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Metode elektroporacji, jak pisze Doktorantka we wstepie, definiuje sig jako
,..przejéciowa utrate ciagtosci 1 wzrost przepuszczalnosci btony komorkowej pod
wplywem dziatania intensywnego pola elektrycznego..”. Dotyczy to w szczegolnosci
sytuacji, kiedy zwigkszenie przewodnictwa btony oraz powstanie elektroporow
/dodatkowych éciezek przewodzacych/ pozwala na swobodny transport do wnetrza
komorki substancji niskoczasteczkowych, w szczegdlnosci  chemioterapeutykow.
Pierwsze badania kliniczhe z zastosowaniem elektroporacji do wprowadzania
cytostatykéw do guza nowotworowego /ECT — elektrochemioterapia/ opisano 16 lat
temu w Instytucie Gustave-Roussy w Villejuif /Francja/, zas do chwili obecnej metoda ta
znajduje juz zastosowanie w onkologii klinicznej. W Polsce pierwszy zabieg z

zastosowaniem ECT w pacjenta z przerzutami czerniaka na udzie i w pachwinie




przeprowadzono 29 pazdziernika w 2009 we Wojewddzkim Szpitalu Specjalistycznym we
Wroctawiu. ECT znajduje zastosowanie w leczeniu wybranych rodzajow nowotwordw u
cztowieka /czerniak skdry, rak podstawnokomoérkowy skéry/, jakkolwiek opisano uzycie
metody takze w leczeniu nawrotowego raka piersi, przerzutow raka jelita grubego do
watroby czy nawet przerzutdw nowotworowych do kosci. W leczeniu postaci
nawrotowych raka piersi, ECT znajduje réwniez zastosowania, za$ badania
opublikowane do chwili obecnej, chociaz na ograniczonej liczbie pacjentek, sg

obiecujace.

W zwigzku z powyzszym, podjecie trudu badai nad znaczeniem wplywu
chemioterapii modyfikowanej elektroporacjg na zmiany zachodzace w ludzkich
komdrkach gruczolakoraka gruczotu piersiowego w warunkach /n vitro uwazam za
zasadne oraz bardzo interesujgce. W badaniach zastosowano ogodlnie dostepne
cytostatyki /doksorubicyng i bleomycyne/ w dwdch liniach komorkowych, MCF-7/WT i
MCF-7/DOX, odpowiednio wrazliwej i 6pofnej na dziatanie doksorubicyny. Poddano
takze szczegétowej analizie ,....zagadnienia dotyczace stresu oksydacyjnego, nekrozy
oraz apoptozy, ekspresji biatek szoku termicznego, lokalizacji cytostatykéw w komérkach
oraz ich ultrastruktury po zastosowaniu chemioterapii i chemioterapii wspomaganej

elektroporacja”.

Przedstawiony do recenzji manuskrypt sktada si¢ az ze 179 stron starannie
przygotowanego wydruku komputerowego z szeregiem rysunkdw, fotografii i tabel.

Ponizej pozwole sobie, w formie skréconej, poddac ocenie tre$¢ recenzowanej rozprawy.

Na poczatku pracy, Autorka przedstawita spis zastosowanych skrétow /strony 11-

12/ ttumaczac je w-oryginainej pisowni.

W rozbudowanym wstepie dysertacji /strony 13-46/, szczegbtowo i ze
znawstwem Autorka omowita historie i zastosowanie kliniczne elektroporacii,
prezentujac fotografie dostepnych w naszym kraju urzadzen. Bardzo ciekawym, w ujeciu
Recenzenta, jest rozdziat 1.3 prezentujgcy wyczerpujgco kliniczne zastosowanie ECT

Jelektrochemioterapii/, zwracajgc uwage na pierwotne i przerzutowe guzy nowotworowe




mogace by¢ leczone wyZzej wymieniong metodg. Mechanizmy dziatania
elektrochemioterapii, z uwzglednieniem rodzajéw $mierci komérek /apoptoza, nekroza,
autofagia/ zaprezentowano na stronach 25-29. Autorka opisata rodzaje kliniczne
nowotworéw gruczotu piersiowego, metody ich leczenia z uwzglednieniem roznych
schematéw polichemioterapii. Zastosowanie ECT w terapii nowotwordw gruczotu
piersiowego, jak réwniez opis opornosci wielolekowej, sa podsumowaniem danych
literaturowych, zebranych przez Doktorantke. Rozdziaty obejmujace zastosowanie ECT w
terapii ludzkich nowotwordéw, tak guzéw pierwotnych jak rowniez pfzerzutéw
nowotworowych i wznéw, mogg zosta¢ opublikowane jako ciekawe, niezalezne, prace

pogladowe.

W pracy zastosowano dwie linie komdrkowe, MCF-7/WT i MCF-7/DOX, otrzymane
z Zaktadu Biologii Nowotwordw, Centrum Onkologii Instytutu’ im. Marii Sktodowskiej-
Curie w Gliwicach. Autorka opisata szczegdtowo zastosowane cytostatyki /doksorubicyne
i bleomycyne/, poréwnujac w Tabeli 3.1 oba leki. Mgr inz. Nina Justyna Rembiatkowska
zaprezentowata metodyke do$wiadczen z fotografig elektroporatora EMC 830 wraz z
kuwetami /Fot.3.3/ podajac zastosowane warunki elektroporacji, nastepnie opisata
stezenia chemioterapeutykéw w doswiadczeniach ‘modyfikowanych elektroporacja.
Bardzo szczeg6towo opisata wszystkie doswiadczenia na stronach 55-64, co pozwala w
petni na ich powtdrzenie. Rozdziat ,Materiaty i Metody” konczy podrozdziat ,Analiza
statystyczna” prezentujace zastosowane metody oceny statystycznej uzyskanych

wynikdw.

Wyniki badan /strony 135-65 dysertacji/ sa najbardziej rozbudowana czescig
rozprawy. Warto podkresli¢, iz ,...wraz ze wzrostem natezenia elektrycznego podczas
stosowania impulséw elektrycznych maleje przezywalno$¢ komoérek.” /strona 69/. Wynik
badah przedstawiane sg tak w formie opisowej jak réwniez w postaci czytelnych,
kolorowych rycin. Warto nadmieni¢, iz linia komdrkowa MCF-7/DOX jest bardzie]
wrazliwa na dziatanie elektroporacji, za$ dla linii komoérkowej MCF-7/WT znaczny wzrost
cytotoksycznoéci byt obserwowany po zastosowaniu doksorubicyny wspomaganej

elektroporacjg /strony 79-80/. Na kolejnych stronach Autorka zaprezentowata badania



cytometryczne metoda podwdjnego barwienia jodkiem propidyny i aneksyny V rodzaju
&mierci komorek nowotworowych. Lokalizacja doksorubicyny w komorkach zostata
opisana na stronach 89-105, wyniki zaprézentowano na licznych  kolorowych
fotografiach. Na kolejnych stronach przedstawiono analize ultrastruktury komorek,
stopien  peroksydacji  lipidéw, okreSlenie  stezenia  grup tiolowych  oraz
immunohistochemiczng ocene - ekspresji wybranych biatek: HSP-27 i HSP-70. Wyniki
badafi immunohistochemicznych zaprezentowano w postaci wybarwionych, czytelnych
fotografii. Na stronie 134 Autorka zaprezentowa’fa badania statystyczne, Recenzent nie

rozumie dlaczego ten podrozdziat znajduje sie wtasnie w tym miejscu?

W dyskusji, na 13 stronach dysertacji, Autorka szczegbdtowo przeanalizowata |
uzyskane dane, odnoszac wyniki do mozliwego szerokiego zastosowania klinicznego
elektroporacji wraz ze standardowg chemioterapia w leczeniu rakow piersi u cztowieka.
Szczegblnie istotne jest iz nie tylko przeanalizowata wptywu zastosowanych dawek
dwdch lekéw cytostatycznych /bleomycyny i doksorubicyny/ wraz z elektoporacjg na
linie komdrkowe raka piersi ale rowniez poddata dyskusji znaczenie rodzaju Smierci
komérkowej, zmian ultrastrukturalnych w obr’ebie: komoérek oraz role stresu
oksydacyjnego indukowanego chemioterapig z/bez elektroporacji. Bardzo ciekawg
obserwacjg jest fakt, iz ,..Wyniki prezentowanej pracy wykazaly znaczacy spadek
przezywalnosci komorek wrazliwych oraz opornych po zastosowaniu chemioterapii
wspomaganej elektroporacjg wzgledem samej chemioterapii czy samej elektroporacji.”.
Zmiany w obrebie komdrek po elektroporacji obejmuja wzrost przepuszczalnosci bion,
zmieniajgc  stezenia odpowiednich jondéw i cytostatykéw. Dochodzi do wzrostu
reaktywnych form tlenu, zaburzeh w strukturach mitochondridw oraz wzrostu
wewnatrzkomérkowego stezenia wapnia. W zwigzku z powyzszym trafna jest uwaga iz
,...zjawisko elektroporacji w kombinacji z cytostatykami jest ztozone i zalezy od wielu

czynnikdéw.”.

Whioski z niniejsze dysertaciji, w liczbie 7, zawarte s na stronie 148 pracy. W
odczuciu Recenzenta najbardziej wartosciowym jest wniosek 1, wskazujacy na

zwiekszenie efektywnosci transportu badanych chemioterapeutykéw do komdrek po



elektroporacji, co skutkuje spadkiem przezywalnosci linii komdrkowych raka piersi.
Jakkolwiek wnioski sg nadmiernie rozbudowane, liczba uzyskanych wynikow uzasadnia

taka ich liczbe w recenzowanej dysertacji.

Streszczenia /w jezyku polskim i angielskim/ umieszczone s przed spisem
pismiennictwa. W opinii Recenzenta, streszczenia powinny zawieraC takze wyniki i
wnioski z prezentowanej pracy. Spis pismiennictwa (strony 151-172), wykaz rysunkdw
(strony 173-175), wykaz fotografii (strony 175-179) i wykaz tabel (strona 179) znajdujg
sie na koficu dysertacji. Autorka zastosowata niestandardowg metodg cytowania prac,
albowiem w manuskrypcie prace s cytowane wedtug nazwiska pierwszego Autora i daty

publikacji /bez Wspdtautoréw/, ale w spisie piSmiennictwa sg one ponumerowane.

Podsumowujac, zaprezentowana mi do oceny dysertacja doktorska mgr inz. Niny
Justyny Rembiatkowskiej wskazuje na zlozono$¢ zastosowanej metody elektoporacji w
kombinacji z wybranymi cytostatykami. w modelu doéwiadczalnym raka gruczotu
piersiowego. Transponowanie wynikéw badan doswiadczalnych na ludzi nie jest proste,
szczegblnie iz w modelu ludzkim ,..tkanka nowotworowa podlega kontroli ukfadu
odpornosciowego, posiada wtasne naczynia krwiono$ne i limfatyczne, powstajg kontakty
przestrzenne pomiedzy poszczegéinymi komdrkami, wewnatrz tkanek dochodzi rowniez
do zmian pH, nieréwnomiernego dostarczania substancji odzywczych oraz tlenu”. Tym
niemniej wyniki zmudnych i czasochtonnych doéwiadczefi Doktorantki sg bardzo
obiecujace i mogg znaleZ¢ zastosowanie w leczeniu ludzkich nowotworéw wykazujgcych
lekoopornoéé. Bioragc pod uwage uzyskane wyniki, ich znakomitg prezentacje oraz
nowatorski charakter badan wnosze do Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie mgr inz. Niny Justyny

Rembiatkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Rozprawa doktorska

spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach

naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki /Dz. U. Nr. 65,

poz. 595, z p6ézn. zm./. Wyrdznienie pracy stosowng nagrodg bedzie ukoronowaniem

bardzo wysokieqo poziomu merytorycznego dysertacji. Recenzent ma takze nadzieje na




publikacje w najblizszej przysztosci wynikéw w czasopismach naukowych z ,listy

filadelfijskiej”.




