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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Dominika Terefinko pt. ,,Zbadanie
aktywnosci biologicznej roinych ukladow zimnej plazmy atmosferycznej” wykonanej pod
kierunkiem dr hab. inz. Piotra Jamroza, prof. PWr oraz prof. dr hab. Aleksandry Klimezak

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pod tytulem ,,Zbadanie aktywnosci
biologicznej réznych ukladow zimnej plazmy atmosferycznej” koncentruje si¢ wokol dwoch
gtéwnych celow badawczych: (1) optymalizacji parametréw wzbudzania zimnej plazmy
atmosferycznej w celu uzyskania jak najwigkszej aktywnosci przeciwnowotoworowej
w stosunku do komoérek raka piersi oraz (2) przeprowadzeniu wieloczynnikowej
optymalizacji parametrow operacyjnych a takze modyfikacji konstrukcyjnych ukladu
wyladowczego w celu uzyskania jak najwigkszej efektywnosci degradacji antybiotykéw
w roztworach wodnych.

Rozprawa doktorska liczy 190 stron (nie liczac zyciorysu naukowego), a jej uktad nie
jest typowy dla pracy badawczej. Przedlozona do oceny rozprawa doktorska w niektérych
fragmentach przypomina autoreferat pisany w pierwszej osobie, w ktérym Doktorant
podkresla swoje osiggniecia naukowe w tej tematyce badawczej, uzyskane wezesniej wyniki
badan oraz udzial w projektach naukowych. Poniewaz uklad pracy jest dos$¢ nietypowy,
momentami praca jest trudna w odbiorze, zwlaszcza biorgc pod uwage tak duza zlozonos¢
wykonanych badan. Praca doktorska jest uzupetniona o wykaz stosowanych skrétow (chociaz
sugerowatabym zrobi¢ wykaz alfabetyczny, co byloby bardziej praktyczne dla czytelnika),
list¢ Tabel i Rycin, plany na przyszio$¢, zyciorys naukowy Doktoranta oraz streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, co jest wymagane stosowng ustawa.

Temat podjety przez Doktoranta wpisuje si¢ w bardzo wazny nurt naukowy
z zakresu terapii nowotwordw oraz zanieczyszczenia srodowiska antybiotykami, co przeklada
si¢ na wielolekooprono$¢ bakterii. W ramach prowadzonych badan, Doktorant wyznaczyl

sobie trzy gléwne zadania badawcze, ktére omoéwil jako oddzielne zagadnienia wraz
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interpretacjg oraz dyskusjg uzyskanych wynikéw. Pierwsze zadanie koncentrowalo si¢ na

posrednim wykorzystaniu technologii zimnej plazmy w terapii nowotworéw. W tym celu
Doktorant wykorzystal dwie rozne pozywki hodowlane, ktére nastgpnie byly poddane
aktywacji zimng plazma stosujgc rézne czasy eskpozycji. Aktywno$¢ przeciwnowotworowa
tak zaktywowanych pozywek hodowlanych zostata sprawdzona w stosunku do dwoch
nowotworowych linii raka piersi. W tym celu dokonano analizy zywotnosci, migracji
komoérek oraz apoptozy i nekrozy. Réwnolegle wykonano badania na nienowotworowych
komérkach wyizolowanych z tkanki nablonkowej piersi, dzigki czemu uzyskane wyniki majg
jeszeze wiekszg warto$¢é naukowg i poznawczg. Dodatkowo Doktorant wykonal pomiary
kolorymetryczne w celu oznaczenia stezen reaktywnych form tlenu i azotu w zaktywowanych
pozywkach hodowlanych oraz zbadal przestrzenna dystrybucj¢ reaktywnych form tlenu po
aktywacji plazma.

W  nastepnym etapie  badan, Doktorant dokonal oceny  aktywnosci
przeciwnowotworowej zimnej plazmy na skutek bezposredniego oddziatywania z komérkami
oraz z wykorzystaniem uktadu mieszanego, czyli poprzez bezposrednie traktowanie komorek
zrédlem zimnej plazmy, a nastgpnie wystawienie ich na dzialanie pozywki hodowlanej
aktywowanej zimng plazma. Podobnie jak w przypadku zadania pierwszego, dzialanie
przeciwnowotworowe zostalo okreslone poprzez ocen¢ zywotnosci, migracji komorek oraz
apoptozy i nekrozy.

W ostatnim etapie badan, Doktorant zmienif obszar badawczy i skoncentrowat si¢ na
ocenie degradacji wybranych antybiotykéw i utraty ich aktywnodci biologicznej pod
wpltywem dziatania zimnej plazmy. W tym celu wykorzystal dwa uklady wyladowcze
zimnych plazm - pidro plazmowe 1 szczotke plazmows. Efektywnos$¢ degradacji
antybiotykéw zostala sprawdzona stosujgc dwie metody analityczne: UPLC-MS oraz HPLC-
DAD. Natomiast utrata aktywnosci bakteriobdjczej antybiotykdw po dziataniu plazmy zostata
potwierdzona z wykorzystaniem czterech szczepdéw bakteryjnych za pomoca testu dyfuzyjno-
krazkowego.

Rozprawa doktorska mgr Dominika Terefinko zostala przygotowana bardzo starannie
pod wzgledem edytorskim. Mimo ze momentami trudna w odbiorze, praca jest przejrzysta,
a cele badawcze zostaly bardzo dobrze sformutowane. Wstep jest obszerny, intersujgcy oraz
zawiera wszystkie potrzebne informacje, ktore sa niezbgdne dla zrozumienia podjgte]

tematyki badawczej. Doktorant wzbogacit wstep w liczne tabele podsumowujgce osiggnigcia
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innych naukowcow w tej tematyce badawczej. Bez watpienia tak dobrze napisany wstep

stanowi doskonale kompendium wiedzy i moze stanowi¢ podstawe do napisania
wyczerpujacej ten temat pracy przegladowej, do czego goraco zachecam Doktoranta. Jesli
chodzi o cze$¢ eksperymentalng, to na pochwale zastuguje bez watpienia ilosé¢, ztozonosé
i interdyscyplinarnos¢ wykonanych badain. Mgr Dominik Terefinko zastosowal bardzo
podstawowe, aczkolwiek wiasciwie metody badawcze typowe dla oceny aktywnosci
przeciwnowotworowej. Chciatabym réwniez zwréci¢ uwage na bardzo dobrze napisang
interpretacje i dyskusje wynikéw, co swiadczy o dojrzatosci naukowej Doktoranta. Niemniej
jednak w dyskusji wynikow zabraklo korelacji analizy stezen reaktywnych form tlenu i azotu
w pozywkach hodowlanych z uzyskanymi wynikami w testach komérkowych, co jest
drobnym niedociggnieciem. W tym miejscu z obowigzku Recenzenta chciatabym rowniez
prosi¢ Doktoranta o odpowiedz na kilka pytan oraz ustosunkowanie si¢ do pewnych uwag:

(1) Sktad pozywki poddawanej aktywacji plazma: skoro reaktywne formy tlenu moga

inaktywowa¢ dzialanie antybiotykéw, to dodawanie przez Doktoranta streptomycyny
i penicyliny do pozywck hodowlanych przed plazmowaniem zdaje si¢ by¢
nieuzasadnione.

(2) Metodyka: w opisie metodyki brakuje pewnych szczeg6low, np. jaki byt czas ekspozycji
pozywki na dzialanie plazmy. Te informacje pojawiaja si¢ dopiero przy omawianiu
wynikéw. W niektérych fragmentach opisu metodyki Doktorant uzywa pierwszej osoby,
co jest nierekomendowane przy pisaniu prac badawczych. Ponadto powszechnie stosuje
si¢ zasade, ze kolejno$¢ opisywanych metod odpowiada kolejnosci opisywanych
wynikéw. Podczas gdy Doktorant w opisie metodyki na samym koncu umiescil analizg
dystrybucji reaktywnych form tlenu, a wyniki z tego eksperymentu w sekeji ,, Wyniki
i dyskusja” sg omawiane na samym poczatku.

(3) Test rysy: Doktorant uzywa okreslenia ,test zarysowania”, co jest bardzo mylace.
Prawidtowa nomenklatura to ,test zarastania rysy” lub ,test rysy”. Okreslenie ,test
zarysowania” jest zarezerwowane w inzynierii materiatowej do badan majacych na celu
oceng adhezji/przyczepnosci powlok do podloza/materiatu. Test zarastania rysy jest
prostym i dobrym narzedziem do wstepnej oceny migracji komorek. Niemniej jednak aby
uzyska¢ wiarygodne wyniki badan, zalecane jest dodawanie do pozywki hodowlane;
inhibitoréw mitozy (np. mitomycyny C) jesli ocena migracji komoérek wykonywana jest

po czasie dluzszym niz 24 godziny. Doktorant dokonywal oceny migracji maksymalnie
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po 24-30 godzinach, wigc brak inhibitora mitozy nie jest duzym bledem. Aczkolwiek

warto wziaé ten aspekt pod uwage w przysztych badaniach, poniewaz obserwowana
migracja komérek (tym samym zarastanie rysy) moze by¢é wynikiem podzialéw
komérkowych oraz zwiekszania sie liczby komodrek w populacji, a nie zdolnosci
motorycznych komoérek.

Przedstawienie wynikéw na Rycinie 8: nie jest dla mnie do kornica zrozumiale dlaczego

Doktorant pokazal wyniki testu MTT dla czasu 0 dni tylko w przypadku Ryc.8i. Na
pozostalych wykresach jest przedstawiony wylacznie czas 1 oraz 2 dni. Ponadto z opisu
metodyki wynika, ze czas ,,0 dni” oznaczal moment kiedy komoérki nie byly jeszcze
poddane dzialaniu aktywowanej plazma pozywki. W takim razie jak Doktorant
wythuczmy tak duzy spadek zywotnosci komorek linii MCF-7 z grupy V_240s w czasie 0
dni zaobserwowany na Ryc. 8i?

Test MTT w Zadaniu II: dlaczego w Zadaniu I test MTT byt wykonywany maksymalnie

po 2 dniach ekspozycji komorek na dziatanie aktywowanej plazmg pozywki, natomiast
w Zadaniu II test ten wykonano az po 7 dniach? Test MTT sluzy zar6éwno ocenie
cytotoksycznosei, jak 1 proliferacji komorek. Istnieje subtelna aczkolwiek zasadnicza
rdznica migdzy testem cytotoksycznoéei a testem proliferacji. Z opisu metodyki wynika,
ze Doktorant ocenial przede wszystkim zywotnos¢ komérek i wykonywal test
cytotoksycznosci. Test proliferacji, w przeciwiefistwiec do testu cytotoksycznosci,
wykonuje sie po dlugoterminowej hodowli komorek (minimum 3 dniowej). Ponadto
w celu oceny proliferacji komorek, wysiewa si¢ nieduzg gestos¢ komorek, aby te nie
weszly zbyt szybko w faze stacjonarng. Zatem 7 dniowa hodowla komérek w Zadaniu I,
wysianych w stosunkowo duzej gestosci zdaje si¢ by¢ nieuzasadniona. Ma to
odzwierciedlenie w otrzymanych wynikach, poniewaz w niektérych przypadkach
warto$ci OD dla komérek kontrolnych w 7 dniu hodowli sg nizsze niz wartosci OD w 4
dniu, co $wiadczy o tym, ze populacja komorek weszla w faz¢ stacjonarng i zaczeta juz
obumieraé, falszujagc nieco wyniki badan. Co wigcej, zastosowanie tych samych
warunkow doswiadczalnych przy ocenie cytotoksycznosci w Zadaniu I oraz II,
pozwolitoby Doktorantowi poréwna¢ efekt przeciwnowotworowy dla trzech roznych
uktadéw (posredniego, bezposredniego i1 mieszanego), co mialoby duzg wartos¢

poznawczag.
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(6) Poddanie komérek dzialaniu plazmy w Zadaniu II: skoro celem tego eksperymentu byto

zbadanie aktywnos$ci przeciwnowotworowej w wyniku bezposredniego dziatania plazmy
na komorki, to dlaczego test zostal wykonany z wykorzystaniem zawiesiny komorek
w PBS? Czy Doktorant nie rozwazal aby hodowa¢ komoérki bezpodrednio w plytce
polistyrenowej, zla¢ pozywke hodowlana, przeptuka¢ komorki PBS, a nastepnie
zadzialaé zimng plazma bezposrednio na monolayer komérek (bez PBS). Podczas tak
krotkiej ekspozycji (30, 45, 60s) na dziatanie plazmy, komdrki nie obumartyby bez
plynnego podloza. Skoro komérki byly zawieszone w PBS, to czy nie bylo ryzyka, ze
PBS moze by¢ zrédlem reaktywnych form tlenu i azotu po zadzialaniu plazmy? Czy
Doktorant wykonat analize ilo$ci reaktywnych form tlenu i azotu w PBS po zadziataniu

plazma?

Chciatabym podkresli¢, ze powyzsze uwagi krytyczne, ktére wskazatam z obowiazku
Recenzenta, sg tak naprawd¢ tylko drobnymi niedociagnigciami, wsrdéd ktérych nie ma
zadnego powaznego zarzutu merytorycznego. Rozprawa doktorska przygotowana przez mgr
Dominika Terefinko prezentuje bardzo wysoki poziom merytoryczny i naukowy. W ramach
przedstawionej rozprawy doktorskiej mgr Dominik Terefinko zrealizowal w pelni zalozone
cele badawcze przy uzyciu réznych metod analitycznych, biochemicznych, modeli
komérkowych in vitro oraz testow mikrobiologicznych. Przedstawione badania majg bez
watpienia charakter interdyscyplinarny i wymagaly od Doktoranta umiejgtnosci podjgcia
wspolpracy z naukowcami z réznych dziedzin nauki. Z pewnoécig wykonanie tak ztozonych
eksperymentow oraz interpretacja otrzymanych wynikow, wymagala od Pana Dominika
Terefinko cigglego doszkalania si¢, ogromnej wiedzy i duzego zaangazowania.

Podsumowujgc, rozprawa doktorska mgr Dominika Terefinko pt. ,, Zbadanie
aktywnosci  biologicznej réznych uktadow zimnej plazmy atmosferycznej” jest bardzo
warto$ciowym dzietem z zakresu badan nad wykorzystaniem technologii zimnej plazmy
w terapii przeciwnowotworowej oraz w ograniczaniu lekoopornosci bakterii wynikajacej
z zanieczyszczenia srodowiska antybiotykami. Warto réwniez podkresli¢ aktywnos$¢ naukowsg
mgr Dominika Terefinko, ktéry pelnit rolg wykonawcy w szedciu prestizowych projektach
naukowych finansowanych m.in. przez Narodowe Centrum Nauki. Co wigcej mgr Dominik
Terefinko moze pochwalié si¢ znaczacym dorobkiem naukowym. Jest wspolautorem w 11
artykutach opublikowanych w prestizowych czasopismach 2z listy filadelfijskie]

o sumarycznym wspOlczynniku IF = 51,096, 1 patentu krajowego oraz 4 zgloszen
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patentowych. W zwigzku z tym z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona przez

mgr Dominika Terefinko rozprawa doktorska spelnia wymagania zapisane w stosowne)
ustawie (Art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce),
stanowigc znaczny wklad w dziedzine nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
chemiczne. Bioragc pod uwage powyisze oraz uwzgledniajac bardzo wysok3y ocene
merytoryczng rozprawy doktorskiej, jak réowniez range rozwigzywanego problemu
badawczego, zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne
Politechniki Wroclawskiej o wyréoznienie rozprawy doktorskiej mgr Dominika
Terefinko oraz o dopuszczenie Go do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia

doktora w dziedzinie nauk Scislych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne.

b. Agava Przekora-Kusmierz
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