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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Wezgowiec pt.
,» The influence of electroporation on selected anti-tumor agents applied in
human breast cancer cells”

Jak pokona¢ nowotwor? Pytanie to jest wyzwaniem intelektualnym dla badacza, a przeklada
si¢ na problem zycia i Smierci dla pacjenta, a miliardowe wydatki w skali panstwa. To, ze szanse
wyleczenia choroby nowotworowej ciggle rosna, nie jest wynikiem jednego przelomowego
odkrycia, ale mozolnego postepu w zrozumieniu mechanizméw powstawania i rozwoju
nowotworow 1 mnogosci pomystow na nowe rodzaje terapii. W tym frapujacym 1 bardzo waznym
nurcie badan osadzone sa badania mgr inz. Joanny Wezgowiec podsumowane w Jej rozprawie

doktorskiej.

Jednym z ogélnych probleméw terapii nowotworowej jest problem skutecznego
wprowadzenia leku do wnetrza komorki tak, by osiagnaé jego cytotoksyczne stezenie.
Elektroporacja, pozwalajaca na przetamanie bariery przenikalnosci btony plazmatycznej, wydaje
si¢ by¢ technikg bardzo obiecujaca pod tym wzgledem. Za cel swojej rozprawy doktorskiej mgr
inz. J. Wezgowiec postawita sobie ocen¢ skutecznosci elektroporacji na skutecznos¢ dzialania
zwigzkow o aktywnosci przeciwnowotworowej na komorki raka piersi, w tym na komorki z

wyksztatcong opornoscig wielolekowa.

Rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Wezgowiec napisana jest w jezyku angielskim i
poprzedzona obszernym (22-stronicowym) streszczeniem w jezyku polskim. We Wstepie
(Introduction) Autorka zwi¢zle omawia btony komoérkowe, mechanizm elektroporacji, jej warunki
progowe i stadia tego procesu, czynniki wptywajace na elektroporacje i zastosowana medyczne
elektoporacji — elektrochemioterapie, elektrotransfer genow i elektroporacj¢ nieodwracalng, a

takze aspekty technologiczne i perspektywy zastosowan tej techniki. W dalszej czgsci przedstawia



terapi¢ fotodynamiczng — jej zasady fizyczne, najczesciej stosowane fotouczulacze i zastosowanie
tej techniki. Koncowa czes¢ Wstepu zawiera omoOwienie raka piersi i jego leczenia, zjawiska
opornosci wielolekowej, w tym transporterow wielolekowych z nadrodziny ABC i metody

pokonywania opornosci wielolekowe;.

Przedstawiajac Cele badan (Objectives of the study) Doktorantka przedstawia dwie hipotezy
robocze: (i) zastosowanie elektroporacji umozliwi zmniejszenie st¢zenia i czasu oddziatywania
lekow podawanych do komorek nowotworowych bez zmniejszenia ich skuteczno$ci oraz (ii)
tworzenie alternatywnych drég transportu leku do wnetrza komorki za pomocg elektroporacji
przyczyni si¢ do oslabienia efektéw zjawiska opornosci wielolekowej w komoérkach opornych na

standardowg chemioterapig.

Materiaty i metody (Materials and methods) przedstawione sa nalezycie szczegdtowo.
Stosowane techniki obejmowaly procedury elektroporacji komorek, efektu fotodynamicznego i
elektro-fotodynamicznego na poziomie komoérkowym, a metody analityczne m. in. cytometri¢
przeptywowsa, oznaczenie zywotnosci komorek testami wykorzystujacymi MTT, XTT,
dehydrogenaz¢  mleczanows, czerwien obojetng 1  sulforodaming B, metody
immunocytochemiczne 1 mikroskopi¢ fluorescencyjng dla oceny poziomu i lokalizacji
wewnatrzkomorkowej biatek. Zastanawiam si¢ nad celowos$cig rozdzielenia podrozdziatu 3.9
Methods of analysis na przedstawienie zasad metod (3.9.1) i opis stosowanych procedur (3.9.2),

ale respektuje ten pomyst Autorki rozprawy.

Obiektem badan byty komorki gruczolakoraka gruczotu sutkowego MCF-7 i wyprowadzona
z nich linia wrazliwa na doksorubicyng (MCF-7/DX) oraz komorki jajnika chomika chinskiego
CHO-WTT o niskiej ekspresji kanatéw jonowych, a zwigzkami badanymi byly dwa fotouczulacze:
Photofrin, IR-775 i bleomycyna. Szkoda nieco, ze nie zostaty pokazane struktury chemiczne tych

zwigzkow (cho¢ obecnie znalezienie ich w internecie to kwestia kilku sekund).

Przeprowadzone badania zaowocowaty wieloma oryginalnymi 1 interesujgcymi wynikami;
chce odnies¢ si¢ tylko do niektérych z nich. Doktorantce udato si¢ dobra¢ takie parametry
elektroporacji (natezenie pola elektrycznego, liczba impulsow, czas ich trwania i czesto$¢) nie
powodujace znaczacego obnizenia zywotnosci komorek, ktéore w nieobecnosci lekow nie
zmienialy morfologii komorek i nie obnizaly w znaczacym stopniu ich Zywotnos$ci oraz warunki

reakcji fotodynamicznej i ekspozycji na bleomycyng spetniajace analogiczny warunek. Mam
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drobne zastrzezenie dotyczace doswiadczen z bleomycyna: na Rycinach 4.9 i 4.10 pokazane sg
wyniki badan wpltywu bleomycyny na przezywalno$¢ komorek MCF-7 i MCF-7/DX. Zalezno$¢
konczy si¢ na stezeniu 706,44 nM, a w dalszych badaniach witaczajacych elektroporacj¢ stosowane
jest stezenie 1 pM. Ta zalezno$¢ winna by¢ zbadana w zakresie stezen obejmujacym stezenie 1
uM. Elektroporacja wzmagata pobieranie fotouczulaczy przez komorki, co jest interesujgca
obserwacja ze wzgledu na hydrofobowy charakter tych zwigzkéw (mogtoby si¢ wydawac, ze
elektroporacja nie jest potrzebna dla wspomozenia ich wnikania do komorek), oraz bleomycyny
(czego nalezato oczekiwaé ze wzgledu na hydrofilowy charakter tego zwigzku) . Elektroporacja
zwigkszata cytotoksyczno$¢ lekow oceniang kilkoma niezaleznymi metodami, zard6wno w
komorkach MCF-7, jak i w komorkach MCF-7/DX. Wskazuje to zatem, ze elektroporacja jest
skuteczna takze w odniesieniu do komorek przejawiajacych opornos¢ wielolekowg i moze by¢
jedna z drog pokonania tej opornosci. Wyniki te sg bardzo obiecujace i kolejnym etapem badan
winny by¢ proby zastosowan elektroporacji w polaczeniu z chemioterapia 1 terapia
fotodynamiczng in vivo. Interesujace sa tez obserwacje dotyczace podniesienia poziomu S-
transferazy glutationowej w komorkach MCF-7 i MCF-7/DX poddanych potaczonemu dziataniu
elektroporacji i reakcji fotodynamicznej oraz podwyzszenia poziomu biatek opornoSci
wielolekowej MDR1 i MDR7 w komorkach poddanych elektroporacji i dzialaniu bleomycyny,

cho¢ wskazuja na potencjalne ograniczenia skutecznosci terapii obejmujacej elektroporacje.

Doktorantka nie badata uwalniania wewnatrzkomoérkowych substancji indukowanego przez
elektroporacje. Mozna zastanawia¢ sig, czy ten efekt (np. uwalnianie glutationu) nie przyczynia

si¢ do zwigkszenia efektywnosci dzialania lekow.

Dobrze napisana 17-stronicowa dyskusja (Discussion) konfrontuje wyniki wiasne z danymi
piSmiennictwa. W oparciu o uzyskane wyniki Autorka rozprawy formutuje 9 wnioskow
(Conclusions), z ktorych czgs¢ ma raczej charakter podsumowania wynikoéw, wige zatytutowanie

tego fragmentu rozprawy jako Summary and Conclusions bytoby moze bezpieczniejsze.

Mam kilka drobnych uwag polemicznych, gléwnie pod adresem edycji rozprawy. Z
pewnoscig hydrofilowe glowki fosfolipidow nie sg gtowkami ,triglicynowymi” (s. 47).
Nadrodzina transporterow ABC liczy duzo wigcej niz 40 cztonkéw (s. 46); Autorka rozprawy
zapewne miata na mysli liczbe tych biatek w proteomie czlowieka. Czy oznaczenie aktywnosci

dehydrogenazy mleczanowej na podstawie zmian absorbancji przy dtugosci fali 340 nm (nadfiolet)
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jest oznaczeniem kolorymetrycznym? Nadfiolet nie ma dla nas barwy. Wartosci absorbancji
mierzone w spektrofotometrze sg wartoSciami bezwzglednymi, niekoniecznie musza by¢ wiec
wyrazane w jednostkach wzglednych (Ryc. 4.1) i wtedy nalezatoby poda¢ stezenie substancji,
ktorej widmo absorpcji jest pokazane. Na s. 84 najwidoczniej zamienione zostaly Ryc. 4.2 1 4.3

(lub podpisy pod nimi).

Jako Tabele (np. 7-10) Autorka rozprawy traktuje zestawy zdjeC; to oryginalne podejscie,
wobec ktorego opory mogliby mie¢ ortodoksyjni redaktorzy czasopism zalecajacy submisje tabel
w postaci tekstowej, nie widze jednak nic niestosownego w takim rozszerzeniu pojecia tabeli. Nie
do konca podzielam poglad Doktorantki traktujacej wynik oznaczenia zywotnosci komorek z
sulforodaming B jako miar¢ zdolno$ci komodrek do biosyntezy biatka. Miarg tempa biosyntezy
biatka moze by¢ np. oznaczenie ilosci wiaczonego do biatek komorkowych znakowanego
radioaktywnie aminokwasu; moim zdaniem jest to po prostu miara ilosci biatka w zywych
komorkach, ktéra moze si¢ zmienia¢ w wyniku biosyntezy, ale takze degradacji biatka i odklejania
si¢ martwych komorek od podioza. Wynik oznaczenia zywotnosci komoérek z MTT zalezy
zaréwno od liczby zywych komorek, jak i od aktywnosci mitochondriow w tych komorkach;
uzytego przez Doktorantke sformutowanie ,,mitochondrial activity”, obejmuje oba czynniki i nie
mam zastrzezen co do jego uzycia. Swoja droga, cickawe byloby porownanie wynikéw oznaczen
zywotno$ci komoérek testem z MTT 1 testem niezaleznym od aktywno$ci mitochondrialnej (np.
opartym na oznaczeniu ilosci DNA); stosunek wynikéw uzyskanych za pomoca obu testow
moglby zapewne by¢ miarg $redniej aktywnos$ci mitochondrialnej w komorkach, gdyby nie
stosunkowo duzy biad, jakim obarczone sg takie oznaczenia. Zwrot ,.elektrochemioterapia”
(electrochemotherapy; s. 122) wydaje si¢ przesadny w odniesieniu do doswiadczen prowadzonych

na komorkach w uktadzie in vitro.

Ogolnie, rozprawa doktorska budzi moje wysokie uznanie ze wzgledu na podjecie
frapujacego tematu na styku fizyki stosowanej i biologii komorki (w pelni odpowiadajacego
zakresowi inzynierii biomedycznej), obszerny warsztat metodyczny, dobry dobér substancji
cytotoksycznych, polaczenie elektroporacji z reakcja (w przysztosci terapig) fotodynamiczna,
naktad pracy, oryginalne i cenne wyniki, staranno$¢ ich opracowania, wlasciwe przedstawienie i

dojrzata dyskusje.



Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Joanny WezgowieC spetnia warunki stawiane
rozprawom doktorskim przez art. 14 i 15 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. z p6zniejszymi zmianami. Z pelnym
przekonaniem wnosz¢ wiec do Wysokiej Rady Wydzialu Podstawowych Probleméw Techniki
Politechniki Wroctawskiej o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Joanny Wezgowiec do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Sadzg tez, ze ze wzgledu na podniesione powyzej walory
oraz opublikowanie wynikow w trzech dobrych czasopismach miedzynarodowych (sumaryczna
warto$¢ wspotczynnika wptywu IF = 6,328) i dwu rozdziatdéw w ksigzkach rozprawa ta zashuguje

na wyroznienie.
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