac zgloszonych jako osiggniecie habilitacyjne, wynosi 70%, i znajduje
potwierdzenie w o$wiadczeniach wspotautorow. W przypadku wszystkich pieciu prac Autorka
jest zaréwno pierwszym autorem, jak 1 autorem do korespondencji. Wykazata si¢ zatem

znaczacym i dominujacym wkladem zaréwno w zakresie opracowania koncepcji badawczej,



przeprowadzenia eksperymentow i analizy wynikéw oraz przygotowania i korekty
manuskryptéw. Prace poddane juz byly profesjonalnej recenzji w trakcie procesu
wydawniczego, wigc ich warto$¢ naukowa jest bezsporna.

Pewne watpliwosci budzi tytul, przedlozonego do oceny, osiagniecia (,,Charakterystyka
biochemiczna metalotioneiny oraz jej status w komérkach MCF-7 traktowanych kompleksami
fulerenéw z doksorubicyna™). Pierwszy czton sugeruje szersze skupienie si¢ na biochemicznych
analizach metalotionein, podczas gdy prace nr 2 i 3 skupione byly mniej na studiach
biochemicznych, a bardziej na walidacji procedury analizy metalotionein z wykorzystaniem
techniki elektroforezy kapilarnej, a praca nr 4 W duzej mierze koncentrowata si¢ na
charakterystyce fizykochemicznej nanoczastek (fulerenéw ze zwiagzang doksorubicyna).
Niemniej jednak, we wszystkich pracach znajdujg si¢ odniesienia do oceny biochemiczne;j
biatek z grupy metalotionein w uktadach biologicznych.

Metalotioneiny s matymi biatkami o dynamicznej strukturze przestrzennej, ktorych cecha
charakterystyczng jest wysoka zawartos¢ reszt cysteiny, ktére determinuja funkcje peinione
przez te biatka w procesach komorkowych. W artykule pogladowym (pozycja IB.1 w
zataczniku nr 3) Autorka zebrata informacje i wyczerpujaco opisata biochemiczne znaczenie
metalotionein, szczegdlnie ich role zwiazane z wigzaniem 1 regulowaniem dostepnosci jonow
cynku i miedzi, znaczenie w ochronie antyoksydacyjnej oraz interakcje metalotionein z innymi
biatkami, uwzgledniajac stany fizjologiczne i patologiczne. W kolejnych dwoch pracach
(pozycje B2 i LB.3 w zalaczniku nr 3), dr Kepinska podjeta si¢ scharakteryzowania
metalotionein pochodzenia ludzkiego, kroliczego, oraz, w mniejszym stopniu, konskiego, przy
uzyciu elektroforezy kapilarnej prowadzonej w kilku réznych warunkach, a takze spektrometrii
mas (MALDI-TOF-MS) i technik elektrochemicznych (reakcja Brdicka). Autorka wykazata
miedzy innymi obecnos¢ dimeréw metalotionein, a takze gatunkowe réznice W warto$ciach
punktu izoelektrycznego oraz charakterystyce elektrochemicznej. Te dwie prace dowodza
dobrego opanowania warsztatu analitycznego oraz stanowia cenne uzupetnienie wiedzy na
temat uzytecznosci technik elektroforezy kapilarnej w analizie metalotionein, a takze na temat
miedzygatunkowych r6znic we wiasciwosciach tych biatek.

Kolejne dwie prace cyklu (pozycje [B4 i LB.5 w zalaczniku nr 3) lgcza zainteresowania
Kandydatki skupione wokot znaczenia metalotionein, z praktycznym zastosowaniem zdobyczy
nanotechnologii w terapii przeciwnowotworowej. Celem tych prac byla ocena whasciwosci
fizykochemicznych nanoczastek fulerenu zwiazanych z doksorubicyng oraz ich wpltywu na

komérki nowotworowe nowotworu piersi linii MCF-7. W pracy nr 4, Autorka ocenita wielkos¢

uzyskanych nanoczastek. wydajnos¢ wiazania doksorubicyny przez czastki C60 oraz stopiefi jej
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uwalniania w zaleznosci od wartosci pH. Ponadto, ocenita efekt hemolityczny C60/DOX oraz
wplyw na zywotnos¢ komoérek MCF-7. Warto zwrdci¢ uwagg, ze zastosowany test MTT nie
mierzy specyficznie proliferacji komorek, dlatego dla opisu wynikow uzywaé sig powinno
raczej terminu ‘Zywotnosc’. Kompleksy C60-DOX cechowaty sie nieznacznie stabszg indukcja
hemolizy, a silniejszym obnizeniem zywotnosci komoérek MCF-7 (cho¢ brak danych na temat
statystycznej istotnosci obserwowanych roznic). W artykule (strona 2376) Autorka odnosi si¢ do
wyznaczonych wartosci IC50, jednak nie sa przedstawione dane eksperymentalne, na podstawie
ktorych takie wartosci zostaly wyznaczone. Takie dane bylyby wartosciowym uzupeknieniem
opisanych wnioskéw. Na uwage zashuguje zalezna od pH zdolnos¢ do uwalniania leku przez
kompleksy C60-DOX. W Autoreferacie Habilitantka odnosi takie wiasciwosci tych nanoczastek
do mozliwoéci ich wykorzystania w celowanym dostarczaniu doksorubicyny do ogniska
nowotworowego, ze wzgledu na nizsze pH panujace W guzach nowotworowych, w poréwnaniu
z prawidtowymi tkankami. Opis mechanizmu takiej selektywnosci jest jednak nieprecyzyjny —
rozmyciu ulega to, czy podstawg selektywnosci ma by¢ obnizone pH w guzie nowotworowym,
czy tez niskie pH pecherzykow endosomalnych i lizosomalnych. To drugie charakteryzuje
kazda komorke, wigc nie powinno stanowi¢ o celowanym podaniu leku. Niemniej, duzym
osiagnieciem jest opracowanie technologii, ktora daje mozliwo$¢ znaczgcego ukierunkowania
dystrybucji doksorubicyny do guzéw litych. W pracy nr 5 Autorka podjeta sie wyjasnienia roli
metalotionein i dysmutazy ponadtlenkowej w obserwowanym dziataniu C60/DOX. Rycina 1
zawiera takie same dane, jak te, ktore zostaly wczesniej zaprezentowane W artykule nr 4, jednak
brak jest w tekscie odniesienia do tej pracy. Wyniki, opisanych w pracy, eksperymentow,
wskazaly na zdolno$¢ C60 do obnizania poziomu metalotionein oraz aktywnosci SODI, co
moze przektadaé si¢ na podwyzszone dziatanie cytotoksyczne analizowanej nanoformulacji
doksorubicyny w komorkach MCF-7. Takie efekty Autorka wigze z wlasciwosciami
przeciwutleniajacymi C60. Szkoda, ze taka teza nie znalazta potwierdzenia eksperymentalnego
— warto bytoby okresli¢ poziom RFT czy GSH/GSSG oraz porownawczo zastosowac inhibitor i
induktor aktywnosci SOD. Ciekawe byloby sprawdzenie wplywu C60 na aktywacje czynnika
transkrypcyjnego Nrf2, ktéry w duzej mierze kontroluje ekspresje metalotionein. Mozna mie¢
nadzieje, ze Habilitantka w najblizszej przyszlosci rozszerzy badania mechanizmu dziatania
uzyskanych nanoczastek. Szczegolnie istotne byloby to dla weryfikacji hipotezy o redukeji
chemioopornosci komorek nowotworowych pod wplywem C60. Farmakologiczny mechanizm
dziatania doksorubicyny czesciowo zwigzany jest z stymulacjg powstawania RFT, na co
odpowiedzig jest nasilona aktywnos¢ czynnikéw antyoksydacyjnych, w tym metalotionein i

SOD. Zatem warto byloby takie efekty zbada¢ w komérkach MCE-7, w ktorych indukowano



oporno$¢ na doksorubicyng. Ciekawym aspektem jest potencjalna mozliwosc¢ zmniejszenia
kardiotoksycznosci doksorubicyny dzigki potaczeniu z C60. Pytanie, czy za taki efekt bardziej
odpowiedzialne byloby zwigkszone powinowactwo do ognisk nowotworowych, a przez to
mniejszy wychwyt leku przez kardiomiocyty, czy moze postulowane antyoksydacyjne
whasciwoséci C60. Dziatanie poprzez drugi mechanizm byloby szczegblnie interesujace,
poniewaz miatoby, z jednej strony, nasili¢ cytotoksyczne efekty doksorubicyny w komorkach
nowotworowych, a z drugiej, zmniejszy¢ toksyczne dziatanie na komorki prawidtowe.

Zadne z powyzszych uwag nie umniejszaja wartosci naukowej prac habilitacyjnych. Autorka,
realizujac taki cato$ciowy projekt, wykazata sie konsekwencja badawcza oraz bardzo dobrym
przygotowaniem eksperymentalnym. Nalezy zwréci¢ uwage na wysoka rzetelnose podczas
stosowania réznorodnych, zaawansowanych technik analitycznych. Habilitantka przykladnie
pokazuje, jak doskonate opanowanie warsztatu analitycznego umozliwia jego dobre
wykorzystanie w badaniach biomedycznych. Na szczegolna uwage zastuguje wysoki poziom

naukowy prac z obszaru nanotechnologii farmaceutycznej.

Ocena aktywnos$ci naukowej

Praca doktorska Habilitantki, przygotowana pod opieka naukowa prof. dr hab. Mariana
Kochmana, dotyczyta interakeji biatka wiazacego hormon juwenilny z innymi biatkami. Wyniki
przedstawione w pracy doktorskiej zostaty opublikowane w postaci trzech artykulow w bardzo
dobrych czasopismach naukowych. Od tego czasu dorobek naukowy dr Kepinskiej znaczaco si¢
powiekszy}. Tematy badawcze, w ktorych realizacje byta zaangazowana w Katedrze i Zaktadzie
Biomedycznych Analiz Srodowiskowych na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu
Medycznego we Wroclawiu koncentrowaly sie wokot oceny efektow biologicznych narazenia
na metale ciezkie czy skladniki dymu tytoniowego, badan metalotionein i innych elementow
zwiazanych z obrong antyoksydacyjna wobec czynnikéw wywotujgcych stres oksydacyjny, a w
ostatnich latach, réwniez syntezy, whasciwosci 1 biomedycznych zastosowan nanoczastek. W
wielu z tych prac Habilitantka jest pierwszym lub drugim autorem.

Zwraca uwage duzy ogélny dorobek naukowy Kandydatki, na ktory sktadaja si¢ 24 artykuty
oryginalne oraz 13 prac pogladowych, a takze dwie prace opublikowane w suplementach
czasopism i jeden rozdzial w monografii w jezyku angielskim. Wedtug zaprezentowanych
danych bibliometrycznych, sumaryczna wartoé¢ wskaznika IF dla catego dotychczasowego
dorobku naukowego wynosi 97,054, za$ w przypadku punktacji MNiSW, sumaryczna wartos¢
punktéw wynosi 922. Catoksztalt dorobku jest zatem bardziej niz wystarczajacy w przypadku

osoby na tym etapie kariery naukowej. Jej aktywno$¢ publikacyjna zostala trzykrotnie



nagrodzona przez Dziekana Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu. Wszystkie prace cytowane byly dotychczas tacznie ponad 270 razy (okoto jedna
szOsta stanowia autocytowania), cO wskazuje na umiarkowang cytowalnos¢ prac. Wazna jest
jednak wysoka wartos¢ indeksu Hirscha (H=11), ktory osiagneta Habilitantka. Dr Kepinska byla
réwniez aktywnym uczestnikiem wielu konferencji krajowych i zagranicznych, co zwigzane jest
z prezentacja 47 komunikatow zjazdowych. Za swoja aktywnos¢ naukowa dr Kepinska zostata
kilkakrotnie nagrodzona przez JM Rektora Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we
Wroclawiu (cztery nagrody zespotowe oraz jedna nagroda indywidualna).

Habilitantka byta wykonawca badan w trzech grantach finansowanych przez NCN lub MNiSW,
a kierownikiem jednego projektu dla miodych naukowcéw. Ponadto, dr Kepinska byla
kierownikiem projektu po stronie polskiej W miedzynarodowym grancie wyszehradzkim,
zwiazanym z utworzeniem Sieci Naukowej w Metalomice. Szkoda, ze Kandydatka nie wykazata
sie wieksza skutecznoscia W pozyskaniu funduszy na autorskie projekty, cho¢ w roku 2013
uzyskata dyplom menedzera projektu badawczo-rozwojowego. Mozna mie¢ jednak nadzieje, ze
Habilitantka wykaze sie aktywnoscia w tworzeniu projektéw i pozyskiwaniu funduszy na
wlasne badania w najblizszej przysztosci. Habilitantka juz wykazala sie zaangazowaniem w
ksztatcenie mtodych pracownikéw nauki, o czym $wiadczy miedzy innymi petnienie przez nig
funkcji promotora pomocniczego w zakonczonym przewodzie doktorskim dr Marty Wrze$niak.
Na podkreslenie zashuguje bogata wspdlpraca miedzynarodowa Habilitantki. Dr Kepinska
odbyta kilka krotkich (najkrotsze — tydzien, najdtuzszy — trzy miesigce) stazy w osrodkach
zagranicznych (Uniwersytet Weterynarii i Nauk Farmaceutycznych, Uniwersytet Mendla, Brno;
INSERM, Tuluza). Trzykrotnie zdobyta takze prestizowe stypendium konferencyjne w celu
uczestniczenia w kongresach organizowanych przez Federacje Europejskich Towarzystw
Biochemicznych (FEBS).

Co bardzo cenne, dr Kepinska byta réwniez bardzo aktywna w roli recenzenta — przygotowala
38 recenzji prac zgloszonych do redakcji miedzynarodowych czasopism naukowych. Byla
r6wniez recenzentem czterech projektéw badawezych dla Czeskiej Fundacji Nauki. Swiadczy to

o tym, ze Kandydatka jest rozpoznawana w kraju i za granica jako ekspert w swojej dziedzinie.

Ocena dzialalno$ci organizacyjnej i dydaktycznej

Kandydatka wykazata si¢ bogatg i wielokierunkowa dziatalnoscig organizacyjna. Dr Kepinska
opiekuje si¢ Pracownig Elektroforezy Kapilarnej przy Katedrze Biomedycznych Analiz
Srodowiskowych i prowadzita szkolenia dla doktorantéw z techniki CE. Angazuje si¢ réwniez

w prace organizacyjne w ramach kilku komisji powotanych na Uniwersytecie Medycznym we



Wroctawiu. Jest rowniez aktywnym dydaktykiem. Poza prowadzeniem obowigzkowych zajg¢
laboratoryjnych z przedmiotu Toksykologia, prowadzi rowniez fakultatywne autorskie zajecia
.Mutageneza $rodowiskowa”. Nadzoruje takze prace naukowa studentow w ramach
Studenckiego Kofa Naukowego dzialajacego przy Katedrze Biomedycznych Analiz
Srodowiskowych. Byta réwniez promotorem lub opiekunem tgcznie 18 prac magisterskich.
Habilitantka byta cztonkiem komitetu naukowego konferencji “Wptyw zwiazkow toksycznych
na zdrowie ludzi i zwierzat” zorganizowanej przez Wydzial Farmaceutyczny Uniwersytetu
Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu w 2017 roku. Kandydatka wykazata si¢ takze
duzym zaangazowaniem w popularyzacje nauki. Kilka razy brata czynny udziat w Dolnoslaskim
Festiwalu Nauki, a takze w obchodach Ogdlnopolskiego Dnia Biotechnologii.

Dr Kepinska figuruje jako czlonek komitetow redakcyjnych dwoéch czasopism naukowych:
International Journal of Biology and Biological Sciences oraz International Journal of
Therapeutic Applications. Zadne z nich nie znajduje si¢ jednak aktualnie w wykazie Index
Copernicus. Pewne zastrzezenia budzi pierwsze 2z nich (brak migdzynarodowej
rozpoznawalnosci, brak aktualnych numeréw czasopisma na stronie internetowe;j), dlatego warto
by¢ moze rozwazyé rezygnacje z petnionej funkcji, aby nie wspieraé czasopisma o trudnej do

zweryfikowania jakosci naukowe;.

Podsumowanie

Przedlozone przez Kandydatke osiggniecie naukowe, skladajace sie z pigciu, spojnych
tematycznie artykutdw, opublikowanych w dobrych czasopismach naukowych z listy JCR,
stanowi jej znaczacy, oryginalny wkiad w rozwdj nauk farmaceutycznych. Konsekwentne
badania nad metalotioneinami doprowadzily do stworzenia nanoczastek, ktoére mogg
potencjalnie znalez¢ zastosowanie w celowanej terapii przeciwnowotworowej. Pani dr Kepinska
prezentuje cechy samodzielnosci naukowej i spetnia wymagania stawiane osobom ubiegajgcym
sie o stopieni doktora habilitowanego w dziedzinie nauk farmaceutycznych.

Zwracam sie zatem do Rady Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Analityki Medycznej
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu z wnioskiem o dopuszczenie
dr n. chem. Marty Kepinskiej do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora

habilitowanego.

ol dr hab. n. farm. Jarostaw Paluszczak |



