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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Szewczyk pt.:
“Modulacja odpowiedzi komorkowej w liniach komdrek miesniowych i nowotworowych
inicjowana elektroporacjg w obecnosci jonéw wapnia”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa na stopien doktora nauk biologicznych Pani mgr Anny
Szewczyk pt. “Modulacja odpowiedzi komodrkowej w liniach komdrek miesniowych
i nowotworowych inicjowana elektroporacjag w obecnosci jondw wapnia”, wykonana pod
kierunkiem promotora dr hab. Matgorzaty Daczewskiej i promotora pomocniczego dr hab.
inz. Julity Kulbackiej, powstata w opraciu cykl dwoch, powigzanych ze sobg tematycznie
artykutow o tgcznym IF = 8,581:

1. Zielichowska A, Daczewska M, Saczko ], Michel O, Kulbacka J. Applications of calcium
electroporation to effective apoptosis induction in fibrosarcoma cells and stimulation
of normal muscle cells. Bioelectrochemistry. 2016 Jun;109:70-8.

IF 3,413; 35.000 Pkt. MNiSW/KBN

2. Szewczyk A, Gehl ], Daczewska M, Saczko J, Frandsen SK, Kulbacka J. Calcium
electroporation for treatment of sarcoma in preclinical studies. Oncotarget. 2018 Jan
30;9(14):11604-11618.

IF: 5.168, 35.000 Pkt. MNiSW/KBN

W/w  publikacje przeszty procedure recenzji zgodnie z wymogami redakcji
Bioelectrochemistry oraz Oncotarget. Uwazam, ze juz sama wysoka ranga obu czasopism
stanowi wystarczajacg rekomendacje i $wiadczy o duzej wartosci merytorycznej rozprawy
doktorskiej. W obu artykutach Doktorantka jest pierwszym autorem. Dysertacja posiada
zwarta, proporcjonalng budowe, zgodng z obowigzujacymi kanonami dla pracy doktorskiej
i zawiera:

ciekawie i klarownie zredagowane streszczenie,

jednoznacznie i przejrzyscie sformutowane cele pracy,

wstep sygnalizujgcy problematyke przedstawiong w pracy, ktéry bardzo dobrze

wprowadza czytelnika w cykl opublikowanych przez Doktorantke artykutdw,

oryginaty dwdch sktadajgcych sie na dorobek Doktorantki publikacji,

podsumowanie i wnioski,

piSmiennictwo obejmujgce 95 pozycji,

- oraz wykaz dorobku naukowego Doktorantki.
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Temat rozprawy zwigzany jest z jednym z najbardziej aktualnych zagadnien dotyczacych
leczenia nowotwordw, a mianowicie: ze zwiekszeniem skutecznosci terapeutycznej
i ograniczeniem dziatan niepozadanych stosowanych terapii. Aplikacja wielu lekow
stosowanych w chemioterapii nowotworéw, ze wzgledu na brak ich swoistosci oraz stabg
farmakokinetyke prowadzi do ogdlnoustrojowej toksycznosci. Dlatego wiele uwagi poswieca
sie obecnie rozwojowi metod pozwalajgcych na bezposrednie wprowadzenie cytostatykéw do
komorek nowotworowych. Jedng z takich metod jest elektrochemioterapia (ECT), ktéra
polega na miejscowym dziataniu zmiennego pradu elektrycznego w celu przejSciowego
i odwracalnego zaburzenia przepuszczalnosci bton komdrkowych. Bezposrednim efektem
zastosowania tej metody jest pojawienie sie, obok wyspecjalizowanych przenosnikdw
w btonie, rowniez dodatkowych szlakdw w postaci elektroporéw, umozliwiajgcych swobodny
transport makroczasteczek, ktére w normalnych warunkach stabo przenikajg przez btony
komorkowe.

Doktorantka Pani mgr Anna Szewczyk podjeta sie préby integracji elektroporacji (EP)
z jonami wapnia (CaEP) w kontekscie terapii antynowotworowej oraz okreslenia efektywnosci
tej terapii na modelach badawczych /n vitro oraz in vivo, co doskonale wpisuje sie w ten
wazny nurt naukowy. Tematyke te postrzegam jako wysoce oryginalng, w literaturze jest
bowiem aktualnie dostepny zaledwie waski wachlarz publikacji z tego zakresu, z ktdérych
wiekszos¢ ukazata sie w ostatnich kilku latach.

Z obowigzku Recenzenta chciatabym jednak zasygnalizowac¢ kilka kwestii, ktére majg na celu
dalsze doskonalenie warsztatu badawczego Doktorantki:

1. Wspotautorzy publikacji wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej powinni umiescié
oSwiadczenie, o tym jaki byt rzeczywisty wkiad Doktorantki w wykonanie poszczegdlnych
zadan badawczych, utatwitoby to bowiem ocene pracy.

2. We ,Wstepie” zabrakto mi wiekszej liczby cytowan pozycji literaturowych, np. w rozdziale
4.2. Gospodarka wapniowa w komorkach miesniowych, Autorka rozprawy zaledwie dwa
zdania podparta odnos$nikami literaturowymi.

3. Publikacja: Applications of calcium electroporation to effective apoptosis induction in
fibrosarcoma cells and stimulation of normal muscle cells.

Praca w ciekawy sposdb pokazuje w jaki sposéb modulacja stezenia jondw wapnia wywotana
elektroporacjg powoduje $mier¢ komodrek nowotworowych, stymulujgc jednoczesnie komorki
prawidtowe do zwiekszonej proliferacji. W pracy tej pojawia sie jednak kilka niedociggniec¢
w czesci dotyczacej metodyki. Brakuje miedzy innymi informacji o ilosci powtdrzen kazdego
eksperymentu oraz w jaki sposdb przedstawione zostaly zmienne statystyczne (np.
w przypadku Fig. 1 nie wiadomo czy stupki btedéw przedstawione sg jako $rednia + SD lub
SEM). Brakuje roéwniez informacji przy jakich parametrach zostaly zebrane obrazy
z mikroskopu fluorescencyjnego oraz konfokalnego. Na Fig. 4 i Fig. 5 nieczytelne jest
powiekszenie przy jakim obrazy zostaty wykonane. By¢ moze wynika to jednak ze stabej
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kopi publikacji, ktora zostata dotgczona.

4. Publikacja: Calcium electroporation for treatment of sarcoma in preclinical studies.

W tej publikacji autorzy dokonali oceny efektywnosci CaEP wykorzystujgc do tego celu
komorki linii prawidtowych i nowotworowych (niezréznicowane oraz zréznicowane). Zatozenie
polegajgce na wykorzystaniu w eksperymencie zréznicowanych komdrek miesniowych miato
kluczowe znaczenie, bowiem to wiasnie komorki zréznicowane odzwierciedlajg w petni
warunki zywego organizmu. Doktorantka oraz wspdtautorzy publikacji dokonali rzeczowej
oceny otrzymanych wynikdw, jak réwniez ich oméwienia w dojrzatej i twdrczej dyskusii.
Protokoty eksperymentalne zostaty przygotowane w sposob czytelny, choé podobnie jak
w przypadku wczesniejszej publikacji, w metodyce pojawia sie kilka niedociggnie¢
wymagajacych dopracowania. W przypadku wynikow z Western blotu, wskazane bytoby
wyjasnienie dlaczego ekspresja PMCA normalizowana byta do markera egzogennego.
Prawidlowa normalizacja polega na stosowaniu wewnetrznej kontroli procesu,
z zastosowaniem endogennego biatka jako wskaznika stezenia probki. Ponadto, wyjasnienia
wymaga opis badan /in vivo. Pojawia sie pytanie, czy kazda z grup eksperymentalnych
zawierata n = 10 zwierzat, czy liczba ta dotyczyta czterech badanych grup? Odpowiedz na to
pytanie pozwolitaby moze zrozumie¢ brak réznic statystycznych pomiedzy grupami. Co
wiecej, biorgc pod uwage fakt, iz uktad immunologiczny odgrywa znaczaca role w odpowiedzi
na CaEP, na co réwniez zwracajg uwage autorzy, moze warto byto rozwazy¢ wykorzystanie
w eksperymencie mysich modeli miesakéw. Cennym rozwinieciem eksperymentu in vivo
bytoby réwniez zbadanie materiatu tkanki guza pobranego po zakorczeniu badania w celu
oceny mechanizmow zwigzanych z brakiem odpowiedzi na testowang terapie.

W podsumowaniu stwierdzam, iz Doktorantka w przedstawionej mi do recenzji dysertacji
wykazata sie wysoka umiejetnoscia prowadzenia badan naukowych, wiasciwym doborem
metod badawczych oraz umiejetnoscig wyciggania wnioskdéw z uzyskanych wynikow.

Warto przy tym podkresli¢, ze nowatorski charakter badan oraz ich wysoka jakos$¢ znalazly
uznanie takze w oczach Recenzentow dwdch czasopism o randzie miedzynarodowej,
w ktérych wyniki prezentowanych badan zostaty opublikowane. Poczynione przeze mnie
uwagi nie umniejszajg warto$ci merytorycznej rozprawy i nie rzutujg na jej bardzo wysoka
ocene.

Dlatego z petnym przekonaniem uwazam, ze oceniana rozprawa spetnia warunki stawiane
pracom doktorskim i wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Anny Szewczyk do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Uwazam ponadto, ze ze wzgledu na dorobek naukowy ptyngcy z wynikéw dysertacji, dojrzaty
warsztat badawczy oraz duzy naktad pracy, ktéry Doktorantka wiozyta w jej wykonanie,
zastuguje ona na wyrdznienie.

Gabriela Kramer-Marek, Dr hab.
Kierownik Grupy Obrazowania Przedklinicznego
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