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Rozprawa doktorska mgr inz. Sandry Skorupskiej ,Badania nad wykorzystaniem elektroporacji
do kontrolowanego wprowadzania czasteczek lekéw do komodrek” dotyczy zastosowania pola
elektrycznego do wprowadzania czasteczek do komdrek. W wyniku zastosowania impulséw elektrycznych
w btonie komdrkowej tworzg sie pory, przez ktére do wnetrza komdrek moga dostawac sie zwigzki
matoczasteczkowe, makromolekuty, a nawet kropki kwantowe. Proces ten to elektroporacja.
Elektrochemioteriapia to rozwijajgca sie metoda leczenia nowotwordw, w ktorej elektroporacja pozwala
na skuteczniejsze wnikanie lekdw, co pozwala na zastosowanie mniejszej dawki oraz stosowanie lekéw,
ktére w innych warunkach stabo przenikajg do komérek. W rozprawie opisano wyniki elektroporacji
zawiesin, monowarstw oraz sferoidow komodrkowych. Przeprowadzono rdéwniez doswiadczenia
z wykorzystaniem mikrouktadow przeptywowych. Zbadano réznice miedzy uktadami modelowymi. Podjeto
prébe okreslenia jak parametry procesu (np. ksztatt elektrod, odlegtos¢ miedzy nimi) wptywa na wydajnos¢
elektroporacji czterech czynnikbw o potencjale terapeutycznym. Czynniki te to 5-fluorouracyl,
doksorubicyna (DOX), oksaliplatyna (OXA) i chlorek wapnia. Tematyka badawcza jest interesujaca i wazna.

Rozprawa podzielona jest na dwie gtéwne czesci: ,teoretyczng” (rozdziaty 1 do 3) oraz
,doswiadczalng” (rozdziaty 4 do 10). Rozdziat 11 to , Podsumowanie”, a rozdziat 12 to ,Bibliografia”,
w ktorej wymieniono 149 odnosnikdw literaturowych. Dotgczony jest rowniez wykaz skrétéw. Streszczenie
i stowa kluczowe zamieszczone sa w dwdch jezykach: polskim i angielskim. Rozprawa spisana zostata na 178
stronach, na ktérych zamieszczono 80 rysunkow.

Wyniki opisane w rozprawie zostaty czesciowo opublikowane w dwdch artykutach w bardzo
dobrych czasopismach naukowych. Ponadto mgr inz. Skorupska jest wspodtautorka czterech innych
artykutéw (Scopus, 2022.11.20), rozdziatu w ksigzce, doniesien pokonferencyjnych, oraz dwdch zgtoszen
patentowych. Dorobek ten oceniam bardzo wysoko.

Promotorkg rozprawy jest dr hab. inz. llona Grabowska — Jadach, prof. PW, ktéra w swojej pracy
badawczej zajmuje sie badaniem cytotoksycznosci nanomateriatow, zastosowaniem terapii fototermicznej,
wykorzystaniem elektroporacji i badaniem skutecznosci chemioterapii wspomaganej elektroporacja.

Jakos$¢ rozprawy jest bardzo nieréwna. Czesci ciekawe (np. projektowanie uktadéw do
elektroporacji monowarstw oraz uktadéw mikrofluidycznych, wyniki elektroporacji monowarstw
z 5-fluorouracylem oraz DOX) przenikajg sie z fragmentami stabszymi. Jednym z moich najwazniejszych
zastrzezen jest kwestia wewnetrznej spojnosci uzyskanych wynikow. Poniewaz badano wnikanie czterech
zwigzkow, przedstawione zostaty cztery zestawy wynikdw dla tych samych parametréw elektroporacji
(badanie komdrki, parametry elektroporacji itd.). Kazdy z tych zestawow zawierat wyniki prob kontrolnych
dla prébek elektroporowanych bez leku. Poniewaz byty to de facto identyczne prébki nalezatoby oczekiwac
bardzo zblizonych wynikéw. W wielu miejscach jednak te cztery wyniki sg ze sobg niespéjne.

W rozdziale 7, ktory dotyczyt elektroporacji komorek w postaci zawiesin, wyniki préb kontrolnych,
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pokazujgce zywotnos¢ komodrek A375 poddanych elektroporacji (900 V, 1 puls, 10 ms) bez leku,

zamieszczone sg na rysunku 13a (chociaz tutaj nie podano czasu po jakim wykonano test MTT —

na podstawie rozdziatu 6.4 mozna jednak sadzi¢, ze byto to 24h, jak w przypadku pozostatych wynikow

w rozdziale 7), rys 16a, 18a, 20a, oraz 23a.Juz na wykresach widaé, ze wartosci roznia sie (czasem znacznie),

mimo ze dotyczg dokfadnie takiej samej probki. W opisach wynikéw réwniez podano rdine wartosci.

Ponizej przytaczam adekwatne cytaty ilustrujgce problem.

e strona 70 (dotyczy rys. 16a) ,W przypadku obydwu linii komdrkowych sama elektroporacja
spowodowata zmniejszenie zywotnosci o okoto 10-15% zaréwno po 24h jak i 48h od rozpoczecia
testu.”, '

e strona 73 (dotyczy rys. 18a): ,Elektroporacja spowodowata zmniejszenie zywotnosci komoérek A375
do 95% po 24h”;

e strona 76 (dotyczy rys. 20a): , Dziatanie pola elektrycznego na komadrki nowotworowe spowodowato
zmniejszenie ich zywotnosci prawie o 20%”;

e strona 80 (dotyczy rys. 23a) napisano: ,Zywotno$¢ komdrek nowotworowych inkubowanych
ze zwigzkiem wynosi ok. 90% i malej zaledwie o kilka procent w poréwnaniu do kontroli dla préby
elektroporowane;j”.

Dla jasnosci nalezy przytoczy¢ cytat ze strony 52, gdzie napisano, ze badania ,prowadzone byty (..)

na dwdch liniach komdrkowych skor: prawidtowej HaCaT oraz nowotworowej A375”. Dlatego nalezy

rozumiec stwierdzenie , komadrki nowotworowe” jako linie A375.

Skoro sama procedura elektroporacji moze powodowac zmniejszenie zywotnosci komorek od 5%
do nawet 20% w zaleznosci od prébki to wnioskowanie o skutecznosci konkretnego leku w wielu
przypadkach moze by¢ nieuzasadnione. Szczegdlnie, ze najwieksze spadki zywotnosci A375 po 24h
z jednoczesnym zastosowaniu leku i elektroporacji przedstawione w tym rozdziale to mniej niz 50%
(zazwyczaj efekt byt mniejszy).

Podobna sytuacja ma miejsce w rozdziale 9. Wyniki na rysunkach 36b, 41b, 45b oraz 50b dotycza
probek kontrolnych, tj. tych samych sferoiddw A375 wystawionych na ten sam proces elektroporacji (bez
leku). Jednak réznice w wynikach sg znaczace — od cytuje: ,Sama elektroporacja nieznacznie wptyneta
na zwiekszenie liczby komdrek martwych w strukturze sferoidu” (strona 113) do ,,Elektroporacja sferoidow
spowodowata znaczne zwiekszenie ilosci komdrek martwych w ich catej objetosci” (strona 118). Oba cytaty
dotyczg komorek A375.

Jeszcze wyrazniej niespdjnos¢ wynikow jest widoczna po analizie danych na rysunkach 35b, 40b,
44b oraz 49b. Wyniki te dokumentujg zmiany rozmiaréw sferoiddw komdrek A375 pod wptywem
elektroporacji (bez leku). Uzyskane wyniki wahaja sie od +30% (rysunek 35b, 40b) przez +10% (rysunek 44b)
do -10% (rysunek 49b). Ponownie wida¢, ze same pomiary sg obarczone duzg zmiennoscig.

Inny przyktad to wyniki na rysunku 35f (elektroporacja, 5-fluorouracyl c=192 uM), gdzie udato sie
zmierzy¢ wielkos¢ sferoidow, ale juz dla tej samej probki badanej pod mikroskopem stwierdzono (rysunek
36), ze ,elektroporacja z lekiem spowodowata rozpad sferoidu”. To samo dotyczy rysunkow 40f i 41f. Czyli
w jednym pomiarze sferoidy byty, a w drugim ulegty rozpadowi (dla identycznych warunkow).

Moje podejrzenie, ktére musi by¢ rozwiane, dotyczy ilosci powtdrzernn pomiaréw. Wydaje sie,
ze przynajmniej niektére wyniki w rozdziatach 7, 9 oraz 10, pochodza z pojedynczych eksperymentoéw,
a wskazana ilos¢ powtdrzen (n) dotyczy powtdrzen technicznych, dla pojedynczej prébki. Rozdziat 6.19
(,Metodyka badawcza” > ,Statystyka”) odpowiada opisom w artykutach, ktérych Doktorantka jest
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wspotautorkg (Bioelectrochemistry, 2019, 126, pp. 86-911 oraz Sensors and Actuators B: Chemical, 2022,
351, 130889), ale z jedng, kluczowg, zmiang. W rozprawie brakuje bardzo waznego zdania, ktére znajduje
sie w publikacjach, mianowicie: , All experiments were performed in three independent repetitions,
5 replications each”. *

Prosze rowniez o dodatkowe wyjasnienia dotyczace wynikow w rozdziale 9, gdzie wskazano n=2.
Czy wyniki zmian wielkosci sferoidéw analizowano na podstawie dwoch sferoiddw w réwnolegtym
eksperymencie?

W rozdziatach7 do 9 podpisy pod rysunkami wprost wskazywaty ilos¢ powtdrzen (n). Nie jest jasne,
czy to byly powtdrzenia techniczne, czy biologiczne, ale ta informacja byta podana. Brak jest jéj jednak
w podpisach pod rysunkami o numerach od 65 do 78 w rozdziale 10.

W tym kontekscie ciekawa jest analiza wynikéw w rozdziale 8, ktéry dotyczyt elektroporacji
monowarstw komorek. Wartos¢ kontroli K EP (kontrola po elektroporacji, ale bez leku) na rysunkach 31a
i 32a jest identyczna (tj. 5-fluorouracylu i DOX, czyli zwigzkéw pokazanych w publikacji Sensors and
Actuators B: Chemical, 2022, 351, 130889), ale 33a (OXA) i 34a (jony wapnia) juz nie. Nalezy zaznaczy¢,
ze w tym uktadzie réznice te nie sg duze. Ponadto wynik OXA + EP dla HaCaT (rysunek 33b) pokazuja
wiekszg zywotnos¢ niz samo EP, i to az o okoto 20% (po 48h). W przypadku mniejszej zywotnosci komdrek
uznawane jest to za dowdd skutecznosci elektrochemioterapii. Wskazuje to, ze wyniki, ktore przeszty przez
sito recenzentéw w czasopismie Sensors and Actuators B: Chemical (5-fluorouracyl oraz DOX) s3 spdjne
i dobrze opisane, natomiast wyniki dodane w rozprawie (OXA, Ca2+) wydaja sie ,,pochodzi¢” z innych serii
pomiarowych, dla ktérych liczba powtdrzen biologicznych mogta byé mniejsza.

Roznice miedzy eksperymentami mogg by¢ znaczace i mogg nie zaleze¢ od eksperymentatora
(np. w ktdrej fazie cyklu komoérkowego podawany byt impuls). Dlatego konieczne jest precyzyjne wskazanie
ktére wyniki przedstawione w rozprawie nie byty wykonany w trzech powtdrzeniach biologicznych.
Problem dotyczgcy powtdrzen ,technicznych” (replicates) i ,biologicznych” (repetitions) byt wielokrotnie
podnoszony w literaturze, np. Bell, BMC Biol. 2016; 14: 28, Blainey et al., Nature Methods 11, 879—
880 (2014).

Rozrzut wynikéw dla préobek kontrolnych, ktére powinny by¢ bardzo zblizone do siebie, niezwykle
utrudnia analize wynikéw. Przytoczone przyktady to nie sg drobne zmiany. Przedstawione wyniki dziatania
lekéw i lekéw z elektroporacja czesto nie sg znaczgco lepsze niz zmienno$¢ w samych prébkach
kontrolnych. Moze to mie¢ to dramatyczny wptyw na analize wynikdéw, szczegdlnie na analize statystyczna.
W mojej ocenie ponownie wykonana analiza statystyczna uzyskanych wynikdw moze mieé¢ wptyw
na wnioski przedstawione w rozdziale podsumowujgcym catg rozprawe. Bardzo prosze o komentarz,
wskazanie ilosci powtdrzen biologicznych i technicznych dla wszystkich serii pomiarowych, oraz
wyttumaczenie jezeli zdecydowano sie zmniejszy¢ ilos¢ powtdrzen w stosunku do ogdlnie przyjetych
standarddw.

Rozdziaty 1,2i 3

,Czes¢ teoretyczna” jest w istocie przeglagdem literatury i nie zawiera zadnych teoretycznych
rozwazan dotyczacych procesu elektroporacji. W mojej ocenie bardziej adekwatny tytut to ,Czes¢
literaturowa”. Czesc ta sktada sie z trzech rozdziatéw zatytutowanych: ,,Choroby nowotworowe”, ,Modele
komorkowe w testach in vitro” oraz ,,Podsumowanie”. Historia nakreslona przez doktorantke jest spdjna.
Zaczyna sie od choréb nowotworowych i koniecznosci rozwijania metod ich leczenia. Elektrochemioterapia
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opisana jest jako jedna z obiecujgcych terapii. Pozwolito to ptynnie przejs¢ do zagadnien bezposrednio
zwigzanych z elektroporacjg, ktéra utatwia dostawanie sie lekdw do wnetrza komodrek. Dalej, wskazane
s3 ,Wyzwania” (sekcja 1.3). Jako narzedzia wykorzystywane w badaniach opisane s3 modele komdrkowe
(zawiesiny, monowarstwy i sferoidy) oraz mikrosystemy, w szczegdlnosci przeptywowe. Rozdziat koriczy sie
opisem badanych w pracy zwigzkéw: 5-fluorouracylu, doksorubicyny (DOX), oksaliplatyny (OXA) i chlorku
wapnia.

W mojej ocenie czes¢ teoretyczna jest zbyt zwiezta. Najwiekszym mankamentem jest brak opisu
mechanizmu elektroporacji. W rozprawie odnalaztem tylko dwa fragmenty, dotyczgce tego zjawiska:

- (strona 21) ,Elektroporacja polega na poddaniu komdrek dziataniu zewnetrznego pola elektrycznego
w wyniku czego dochodzi do destabilizacji btony komdrkowej i powstawania w niej hydrofilowych poréw,
bedacych dodatkowgq drogg migracji dla czasteczek”, oraz

- (strona 44) ,.Sam mechanizm permeabilizacji btony komoérkowej pod wptywem przytozonego napiecia nie
jest jednoznacznie wyjasniony. Badania dotyczace kinetyki oraz mechanizmu tego procesu wymagaja
rozszerzenia. Rozwazania teoretyczne na temat elektroporacji wcigz opierajg sie na prostych zatozeniach
(np. sferyczny ksztatt komorki, brak jej rotacji, puchniecia w trakcie procesu). Dodatkowo, procesy
towarzyszace permeabilizacji btony komdrkowej, takie jak zmiana potencjatu btonowego, czy transport
jondéw innych czasteczek do i z komdrki, powinny zostaé wziete pod uwage w analizach [121]. Zrozumienie
podstaw teoretycznych oraz procesu za pomocg bardziej kompleksowych réwnan uwzgledniajgcych
wszystkie czynniki majgce wptyw na efekt elektroporacji, pozwoli lepiej pojac ja sama, a takze przewidywac
jej skutki z wiekszym prawdopodobiefnstwem”.

To zdecydowanie zbyt lakoniczny i powierzchowny opis by wprowadzi¢ czytelnika w problem
poruszany w dysertacji. Jako przyktady literaturowe (jest ich zdecydowanie wiecej) wskazuje dwie prace
przegladowe (Annu. Rev. Biophys. 2019. 48:63—-91 oraz Chem. Rev. 2022, 122, 13, 11247-11286). Jedna
z prac pochodziz 2022 roku i mogta nie by¢ dostepna w czasie przygotowania rozprawy, ale teksty zrodtowe
tam opisane powinny by¢ Doktorantce znane. Opis mechanizmu powstat na podstawie zaréwno
eksperymentdw, jak i symulacji, ktorych znaczenie Doktorantka zdaje sie umniejsza¢ piszac ,,Rozwazania
teoretyczne na temat elektroporacji wcigz opieraja sie na prostych zatozeniach” (strona 44). W rozprawie
nie odnalaztem rozwazan dotyczacych np. przeptywu pradu przez uktad. Doktorantka nie opisata, czy
na elektrodach zachodza reakcje redox a w uktadzie ptynie prad, czy jednak gtéwnym czynnikiem
oddziatujgcym z komdrkami jest pole elektryczne, a sam przeptyw pradu nie jest kluczowy (np. w zwigzku
z krétkim czasem trwania impulséw). Poniewaz badania i optymalizacja elektroporacji sa rdzeniem
rozprawy, brak opisu samego procesu uwazam za duzy minus.

Brak bardziej szczegétowego opisu procesu czesto pozostawia czytelnika z pytaniem ,dlaczego”.
Przyktadem s3 stwierdzenia: ,,rekomendowane jest podanie 8 impulséw o czasie trwania 100 us kazdy
i zastosowania pola elektrycznego o natezeniu 1000 V/cm”, oraz zdanie ,polecane jest tez wykorzystanie
generatora napiec Cliniporator”. Nie opisano jak proces elektroporacji zalezy od ilosci impulséw i czasu ich
trwania. Pobieznie wspomniana jest tez zaleznos¢ od natezenia pola. Nie wiadomo czym Cliniporator
odrdznia sie od innych urzadzen. Nie jest tez jasne, dlaczego Dcktorantka nie stosuje tego urzadzenia
w swoich badaniach, skoro jest to zalecane.

Na stronie 21 napisano, ze rozmiary utworzonych w wyniku elektroporacji poréw ,, wahajg sie od
1 do nawet 80 nm”. W odnosniku, ktéry zostat podany przy tej informacji (referencja 28,
Bioelectromagnetics 20:194-201 (1999) 1521186x, 1999) nie odnalaztem danych na poparcie tego
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stwierdzenia. Co wiecej, w przywotywanej juz wczesniej pracy przegladowej (Chem. Rev. 2022, 122, 13,
11247-11286) autorzy pisza: , Pores with radii or at least ~0.8 nm reach an energy minimum, in which
pores are stable even after the removal of the electric field. At a wider radius, the membrane is irreversibly
porated past a second energy maximum?”. Rowniez Saulis i Saule (Biochimica et Biophysica Acta 1818, 12,
2012, 3032-3039) traktujg pory o wielkosci 0.8 nm jako duze. Wieksze pory oczywiscie mozna uzyskad, ale
zmniejsza  to przezywalnos¢ komodrek, a zgodnie ze zdaniem na stronie 22 rozprawy
w ,electrochemioterapii stosowana jest elektroporacja odwracalna”. Doktadniejszy opis wielkosci
tworzonych poréw, rowniez w funkcji parametrow elektroporacji, powinien pojawi¢ sie w rozprawie,
szczegolnie w kontekscie rozdziatu 10.2.3.6.a, w ktérym pokazano przenikanie do wnetrza komorek kropek
kwantowych o rozmiarze 3.7 nm.

Pobieznos¢ opisdw ujawnia sie réwniez w innych miejscach. Dla przyktadu w rozdziale 1.1 opisane
s3 metody leczenia nowotwordw, ale pominieto wazne i szeroko stosowane terapie — terapie celowang
(ktorg American Cancer Society zdecydowanie odréznia od chemioterapii
(https://www.cancer.org/treatment/treatments-and-side-effects/treatment-types/targeted-
therapy.html)), terapie z wykorzystaniem komorek macierzystych, przeszczep szpiku czy terapie
hormonalne.

Innym przyktadem jest brak opisu wykorzystania elektroporacji w mikrobiologii (np. w procesie
transformowania bakterii) lub w pracach dotyczacych roslin. W mojej ocenie wzmianka taka bytaby
znacznie bardziej odpowiednia niz np. opis zasady 3R (Replacement, Reduction, Refinement). Sama zasada
3R jest niezwykle wazna, ale nie dotyczy elektroporacji, a rozprawa nie zawiera wynikéw eksperymentow
z wykorzystaniem zwierzat. Dlatego poswiecenie zasadzie 3R péttorej strony (strony 28 — 29) z okoto
34 stron ,,czesci teoretycznej” uwazam za zta decyzje.

Kolejnym zagadnieniem, na ktére pragne zwrdci¢ uwage jest brak precyzji w sformutowaniach
Doktorantki. Dla przyktadu na stronie 17 znajduje sie zdanie: ,Ze wzgledu na wtasciwosci fizykochemiczne
lekéw, dostarczenie ich do komdrek nowotworowych jest bardzo czesto skomplikowane i nieefektywne”.
Nie wiadomo jednak jakie konkretnie wifasciwosci fizykochemiczne lekéw Doktorantka ma na mysli
(tadunek, rozmiar, rozpuszczalnos$c?) ani konkretnie jak czesto jest to problem i na jaka efektywnosé mozna
liczy¢. W innych fragmentach Doktorantka pisze ,(..) komodrki zostajg poddane elektroporacji
z wykorzystaniem specjalnych elektrod” i ,Uzyskane wyniki potwierdzity bardzo dobre wtasciwosci
fizykochemiczne elektrod (...)” ale nie opisuje w czym ta ,,specjalnosc” sie przejawia ani kiedy wyniki mozna
uznac za ,bardzo dobre”. Ogdlne stwierdzenia, takie jak ,bardzo powazny”, ,bardzo czesty”, (strona 17)
»Wymagajacy mnostwa czasu, wysitku i zasobdw pienieznych” (przyktad ze strony 27), ,znaczny spadek
zywotnosci” (przyktad ze strony 34) powinny by¢ zastgpione twardymi danymi (np. sredni koszt
wprowadzenia leku na rynek, procent pacjentéw cierpigcych na powiktania w danej metodzie leczenia,
jakie konkretnie wtasciwosci sg kluczowe dla danego zastosowania, itd.). Inny przyktad to opis
»,wzmocnienia hydrodynamicznego” w mikrouktadach. Wskazano tylko, ze mikrosystemy pozwalajg na
stworzenie ,,dogodnych warunkéw hydrodynamicznych majacych na celu dodatkowo zwiekszenie
wydajnosci elektroporacji”. Nie wiadomo, kiedy warunki sg ,dogodne”. Rysunek 10 nie rozwiewa tych
watpliwosci. Przedstawiona lista wskazuje przyktady i nie jest listg wyczerpujacga. Podobnie mato precyzyjne
opisy mozna odnalez¢ réwniez w rozdziatach, w ktérych prezentowane sg wyniki uzyskane w ramach pracy
nad rozprawa.

Rysunek 9 nie pokazuje opisanych na stronie 39 czterech rodzajow elektrod. Opis tego rysunku
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jest lakoniczny i nie utatwia zrozumienie wad i zalet poszczegdlnych typow stosowanych uktaddw.

Rozdziaty 4,5i6

Cze$¢ doswiadczalna rozprawy rozpoczyna sie od opisu celu pracy (rozdziat 4) i hipotez
badawczych (rozdziat 5). Rozdziaty te sg informatywne, mimo ze krétkie. Rozdziat 6 zatytutowany jest
,Metodyka badawcza”. Opis odczynnikdw i procedur zawiera kilka niedopowiedzen:

e Nie jest jasne w jaki sposdb w procedurze 6.6 (,Elektroporacja sferoidéw”) wykonano punkt 2
(,,Usuniecie medium hodowlanego”), skoro sferoidy hodowane byty w ptytkach hydrofobowych i nie
byty zwigzane z powierzchnig. To samo dotyczy punktu 6 (,Usuniecie roztworu Alamar Blue znad
sferoidéw”) w procedurze 6.10.

e Jak na wynik eksperymentow (np. w 6.4, punkt 4) wptywa réznica w ilosci komdrek miedzy probkami,
a kontrolg (probka to 180 ul zawiesiny + lek, kontrola to 200 ul zawiesiny)? 10% mniej komdrek
w prébkach w poréwnaniu do kontroli moze powodowa¢ zmniejszenie sygnatu analitycznego
(najczesciej fluorescencji), ktére moze by¢ btednie interpretowane np. jako spadek proliferacji
komorek.

e Czy w opisanych protokotach lek rozpuszczony byt w buforze czy w wodzie?

e Jak wykonano procedury opisane w punkcie 6.5, skoro ,,nie ma dostepnych komercyjnie tego typu
urzadzen” (brakuje opisu wykorzystanej aparatury)?

e Czy ptytki ITO byty przygotowane w ramach pracy czy zakupione?

e Brak chocby pobieznego opisu PBFI (np. jako ,potassium-binding benzofuran isophthalate”).

e Brakuje adekwatnych opiséw procedur oraz odczynnikdw wykorzystanych w pracach dotyczacych
elektroporacji kropek kwantowych.

Detalem, ktdérego zabrakto, jest brak krétkich opiséw sposobu dziatania wykorzystanych sond
fluorescencyjnych. Dla przyktadu, w punkcie 6.14 wystarczytoby doda¢, informacje, ze Fluo-4 jest
barwnikiem, ktdrego fluorescencja (rosnie 100x w obecnosci jondw wapnia). Obecny jest krotki opis
dziatania kalceiny, Alamar Blue, jodku propidyny, czy FluoVolt, ale nie MTT, DCFH-DA, Fluo-4, czy PBFI.

Rozdziat 7

Mam watpliwosci czy odpowiednio zaznaczono wyniki, dla ktérych wartos¢ testu ANOVA byty
mniejsze niz 0.05 (czyli oznaczenie , gwiazdek” na wykresach). Dla przyktadu na rysunku 16a zaznaczono,
ze roznica miedzy probkag ,K EP” (kontrola po elektroporacji) oraz probka ,38 uM 5-FU EP” (czyli
elektroporacji w obecnosci 38 uM 5-fluorouracylu) jest statystycznie istotna. Brak natomiast odnotowanej
réznicy miedzy ,K EP” (kontrola po elektroporacji) oraz probkg 192 uM 5-FU EP (czyli elektroporacji
w obecnosci 192 uM 5-fluorouracylu), mimo ze wyniki dla 38 uM i 192 uM 5-fluorouracylu po elektroporacji
sg do siebie bardzo zblizone (a wrecz 192 uM dziata lepiej (zgodnie z przewidywaniami) i réznica jest jeszcze
wieksza). Analogiczny komentarz dotyczy réwniez wynikéw ilosci jondw wapnia w komdrkach (rys. 24) oraz
poziomu reaktywnych form tlenu w komérkach (rys. 21).

Podnosze ten problem, poniewaz w dyskusji wynikdw Doktorantka powinna uwzgledni¢ przede
wszystkim rezultaty po zastosowaniu elektroporacji i leku, dla ktérych jednoczesnie stwierdzono
statystycznie istotne rdéznice w poréwnaniu do 1) samego leku, oraz 2) samej elektroporacji. Celem byto
przeciez pokazanie, ze jednoczesne dziatanie tych dwdch czynnikow jest skuteczng formg zwalczania raka.
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Jezeli wynik nie jest statystycznie rozny od samego leku, to po co dodawac etap elektroporacji? Jezeli wynik
nie jest statystycznie rézny od elektroporacji, to skagd wiadomo, ze lek dostat sie do srodka komorki?
W mojej opinii nalezy zweryfikowac wszystkie wartosci p-value oraz wskazac préby, w ktérych wyniki , lek
+ elektroporacja” wykazuje statystycznie istotne rdznice zaréwno w porédwnaniu do ,leku” jak i samej
,elektroporacji”.

Sposob przedstawienia wynikéw w tym rozdziale wskazuje, ze tylko 5-fluorouracyl w stezeniu
38 uM (ale nie w stezeniu wyzszym, tj. 192 uM) w stosunku do komdrek zaréwno A375 jak i HaCaT, 1 uM
OXA w stosunku do A375, oraz jony wapnia (2 mM) w stosunku do A375 i HaCaT dziatajg lepiej w potgczeniu
z elektroporacjag. Mam watpliwosci, czy tak byto w rzeczywistosci, czy moze jednak na rysunkach nie
zaznaczono wszystkich wynikéw analizy statystycznej (np. réznicy miedzy ,K EP” a ,,192 uM 5-FU EP”).

Doktorantka pisze réwniez, ze ,,w badaniach zastosowano dwie rézne sole wapnia, co pozwolito
okresli¢ wptyw (...) przeciwjonu na zywotnos¢ komodrek”. Nie opisano dlaczego wybrano te konkretne
przeciwjony. Czy chodzito o ich mobilno$¢ elektroforetyczng? Napisano jedynie, ze zauwazono ,liniowe
zmniejszanie zywotnosci komadrek” co nie jest prawda w badanym zakresie badanych stezen — zaleznosc
zdecydowanie nie jest liniowa.

Nie zgadzam sie réwniez ze stwierdzeniem, ze ,na podstawie otrzymanych wynikéw wybrano
optymalne parametry elektroporacji”. Sprawdzono dwa zestawy parametréow — jeden wykorzystywany
w testach in vitro (1 impuls, 10 ms), drugi w elektrochemioterapii (8 impulséw, 0.1 ms kazdy). Juz sam
sumaryczny czas eskpozycji na pole elektryczne rdzni sie o ponad rzad wielkosci (10 ms vs 0.8 ms). Wybor
miedzy dwoma zestawami parametrow na pewno nie jest optymalizacjg, ktéra prowadzitaby do poznania
,optymalnych” warunkdéw eksperymentu.

Rozdziat 8

Rozdziat 8 zatytutowany jest ,Elektroporacja komdrek w postaci monowarstwy”. Wyniki
zaprezentowane w tym rozdziale zostaty czesciowo opublikowano w publikacji Sensors and Actuators B:
Chemical, 2022, 351, 130889. W artykule opisano 5-fluorouracyl oraz DOX, natomiast w rozprawie dodano
wyniki dotyczagce OXA oraz jonéw wapnia.

Opracowano dwa moduty elektrodowe, ktére mozna umiesci¢ w dotkach standardowej ptytki 96
dotkowej. Wykonano symulacje numeryczne rozktadu natezenia pola elektrycznego dla obu modutéw. Nie
jest jasne czy wzieto pod uwage czas tworzenia podwdjnej warstwy elektrycznej, ktéra skutecznie
zmniejsza wartos¢ przytozonego potencjatu na stosunkowo krotkim dystansie od powierzchni elektrody.
Jaki bytby czas tworzenia podwdjnej warstwy elektrycznej w badanym uktadzie? W rozprawie brakuje
wyjasnienia dlaczego w okolicy elektrody centralnej w module cylindrycznym natezenie pola elektrycznego
osigga wartosci bliskie 2000 V/cm, jezeli réznica potencjatu pomiedzy elektrodami wynosi maksymalnie
200 V, a odlegtos¢ miedzy nimi 0.2 mm, co daje natezenie pola 1000 V/cm. Znany jest wzor analityczny,
ktory opisuje natezenie pola elektrycznego w uktadzie koncentrycznych elektrod (réwnanie 9 w Parkinsons
Dis. 2011:414682). Wzor ten przewiduje maksymalne wartosci nawet na poziomie okoto 2500 V/cm
w badanym ukfadzie. Wyjasnienie tej pozornej sprzecznosci bytoby niezwykle pomocne, poniewaz réznica
w skutecznosci obu uktadow elektrodowych moze wynikac wprost z faktu, ze w uktadzie koncentrycznym
pole elektryczne ma znacznie wigksze efektywne natezenie niz w uktadzie igtowym.

Na stronie 87 Doktorantka btednie odwotuje sie do rysunku 29 (powinien by¢ 28). Sam rysunek 28
jest rowniez btednie opisany (zestawy parametréw (1) i (I1) na rysunku sg btednie przypisane).
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Czy czarny okrag na zdjeciu na rysunku 29 (dla komérek HaCaT, 1000 V/cm, 1 impuls 10 ms, modut
cylindryczny) odpowiada obszarowi zwiekszonego natezenia pola elektrycznego w symulacjach na rysunku
26f?

Nie jest jasne, dlaczego na rysunku 30 nie przedstawiono wynikdw dla natezenia pola
elektrycznego 750 V/cm. Zgodnie z rysunkiem 28 tam réwniez powinny by¢ widoczne pory.

Na rysunkach 31 d, 34 b i d nie zaznaczono skali, a skala na rysunku 30 jest niezwykle trudna
do odczytania.

W wielu miejscach w tym rozdziale Doktorantka twierdzi, jak np. na stronie 99, ze ,,wyniki badan
uzyskane dla monowarstw sg zgodne z wynikami badan uzyskanymi dla zawiesin komérek”. Nie zgadzam
sie z taka analiza wynikéw. Dla zawiesiny wyniki wskazywaty, ze EP wzmaga dziatanie 5-fluorouracylu
w stezeniu 38 uM (ale nie w stezeniu wyzszym, tj. 192 uM) w stosunku do komdrek A375 jak i HaCaT, 1 uM
OXA w stosunku do A375, oraz jondw wapnia (2 mM) w stosunku do A375 i HaCaT. Wyniki dla monowarstw
pokazujg skuteczne dziatania jedynie 5-fluorouracylu (w obu testowanych stezeniach w stosunku do A375
i HaCaT). Nie wiadomo dlaczego OXA i Ca2+ okazaty sie nieskuteczne w tym uktadzie.

Rozdziat 9

Rozdziat 9 rozprawy dotyczy elektroporacji sferoiddw. Doktorantka nagminnie uzywa w tym
rozdziale nieprecyzyjnych opiséw typu ,duza”, ,mata”, ,znaczaca” itp.

Rysunki 47 i 52 sg btednie opisane i jakoby dotycza komdrek A375, natomiast opisy w tekscie
wskazujg, ze s to komorki HaCaT.

Doktorantka we wnioskach pisze, ze ,Wyniki badan dotyczgce wykorzystania elektroporacji
do wprowadzenia wybranych zwigzkéw do sferoidow sg w zgodzie z wynikami otrzymanymi w badanach
prowadzonych na zawiesinie komdrkowej i monowarstwie” (strona 124). Biorgc pod uwage duzy rozrzut
wynikdw pomiaréw wielkosci sferoidow (n=2), brak jednoznacznej metryki pozwalajgcej zmierzyc
przezywalnos¢ sferoidéw i analizy zdje¢ z mikroskopu (podano jedynie opis ,,duzo” — ,,mato”) trudno jest
formutowac wnioski na podstawie tych wynikdéw.

Rozdziat 10

W rozdziale 10 opisane s3 wyniki dotyczace elektroporacji komodrek w mikrouktadach.
W pierwszym podejsciu testowane byty elektrody ztote, jednak nie zapewniaty wystarczajacej
biokompatybilnosci. Dlatego eksperymenty prowadzono z wykorzystaniem elektrod ITO, Zbadano trzy
rézne geometrie (opisane jako ,elektrody proste”, , okragte” i ,proste o zaokraglonych koricach”).

Nie jest jasne czy w tym rozdziale , efektywnos¢ elektroporacji” (rys 65b) wyznaczona byta tak
samo jak we wczesniejszych rozdziatach. Jezeli tak, jest to niezwykle zaskakujgce. W rozdziale 10 wynosita
ona mniej niz 100% (rys 58, 65b, 67b, 70, 73), a w rozdziatach poprzednich (7, 8) byta wieksza niz 100% (rys
14, rys 28). Czy oznacza to, ze ilos¢ barwnika, ktéry wnikat bez elektroporacji byta wieksza niz
z elektroporacjg? Bytoby to niezgodne z gtéwnym zatozeniem pracy.

W rozprawie brakuje schematu uktadu dla elektrod prostych, podobnego do schematéw dla
pozostatych uktaddw, tj. rys 69a oraz 72a.

Nie wiadomo dlaczego do ewaluacji efektywnosci lekéw w potaczeniu z elektroporacja
w mikrouktadach nie wykorzystano testu MTT (zywotnosci komérek), tak jak w poprzednich rozdziatach (7
i 8), a skupiono sie na proliferacji (test Alamar Blue). Opis réwniez nie pomaga w zrozumieniu tych badan,
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poniewaz w podsumowaniu (rozdziat 10.3, strona 155 oraz 156) Doktorantka pisze mimo wszystko
o zywotnosci (np. ,Poréwnujgc wyniki zywotnosci komodrek po inkubacji i elektroporacji z lekami
uzyskanymi w doswiadczeniach wykonanymi w makroskali (na trzech réznych modelach komdrkowych)
z wynikami otrzymanymi w mikroskali dochodzi sie do niejednoznacznych wnioskéw”). Trudno mi byto
dojs¢ do jakichkolwiek wnioskow, poniewaz w rozprawie nie zaprezentowano wynikow testow MTT
(zywotnos¢) w mikrouktadach dla prébek wystawionych na elektroporacje, lek, oraz lek i elektroporacje
jednoczesnie.

Nie jest rowniez jasne dlaczego badania nad zwiekszeniem efektu lekdw w mikrouktadach
ograniczono tylko do jednej linii komérkowej (A375) zamiast dwéch (A375 i HaCaT) oraz tylko dwdch
czynnikéw o potencjale terapeutycznym (5-fluorouracyl, OXA) zamiast czterech jak w poprzednich
rozdziatach (5-fluorouracyl, OXA, DOX i jony Ca2+).

Rozdziat 10.2.3.6 jest skrétem wynikdw opublikowanych w pracy Bioelectrochemistry 126 (2019)
86-91. Zaskakujace jest, ze Doktorantka poswiecita im jedynie okoto 1 strony w catej rozprawie.
Zamieszczony opis jest bardzo powierzchowny. Brakuje rowniez odpowiednich opiséw dotyczacych
materiatéw i metod uzytych w badaniach (rozdziat 6 ,Metodyka badawcza”). W rozprawie nie ma detali
dotyczacych przeprowadzenia tych eksperymentow.

Doktorantka opisuje wyniki pokazane w rozdziatach 10.2.3.3 (zmiany potencjatu btonowego),
10.2.3.4 (ilo$¢ jondw wapnia w komdrkach) oraz 10.2.3.5 (monitorowanie ilosci jondw potasu), ale nie
prébuje ich wyjasnia¢ oraz wigzac ich znaczenia z innymi wynikami opisanymi w rozprawie. Same dane
réwniez sg trudne w interpretacji, poniewaz nie pokazano wynikéw dla probek kontrolnych (czyli bez
elektroporacji). Mozliwe jest, ze prdobki zostaty znormalizowane w stosunku do kontroli i pokazujg
procentowa wartos¢ w kazdym punkcie czasowym. Nie wiadomo jak zostata wykonana analiza danych
(rysunki 75, 76, 77). Sam opis tych wynikdw jest w wielu miejscach nieprecyzyjny. Dla przyktadu na stronie
148 napisano ,zauwazono gwattowny wzrost potencjatu btonowego komdrek zaraz po podaniu impulsu
elektrycznego”. Wzrostu tego nie ma dla prébki , 1000 V/cm”, a podobne zmiany (zaréwno dodatnie jak
i ujemne) obserwowane s przez caly czas trwania eksperymentu (we wszystkich prébkach), a nie tylko
po zastosowaniu impulsu. Dodatkowo, sama zmiana fluorescencji wynosi maksymalnie okoto 3% (dla
probki 1200 V/cm). Nie wiadomo czy mozna to uzna¢ za zmiane ,gwattowng” czy wynika to z proceséw
metabolicznych w komdrkach. Inny przyktad to opis wynikdw przedstawionych na rysunku 77:
»,Zaobserwowano prawie 5% zmniejszenie poziomu jondw potasu w komdrce po 5 s od podania impulsu
elektrycznego (...)”. Wydaje sie mato prawdopodobne, ze zmiana intensywnosci fluorescencji prébnika jest
réwna, a nie proporcjonalna, do stezenia jondw potasu. Na wykresie wida¢ zmiane intensywnosci
fluorescencji prébnika o 3% do 5%, ale ta fluorescencja pokazana jest w jednostkach arbitralnych i nie
wiadomo jak przeliczy¢ jg na stezenie jondw.

Uwagi ogdline

Dostrzegtem réwniez problemy z odnosnikami literaturowymi. Znaczna ich cze$é (>10%) jest zle
sformatowana (np. referencje 819 — brak czasopisma i DOI; referencja 10 brak roku i czasopisma; referencja
11 - brak autordw, roku, czasopisma; referencja 13 — brak czasopisma i DOI; referencja 34 - brak autordw,
czasopisma, roku, DOI). Dostrzegtem problemy z formatowaniem referencji w 17 pozycjach na liscie
odnosnikéw literaturowych.

W tekscie zabrakto odniesien do referencji 114 i 115 (a przynajmniej te braki zauwazytem).
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Odnosnik 115 pojawit sie w podpisie pod rysunkiem 11, ale byt tam wstawiony btednie — powinno to by¢
odniesienie do pracy 117.

W niektdrych czesciach rozprawy brakuje odnosnikéw literaturowych. Dla przyktadu w rozdziale
1.2.3. we fragmentach dotyczacych dziatania bleomycyny oraz cisplatyny nie ma ani jednego odniesienia
literaturowego. Poréwnanie dziatania tych lekow z elektroporacjq i bez wzmiankowane jest w referencjach
39i 40 w tabeli 1, tym bardziej dziwi brak odnosnikéw w tekscie.

Réwniez w pierwszej czesci rozdziatu 10 brak jest odnosnikéw literaturowych. Dla przyktadu
stwierdzenie ,Ztoto charakteryzuje sie wysoka przewodnoscig (rezystywnos¢ 2,44*107-8 ohm*m), jest
takze nietoksyczne” (strona 126) powinno byé opatrzone przypisem. Tym bardziej, ze w tym przypadku
ztoto okazato sie mie¢ negatywny wptyw na komoérki (np. fragment: ,stwierdzono negatywny wptyw
materiatu, z ktérego wykonane zostaty elektrody na zywotnos¢ komérek” — strona 131).

Duzym problemem w odbiorze pracy jest jej formatowanie. Doktorantka wykazata bardzo
swobodny stosunek do stosowania akapitéw. Dla przyktadu rozdziat 1.1, ktory liczy trzy strony tekstu (bez
dwach linijek) jest jednym akapitem. Podobnie rozdziat 2.4.3 (p6ttorej strony). W wielu miejscach dodany
jest odstep pomiedzy akapitami, ale brakujg wcie¢. Czytajac nie wiadomo czy nowe zdanie dotyczy
poprzedniego watku, czy juz zupetnie nowej mysli.

Odnalaztem stosunkowo niewielkg ilos¢ bteddéw stylistycznych i interpunkcyjnych. W kilku
miejscach brak jest spacji miedzy wartoscia i jednostkg. Doktorantka uzywa réwniez zargonu, np. piszac
o komoérkach , przyklejonych”, ktére sie ,,odkleja” od podtoza. S3 to jednak drobiazgi.

Podsumowanie

Problem ze spdjnoscig wynikow zaprezentowanych w rozprawie dotyczy réwniez wnioskéw
koncowych (rozdziat 11). Doktorantka pisze: ,Podsumowujac, uzyskane wyniki potwierdzity mozliwos¢
wykorzystania elektroporacji do wprowadzania 5-fluorouracylu, oksaliplatyny oraz chlorku wapnia
do komorek (...). Nie zauwazono podobnych zaleznosci dla doksorubicyny. Nalezy zwréci¢ uwage na fakt,
ze potencjat wykorzystania EP do wprowadzenia wymienionych zwigzkéw potwierdzono na trzech
modelach komodrkowych: zawiesinie komdrkowej, monowarstwie oraz sferoidach”. Jednak analizujac
zamieszczone w rozprawie wyniki, nawet pomijajagc problem ich powtarzalnosci, okazuje sie, ze
w przypadku zawiesiny (rozdziat 7) tylko 5-fluorouracyl w stezeniu 38 uM (ale nie w stezeniu wyzszym 192
uM) w stosunku do komorek zaréwno A375 jak i HaCaT, 1 uM OXA w stosunku do A375, oraz jony wapnia
(2 mM) w stosunku do A375 i HaCaT dziatajg statystycznie lepiej niz sam lek oraz sama elektroporacja.
W przypadku monowarstw (rozdziat 8) pokazano skuteczne dziatanie tylko 5-fluorouracylu (w obu
testowanych stezeniach w stosunku do A375 i HaCaT). Nie wiadomo dlaczego OXA i Ca2+ okazaty sie
nieskuteczne w tym uktfadzie. Analiza wynikdw uzyskanych dla sferoidéw nie ujawnita zadnego przypadku,
w ktérym pokazano by, ze istnieje istotna statystycznie rdznica miedzy probkami, ktére poddane byty
dziataniu jednoczesnie leku i elektroporacji w poréwnaniu z samym lekiem i samg elektroporacja. Wydaje
sie, ze wynik badania proliferacji w przypadku testowaniu 5-fluorouracylu na stronie 106 (rysunek 39) oraz
OXA na stronie 117 (rysunek 48) powinny spetnia¢ ten warunek. W rozdziale 10 (mikrouktady) zbadano
tylko 5-fluorouracyl i OXA (a DOX i jony wapnia nie), ale nie pokazano danych dotyczacych zywotnosci
komodrek. Podsumowujac, trudno uznaé, ze , potencjat wykorzystania EP do wprowadzenia wymienionych
zwigzkow [tj. 5-fluorouracylu, oksaliplatyny oraz chlorku wapnia — dop. JP] potwierdzono na trzech
modelach komodrkowych: zawiesinie komdrkowej, monowarstwie oraz sferoidach” skoro dla zawiesin
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dziata 5-fluorouracyl, OXA i jony wapnia, w przypadku monowarstw tylko 5-fluorouracyl, a dla sferoidéw
potencjalnie 5-fluorouracyl i OXA. By¢ moze btad wynika tylko z reprezentacji wynikéw na wykresach, ale
watpliwosci te muszg zostac rozwiane w czasie obrony.

Podsumowujac, w czasie obrony Doktorantka powinna przede wszystkim odnies¢ sie
do watpliwosci zwigzanych z
- réznicami w wynikach uzyskanych dla identycznych probek (przede wszystkim prébek kontrolnych
poddanych dziataniu tylko elektroporacji) w badaniach dotyczgcych zawiesin, monowarstw oraz sferoiddéw,
- analiza statystycznag uzyskanych wynikéw (i zaznaczaniem na wykresach wartosci pomiedzy ktérymi
wystepujg statystycznie istotne rdznice),
- analizg i podsumowanie uzyskanych wynikéw,
- brakiem opiséw dotyczacych wynikéw wprowadzania kropek kwantowych do komaérek,
- brakiem opisu mechanizmu zjawiska elektroporacji.

Pomimo duzej ilosci uwag i pytan oceniam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Sandry Skorupskiej
,Badania nad wykorzystaniem elektroporacji do kontrolowanego wprowadzania czasteczek lekow
do komdrek” stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, szczegdlnie w czesciach wczesniej
opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych. Dlatego stwierdzam, ze recenzowana
rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 roku, poz. 1789)
w zwigzku z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 roku, poz. 1669). W zwigzku z powyzszym, przedktadam
Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej wniosek o dopuszczenie
mgr inz. Sandry Skorupskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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