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Recenzja pracy doktorskiej pani mgr Joanny Wezgowiec, zatytulowanej ,,The influence

of electroporation on selected anti-tumor agents applied in human breast cancer cells”

Przedstawiona do recenzji praca zawiera streszczenie w jezyku angielskim (2 strony),
streszczenie w jezyku polskim (23 strony), oraz w jezyku angielskim czg$¢ literaturowa (22
strony) i eksperymentalng (86 stron). L.acznie praca liczy 170 stron. Na poczatku pracy znajduje
si¢ dwustronicowy spis stosowanych skrotow. Odnos$niki literaturowe obejmuja tacznie 178
pozycji. Badania opisane w pracy wykonane zostaty pod kierownictwem naukowym dr hab.

inz. Malgorzaty Kotulskiej, prof. nadzw., oraz dr inz. Julity Kulbackie;.

Czes¢ literaturowa pracy zawiera wprowadzenie do zagadnien zwigzanych ze zjawiskiem
elektroporacji bton lipidowych, omawia mechanizm zjawiska i czynniki wplywajace na ten
proces. W dalszej czgéci opisane sg praktyczne zastosowania odwracalnej elektroporacji w
medycynie, takie jak elektrochemioterapia, elektrotransfer genow, a takze zastosowania
elektroporacji nieodwracalnej. Autorka rowniez dokonata przegladu komercyjnie dostgpnego
sprzetu, stosowanego przy elektroporacji komorek. Jeden z rozdzialdéw poswigcony jest tez
perspektywom rozwoju tej techniki w medycynie. Autorka zauwaza rowniez, ze ciagle nie do
konca jest wyjasniony mechanizm powstawania porow w btonach komérkowych pod wptywem
silnego pola elektrycznego 1 ich biologiczne skutki. Duzo uwagi w cze$ci literaturowej Autorka
poswieca terapii fotodynamicznej, jej zastosowaniu, mechanizmom fotoindukowanych

procesow, oraz substancjom stosowanym w praktyce klinicznej w tych procesach.

W czescei eksperymentalnej pracy Autorka postawita nast¢pujace hipotezy naukowe:
1. Zastosowanie elektroporacji w komorkach raka piersi, wrazliwych 1 odpornych na
standardowa chemioterapi¢, moze by¢ alternatywna metoda na wprowadzanie lekow

przeciwnowotworowych do komorki i zwigkszenie efektu cytotoksycznosci.
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2. Zastosowanie elektroporacji umozliwi zmniejszenie dawki leku i czasu jego oddziatywania

na komorki raka piersi bez zmniejszenia jego skutecznosci.

Badania zostaty przeprowadzone w warunkach in vitro. Wykorzystane zostaty ludzkie
linie komorek gruczolakoraka gruczotu sutkowego MCF-7/WT oraz linie komorek odpornych
na doksorubicyng MCF-7/DX. Dodatkowo w badaniach nad elektroporacja jako uktad
modelowy zastosowano komorki jajnika chomika chinskiego CHO-WWT, charakteryzujace si¢
niska ekspresja kanatow jonowych. W badaniach wykorzystane zostaty trzy zwigzki chemiczne
o wlasciwos$ciach cytotoksycznych:

- Photofrin, wykorzystywany klinicznie jako fotouczulacz,

- cyjaning IR-775, dostepny komercyjnie zwigzek swiattoczuly, nie stosowany dotad w terapii
fotodynamicznej,

- bleomycyne, ktora jest cytostatykiem stosowanym w elektrochemioterapii.

Przebadany zostal wptyw poszczegdlnych substancji na badane komoérki w réznych
kombinacjach z naswietlaniem 1 elektroporacja. Do oceny efektow zastosowania
poszczegdlnych procedur Autorka wykorzystata szereg standardowych testow witalnosci
komorek, takich jak analiza transportu molekularnego metodami mikroskopii fluorescencyjnej
1 cytometrii przeplywowej, analiza zmian morfologicznych metoda mikroskopii
fluorescencyjnej, analiza $mierci komorek metoda mikroskopii $wietlnej, testy metodami
spektrofotometrycznymi takimi jak ocena integralnosci bton komoérkowych (LDHe), ocena
aktywnos$ci mitochondriow (MTT, XTT), ocena aktywnosci lizosomow (NR), ocena zdolno$ci
komorek do syntezy biatek (SRB). Zastosowano tez analize¢ immunocytochemiczng wplywu
reakcji na uktad antyoksydacyjny metodg mikroskopii swietlnej (ekspresja GST) oraz analizg
immunocytochemiczng wptywu na opornos¢ lekowa metoda mikroskopii $wietlnej (ekspresja
transporterow blonowych MDR1 i MRP7).

Elektroporacja prowadzona byta przy uzyciu urzadzenia typu ECM830, BTX Harward
Apparatus, Syngen Biotech oraz urzadzenia typu Betatech S20, L union. Obydwa urzadzenia
pozwalaja na zaprogramowanie na wyjsciu ciggu prostokatnych impulsow napigciowych 0
okreslonym napigciu, czasie trwania i przerwach mi¢dzy impulsami.

Wyniki przeprowadzonych testow przedstawione zostalty w postaci szeregu wykresow
stupkowych, obrazéw mikroskopowych oraz zebrane zostalty w tabelach. Wykonana zostata
statystyczna obrobka wynikow z zastosowaniem testu t-Studenta.

Dyskusja uzyskanych wynikow przedstawiona zostata na 17 stronach ciagglego tekstu, bez

wydzielenia wyraznych cz¢$ci i omawianych zagadnien. Powoduje to, Zze ta czg$¢ pracy jest
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dos¢ trudna do przeanalizowania, SzCzeg6lnie gdy nie jest sie Specjalistg z biochemii, tak jak
ja. Jednak w nastgpnym rozdziale, na podstawie przeprowadzonej dyskusji, przedstawione
zostaty bardzo jasno sformutowane wnioski, opisane w dziewieciu punktach, wykazujace, ze
potaczenie reakcji fotodynamicznej i chemioterapii z elektroporacja zwiekszyto cytotoksyczny
efekt w ludzkich komoérkach gruczolakoraka gruczotu sutkowego. W niektérych kombinacjach

zastosowanie elektroporacji zwickszyto skutecznos¢ lekow nawet kilkadziesiat razy.

W pracy mozna zauwazy¢ bardzo logiczny dobdr eksperymentdéw, pozwalajacy na
stwierdzenie, jaki jest rzeczywisty wptyw elektroporacji na obserwowane efekty cytotoksyczne
zwigzane z ulatwionym transportem lekow przez pory generowane w membranach. Duza liczba

réznorodnych testow daje pelny obraz skutkow zastosowanych procedur.

Praca doktorska przedstawiona mi do oceny na pewno bedzie jeszcze wielokrotnie
wykorzystywana przez osoby interesujgce si¢ ta tematyka, specjalizujace si¢ w roéznych
dziedzinach — biofizyce, biochemii, medycynie, aparaturze medycznej. Mimo, ze w czeSci
eksperymentalnej pracy wyniki sg precyzyjnie i w pelni przedstawione, to w czesci
wprowadzajacej w te zagadnienia czuj¢ pewien niedosyt bardziej szczegdtowych opisow,
fotografii czy rysunkow, w prosty sposob ilustrujgcych zastosowane techniki, procedury i testy.
Niewiele by to zwigkszyto objetos¢ rozprawy, a znacznie by utatwito pelne zrozumienie pracy
dla osOb nie begdacych specjalistami w tych zagadnieniach, bez siggania po dodatkowa
literaturg.

Eksperymenty dotyczace elektroporacji komorek przeprowadzane byly przy uzyciu
dwoéch roznych urzadzen. Przy elektroporatorze typu ECM 830 stosowane byly aluminiowe
elektrody. Zastosowanie takich elektrod budzi moje watpliwosci z dwdch powodow.
Aluminium bardzo tatwo ulega pasywacji i rezystancja granicy faz metal/roztwor znaczaco
zwieksza sie, co moze powodowac istotne spadki napigcia na tej granicy. W efekcie gradient
potencjatu w roztworze jest mniejszy, niz wynika z odleglosci miedzy elektrodami i amplitudy
impulséw. W kolejnych eksperymentach gradient ten moze dodatkowo zmienia¢ si¢ wskutek
zmian rezystancji na granicy faz. Rzeczywisty gradient potencjalu podczas elektroporacji
mozna okresli¢ za pomocg dwodch dodatkowych elektrod umieszczonych miedzy elektrodami
elektroporatora, podtagczonymi np. do cyfrowego oscyloskopu. Druga watpliwos¢ co do
zastosowania aluminiowych elektrod wynika z procesow elektrodowych zachodzacych na
elektrodach podczas przeptywu pradu. Na dodatniej elektrodzie nastepuje utlenianie aluminium

I tworzenie z ortofosforanami(V) trudno rozpuszczalnego osadu. W efekcie prowadzi to do
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zmniejszenia stezenia fosforandw w roztworze | pojawienia si¢ W nim nowego sktadnika —
zawiesiny ortofosforanu(V) glinu oraz do zmiany pH roztworu. Procesy te sa mi znane z
prowadzonych przeze mnie badan dotyczacych elektrokoagulacji §ciekow, ktorych celem byto
wilasnie usuwanie fosforanow w postaci ortofosforanu(V) glinu. Okreslenie, na ile wspomniane
wyzej czynniki mogg wptywaé na elektroporacj¢ komorek i dalsze procesy zachodzace w
komorkach, wymaga dodatkowych eksperymentow. Nie zmienia to jednak znaczenia
uzyskanych przez doktorantke wynikoéw i ich zastosowania w medycynie. Z pracy nie wynika,
czy elektrody te byly dostarczone przez producenta sprz¢tu do elektroporacji, czy wykonane w
ramach badan przedstawionych w pracy doktorskiej. Z duzym prawdopodobienstwem moge
jednak przyjac, ze moje uwagi skierowane sa raczej do producenta sprzgtu niz do Autorki pracy.

Przy kilku rysunkach uzyte zostaty niezreczne sformulowania ,.electroporation at O
V/em” lub ,.electrochemotherapy with bleomycin at 0 V/em”, poniewaz w tych przypadkach
elektroporacja nie wystepuje.

Na stronie 48 znajduje si¢ informacja dotyczaca ,stalopradowej metody
chronopotencjometrycznej do pomiaru pojemnosci dwuwarstwowych membran lipidowych”.
Do zdania tego wkradta si¢ drobna niescistos¢, poniewaz metoda chronopotencjometryczna
wykorzystywana jest w badaniach zjawiska elektroporacji w dwuwarstwowych membranach
lipidowych, a do pomiaréw pojemnosci membran shuzy inny uklad w tym urzadzeniu,

specjalnie zaprojektowany do tego celu, niezalezny od technik chronopotencjometrycznych.

Na uznanie zastuguje bardzo starannie wykonana strona edycyjna przedstawionej
rozprawy. Wszystkie rysunki i fotografie sa czytelne i nie zauwazylem w nich zadnych btedow,
chociaz cyfrowa obrobka niektorych obrazéw mikroskopowych mogtaby poprawic ich jakos¢.
Praca zawiera znikomg liczb¢ uchybien natury jezykowej i edytorskiej, zupeilnie nie
wplywajacych na wysoka warto$¢ przedstawionej do recenzji pracy.

Autorka recenzowanej pracy doktorskiej mgr Joanna Wezgowiec wykazala duzg
dojrzatos¢ i dociekliwos¢ badawcza, a jej praca wyrdznia si¢ oryginalnoscig 1 precyzjg w
rozwigzaniu nakreslonego celu badan. Przedstawione w pracy wyniki wykazuja ogrom
wykonanej pracy i ich wysoka wartos$¢. Liczg na to, ze mgr Joanna Wezgowiec po uzyskaniu
stopnia naukowego doktora bedzie kontynuowac rozpoczete badania. Doswiadczenie zdobyte
podczas tych badan powinno by¢ wykorzystane w dalszej pracy przy tej tematyce. Wyniki sg
bardzo obiecujace i konieczne jest Szybkie przeniesienie ich do praktyki medycznej. Tematyka
pracy jest niezwykle wazna, a wyniki przedstawionych badan daja nadziej¢ na ratowanie

zdrowia 1 zycia wielu ludziom dotknigtym chorobami nowotworowymi.
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Na podstawie analizy dokumentacji dostarczonej razem z rozprawa doktorska moge
stwierdzi¢, ze w stosunkowo krotkim czasie Autorka wykazata si¢ bardzo duza aktywnoscia
naukowag i1 organizacyjng, m.in:

- jest wspoétautorkg trzech prac dotyczacych zagadnien podjetych w pracy doktorskiej,
opublikowanych w czasopismach z Listy Filadelfijskiej, o wspotczynnikach IF okoto 2,5,

- jest wspolautorka rozdziatu ,,Electroporation in modern oncology” w ksigzce ,,Electrically
active materials for medical devices”, London Imperial College Press,

- jest autorka rozdziatu ,,Electroporation: theory and practice” w ksigzce ,,Postepy inzynierii
biomedycznej”’, Wydawnictwo Uniwersytet Rzeszowski,

- prezentowala zagadnienia dotyczace elektroporacji i wyniki swoich badan na licznych
konferencjach naukowych w kraju i za granicag w postaci czerech komunikatéw ustnych 1
siedmiu posterow,

- uczestniczyta w kilku stazach, warsztatach i szkoleniach, aktywnie wspolpracuje z kilkoma
laboratoriami w kraju i za granica,

- prowadzone przez Autorke badania byly dziewie¢ razy dofinansowywane z réznych zrodet,
w tym uzyskany zostat przez Autorke grant NCN Preludium,

- osiggni¢cia naukowe, organizacyjne i dydaktyczne Autorki docenione zostaly w postaci o§miu

nagrod, wyrdznien 1 stypendiow.

W ramach oceny formalnej pracy doktorskiej mgr Joanny Wezgowiec stwierdzam, ze:

a) tytut odpowiada tresci pracy,

b) spis tresci posiada wymagang warto$¢ informacyjna,

c) streszczenie pracy doktorskiej (23 strony) napisane jest poprawna polszczyzna, prawie bez
wyrazen zargonowych, natomiast jako$¢ jezyka angielskiego, w ktérym zostala napisana
praca, zostala okreslona przez filologa angliste o specjalnosci translatorskiej jako ,,$wietna”,

d) dokonano zwartego i treSciwego przegladu dobrze dobranej literatury, obejmujacej 170
pozycji, pochodzacych renomowanych czasopism naukowych, w znacznej wigkszos$ci
najnowszych, wydanych po roku 2000, jak tez nielicznych starszych, do ktérych dostep nie
zawsze jest tatwy. Dodatkowo w czesci literaturowej wykorzystane zostaty informacje
pochodzace z o$miu stron internetowych,

e) cel i zakres badan sformutowano jasno i przekonywujaco,

f) praca zawiera 21 tabel i 89 rysunkéw (wykresy i obrazy mikroskopowe), natomiast

streszczenie pracy napisane w jezyku polskim zawiera 2 tabele i 15 rysunkow,
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g) cze$¢ doswiadczalna pracy konczy si¢ szczegotowa dyskusja wynikow 1 jasno

przedstawionymi wnioskami, wykazujacymi osiggnigcie celu badan.

Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze praca doktorska mgr Joanny Wezgowiec zatytutowana ,,The influence
of electroporation on selected anti-tumor agents applied in human breast cancer cells”
spetnia wszelkie wymogi ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach i tytule naukowym oraz o
stopniach 1 tytule w zakresie sztuki, wraz z pdzniejszymi zmianami. W zwigzku z powyzszym
stwierdzeniem sktadam wniosek o dopuszczenie Autorki pracy pani mgr Joanny Wezgowiec

do publicznej obrony. Sktadam tez wniosek do Rady Wydzialu o wyrdznienie tej pracy.
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