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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Sandry Skorupskiej

pt. ,Badania and wykorzystaniem elektroporacji do kontrolowanego wprowadzania
czgsteczek lekow do komérek”

Przedstawiona praca doktorska mgr inz. Sandry Skorupskiej powstala na Wydziale
Chemicznym w Katedrze Biotechnologii Medycznej Politechniki Warszawskiej pod

kierunkiem dr hab. inz. Ilony Grabowskiej-Jadach.

Tematyka rozprawy skupia si¢ na wykorzystaniu elektroporacji (EP) do kontrolowanego
wprowadzania czgstek leku do komoérek. Istotnym problemem terapii nowotworowych jest
kwestia skutecznego dostarczania cytostatykéw do wnetrza komorki przy jednoczesnym
minimalizowaniu skutkéw ubocznych. Impulsy elektryczne o wysokim natgzeniu pola
elektrycznego moga indukowaé proces permeabilizacji blony komorkowej zwanej
elektroporacja. Metoda zostala zapoczatkowana w latach siedemdziesigtych, a obecnie
stosowana jest do dostarczania czastek aktywnych (lekow, kosmetykow) do wnetrza komdrki,
transferu gendéw, wbudowywania bialek czy tez fuzji komoérek. Nadal prowadzone sg
intensywne badania majace na celu zweryfikowanie mozliwosci zastosowania tej metody w
szerszym kontekscie. Kluczowe jest zrozumienie zaréwno mechanizmu powstawania porow
w blonie komérkowej w wyniku dzialania zewnetrznego pola elektrycznego jak i
optymalizacji uktadu poprzez odpowiednie dobranie zaréwno nate¢zeniu pola elektrycznego
jak i czestotliwosei impulséw elektrycznych. Autorka rozprawy podjela si¢ zadania
znalezienia odpowiedzi na istotne zagadnienia zwigzane bezposrednio z zastosowaniem

metody elektroporacji w uktadach komorkowych do leczenia czerniaka. Rozprawa obejmuje
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badania prowadzono na wybranych modelach komérkowych w tym zawiesinie komorkowej,
monowarstwie komoérkowej, ukladach wielokomérkowych takich jak trojwymiarowe sferoidy
oraz mikroukladach przeptywowych. Do weryfikacji efektywnosci procesu elektroporacji
wybrano cytostatyki takie jak S5-fluorouracyl, doksorubicyna, oksaliplatyna oraz chlorek
wapnia. Zaprojektowano dwa mikrosystemy przeptywowe dedykowane do prowadzenia
elektroporacji z elektrodami ze zlota oraz tlenku cyny indu (ITO), uwzgledniajac ksztalt
stosowanych elektrod oraz geometri¢ ukladu. W kontekscie zaprezentowanych badan, tytul
rozprawy jest zbyt ogdlny, biorac pod uwage pionierskie prace prof. Eberharda Neumanna
dotyczace EP zapoczatkowane w latach 70-tych a ktorymi obecnie zajmuje sig preznie

dzialajace International Society for Electroporation- Based Technologies and Treatments

(ISEBTT).

Rozprawa doktorska napisana jest w jezyku polskim i ma charakter eksperymentalny.
Obejmuje tacznie 178 stron i sklada si¢ z 12 glownych rozdzialéw. Praca na wstepie zawiera
streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim. Kolejno przedstawiono spis tresci oraz wykaz
skrotow stosowanych w pracy wraz z nazewnictwem zastosowanych linii komérkowych.
Praca podzielona jest na cze$¢ teoretyczng i do$wiadczalng. Pierwszy rozdzial czgsci
teoretycznej poswigcony jest problematyce chorob nowotworowych oraz strategii ich
leczenia, ze szczegdlnym uwzglednieniem elektroporacji w tym stosowanych elektrod i
lekéw. Drugi rozdziat dotyczy modeli komorkowych stosowanych w testach in vitro. W tej
czesci omowiono zastosowanie zawiesin komoérkowych, monowarstw komorkowych, sferoid
oraz mikrosystemow przeptywowych. Autorka opisata typy mikrosysteméw stosowanych do
elektroporacji, uwzgledniajac zaréwno zalety jak i wady poszczegdlnych ukladow.
Zaprezentowano kryteria jakie powinny spelnia¢ leki stosowane w elekroporacji oraz
oméwiono najczesciej stosowane. Przeglad literaturowy konczy zwigzle podsumowanie, w
ktorym podkre§lono przyczyny poszukiwania nowych, skutecznych i bezpiecznych terapii
nowotworowych. W tym aspekcie elektrochemioterapia (ECT) moze stanowi¢ alternatywe dla

innych konwencjonalnych terapii stosowanych w leczeniu nowotworow.

Czes¢ doswiadczalna zaczyna sie od przedstawienia celu pracy oraz hipotez badawczych.

Autorka postawila trzy hipotezy badawcze, ktore sformutowata nastgpujgco:
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- zewnetrzne pole elektryczne moze byé stosowane do kontrolowanego i efektywnego
wprowadzania czgsteczek do komorek zaréwno w zawiesinie komérkowej, monowarstwie jak
i wielokomorkowych sferoidach.
- S5-fluorouracyl, doksorubicyna, oksaliplatyna oraz chlorek wapnia moga znalez¢
zastosowanie w elektrochemioterapii.
- zaprojektowany i wytworzony mikrosystem przeptywowy do elektroporacji komérek moze
by¢ wykorzystany do kontrolowanego i efektywnego wprowadzania czastek do komorek.
Hipotezy badawcze powinny by¢ doprecyzowane, gdyz dotycza zastosowania wybranych
substancji aktywnych w leczeniu czerniaka przy uzyciu elektrochemioterapii. Jak sama
Autorka przedstawila w podsumowaniu, istnieja juz doniesienia literaturowe w zakresie
zastosowania ECT w leczeniu wybranych rodzajéw nowotworéw testowane na réznych
formach komdrkowych.

Poszczegbélne  rozdzialy  czeSci  eksperymentalnej  obejmujg  przedstawienie
zastosowanych metod badawczych oraz zestawienie wynikow serii pomiarowych dotyczacych
elektroporacji zawiesin, elektroporacji komorek w postaci monowarstwy, elektroporacji
sferoidow i1 mikrosystemow do elektroporacji. Badania prowadzone dla sferoid oraz
mikrouktadow przeptywowych mialy na celu przyblizy¢ uklad pomiarowy do warunkow
panujacych in vivo. Wplyw elektroporacji dla réznych modeli komérkowych prowadzono z
zastosowaniem dwoch linii komérkowych  skory tj.  prawidlowych HaCaT oraz
nowotworowych A375. Zywotno$¢ komorek okreslano stosujgc test MTT w przypadku
zawiesiny komorkowej oraz monowarstwy komorkowej. W badaniach prowadzonych dla
sferoid zastosowano test Almar Blue. Efektywnos$¢ elektroporacji kontrolowano poprzez
zmiang intensywnosci fluorescencji jodku propidyny oraz estru kalceiny. Przy uzyciu
skaningowego mikroskopu elektronowego potwierdzono tworzenie porow w  blonie
komorkowej w procesie elektroporacji. We wszystkich seriach pomiarowych weryfikowano
efektywno$é dzialania cytostatykow nalezgeych do réznych grup, a tym samym réznigcych
sic mechanizmem dzialania. W badaniach zastosowano 5-fluorouracyl (5FU)- lek
przeciwnowotworowy z grupy antymetabolitow, doksorubicyne (DOX)- antybiotyk
cytostatyczny naturalnego pochodzenia, oksaliplatyne (OXA)- cytostatyk alkilujacy. Ponadto
elektroporacje prowadzono przy obecnosci chlorku wapnia lub azotanu wapnia. W przypadku

zastosowania 5-fluorouracylu obserwowano najlepszg efektywnos¢ dzialania leku zarowno w
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przypadku zawiesiny komorkowej, monowarstwy komorkowej jak i ukladéw sferoidalnych.
Dla doksorubicyny nie otrzymano statystycznie istotnych zmian po zastosowaniu
clektroporacji we wszystkich modelach komodrkowych, a tym samym Autorka nie
rekomendacji DOX w leczeniu czerniaka. Zastosowanie oksaliplatyny indukowalo wzrost
$miertelnosci komorek po elektroporacji w stosunku do samej inkubacji dla wszystkich
stosowanych modeli komorkowych, przy jednoczesnym braku wzrostu $miertelnosci komorek
prawidlowych. W przypadku jonéw wapnia wyniki otrzymane dla badanych ukladéw nie sg
tak obiecujgce jak dane literaturowe, zwlaszcza ze leczenie czerniaka CaCly z EP jest juz
stosowane klinicznie. Prekursorem takiego typu terapii jest grupa prof. J. Gehl. Autorka
wskazuje jednak na potencjalne zastosowanie chlorku wapnia w leczeniu czerniaka, poniewaz
otrzymano statystycznie istotny spadek zywotnosci komoérek A375 po ich elektroporacji w
obecnosci tych jonéw. Podsumowujac na podstawie przeprowadzonych serii pomiarowych
zaobserwowano istotne rdznice w odpowiedzi komoérek A375 oraz HaCaT w zaleznosci od
wybranego leku jak i zastosowanego modelu komdrkowego.

Generalnie przedstawione wyniki sg rzetelne i dobrze udokumentowane, to jak zawsze
w badaniach naukowych, interpretacj¢ i dyskusje mozna poszerzy¢ i poglebic. Jest to jednak
wspolna immanentna cecha dotyczgca prac eksperymentalnych. Pragne podkresli¢, ze badania
dotyczg szerokiego obszaru badawczego, a ich glowng wartoscig jest szczegéltowy opis
uzyskanych wynikow, dzieki czemu mozna latwo zaplanowa¢ dalsze kierunki prac. Jako
najcenniejsze moim zdaniem jest zastosowanie rownolegle kilku systeméw hodowli
komdrkowych do weryfikacji procesu elektroporacji tych samych ukladow. Na szczeg6lng
uwage zashuguja serie pomiarowe prowadzone z wykorzystaniem tréjwymiarowych sferoidow
oraz uktadow mikroprzeplywowych, gdyz najlepiej symulujg warunki in vivo. W obu
przypadkach do badan zastosowano specjalnie zaprojektowane moduly pomiarowe. Ponadto
w zaprojektowanych ukladach mikroprzeplywowych rownolegle monitoruje si¢ wplyw pola
elektrycznego oraz wybranego leku w czasie tego samego pomiaru, co podnosi zar6wno
efektywno$¢ badan jak i ich powtarzalno$¢. Dodatkowo w uktadach przeptywowych istnieje

mozliwo$¢ monitorowania potencjatu blonowego oraz migracji wybranych jonéw w czasie

rzeczywistym.
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Pomimo pozytywnej opinii dotyczacej przedlozonej pracy doktorskiej, chcialabym, aby
Autorka odpowiedziala na kilka pytan, ktore sa wazne dla pelnego zrozumienia istoty
zagadnienia, ktorym si¢ zajmowatla:
- Bardzo lakonicznie oméwila Autorka proces tworzenia porow w membranie komorkowej
przy zastosowaniu zewnetrznego pola elektrycznego. Przedstawienie obecnie stosowanych
modeli (dynamika molekularna) bytoby pomocne w zrozumieniu mechanizmu tego procesu.
Nalezatoby podkresli¢, iz podczas elektroporacji czasteczki lipidow nie ulegaja chemicznej
zmianie, ale przegrupowujgc si¢ tworzg por, ktory dziala jako kanal transportowy przez
dwuwarstwe.
- W zaleznosci od dlugosci trwania impulsu (nanosekundowy, mikrosekundowy), oraz
natezenia pola elektrycznego mamy do czynienia z innym typem elektroporacji, ktorej
dziatanie na blone komoérkowa jest zgola odmienne. To zapewne wyjasniloby dobor
parametrow pola elektrycznego zastosowanego w pracach badawczych.
- Stosowane w terapii nowotworowej cytostatyki charakteryzujg si¢ odmiennym indeksem
terapeutycznym. Porownanie ktory z uzytych lekdéw przy zastosowaniu nizszej dawki
terapeutycznej stosujgc EP indukuje efekt komoérkowy na tym samym poziomie, byloby
istotnym parametrem procesu.
- W tabeli 1 zamieszczonej na stronie 25 zestawiono dane dla poszczegdlnych lekow
przeznaczonych do aplikacji ECT. W tabeli brak informacji dla jakich komorek zostaly
przeprowadzone badania dla poszczegfilnych lekéw uwzglednionych w wykazie. Nalezy
wzigé pod uwage, iz zaleznie od rodzaju cytostatyka jego stgzenie cytotoksyczne bedzie
odmienne i specyficzne wzgledem rodzaju komodrek nowotworowych.
- Przy interpretacji wynikow nalezaloby zwroci¢é uwagg, ze budowa membrany komorek
prawidlowych jak i komoérek nowotworowych jest odmienna, a tym samym nalezatoby si¢
spodziewa¢ réznicy w transporcie transblonowym. Znalezienie korelacji pomiedzy
transportem transblonowym wywolanym procesem elektroporacji a typem komorek
nowotworowych miatoby duzy aspekt aplikacyjny (przykladowo zawarto$¢ cholesterolu w
komorkach wplywa na ich przepuszczalno$é w obecnoscei impulsoéw pola elektrycznego).
- W przypadku czastek aktywnych waznym aspektem bedzie forma w jakiej wystepujg w
okreslonych warunkach $rodowiskowych. Dla czastek obdarzonych tadunkiem elektrycznym

ich transport przez membrang komorkowa moze by¢ utrudniony.
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- Podsumowanie zawiera istotne wnioski koncowe, natomiast brak zestawienia wynikéw dla
badanych cytostatykéw dla réznych typdéw hodowli komérkowych. Zestawienie w formie
graficznej pozwolitoby na okreslenie istotnych trendow w zachowaniu si¢ poszczego6lnych
cytostatykéw oraz roznic pomiedzy nimi.

Rozprawa jest bogato ilustrowana, co ulatwia czytelnikowi zrozumienie zaréwno
przyjetej koncepcji badan, jak i analizy otrzymanych wynikéw. Praca jest przygotowana w
dobrym standardzie edytorskim, pomimo tego ponizej zawieram kilka uwag.

- Tytul rozdzialu numer 7 jest zbyt ogdélny i powinien brzmie¢: elektroporacja zawiesiny
komorkowe;j.

- Pozycja literaturowa 128 oraz 129 sg zdublowane.

- Opis zamieszczony na stronie 87 dotyczy rys. 28 a nie rys. 29.

- Bardzo trudno zweryfikowa¢ wyniki badan przedstawione na rys. 29, ze wzgledu na ich
wielkos¢.

-Na rys. 30 porownano zdjecia SEM komérek A375 oraz HaCaT, niestety nie jest widoczna
skala dla poszczegélnych zdje¢. Jezeli zastosowano identyczne powigkszenie, to
obserwowane zmiany topografii komorki pod wplywem pola elektrycznego w stosunku do
ukladéw wyjsciowych sg istotne.

Rozprawa doktorska zawiera obszerny warsztat metodologiczny dotyczacy
zastosowania EP w ukladach komoérkowych. Autorka we wlasciwy sposob zrealizowala
szeroki program badawczy umiejetnie planujac i prowadzac eksperymenty laboratoryjne i
dokonujac starannej interpretacji danych. Opracowana przez doktorantk¢ metodologia
badawcza ma duza warto$¢ poznawczg oraz aplikacyjng. Odpowiedni wybor szerokiej gamy
metod eksperymentalnych dowodzi, iz mgr inz. Sandra Skorupska jest dojrzalym naukowcem
zastugujacym na stopien naukowy doktora nauk chemicznych.

Wyniki otrzymane w ramach realizacji pracy doktorskiej mgr inz. Sandry Skorupskiej
obejmuja szes¢ publikacji oraz rozdzial w monografii. Wszystkie prace zostaty opublikowane
w  renomowanych  czasopismach  naukowych o  zasiggu  migdzynarodowym:
Bioelectrochemistry, Analytical Biochemistry, Nanotechnology, RSC Advances, Organs on a
Chip. Cztery publikacje sg w trakcie ewaluacji. W czterech publikacjach mgr inz. Sandra

Skorupska jest glownym autorem. Przeprowadzone prace stanowig podstawe dwdch zgloszen
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patentowych. Biorgc pod uwage etap kariery naukowej dorobek Autorki oceniam na
wyrdzniajacy sie.

Podsumowujac, przedtozona do recenzji praca doktorska przedstawia istotng warto$é pod
wzgledem poznawczym i aplikacyjnym, a tym samym posiada elementy nowosci w zakresie
dziedziny nauk chemicznych. W zwigzku z tym stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz.
Sandry Skorupskiej pt. ,Badania nad wykorzystaniem elektroporacji do kontrolowanego
wprowadzania czgsteczek lekow do komorek™ spetnia wszelkie wymagania stawiane pracom
doktorskim okreslone w art. 13. ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. ,,O stopniach i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” oraz & 5 ust. 1 ,,Rozporzadzenia
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegdlowego
trybu i warunkoéw prowadzenia czynnosci w przewodzie doktorskim, w postgpowaniu
habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytulu profesora” (Dz. U. z 2018 r. poz. 261)
oraz na podstawie art. 179. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. .,Przepisy wprowadzajace ustawe
— Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669). Wobec powyzszego
wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej o
przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Sandry Skorupskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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