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Recenzj¢ rozprawy doktorskiej sporzadzono na prosbe Dziekana Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu Pani prof. dr hab. Matgorzaty Sobieszczanskiej,
wyrazong w pismie DL/N/371/17 z dnia 30.01.2017, w zwiazku z powierzeniem obowiazkéw
recenzenta przez Rad¢ Naukowa Wydziatu Lekarskiego (Uchwata Rady Nr 6/01/2017).

Dane na temat rozprawy

Recenzowana praca doktorska Pani mgr inz. Niny Rembialkowskiej liczy 179 stron.
Pracg podzielono na 10 Czgsci, chociaz sg to raczej oddzielne rozdziaty. Wyczerpujacy Wstep,
prezentowany jest na 46 stronach i dotyczy podsumowania wiedzy na temat elektroporacii,
elektrochemioterapii i nowotworéw gruczotu piersiowego, w tym metod leczenia. Nalezy wiec
uzna¢, ze Doktorantka wykazata, iz posiada ogdlna wiedzg teoretyczng w dyscyplinie
naukowej, w ktorej ubiega si¢ o nadanie stopnia doktora, zgodnie z Art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki z pozniejszymi nowelizacjami, stwierdzajacym iz, rozprawa doktorska powinna
»~Wykazywa¢ ogélng wiedzg teoretyczng kandydata w danej dyscyplinie naukowe;j”.

Czgs¢ 2. CEL i zalozenia pracy, zostata potraktowana bardzo skrétowo, co jest w
pewnym sensie uzasadnione zakresem badan, jednakze pracy by na pewno zyskala, gdyby
Autorka w tej czgsci nawigzala bardziej do zagadniefi omawianych we Wstepie.

Czgs¢ 3. 1 4. rozprawy poswiecone sg odpowiednio oméwieniu materiatéw, metod

i prezentacji otrzymanych wynikéw. Po czym nastgpujg Dyskusja i Wnioski (Cze$é 5.1 6.).
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Czes¢ 7. 1 8., to zgodnie z wymaganiami ustawowymi, odpowiednio streszczenia
wjezyku polskim i angielskim. Streszczenia charakteryzujg krotko cel rozprawy,
jak i zawierajg podsumowanie przeprowadzonych badan, jednakze brak jest wzmianki na temat
osiggnigtych wynikow czy wnioskow wynikajacych z tak rozlegle prowadzonych badan.
Pominigcie tego aspektu, skutkuje tym, Ze streszczenia sa w pewnym stopniu niekompletne.
Szkoda, ze Doktorantka nie scharakteryzowata krétko w streszczeniu swoich wiasnych
osiagni¢d, ktdre przeciez sg nietuzinkowe,

Bibliografia omawiana w rozprawie jest trafnie dobrana, wyjatkowo bogata i liczy 253

pozycje, w tym 3 wspotautorskie doniesienia Doktorantki.

Ocena aktualno$ci zagadnien poruszanych w recenzowanej rozprawie doktorskiej

W ostatnich latach obserwujemy niezwykly rozwdj w dziedzinie biomedycznych badan
podstawowych, jak 1 w poszukiwaniu matoinwazyjnych procedur terapeutycznych
i diagnostycznych. Wiele prowadzonych obecnie na $wiecie projektow badawczych
zwigzanych jest z badaniami, dotyczacymi struktur komorkowych i subkomérkowych. Badania
tego typu, w skali mikro- i nano, s3 w polu zainteresowania wspélczesnej inzynierii
biomedycznej, medycyny eksperymentalnej, nauk chemicznych i biochemii, biologii
molekularnej, a takze wkraczaja do praktyk klinicznych; i to zarowno w diagnostyce, jak i
w terapii. Nowe irozwijajace si¢ techniki sa przedmiotem badan podstawowych, jak
i klinicznych, a jak wiadomo, nowe terapie musza by¢ najpierw przetestowane w warunkach in
vitro.

Recenzowana rozprawa Pani Justyny Rembiatkowskiej wpisuje si¢ wigc w nurt badan
zwigzanych z oceng efektywnosci terapii przeciwnowotworowych w warunkach in vitro. Praca
dotyczy aktualnego iwaznego aspektu, a mianowicie skutecznego postepowania
terapeutycznego, miedzy innymi w przypadku lekoopornych odmian raka sutka.

Doktorantka postawita sobie za zadanie przetestowanie wspomagania dziatania lekow
przeciwnowotworowych za pomoca elektroporacji. Nie jest to temat szeroko prezentowany
w literaturze. Wedtug danych w bazie PubMed pierwsze publikacje z tego zakresu ukazaly si¢
na poczatku lat 90., od tego czasu stale rosnie liczba rocznie publikowanych prac, nie
przekraczajac jednak kilkadziesigt rocznie (82 publikacje w bazie PunMed w 2016). Jak wigc

widadé, badania Doktorantki sg aktualne i wazne dla rozwoju tej dyscypliny.



Ocena rozprawy i osiggnigé stanowigcych podstawe ubiegania si¢ o stopien doktora

Giéwnym celem rozprawy, jaki wyznaczyla sobie Doktorantka, bylo zbadanie wptywu
elektrochemioterapii na komérki gruczolakoraka sutka. Dobér materiatu badawczego jest jak
najbardziej uzasadniony, gdyz jest to jeden z najczesciej wystepujacych nowotworéw. Badania
prowadzone byly na liniach komérkowych MCF-7/WT i MCF-7/DOX. Ta ostatnia
charakteryzuje si¢ niewrazliwoscia na powszechnie stosowany w leczeniu raka piersi
cytostatyk: doksorubicyne. Badania mialy za zadanie poréwnanie efektu chemioterapii
i chemioterapii potgczonej z elektroporacja, przy czym analizowano zjawiska stresu
oksydacyjnego, nekrozy i apoptozy, biatka szoku cieplnego oraz lokalizacj¢ cytostatykow
wkomorkach w przypadku oddziatywania dwoch lekow przeciwnowotworowych:
doksorubicyny i bleomycyny. W pracy zabraklo troche wyjasnienia, dlaczego testowano
bleomycyne, ktéra nie jest powszechnie stosowanym lekiem w terapii raka sutka.

Doktorantka opisata w pracy bardzo doktadnie metodyke badari, jak i wykorzystywany
material badawczy. Miejscami praca sprawia wrazenie bardzo doktadnego raportu
laboratoryjnego, co nalezy zaliczy¢ raczej do zalet, gdyz swiadezy to o bardzo rzetelnym
opanowaniu warsztatu badawczego. Do ceny skutkéw elektrochemioterapii wykorzystala m.in.
metode cytometrii przyptywowej FACS (fluorescence activated cell sorting). W pracy
w niektorych miejscach blednie zostata nazwana cystometria, ktére to pojecie zwigzane jest z
badaniami urologicznymi (badanie urodynamiczne shizace m.in. do diagnostyki przyczyn
nietrzymania moczu). Lokalizacje cytostatykow w komoérkach badata za pomocg mikroskopii
konfokalnej.

O ile opisy badan s3 bardzo doktadne, to prezentacja zastosowanych metod
statystycznych jest do$¢ powierzchowna. Niejasne jest, jak sprawdzono, czy analizowane
zmienne miaty rozktad normalny, ani nie wytlumaczono, dlaczego mozna traktowaé proby jako
niezalezne. Nie wyjasniono tez, dlaczego przyjeto dwa rézne poziomy istotnosci.

Czgs¢ 4. Pracy pos$wigcona jest oméwieniu otrzymanych wynikéw. Najpierw Autorka
omowita wyniki badan cytometrycznych, uzywajac przy tym sformulowania
»elektropermeabilizacja blon komorkowych”. Nie podata jednak scislej definicji tego
okreSlenia, ani przy omawianiu wynikéw, ani w czesci poswieconej metodom. Chodzi, jak
wiadomo o zwigkszong przepuszczalno$é, ale niejasne jest czy mamy tu do czynienia ze
zjawiskiem odwracalnym czy trwatym uszkodzeniem.

Nastepnie  Doktorantka wyznaczala minimalng dawke chemoterapeutykow,

niepowodujacg efektu cytotoksycznego. Do dalszych badan wybrata srednie dawki, jednakze



przydatoby si¢ w przypadku bleomycyny wyjasnienie, dlaczego zdecydowano sie na dawki 30
1300 nM i jak sig¢ one odnoszg do osiaganych in vivo stezen terapeutycznych.

W nastepnej czedci Doktorantka relacjonuje wyniki badan po zastosowaniu
elektroporacji, chemioterapii i elektrochemioterapii. Wyniki te sg zilustrowane diagramami
stupkowymi i oméwione w tekscie, a wyniki dotyczace analizy rodzaju $mierci komérek za
pomocg cytometrii przeplywowej zilustrowano spot-diagramami. Jednakze diagramy z analizy
cytometrycznej nie s zbyt doglebnie objasnione. Oznaczenia na rysunkach nie s3
wytlumaczone pod rysunkami, ani w tekscie, co sprawia, ze do§¢ trudno $ledzi¢ czytelnikowi
tok rozumowania.

W rozdziale dotyczacym lokalizacji doksorubicyny w komérkach, Autorka rzetelnie
relacjonuje przeprowadzone badania, ktérych wyniki zostaly bogato zilustrowane za pomoca
obrazéw mikroskopii konfokalnej. Nie podaje jednak danych na temat bada nad bleomycyna.
Podobnie potraktowane zostaly pozostate rozdziaty, dotyczace badan ultrastrukturalnych za
pomocg mikroskopu elektronowego, badafi stresu oksydacyjnego (peroksydacja lipidéw),
analizy uszkodzenia biatek komorkowych i ekspresji biatek szoku termicznego. Trudno sie
zorientowac z lektury tekstu rozprawy, ktére badania i dlaczego zostaly przeprowadzone dla
jednego, a ktére dla obu cytostatykéw.

Podsumowanie osiggnigtych wynikéw Doktorantka zaprezentowala w Czesei 5.,
a mianowicie w Dyskusji, ktrag wzbogacita licznymi odniesieniami do badan innych Autoréw,
a w Czgdci 6. - Wnioski - wymienita kolejno swoje osiggniecia. Dyskusje przeprowadzila
rzetelnie, wykazujac przy tym duze rozeznanie w uprawianej tematyce badawcze;.

Do najwazniejszych wynikéw osiagnigtych przez Panig Ning Rembiatkowska nalezy
zaliczy¢  wykazanie, ze zastosowanie elektroporacji zwieksza wrazliwoéé na
chemioterapeutyki, réwniez w komérkach opornych na doksorubicyne i to nawet przy
mniejszych dawkach.

Rozprawa jest w miar¢ poprawnie zredagowana, aczkolwiek zawiera liczne bledy
interpunkcyjne (najczgéciej brak przecinka przed ale, a, lub innych zdaniach podrzednie
zlozonych), jak i jezykowe (przyktadowo niejasne sformutowanie we Wniosku nr 2: odpowieds
komdrek na stosowane metody... korelujg pomigdzy...- pomijajac btad gramatyczny, chodzito
chyba raczej o: oscylujg), przez co czytanie jest nieco utrudnione. (Prawde méwiac, trudnosci
W czytaniu pracy wynikaty réwniez z tego, ze prace wydrukowano na wysokiej jakosci papierze

o duzej gramaturze, a sposdb oprawy nie ulatwial otwarcia pracy na okreslonej stronie).



Whioski koncowe

Rozprawa zostala sumiennie przygotowana, a otrzymane wyniki sg wazne z punktu
widzenia przyszlych zastosowan, w tym klinicznych. Wspomniane powyzej usterki nie
wplywajg na ogdlng pozytywng ocene pracy. Dobrze by jednak bylo, zeby Doktorantka
ustosunkowata si¢ do wspomnianych w recenzji uwag podczas obrony.

Reasumujac, stwierdzam, ze recenzowana praca spelnia wymagania wspomniane
w regulujacych te kwestie dokumentach (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, Dz.U. Nr 65 z dnia 16
kwietnia 2003 r., poz. 595 z pozn.. zm. oraz odpowiednie Rozporzgdzenia Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego w sprawie szczegotowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci
w przewodach doktorskich, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie
tytutu profesora).

Majac zatem na uwadze osiggni¢te wyniki oraz obowigzujace przepisy o stopniach

i tytutach naukowych, wnosze do Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego o dopuszczenie

Pani mer inz. Niny Rembialkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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