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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Dominika Terefinko

»Zbadanie aktywnosci biologicznej réznych uktadéw zimnej plazmy atmosferycznej”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska zostata wykonana na Wydziale
Chemicznym Politechniki Wroctawskiej oraz we wspétpracy z Instytutem Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk roéwniez we
Wroctawiu. Z tego tez powodu doktorat ma dwdch promotordw: dr hab. inz. Piotra Jamroéza,
prof. PWr (ze strony PWr) oraz prof. dr hab. Aleksandre Klimczak (ze strony lITD PAN).

Rozprawa doktorska jest wyjgtkowo interdyscyplinarna, gdyz Doktorant podjat sie
rozwigzania ciekawego i nowatorskiego problemu naukowego polegajacego na zbadaniu
bezposredniego i posredniego wptywu zimnych plazm atmosferycznych na aktywnosé
biologiczng komdrek raka piersi oraz zastosowanie uktadow zimnych plazm atmosferycznych
do wywotania zmian aktywnosci biologicznej wybranych antybiotykdw.

Zadania badawcze wymagaty wielu bardzo zaawansowanych umiejgtnosci
technicznych z zakresu konstrukcji uktadéw wytadowczych zimnych plazm (piéro plazmowe i
szczotka plazmowa) do badan ich oddziatywania na pozywki hodowlane, komorki
nowotworowe oraz wodne roztwory antybiotykéw. Badania naukowe oparte byly w duzej
mierze na znanych metodach wyznaczania wptywu czynnikéw na proliferacje komoérek
nowotworowych, takich jak: test MTT obrazujgcy aktywno$¢ metaboliczng komorek, testy
polegajace na barwieniu aneksyng V i jodkiem propidyny do obrazowania apoptozy
komorek, test zarysowania stosowany do badania zdolnosci migracji komérek. Dodatkowo w
doktoracie opisano metodologie badan i ich wyniki dotyczace analizy jakosciowej i ilosciowej

reaktywnych form tlenu i azotu w fazie gazowej i ciekfej, zastosowania metod
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chromatograficznych opisu zjawisk, ktérym ulegaja antybiotyki traktowane zimng plazma
atmosferyczna.

Doktoranta interesowata rowniez analiza dystrybucji przestrzennej reaktywnych form
tlenu. Tak szerokie spektrum zainteresowan naukowych, metodologii badan i wynikéw, ktére
nalezy umiejetnie zinterpretowac, juz w tym momencie pozwalajg wyrazi¢ podziw dla
naktadu pracy Doktoranta i jego kompetencji naukowych.

Efektem opisanych prac sg wieloautorskie prace czy patenty. Ta oczywista
wieloautorskos¢ jest rzecza normalng we wspétczesnej nauce, jednak recenzent doktoratu
powinienem mie¢ pewnos¢, ktéry fragment rozprawy (badar naukowych) byt samodzielnie
wykony przez Doktoranta, a ktére wyniki badann pochodzg ze wspotpracy z innymi
naukowcami. Rycina 4 zatytutowana ,Chronologiczne przedstawienie etapow realizacji
poszczegdlnych celow badawczych majgcych na celu przeprowadzenie posredniego
zastosowania uktadu zimnej plazmy atmosferycznej do zahamowania aktywnosci
biologicznej komdrek raka piersi” prezentuje miejsce akgcji, ale nie gtéwnych aktoréw. To nie
budynki, sprzet i Wydziaty prowadza badania, ale ludzie. Mam zatem prosbe, aby przy
swojej prezentacji na obronie Doktorant dokonat prezentacji wkiadu wtasnej pracy i
skomentowat odpowiedni wkiad pracy wspoétpracownikéow (innymi stowy, Author
Contributions bytby mile widziany).

Uktad doktoratu jest typowy dla eksperymentalnych prac doktorskich. Jest to
obszerna, 200 stronicowa praca. Badania wtasne poprzedza dobrze napisany wstep opisujacy
stan wiedzy (bardzo aktualne cytowania literatury) potrzebny do zrozumienia kontekstu tej
pracy. Poczatkowo, przyznac¢ to musze, uwazatem, ze wstep teoretyczny tej pracy doktorskiej
jest zbyt obszerny, ale kiedy juz przez niego przebrnatem, to zmienitem zdanie. Dzigki
lekturze tak obszernego opisu badan innych naukowcéw w dziedzinie zastosowan zimnych
plazm w badaniach biologicznych, mogtem przystepowaé z wiekszg swoboda do recenzji
badawcze] czeéci doktoratu. Materiat zaprezentowany w czesci teoretycznej zostat
opublikowany w artykule przeglagdowym: Terefinko D., Dzimitrowicz A.P., Bielawska-Pohl A.,
Klimczak A., Pohl P., Jamroz P. ,Biological Effects of Cold Atmospheric Pressure Plasma on
Skin Cancer” Plasma Chemistry and Plasma Processing, 2021, 41, 507-529 (IF=2,990,
Pmnisw=100.)
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Cze$¢ badawcza doktoratu zawiera opis metodologii przeprowadzonych badan
wtasnych z wykorzystaniem zimnej plazmy, badan biologicznych i chemicznych, rezultatéw
tych badar oraz analize uzyskanych wynikdw. Ciekawym podejsciem w czesci badan
wtasnych jest niewatpliwie zawarcie hipotez badawczych, ktére stawia Autor na poczatku
kazdego z trzech wyszczegélnionych zadarn badawczych. Jako zadania badawcze Autor
wybrat:

1. Posrednie zastosowanie uktadu zimnej plazmy atmosferycznej do zahamowania
aktywnosci biologicznej komadrek raka piersi;

2. Bezposrednie i mieszane zastosowanie uktadéw zimnych plazm atmosferycznych do
zahamowania aktywnosci biologicznej komorek raka piersi;

3. Bezposrednie zastosowanie uktadéw zimnych plazm atmosferycznych do obnizenia
aktywnosci biologicznej wodnych roztworéw antybiotykdw.

Badania w punktach 1 i 2 majg do$¢ podobna metodologie badawczg i obiekt badan
(komérki nowotworowe), zatem pozwole sobie zrecenzowac je razem. Sg ponadto potgczone
z sobg logicznym nastepstwem.

W pierwszym zadaniu autor dowiddt, iz pozywki hodowlane stosowane w
eksperymentach in vitro, ktére poddano wstepnie dziataniu zimnych plazm, akumulowaty w
sobie reaktywne form tlenu i azotu (w szczegdélnosci jony NO,, NH;" i NOs™ oraz H0,), co w
nastepstwie prowadzito do spadku zywotnosci hodowanych na nich komoérek
nowotworowych MCF-7 (stabo przerzutujgca linia nowotworu piersi) i MDA-MB-231 (linia
agresywnego nowotworu piersi o wysokiej zdolnoSci przerzutowania), jak réwniez obnizenia
ich mobilnosci. Dodatkowo badania Doktoranta pokazaty ciekawg selektywnos$¢ wptywu
zimnych plazm na pozywki hodowlane, gdyz ich wstepne oddziatywanie na pozywke
wywotywato wtdrnie zaburzenia proceséw zyciowych komérek nowotworowych (apoptoze),
a nie wptywato znaczgco na zywotno$é komdrek normalnych, ktérych modelem byt MCF-10A
(unie$miertelnione komorki nabtonkowe piersi). Selektywnos¢ tego oddziatywania na
komérki nowotworowe pozywek, poddanych wstepnie dziataniu zimnych plazm, Autor starat
sie ttumaczy¢ réznicami w budowie btony komérek nowotworowych (m.in. podwyzszong
zawartoscig frakcji cholesterolowych w btonie komérkowej komdrek nowotworowych, ktéra
sprzyja akumulacji m.in. H,0, prowadzgc do stresu oksydacyjnego w komérce). O ile w
pierwszym zdaniu piéro plazmowe zostato wykorzystane do wstepnego oddziatywania na

pozywki hodowlane DMEM i Opti-MEM, ktére nastepnie uzyto do posredniego traktowania
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wspomnianych komorek raka piersi podczas hodowli, tak w drugim zadaniu wspomniane
komoérki poddano bezposredniej ekspozycji na Zrédto zimnej plazmy oraz traktowaniu
mieszanemu, polegajgcemu na potratowaniu zimng plazma zaréwno komérek jak i podtoza,
na ktérym je hodowano. Tak skonstruowany koncept badar pozwolit na zauwazenie wielu
ciekawych i nieoczywistych korelacji, ktére stanowig cenny wktad do wiedzy o wptywie
zimnych plazm na aktywno$¢ biologiczng in vitro wybranych modeli komérkowych
nowotworéw. Otrzymane rezultaty to korelacja bardzo wielu zmiennych i dlatego z
nieukrywanym podziwem moge stwierdzié, ze Autor chciat odnalez¢ jak najwiecej mozliwych
zaleznosci, wspotzaleznosci czy wptywow na uzyskane rezultaty. Praca na wielu zmiennych
moze doprowadzi¢ zawsze do btednej interpretacji. Aby unikngé btedéw w interpretacji,
Doktorant badat aktywno$¢ biologiczng komérek, w tym m.in.
e wpflyw rodzaju pozywki DMEM lub Opti-MEM,
e wptyw dodatku FBS (ang. Fetal Bovine Serum - surowica ptodowa cielagt) dodanej do
pozywki przed i po zastosowaniu zimnej plazmy,
e wptywu posredniego, bezposredniego i mieszanego traktowania komorek raka piersi
zimna plazma na aktywnos$¢ metaboliczng komaérek, ich zdolnosci migracji czy

uleganiu apoptozie.

Jednym z najwazniejszych wnioskéw wynikajagcych z badan mgr inz. Dominika
Terefinko byto dowiedzenie zwiekszonej podatnosci komorek linii agresywnego nowotworu
piersi MDA-MB-231 na dziatanie bezposrednie, posrednie i mieszane zrédtem zimnej plazmy
atmosferycznej.

W mojej opinii z tak ztozonym problemem naukowym opisanym w zadaniach 1 i 2
Doktorant poradzit sobie sprawnie, a obserwacje (cho¢ nie do korica wnioski), ktére poczynit
sg wartosciowe. Potwierdzeniem mojej opinii moze by¢ réwniez opublikowanie wynikéw
rezultatéw badai z zadania 1 i 2 w renomowanym czasopi$mie z listy JCR: Terefinko D.,
Dzimitrowicz A.P., Bielawska-Pohl, A., Klimczak A., Pohl P., Jamroz P. “The influence of cold
atmospheric pressure plasma-treated media on cell viability, motility, and induction of
apoptosis in human non-metastatic (MCF7) and metastatic (MDA-MB-231) breast cancer cell

lines.” International Journal of Molecular Sciences, vol. 22, s. 1-23. IF=5.924, MEIN =140
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Niemniej, jako ze jestem chemikiem medycznym, ktérego narzedziem pracy jest
synteza organiczna, nasunety sie wazne aspekty, ktére niestety zaréwno w
przeprowadzonych pomiarach, jak i w dyskusji zostaty przez Autora pominigte. W tym

miejscu prosze zatem o udzielenie odpowiedzi na tylko najbardziej nurtujgce mnie kwestie.

Pytania wymagajace wyjasnienia, dotyczgce metodologii badan naukowych:

1. Do pozywek hodowlanych dodawano antybiotyki 100 U/cm® roztworu penicyliny i
100 pg/cm?® streptomycyny. Jednoczesnie w zadaniu 3 wykazano ,zanik” antybiotykdw po
traktowaniu zimng plazmg. W zwigzku z tym mam pytanie czy badano poziom
wspomnianych antybiotykow w pozywce (udowodniono, ze jeszcze s3 tam obecne i
zabezpieczajg préobke przed zakazeniem) oraz czy ,potencjalny” lub rzeczywisty ich ubytek
mogt wptynaé na wynik pomiaru?

2. Czy obnizenie zywotnosci komoérek nowotworowych hodowanych na pozywkach
traktowanych zimng plazma nie moze by¢ zwigzane z przemianami chemicznymi w tej
pozywce, polegajacymi nie tylko na akumulacji RFT i RFA, i ich wptywowi na poziom stresu
oksydacyjnego w komérkach, ale réwniez na ubytek, rozktad i przemiany chemiczne
sktadnikéw odzywczych w tych pozywkach? Czy dokonano pomiaru sktadu pozywki po
traktowaniu zimng plazmg, wykluczajagc zmiane optymalnych stezen sktadnikéw
pokarmowych i ich niekorzystnych przemian? Czy wykluczono wptyw niedostatkdw
sktadnikéw odzywczych na cykl komérkowy komérek nowotworowych? Czy zidentyfikowane
przez Autora wysoko energetyczne reaktywne formy tlenu (w szczegdélnosci Os, H,0,, rodniki
hydroksylowe OH®) o relatywnie krétkim czasie zycia, poprzez oddziatywanie ze sktadnikami
pozywki, prowadzg do wytwarzania organicznych zwigzkéw reaktywnych o relatywnie
dtugim czasie zycia i znanej toksycznosci (takich jak: nadtlenki organiczne, N-tlenki, zwigzki

nitrozowe oraz peroksokwasy)?

Po wyrazeniu ciekawosci dotyczacej badan opisanych przez Doktoranta w zadaniach
badawczych 1 i 2 chciatbym przej$¢ do omodwienia wynikéw i ich interpretacji, ktére
Doktorant realizowat w zadaniu 3: ,Bezposrednie zastosowanie uktadéw zimnych plazm
atmosferycznych do obnizenia aktywnosci biologicznej wodnych roztwordw antybiotykéw”.

Tematycznie to zadanie badawcze odbiega nieco od poprzednich dwdch, ale

spajajacym elementem jest zastosowanie uktadéw zimnych plazm atmosferycznych.
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Celem jaki Doktorant postawit sobie byto wykorzystanie witasnego uktadu
wytadowczego do degradacji antybiotykéw, tj. ofloksacyny (OFX), doksycykliny (DXC),
ampicyliny (AMP), chloroamfenikolu (ChRP), w wodzie i zbadanie efektywnosci tego procesu.

Uzyskane po zastosowaniu zimnej plazmy roztwory (w_doktoracie nie pokazano, co

zawierajg) zostaty zbadane pod wzgledem aktywnosci wobec bakterii z grupy Gram (-) i
Gram(+) tj., Escherichia coli, Bacillus subtilis, Serratia marcescens i Enterobacter cloacae.

Wodne roztwory antybiotykéw zostaty poddane dziataniu z wykorzystaniem
autorskiego uktadu reakcyjno-wytadowczego, gdzie koricowym jego elementem
generujacym zjonizowany gaz wyladowczy w postaci stozka zimnej plazmy, byto piéro
plazmowe lub szczotka plazmowa (o wiele bardziej wydajny uktad).

Moje najwieksze zastrzezenia budzi fakt zupetnego braku profesjonalnych wynikéw z
uzyciem technik badawczych HPLC-DAD i UPLC-MS/MS, ktére postuzytyby Autorowi tylko do

okreslenia wydajnosci rozktadu i poréwnania ich z wynikami uzyskanymi dla roztworéw

antybiotykéw, a powinny zostaé réwniez wykorzystane do okreslenia co pozostato w

roztworze. W doktoracie pokazano zaledwie Rycine 21 pt. ,Uzyskane chromatogramy (przy
dfugosci fali 254 nm) z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD dla roztworéw mieszanin M35 i
M10 poddanych traktowaniu szczotkq plazmowq operowang w warunkach optymalnych”.
Takie podejScie do problemu naukowego, w ktérym zaplanowano tyle innych
réznorakich i cennych pomiaréw bardzo mnie zdziwito. Uwazam takiego rodzaju podejscie
polegajagce na braku kluczowych analiz charakteryzujacych mieszaninge poreakacyja, za
najwigksze niedopatrzenie tej rozprawy doktorskiej. Troche nie mogac uwierzy¢, ze tak
znakomity naukowiec, jakim jest niewatpliwie mgr inz. Dominik Terefinko, w tak dobrym
zespole badawczym, odpuscit sobie prdobe oznaczenia sktadu mieszaniny poreakcyjnej. Z tego
powodu poszukatem czy moze w jego najnowszych publikacjach jest odpowiedz na nurtujgce
recenzenta pytanie. | jakie byto moje zdziwienie, gdy w najnowszej publikacji: Terefinko, D.,
et al. ,,Removal of clinically significant antibiotics from aqueous solutions by applying unique
high-throughput continuous-flow plasma pencil and plasma brush systems”, ktéra ukazata sig
w niezwykle prestizowym Chemical Engineering Journal 2023, 452, 139415, znalaztem

doktadnie to, co powinno byé oméwione w recenzowanym doktoracie.

Nie wiem dlaczego Autor, majac dostep do tych danych, nie uzyt ich lub chociaz nie
przeprowadzit dyskusji o tym, co dzieje sie z antybiotykami po traktowaniu ich zimng plazma.

Z opisu zamieszczonego w rozprawie doktorskiej, a na nim recenzent musi bazowa¢, wynika,
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iz Doktorantowi udato sie potwierdzi¢ to, co znane byto juz wczesniej w literaturze; ze
wtasciwie dobrany uktad do generowania zimnej plazmy moze skutecznie zmniejszac
stezenie wybranych zwigzkéw organicznych (tutaj: wybranych antybiotykéw) w ich
roztworach oraz iz efektywno$é tego procesu byta lepsza przy uzyciu szczotki plazmowej i
wigzafa sie z wytwarzaniem RFT i RFA tj. NO,~, NO3~, H,0,, Oz i OH®. Widoczna redukcje
aktywnosci bakteriobdjczej roztworéw antybiotykéw poddanych dziataniu ukfadéw do
generowania zimnej plazmy wigza¢ mozna jednoznacznie ze zmniejszeniem stgzenia
antybiotyku w roztworze.

Zdolno$¢ zaprojektowanego uktadu z uzyciem szczotki plazmowej do wywotywania
degradacji antybiotykéw zaowocowata zgtoszeniem patentowym pt. ,Sposob rozktadu
antybiotykéw z roztworéw wodnych z zastosowaniem zimnej plazmy atmosferycznej,
generowanej w przeptywowej szczotce plazmowej oraz szczotka plazmowa do realizacji tego
sposobu” (P.441085) oraz miedzynarodowym zgtoszenia w trybie PCT pt. ,Method of
degrading antibiotics from aqueous solutions by using cold atmospheric pressure plasma
generated in a flowing plasma brush and a plasma brush intended for this method.”
PCT/PL2022/050027. Przedstawione badania sg tez podstawg wspomnianej publikacji
zaakceptowanej 21 wrzesnia 2022 roku (Chemical Engineering, 452, 4, 15 January 2023,
139415).

Podsumowanie

Oceniany doktorat jest wynikiem wyjatkowo zawansowanych, trudnych, zmudnych i
wielokrotnie powtarzanych eksperymentéw, faczacych wiedze biologiczng, biochemiczng i
wiedzg o ukfadach do generowania zimnej plazmy. W doktoracie mamy do czynienia ze
stawieniem pytari nowych oraz znanych juz w literaturze, cho¢ postawionych inaczej; dla

innych uktadéw, innych linii komdrkowych i przede wszystkim dla_wfasnych uktadéw do

generowania zimnej plazmy. Doktorat jest napisany w przystepny sposéb, pomimo bardzo

zawansowanych probleméw naukowych, ktére byty badane i zostaty opisane. Z podziwem
czytatem skrupulatne opisy metodologii pomiarowych, doktadnych, rzetelnych i
powtarzalnych. Poza skomplikowanymi pomiarami Doktorant poradzit sobie doskonale z
wyciaganiem wnioskéw z wielu zmiennych, z optymalizacja wieloparametrowa uktadow
badawczych, ze statystycznym podejéciem do wynikéw pomiaréw. Bogata wiedza na temat

opisywanych zjawisk przetozyta sie na doskonate publikacje i patenty.
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W tym miejscu przechodze do najwazniejszej konkluzji o tym, iz przedstawiona mi do
oceny rozprawa doktorska przedstawia rozwigzania niezwykle ztozonych probleméw
badawczych. Wartosciowy wktad tej rozprawy spetnia zaréwno wymogi formalne jak i
zwyczajowe, ktdre stawiane sg przed tego rodzaju pracami przez odpowiednig Ustawe (w
trybie przewidzianym w art. 179 ust. 7 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.). W zwigzku z tym z
petnym przekonaniem sktadam do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne w
Politechnice Wroctawskiej wniosek o dopuszczenie mgr inz. Dominika Terefinko do dalszych

etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora oraz do publicznej dyskusji nad

rozprawa.
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