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Ocena rozprawy doktorskiej
mgr Katarzyny Biezunskiej-Kusiak
"Ocena przeciwnowotworowego dziatania jonéw wapnia wprowadzanych do
ludzkich komérek nowotworowych MCF-7/WT i MCF-7/DOX metoda

elektroporacji”
Promotor pracy: Dr hab.inz.Anna Choromarska
Promotor pomocniczy: Dr hab. inz. Julita Kulbacka, prof. uniw.

Nowotwory to ciggle ogromny problem i wyzwanie dla ludzkoéci. Mimo
wysitkéw naukowcéw i lekarzy z catego $wiata, wielkich naktadéw finansowych,
coraz wigkszej Swiadomosci w zakresie ochrony zdrowia, ciagle zmagamy sie z
rosnacy liczbg chorych. Wydtuzajacy sie czas zycia, ciagty stres, zanieczyszczenie
srodowiska, kontakt z réznego rodzaju ksenobiotykami, to jedne z wielu czynnikow
sprzyjajacych rozwojowi choroby nowotworowej. Liczne badania i programy
prowadzone na catym swiecie, ktérych celem jest poznanie procesu
nowotworowego, warunkéw jego inicjacji — podtoza molekularnego samego
zjawiska, predyspozycji

poszczegdlnych o0séb do rozwoju takich choréb,

mechanizméw dziatania kancero- i mozliwosci

substancji mutagennych,
przeciwdziatania inicjacji i rozwojowi choroby oraz - co najwazniejsze - leczenia
réznych nowotwordéw, pozwalaja na osiaganie pewnych sukceséw w walce z ta
chorobg, ale i tak s3 ciagle niewystarczajace. Poszukiwane s3 bez ustanku
skuteczniejsze i jak najmniej obcigzajace organizm pacjenta metody terapeutyczne.
Rozpatrywane sg tu zaréwno metody ,uniwersalne” (mozliwe do zastosowania w
walce z wieloma réznymi nowotworami), jak i metody ~dedykowane” okreslonym
nowotworom i pacjentom o okreslonym profilu genetycznym - .terapia celowana”.
Kazda z metod, ktdrej efektem jest eliminacja patologicznych komérek z organizmu
przy utrzymaniu podstawowych funkcji zyciowych pacjenta, jest bardzo cenna.
Oczywiscie czym metoda prostsza, tansza i mniej wyniszczajyca, tym lepiej -
a i szansa na wprowadzenie do leczenia na szeroka skale wieksza.

Temat podjgty przez Doktorantke - dotyczacy oddziatywania jonéw wapnia
na komérki nowotworowe gruczolakoraka gruczotu sutkowego wrazliwego oraz
opornego na dziatanie doksorubicyny (linie MCF-7 WT oraz MCF-7/DOX) w potaczniu
z elektroporacja, w $wietle informagji literaturowych oraz w aspekcie ciagtych

poszukiwan lepszych i skuteczniejszych metod walki z nowotworami, jest bardzo
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interesujacy, aktualny i potrzebny. Autorka przekonuje do tego i udowadnia swoje racje we wstepie
teoretycznym do pracy. Jasne i klarowne wprowadzenie w zagadnienia, ktérymi zamierza sie zajaé
Doktorantka w swojej pracy - to juz do samego poczatku duzy atut rozprawy, ktéry swiadczy o
znajomosci tematu oraz jasno sprecyzowanych zainteresowaniach i zdecydowaniu Autorki odnoénie
planowanych badan. W rozdziale tym znajdujq sie najwazniejsze informacje dotyczace nowotworéw
gruczotu sutkowego (podstawowe dane statystyczne, opis czynnikéw ryzyka, typy raka piersi, objawy
I profilaktyka, klasyfikacja TNM nowotworéw gruczotu sutkowego, obecnie stosowane metody
leczenia nowotworu gruczotu sutkowego), informacje dotyczace zjawiska opornoéci wielolekowej,
oraz rozdziat dotyczacy znaczenia jonéw wapnia dla funkcjonowania komérek. Doktorantka
zamiescita tu tez charakterystyke i opis dziatania kanatéw wapniowych oraz mozliwy mechanizm
udziatu jondw wapnia w aktywacji ¢émierci komérkowej. Ta czeé¢ rozprawy zamyka podrozdziat
dotyczacy elektroporacji (EP) - metody zastosowanej w pracy do wprowadzania jonéw wapnia do
komoérek. Znalazty sig tu: opis samej metody - definicje i krétki rys historyczny, mechanizm dziatania,
informacje na temat zastosowania EP w biologii i medycynie, podrozdziat dotyczacy
elektrochemioterapii (ECT) oraz elektroporacji z jonami wapnia (CaEP) i zastosowaniu CaEP w terapii
nowotworéw gruczotu sutkowego. Wszystko przedstawione w przemyslany, usystematyzowany i
klarowny sposéb w oparciu o literature (211 pozycji literaturowych).

Po takim wprowadzeniu cel pracy jaki postawita sobie Doktorantka - .../, Ocena
przeciwnowotworowej aktywnosci elektroporacji w polgczeniu z Jonami wapnia w stosunku do Iludzkiej linii
komérkowej gruczolakoraka gruczotu sutkowego wrazliwej MCF-7-WT oraz opornej na dzialanie doksorubicyny
MCF-7/DOX™].... - staje sig w petni uzasadniony. Doktorantka zatozyta tez, ze dzigki zaplanowanym
badaniom uda Jej sig, nie tylko poszerzyC wiedze na temat mechanizméw indukowanych w
komérkach nowotworowych gruczolakoraka gruczotu sutkowego na skutek CaEP, ale réwniez
opracowa¢  protokét  elektroporagji pozwalajacy  uzyskaé  wieksza efektywnos¢
przeciwnowotworowego dziatania egzogennych jonéw wapnia, dostarczanych do komérki poprzez
elektroporacje, w poréwnaniu do prob traktowanych sama EP lub jonami wapnia bez EP,
Spodziewanym rezultatem projektu byto takie dopracowanie parametréw metody, ktére pozwola na
indukowanie $mierci badanych komérek, co z kolei bedzie podstawa do zaplanowania kolejnych
etapow badan na poziomie /n vivo.

Planowane do wykorzystania w pracy metody: 1) spektrofotometryczna do oceny
przezywalnosci (liczby i aktywnoéci metabolicznej) komérek z wykorzystaniem testéw MTT, SRB,
ATP-lite, 2) metoda cytometrii przeptywowej do oceny efektywnodci permeabilizacji bton
komérkowych oraz rodzaju émierci komorek, 3) immunocytochemiczna ocena biatek A-1G i A-1H, 4)
metoda TUNEL - do analizy rodzaju émierci komérek, 5) uzycie mikroskopu holotomograficznego do
oceny morfologii komérek - wszystkie te metody zostaty dobrane adekwatnie do zaplanowanych

zadan i tego jakie Doktorantka chciata uzyskac informacje z planowanego doéwiadczenia. Duzy plus
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na konto Doktorantki za jasny, przejrzysty, zwiezty — ale ze wszystkimi istotnymi szczegétami - opis
metodyki
Wyniki badan Doktorantka przedstawita na 39 stronach opracowania w postaci: 31 rycin, 4

tabel i 14 fotografii - zamieszczajac przy tym odpowiednie opisy i komentarze. Uzyskane wyniki
Doktorantka oméwita na tle wybranych danych literaturowych w kolejnym - 9- stronicowym rozdziale
+Dyskusja”,

Z uwag jakie nasunety mi sie podczas lektury pracy to np. to, ze w dokumentadji zdjeciowej
- gdzie na jedng rycing z podpisem o konkretnym numerze fotografii sktada sie kilka lub kilkanaécie
zdje¢ - niektére s3 w innym powigkszeniu niz pozostate. W podpisie fotografii nie ma takiej
informacji, a zamieszczone w rogach poszczegdlnych zdjec opisy sa niestety tak mate, ze nie udato mi
sie ich odczytad.

Podsumowanie uzyskanych wynikéw Doktorantka zebrata w postaci 6 wnioskéw
koncowych:

.l 1. Zastosowanie elektroporacji w polgczeniu w jonami wapnia(CaEP)powoduje znaczny spadek
przezywalnosci komérek badanych linii gruczolakoraka gruczolu sutkowego (MCF-7/WT i MCF-7/DOX), w
poréwnaniu z dzialaniem samej elektroporacji lub jonéw wapnia jako pojedynczej metody lerapeutycznej.

2. Zastosowanie zaréwno EP, jak i CaEP powoduje znaczny spadek wewngtrzkomdrkowego ATP w obu badanych
liniach komérkowych,

3. Smieré komérkowa po zastosowaniu elektroporacji w obecnosci jonéw wapnia dla komorek linii MCF-7/WT
zachodzi na drodze pé#nej apoptozy i nekrozy, zas najwigcej komorek linii MCF-7/DOX znajduje sig we wezesnej
apoptozie.

4. Zastosowanie elektroporacji oraz elektroporacji z jonami wapnia powoduje wzrost ekspresji podjednostek
biatkowych kanalow typu T (a-1H i a-1 G) z podobngq intensywnoscig w obu badanych liniach komérkowych,

5. Komorki linii MCF-7/DOX sq bardziej wrazliwe na zastosowangq metode terapeutyczng (EP oraz CaEP).

6. Najefektywniejsze dzialanie przeciwnowotworowe Wykazala elektroporacja z jonami wapnia w poréwnaniu do
samej elektropoacji. Jony wapnia nie wywolaly wigkszego efektu terapeutycznego] ...

Do tak sformutowanych wnioskéw mam jednak kilka uwag:

Odnosnie wniosku 3 (..../” Smieré komérkowa po zastosowaniu elektroporacji w obecnosci jonéw wapnia dla
komdrek linii MCF-7/WT zachodzi na drodze Poznej apoptozy i nekrozy, zas najwigcej komdrek linii MCF-
7/DOX znajduje si¢ we wczesnej apoptozie i - ) = PO pierwsze - $mier¢ komérkowa - jeli
rozpatrujemy tu tylko te dwa rodzaje $mierci - zawsze zachodzi na zachodzi na drodze péznej
apoptozy lub nekrozy - nie ma tu zadnego odkrycia; jednak dalsza czesC wniosku sugeruje
raczej, ze Doktorantka chciata chyba zwréci¢ uwage na to, ze po okreslonym czasie (jakim?) w

hodowlach MCF-7/WT komérki umierajq (sg juz na etapie poznej apoptozy lub ulegty nekrozie),
a w tym samym czasie w hodowlach komérek linii MCF-7/DOX zjawiska te nie s3 jeszcze tak
zaawansowane i najwigcej komérek znajduje si¢ we wczesnym etapie apoptozie,
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Odnosnie wniosku 4 (....[” Zastosowanie elektroporacji oraz elektroporacji z jonami wapnia powoduje wzrost

ekspresji podjednostek biatkowych kanatow opu T (a-1H i a-1G) z podobng intensywnosciq w_obu

badanych liniach komorkowych”] ) - brakuje mi tu troche jakiejé bardzo krétkiej informacji

odnosnie znaczenia tego wyniku —szczegblnie w kontekscie kolejnego wniosku ... [Komdrki

linii MCF-7/DOX sq bardziej wrazliwe na zastosowang metodg terapeutyczng (EP oraz C akP)]....

Odnosnie wniosku 6 - wniosek ten .[Najefektywniejsze dzialanie przeciwnowotworowe wykazala
elektroporacja z jonami wapnia w poréwnaniu do samej elektropoacji. Jony wapnia nie wywolaty
wigkszego efektu terapeutycznego]... jest w zasadzie powtérzeniem wniosku pierwszego, ale w
bardziej ogélnej Formie i stanowi raczej podsumowanie kohcowe. A jezeli juz zostat
sformutowany to doprecyzowata bym informacje ... [.,Jony wapnia nie wywolaly wigkszego efektu
lerapeutycznego”] ....- ze chodzi tu o jony wapnia podane w celach terapeutycznych (a nie tylko
0 jony wapnia znajdujace naturalnie w bezposrednim $rodowisku komarki).

W zwigzku z tym, Autorka jako cel pracy wskazata mozliwo$¢ opracowania protokotu elektroporacji
pozwalajgcej uzyskaé wieksza efektywnoé¢ przeciwnowotworowego dziataniz egzogennych
jonéw wapnia, brakuje mi troche we ,Wnioskach” informacji, czy taki protokét opracowano
i jakie parametry charakteryzuja najwigkszg skutecznoé¢ metody. Oczywiscie wszystkie te
informacje zawarte s3 rozdziale ~Wyniki” i ,Dyskusja”, ale w éwietle oczekiwar jakie zawarta
Autorka w rozdziale , Cel i zatozenia pracy” mogtyby tez zosta¢ uwzglednione we ,Wnioskach”.

Chciatabym sie tez odnie¢¢ do bibliografii - jak juz wczesniej wspominatam 211 tekstéw
zrédtowych zgodnych z tematyka pracy, przede wszystkim opublikowanych w ostatnich 10-u latach
(chociaz s3 tu tez pozycje z lat 70-tych i 80-tych ubiegtego wieku, czy nawet z 1958 r.). Przy niektérych
pozycjach pojawity sie jakie¢ braki (np. brak roku publikagji) i nie we wszystkich przypédkach sposdb
Cytowania jest taki sam (warto na to zwréci¢ uwage przed ewentualng publikacja w wybranym
czasopismie i ujednolicié to).

Praca bardzo mi sie podoba. Ma duze walory aplikacyjne - temat podjety przed Doktorantke
jest bardzo istotny i «Przysztosciowy”. Sama rozprawa doktorska jest napisana prosto i przejrzyscie -
co jest duza umiejetnoscia i zwykle cechuje osoby o dobrze ugruntowanej wiedzy na dany temat
i bardzo dobrze orientujace sie w zagadnieniach, ktérymi sie zajmujy. Elektrochemioterapia -
metoda, ktéry zastosowata w swoich badaniach Doktorantka — to w zatozeniach metoda prosta,
ale i z wielkim potencjatem, jednak réwnoczeénie jeszcze nie do korica poznana i w zwiazku z tym
niedoceniona. Otwiera ogromne mozliwosci w zakresie modyfikowania loséw komérki. W Polsce to
wtasnie Wroctaw jest osrodkiem, ktéry prowadzi najwiecej badan dotyczacych elektrochemioterapii
i jest pionierem jesli chodzj 0 jej praktyczne zastosowanie do terapii nowotworoéw,
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Podsumowujac, stwierdzam, ze przedtozona mi do recenzji praca zastuguje na:
1) wysoka ocene merytoryczng — zarébwno w aspekcie trafnosci podjetej problematyki badawczej i
oryginalnosci, uzyskanych rezultatéw i ich znaczenia dla nauki i praktyki, jak i poprawnosci Formalno-
jezykowej samej rozprawy
2) wysoka ocene w zakresie metodologii (dobér literatury, umiejetnosci wykorzystania zrodet,
poprawnos¢ Formutowania problemow i hipotez, trafnosci doboru metod i narzedzi badawczych,
umiejetnosci ich zastosowania, poprawnosci uktadu i struktury pracy ).

Stwierdzam tez, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Katarzyny
Biezunskiej-Kusiak pt.:"Ocena przeciwnowotworowego dziatania jonéw wapnia wprowadzanych
do ludzkich komérek nowotworowych MCF-7/WT i MCF-7/DOX metodg elektroporacji” spetnia
wszystkie wymogi okreslone w art. 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.Nr 65, poz. 595,
z péz.zm.) stawiane rozprawom doktorskim. Mam przyjemnos¢ wnioskowaé do Rady Dyscypliny
Nauki Medyczne, Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Katarzyny
Biezunskiej-Kusiak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

dr hab.n.med.Matgofzata Latocha
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