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Ocena
rozprawy doktorskiej mgr Anny Szewczyk (zd.Zielichowskiej)
pt.:” Modulacja odpowiedzi komérkowej w liniach komadrek
migsniowych i nowotworowych inicjowana elektroporacjq
w obecnosci jonow wapnia”

Promotor pracy: dr hab. MafgorzataDaczewska, prof.UWr
Promotor pomocniczy dr hab. Julita Kulbacka

Tematyka rozprawy doktorskiej Pani Anny Szewczyk (zd.Zielichowskiej),
jak i pozostaty dorobek naukowy Doktorantki, dotycza oceny zjawisk jakie maja
miejsce po zastosowaniu metody elektroporacji (EP). Metoda ta - bardzo
prosta w swoich zafozeniach - polega na wykorzystaniu pola
elektromagnetycznego do krdtkotrwatego wytworzenia hydrofilowych poréw
w btonie komoérkowej, dzigki czemu mozliwy staje sie wzmozony transport
roznych czasteczek do wnetrza komoérki. Co bardzo istotne, przy zachowaniu
odpowiednich parametrdéw, utrata ciggtosci btony to proces odwracalny, a wiec
sam w sobie bez negatywnych skutkéw dla funkcjonowania komérek. Zjawisko
to jest wykorzystane zaréwno w badaniach naukowych dotyczgcych szeroko
pojetej modyfikacji funkcjonowania komoérek (zarédwno juz na poziomie
czasteczek biorgcych udziat w procesach metabolicznych, jak zwigzanej z
modyfikacjq materiatu genetycznego komdrki ), w medycynie czy kosmetologii.
Elektrochemioterapia (ECT) wykorzystujagca zjawisko elektroporacji do
dostarczania na wigkszg skale lekow do wnetrza komdrek jest juz w wielu
krajach metoda stosowang w praktyce klinicznej. W Polsce to wtasnie Wroctaw
jest  osrodkiem, ktory prowadzi najwiecej badarn  dotyczgcych
elektrochemioterapii i jest pionierem jesli chodzi o jej praktyczne zastosowanie
do terapii nowotwordw.

Elektrochemioterapia — to w zatozeniach metoda prosta, ale

rownoczesnie — w odniesieniu do efektow — jeszcze nie odkryta, o ogromnych

mozliwosciach i z wielkim potencjatem modyfikowania loséw komadrki.
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Z tego powodu temat podjety przed Doktorantke jest bardzo istotny i, przysziosciowy”.
Rozprawa doktorska przedstawiona mi do recenzji zostata przygotowana w oparciu o spdjny
tematycznie zbior prac, na ktéry sktadaja si¢ dwie indeksowane publikcje o IF=3,413 oraz IF=5,168:

1) Anna Zielichowska, Matgorzata Daczewska, Jolanta Saczko, Olga Michel, Julita Kulbacka:
Applications of calcium electroporation to effective apoptosis induction in fibrosarcoma cells
and stimulation of normal muscle cells. Bioelectrochemistry; 109 (2016) 70-78 IF 3,413; Pkt.
MNiSW/KBN: 35.000; liczba cytowan: 5; data publikacji: styczen 2016.

2) Anna Szewczyk, Julie Gehl, Malgorzata Daczewska, Jolanta Saczko, Stine Krog Frandsen,Julita
Kulbacka:  Calcium electroporation for treatment of sarcoma in preclinical studies.
Oncotarget, 2018, Vol. 9, (No. 14), pp: 11604-11618. IF: 5.168, Pkt. MNiSW/KBN: 35.000;
liczba cytowan 1; data publikacji: luty 2018.

53 to prace wieloosrodkowe, a Doktorantka jest tu pierwszym autorem. Obie prace skupiajg sie na
roli wapnia w modulacji odpowiedzi prawidtowych komdrek miesniowych i komorek

nowotworowych poddanych elekroporaciji.

Przygotowane przez Doktorantke opracowanie ,Rozprawy doktorskiej” sktada sie z krétkiego
i zwigztego (1,5 stronicowego) streszczenia w jezyku polskim i angielskim, opisu celu badan, ktére
zostaly zamieszczone w publikacjach, wprowadzenia w zagadnienia jakie byty podejmowane w
pracach (dokfadniejszy opis badanych nowotworéw, znaczenia gospodarki wapniowej w
funkcjonowaniu komérek migéniowych, wptywu jonédw wapnia na proliferacje komérkowa, znaczenia
jonébw wapnia w apoptozie, wreszcie krotki opis dotyczacy elektroporacji i zmian gospodarki
wapniowej w komorkach nowotworowych), dwdch publikacji wchodzacych w skiad , tematycznie
spojnego zbioru artykutéw” oraz podsumowania z wnioskami jakie autorzy prac sformutowali na
podstawie uzyskanych wynikéw. Rozprawe doktorska zamyka wykaz pismiennictwa na jaki powotuje
sig Doktorantka w opracowaniu. W dodatkowym rozdziale Doktorantka przedstawita wykaz catego
swojego dorobku naukowego (wykaz publikacji, wystapien konferencyjnych, komunikatéw
zjazdowych, wykaz grantéw naukowych w realizacji, ktorych uczestniczyta i staze naukowe jakie
odbytfa) oraz zamiescita stosowne o$wiadczenia dotyczace udziatu - jej i pozostatych autoréw - w
przygotowaniu prac bedacych podstawg rozprawy doktorskiej. W przypadku obu publikacji
Doktorantka okreéla swoj wktad na 60%, co tez potwierdzajg inni autorzy w swoich o$wiadczenia
odnoszacych sig ich udziatu w planowaniu eksperymentdw, badaniach i przygotowaniu pézniej samej

publikacji.
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Celem opisanych w pracach badan byfo ustalenie optymalnych parametréw elektroporacji z
jonami wapnia, ktéra powodowataby indukcje $mierci migsniowych komérek nowotworowych przy
jednoczesnym zachowaniu przy zyciu komérek prawidtowych. Doktorantka wraz z pozostatymi
badaczami zastosowata tu dwa modele badawcze: 1) in vitro oraz 2) in vivo. Model in vitro stanowity
dwie prawidtowe linie komorkowe: L6 — szczurze prawidtowe mioblasty miesni szkieletowych i C2C12
— mysie prawidtowe mioblasty miesni szkieletowych oraz dwie linie nowotworowe: Wehi-164 — mysie
komorki ~ wtokniakomigsaka (Fibrosacoma) i RD - ludzkie komérki miesniakomiesaka
prazkowanokomodrkowego (Rhabdomyosarcoma). Badania w ukitadzie in vivo prowadzono na
myszach NMRI-Foxnlnu z podskornie rosngcym ludzkim mies$niakomiesakiem

prazkowanokomadrkowym.

Doktorantka na podstawie przeprowadzonych przez siebie badan i wynikéw opublikowanych w
dwoch artykutach, ktére wskazuje jako podstawe rozprawy doktorskiej, stwierdza, ze: ...”po raz
pierwszy wykazano skutecznos¢ metody opartej na elektroporacji z wapniem (CaEP) w procesie
redukcji przezywalnosci komdrek nowotwordéw migsniowych in vitro i in vivo”... oraz, ze: ...”wykazano
takze wptyw metody CaEP na procesy wewngqtrzkomdrkowe zachodzqce zaréwno w miesniowych
komdrkach nowotworowych, jak i prawidfowych”... - co oznacza, ze tak zoptymalizowano parametry
terapii, aby jony wapnia powodowaty $mier¢ komérek nowotworowych przy réwnoczesnej stymulacji

komorek prawidtowych. Doktoranta sama stwierdza, ze chociaz inni badacze (np.: Hojman i wsp. - Hojman

P, Brolin C, Gissel H. Calcium influx determines the muscular response to electrotransfer. Am J Physiol Regul Integr Comp

Physiol. 2012; 302:446-53 czy Porter i wsp. - Porter GA Jr, Makuck RF, Rivkees SA, Reduction in intracellular calcium levels

inhibits myoblast differentiation. J Biol Chem. 2002; 9;277(32):28942-7) udowodnili juz, ze zaréwno pole
elektryczne jak i obecnos¢ jonéw wapnia sg niezbedne do proliferacji i réznicowania sie komdrek
prawidtowych, to potaczenie obu elementéw (jondw wapnia i elektroporacji, CaEP) zastosowanych
do pobudzenia komdrek migéniowych, jest nowoscig, zardbwno w aspekcie terapii
przeciwnowotworowych, jak i w dziedzinie regeneracji wtdkien mie$niowych.

Doktorantka wraz z pozostatymi autorami prac bedacych podstawa rozprawy doktorskiej, opisuje
szereg zmian jakie powoduje terapia CaEP w badanych komérkach nowotworowych udowadniajac
jednoczesnie, ze mozna tak dobra¢ parametry terapii, aby nie miaty negatywnego wptywu na
komorki prawidtowe.

Najistotniejsze wnioski z prac dotycza molekularnych mechanizméw zmian jakie zaobserwowano
przy wybranych parametrach terapii w komérkach nowotworowych i prawidtowych. Wskazujg one,

ze terapia CaEP w przyjetych w pracy warunkach:
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v' znaczaco redukuje przezywalno$¢ komdrek nowotworowych (linia Wehi-164 i RD) — poprzez
wewnatrzkomoérkowy wzrost poziomu wapnia (nawet 5-krotny) w komérkach RD i RD-D,
obnizenie ekspresji systemu pomp i kanatéw wapniowych PMCA (pompa wapniowa zalezna
od ATP), NCX1 (wymiennik sodowo-wapniowy), RyR1 (receptor rianodynowy) w komérkach
Rhabdomyosarcoma, zahamowanie ekspresji wydzielniczej fosfolipazy A2 (sPLA2) w
komorkach Wehi-164 czy wreszcie poprzez zmiany w obrebie cytoszkieletu (struktura
wiokien aktynowych, degradacja biatka wspomagajgcego cytoszkielet — zyksyny, zmiana
struktury jadra, pgcznienie mitochondriéw) — co sprzyja wejsciu komorek na droge apoptozy;
badania in vivo przeprowadzone na myszach NMRI-Foxn1Nu transfekowanych ludzkimi
komodrkami migéniakomigsaka prazkowanokomoérkowego pokazujg wptyw CaEP na rozmiar
guza

v"w przypadku komérek prawidtowych CaEP nie tylko nie wywotuje niekorzystnych efektow,
ale wrgcz poprawia ich funkcjonowanie — zwieksza proliferacje, rdznicowanie, obniza
ekspresje RyR1 po terapii, co potencjalnie chroni komérki przed catkowitym opréznieniem
wewngtrznych magazynéw wapniowych i dodatkowym naptywem jonéw wapnia do
cytozolu, nie niszczy struktury cytoszkieletu, a zyksyna akumulujgc sie wzdtuz widkien
aktynowych zwigksza wrecz ich wytrzymatos¢ na dziatanie pola elektrycznego, zwieksza sie
liczba szorstkiej siateczki srédplazmatycznej, wolnych rybosoméw oraz réznorodnych
pecherzykdw wydzielniczych, co $wiadczy o intensyfikacji procesdw wymiany i syntezy.

Mimo tak interesujacych wynikow jakie uzyskata Doktorantka w swoich badaniach, jak sama
stwierdza: ...”mechanizmy molekularne panujgce nad utrzymaniem prawidtowej homeostazy
wapniowej sq jednak wysoce skomplikowane i wymagajq dalszych analiz”.... — co dobrze $wiadczy
o podejéciu Doktorantki do badan naukowych, krytycznym spojrzeniu na wyniki jakie uzyskata
i Swiadomosci tego, ze s one dopiero wycinkiem — utamkiem wiedzy proceséw jakie mogg zachodzi¢
w komarkach po elektroporacji w obecnosci jondw wapnia, koniecznosci uzupetniania tej wiedzy

i ostroznosci przy jej praktycznym wykorzystaniu.

Stwierdzam, e przediozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Anny Szewczyk
(zd.Zielichowskiej)  pt.:”"Modulacja odpowiedzi komdrkowej w liniach komdrek miesniowych
i nowotworowych inicjowana elektroporacjq w obecnosci jonéw wapnia” 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 p6z.zm.) stawiane

rozprawom doktorskim. Mam przyjemnos¢ wnioskowa¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Nauk
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Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Anny Szewczyk do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Réwnoczesnie z uwagi na walory aplikacyjne pracy oraz wysoka warto$é¢ przygotowanego
opracowania, ktére dowodzi, ze elektroporacja w potaczeniu z jonami wapnia moze by¢ nowa
droga zaré6wno w dziedzinie regeneracji komoérek, jak i w kontekscie innowacyjnych terapii
przeciwnowotworowych, zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroctawskiego z wnioskiem o wyréznienie rozprawy doktorskiej Mgr Anny Szewczyk

(zd.Zielichowskiej).

Dr hab.n.med.Matgorzata Latocha
Kierownik Zaktadu Biologii Komorki
Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach

Dr hab.n.hed. Matgorzata Latocha
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