
 

 

 

 

 

 

mgr Zofia Łapińska 
 

 

Rozprawa doktorska 

 

„Wykorzystanie elektroporacji z jonami wapnia oraz estradiolem w leczeniu 

raka jajnika na modelu in vitro” 

 

Doctoral thesis: 

 

“Utilization of electroporation with calcium ions and estradiol in the treatment of ovarian 

cancer in an in vitro model” 

 

 
 

Rozprawa doktorska przygotowana pod kierunkiem: 

 

prof., dr hab. inż. Julity Kulbackiej  

Kierownik Katedry i Zakładu Biologii Molekularnej  

i Komórkowej Uniwersytetu Medycznego im. Piastów Śląskich we Wrocławiu 

     

dr Dagmary Baczyńskiej (promotor pomocniczy) 

Katedra i Zakład Biologii Molekularnej i Komórkowej 

Uniwersytetu Medycznego im. Piastów Śląskich we Wrocławiu 

 

 

 

 

Wrocław, 2024 



 

 

 

 

Serdecznie dziękuję Promotorkom niniejszej pracy, Pani prof., dr hab., inż. Julicie 

Kulbackiej oraz Pani dr Dagmarze Baczyńskiej - za ich nieocenioną wiedzę, wsparcie 

i cenne wskazówki, które były dla mnie źródłem inspiracji i fundamentem mojego rozwoju 

naukowego oraz osobistego sukcesu. 

 

 

 

Ze szczególnym wzruszeniem wspominam śp. prof. Jolantę Saczko, pierwszą Promotorkę tej 

pracy. Jej niezwykła inspiracja, mądrość i poświęcenie pozostaną na zawsze w moim sercu 

i będą wiecznie obecne w mojej pracy naukowej. 

 

 

 

I would like to thank prof. Vitalij Novickij for his amazing guidance and developing my 

knowledge in electroporation. 

 

 

 

Dziękuję Pracownikom i Przyjaciołom Katedry i Zakładu Biologii Molekularnej 

i Komórkowej – Agnieszce Ch., Annie Ch., Ninie R., Annie Sz., Katarzynie B.-K., Agnieszce 

G.-N., Justynie R., Urszuli Sz., Dawidowi P. oraz Edycie P. – za owocną współpracę 

i życzliwość. Ich przyjaźń, pomysły oraz motywacja były dla mnie niezastąpione. 

 

 

 

Chciałabym serdecznie podziękować moim Rodzicom – Maciejowi i Małgorzacie, siostrze 

Aleksandrze, partnerowi Jakubowi oraz Przyjaciołom za ich niezawodne wsparcie, 

wyrozumiałość i wiarę we mnie, które były siłą napędową mojej podróży doktorskiej. 

Bez waszej miłości i motywacji nie osiągnęłabym tego sukcesu. 

Dziękuję, że byliście przy mnie na każdym kroku. 



Spis treści 

1. Streszczenie ........................................................................................................................ 5 

2. Abstract ............................................................................................................................... 6 

3. Wykaz publikacji stanowiących podstawę rozprawy doktorskiej ...................................... 7 

4. Wstęp .................................................................................................................................. 8 

5. Cele rozprawy doktorskiej ................................................................................................ 14 

6. Materiały i metody............................................................................................................ 16 

6.1 Linie komórkowe ............................................................................................................ 16 

6.2 Elektroporacja komórek oraz analiza efektywności ....................................................... 16 

6.3 Wyznaczenie optymalnych stężeń analizowanych związków chemicznych .................. 18 

6.4 Ocena morfologii komórek, zmian cytoszkieletu oraz struktury błony komórkowej .... 19 

6.5 Ocena poziomu wybranych białek (kaspazy-1/ -3/ -8 oraz -12) ..................................... 20 

6.6 Analiza śmierci komórkowej metodą kometową oraz cytofluorymetryczną .................. 21 

6.7 Analiza statystyczna ....................................................................................................... 22 

7. Podsumowanie oraz wnioski ............................................................................................ 24 

8. Piśmiennictwo ................................................................................................................... 38 

9. Spis załączonych w pracy figur ........................................................................................ 45 

10. Artykuły z cyklu publikacji w formie załączników ...................................................... 48 

11. Informacje o źródłach finansowania badań ................................................................ 110 

12. Oświadczenia współautorów prac będących podstawą cyklu .................................... 111 

13. Życiorys oraz dorobek naukowy ................................................................................ 127 



13.1 Prace pełnotekstowe w czasopismach naukowych ..................................................... 127 

13.2 Rozdziały w monografiach naukowych i inne ........................................................ 129 

13.4 Streszczenia zjazdowe ................................................................................................ 129 

13.4 Nagrody i wyróżnienia ............................................................................................... 132 

13.5 Udział w projektach naukowych ................................................................................ 132 

13.6 Udział w warsztatach i szkoleniach ............................................................................ 133 

13.7 Dodatkowa działalność Doktorantki ........................................................................... 133 



5  

1. Streszczenie 

 

Rak jajnika (ang. ovarian cancer; OC) jest ósmym najczęściej diagnozowanym 

nowotworem u kobiet. Choroba często rozwija się bezobjawowo, a pierwsze symptomy 

pojawiają się dopiero w zaawansowanych stadiach, co skutkuje późnym rozpoznaniem. 

Leczenie opiera się na terapii skojarzonej, łączącej rozwiązania chirurgiczne i chemioterapię. 

Niestety, dużą część pacjentek dotyka wznowa procesu nowotworowego, po której 

wyleczalność jest znikoma. Istnieje więc konieczność opracowywania nowych, bardziej 

skutecznych terapii pierwszego rzutu, które pozwolą opóźnić nawrót choroby, wydłużą 

wskaźniki przeżycia lub podniosą komfort życia pacjentek w czasie trwania leczenia. 

Praca doktorska oparta jest o cykl 2 publikacji oryginalnych, jednej pracy przeglądowej 

oraz rezultatów badań własnych, do tej pory nieopublikowanych. Temat przewodni cyklu 

obejmuje analizę efektów biologicznych wywołanych elektroporacją z jonami wapnia (Ca2+) 

oraz estradiolem w modelu in vitro raka jajnika. Elektroporacja wapniowa (ang. calcium 

electroporation, CaEP) jest nowatorską modyfikacją elektrochemioterapii (ECT). Obie 

techniki opierają się na zjawisku elektroporacji (EP), gdzie pod wpływem impulsywnego pola 

elektrycznego dochodzi do reorganizacji błony komórkowej. Skutkiem jest przejściowe 

formowanie porów, umożliwiając zwiększony transport molekuł (m.in. leków cytotoksycznych 

lub jonów) do wnętrza komórki. Dotychczasowe badania wskazują, że CaEP jest mniej 

toksyczny dla komórek prawidłowych niż klasyczna chemioterapia. Literatura naukowa 

przedstawia także potencjał terapeutyczny estrogenów (m.in. 17β-estradiolu) oraz ich 

stymulujący wpływ na wewnątrzkomórkowe stężenie Ca2+. Biorąc pod uwagę powyższe, 

w pracy przeanalizowano jego potencjalnie wzmacniający efekt wobec terapii CaEP. 

Wyniki wykazały obiecujący efekt terapeutyczny CaEP na ludzkie komórki raka jajnika. 

EP zwiększa cytotoksyczność cisplatyny oraz chlorku wapnia, zarówno przy zastosowaniu 

impulsów nanosekundowych, jak i mikrosekundowych. Efektywność zależy od długości czasu 

trwania impulsu, polarności oraz symetryczności zastosowanych protokołów. Pozwala to na 

kontrolowanie tego procesu i skuteczne dostarczenie leku. Nowe rozwiązanie przejawia 

większy potencjał toksyczny wobec komórek nowotworowych w porównaniu do chemioterapii 

oraz ECT opartych na cisplatynie. Wskazano, iż CaEP w mniejszym stopniu oddziałuje 

negatywnie na komórki prawidłowe w porównaniu do standardowej chemioterapii oraz ECT. 

Odnotowano również wzmacniający wpływ 17β-estradiolu na skuteczność analizowanej 

terapii. 
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2. Abstract 

 

Ovarian cancer (OC) is the eighth most diagnosed cancer in women, accounting for 3.7% 

of cases and 4.7% of cancer-related deaths worldwide in 2020. The disease often develops 

asymptomatically, with the first symptoms typically appearing only at advanced stages, leading 

to late diagnosis. Treatment combines surgery and chemotherapy. Unfortunately, a significant 

number of patients experience recurrence of the cancer, after which the chances of cure are 

minimal. Therefore, there is a urgent need to develop new, more effective first-line therapies 

that can delay recurrence, extend survival rates, or improve the quality of life for patients during 

treatment. 

Presented doctoral dissertation is based on a series of publications and non-published data 

focusing on the analysis of biological effects induced by electroporation with calcium ions 

(Ca2+) and estradiol ovarian cancer model. Calcium electroporation (CaEP) is a novel technique 

that modifies standard electrochemotherapy (ECT). Both techniques are based on the 

phenomenon of electroporation (EP), where an impulsive electric field induces rearrangement 

of the cell membrane. This results in the transient formation of pores allowing increased 

transport of molecules (incl. cytotoxic drugs or ions) into the cancer cell. Moreover, previous 

studies indicate that CaEP has a less toxic impact on normal cells compared to conventional 

chemotherapy. Additionally, considering the therapeutic potential of high concentrations of 

estrogens, particularly 17β-estradiol, and its stimulatory effect on intracellular Ca2+ 

concentration, its potential stimulating effect on CaEP therapy was analyzed. 

The results obtained demonstrated a promising therapeutic effect of CaEP on ovarian cancer 

cells. Electroporation enhances the cytotoxicity of cisplatin and calcium chloride with both 

nanosecond and microsecond pulses. The effectiveness depends on the pulse duration, polarity, 

and symmetry of the applied protocols, allowing for precise control of the process and effective 

drug delivery. This novel approach shows a greater toxic potential against cancer cells 

compared to chemotherapy and cisplatin-based ECT. It was also noted that CaEP has a lesser 

negative impact on normal cells compared to standard chemotherapy and ECT.  

Additionally, the potentiating effect of 17β-estradiol on the efficacy of the analyzed therapy 

was observed. 
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3. Wykaz publikacji stanowiących podstawę rozprawy doktorskiej 

 

Artykuły zostały uszeregowane zgodnie z realizowanym w nich celem naukowym. 

 

1) Łapińska Zofia, Dębiński Michał, Szewczyk Anna, Choromańska Anna, Kulbacka Julita, 

Saczko Jolanta: Electrochemotherapy with calcium chloride and 17β-estradiol modulated 

viability and apoptosis pathway in human ovarian cancer, Pharmaceutics, 2021, vol. 13, 

nr 1, art.19 [17 s.], DOI:10.3390/pharmaceutics13010019 

(IF: 6,525; MNiSW: 100 pkt.) 

2) Łapińska Zofia, Novickij Vitalij, Rembiałkowska Nina, Szewczyk Anna, Dubińska- 

Magiera Magdalena, Kulbacka Julita, Saczko Jolanta Ewa: The influence of asymmetrical 

bipolar pulses and interphase intervals on the bipolar cancellation phenomenon in the 

ovarian cancer cell line, Bioelectrochemistry, 2023, vol. 153, art.108483 [10 s.], 

DOI: 10.1016/j.bioelechem.2023.108483 

(IF: 4,8; MNiSW: 100 pkt.) 

3) Łapińska Zofia, Szwedowicz Urszula, Choromańska Anna, Saczko Jolanta: 

Electroporation and electrochemotherapy in gynecological and breast cancer treatment, 

Molecules, 2022, vol. 27, nr 8, art.2476 [32 s.], DOI:10.3390/molecules27082476 

(IF: 4,6; MNiSW: 140 pkt.) 

 

Łączna punktacja cyklu publikacji: IF: 15,925; MNiSW: 340 pkt. 



8  

4. Wstęp 

 

Podstawę rozprawy doktorskiej stanowi cykl trzech pełnotekstowych artykułów 

naukowych opublikowanych w latach 2021-2023. Artykuły zostały uszeregowane zgodnie 

z realizowanym w nich celem naukowym. Komentarz do cyklu publikacyjnego stanowi 

podsumowanie najważniejszych naukowych osiągnięć własnych, będących podstawą 

przedstawionej rozprawy doktorskiej. Sumaryczny współczynnik wpływu (Impact Factor; IF) 

czasopism, w których opublikowany został cykl publikacji wynosi 15,925 a łączna liczba 

punktów Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyższego (MNiSW) wynosi 340. Praca została 

ponadto wzbogacona o dane dotychczas nieopublikowane. 

Rak jajnika (ang. ovarian cancer; OC) stanowi ósmy pod względem częstości 

występowania nowotwór diagnozowany wśród kobiet, odpowiadając szacunkowo za 3,7% 

przypadków i 4,7% zgonów z powodu nowotworów odnotowanych w 2020 roku na świecie 1. 

Do początku XXI wieku wskaźnik zapadalności standaryzowanej na wiek był najwyższy 

w Europie Północnej oraz Ameryce Północnej. Ta tendencja uległa jednak zmianie. 

Obecnie zapadalność na tę chorobę wzrasta w niektórych częściach Europy Wschodniej i Azji. 

Według danych Krajowego Rejestru Nowotworów w 2021 roku w Polsce zostało 

odnotowanych 3624 nowych przypadków raka jajnika oraz 2639 zgonów kobiet 

spowodowanych tą chorobą 2. Tym samym, rak jajnika stanowi drugą najczęstszą przyczynę 

zachorowań na nowotwory złośliwe narządów płciowych wśród polskich pacjentek. 

Poza guzami o wydzielaniu dokrewnym, nowotwory jajnika, często we wczesnym etapie, 

rozwijają się w sposób bezobjawowy (z czym wiąże się popularne w literaturze naukowej 

określenie tej choroby jako „cichego zabójcy”). Co więcej, w przypadku raka jajnika próżno 

jest szukać tzw. objawów patognomonicznych. Gdy guz osiągnie już znaczny stopień 

zaawansowania, pojawiające się symptomy często są mylnie interpretowane przez pacjentki 

jako dolegliwości ze strony układu pokarmowego, co nie skłania do wizyt u lekarza ginekologa. 

Z tego powodu wczesna diagnoza choroby ma najczęściej charakter incydentalny, a blisko 70% 

pacjentek rozpoczyna leczenie w III lub IV stopniu zaawansowania klinicznego 

wg. klasyfikacji Międzynarodowej Federacji Ginekologii i Położnictwa (FIGO, fr. Fédération 

internationale de gynécologie et d'obstétrique), w którym wskaźnik 5-letniego przeżycia obniża 

się odpowiednio do 41 i 20% 3. Leczenie choroby opiera się na terapii skojarzonej łączącej 

cytoredukcję oraz chemioterapię opartą na związkach platyny oraz taksanów 4,5. Pomimo, iż 

duża część pacjentek obiecująco reaguje na chemioterapię, wg statystyk ~70% kobiet 

z zaawansowanym rakiem jajnika doświadcza wznowy procesu nowotworowego w przeciągu 
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3 lat, a 10-letni wskaźnik przeżycia wynosi wówczas 17% 6,7. Nawrotowy zaawansowany rak 

jajnika jest najczęściej nieuleczalny, co podkreśla potrzebę rozwoju nowych strategii 

terapeutycznych. Na niekorzystne rokowania składa się m.in. duża heterogenność, jaką 

charakteryzuje się schorzenie 8,9. Znikoma część przypadków rozwija się z komórek 

germinalnych, czy komórek zrębu jajnika. Zdecydowana ich większość (~90% odnotowanych 

nowotworów) to nowotwory nabłonkowe (z ang. epithelial cancers). Tę ostatnią grupę można 

dalej podzielić na pięć głównych histotypów, tj. nowotwory surowicze o wysokim i niskim 

stopniu złośliwości (ang. high-grade and low-grade serous cancers) oraz nowotwory 

endometrioidalne (ang. endometrioid), jasnokomórkowe (ang. clear cell) i śluzowe 

(ang. mucinous). Każdy z przytoczonych podtypów różni się między sobą podłożem 

genetycznym, etiologicznym, a także odpowiedzią na zastosowane leczenie. Biorąc po uwagę 

powyższe, istnieje nagląca potrzeba poszukiwania nowych rozwiązań terapeutycznych oraz 

poznawania podłoży molekularnych choroby, w celu zwiększania szans przeżycia pacjentek 

oraz podnoszenia jakości ich życia w trakcie trwającej terapii. 

Rak jajnika klasyfikowany jest jako nowotwór zależny od estrogenów, ponieważ hormony 

te oraz inne czynniki związane z rozrodczością, mają istotny wpływ na jego rozwój i postęp 

choroby 10. Dominującym wewnątrzkomórkowym estrogenem jest 17β-estradiol (E2), który jest 

syntetyzowany z cholesterolu, a głównym źródłem jego sekrecji są jajniki. Główną funkcję E2 

stanowi rozwój układu rozrodczego oraz gruczołów sutkowych. Jego aktywność biologiczna 

opiera się na interakcji z określonymi receptorami, mianowicie receptorem estrogenowym α 

(ang. estrogen receptor α; ERα), receptorem estrogenowym β (ang. estrogen receptor β; ERβ) 

oraz receptorem estrogenowym sprzężonym z białkiem G (ang. G protein-coupled estrogen 

receptor; GPER-1) 11. Mechanizm działania estradiolu można podzielić na genomowy 

i niegenomowy 12. Pierwszy z nich, określany jako klasyczny mechanizm działania estrogenu, 

polega na przenikaniu E2 przez błonę komórkową i oddziaływaniu z receptorami 

estrogenowymi znajdującymi się w cytoplazmie (zarówno ERα, ERβ, jak i obydwoma 

jednocześnie). Związanie liganda umożliwia dimeryzację receptora, a następnie translokację do 

jądra komórkowego. Kompleks ER-E2 wiąże się z określonymi sekwencjami DNA, znanymi 

jako elementy odpowiedzi na estrogen (ang. estrogen response elements; ERE), obecnymi 

w promotorach genów docelowych, co umożliwia regulację ich ekspresji. Alternatywnym 

szlakiem działania estradiolu jest szlak niegenomowy, w którym to osiągnięcie efektu nie 

wymaga bezpośredniego wpływu na ekspresję genów 12. Estradiol wiąże się w tym przypadku 

z receptorami estrogenowymi zlokalizowanymi na błonie komórkowej, takimi jak receptor 
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estrogenowy typu alfa (mERα) lub wspomniany wyżej receptor GPER-1. Po związaniu 

z receptorem pobudzone zostają kaskady sygnalizacyjne, które obejmują aktywację kinaz 

białkowych, takich jak kinaza białkowa C (ang. protein kinase C; PKC), kinaza białkowa 

aktywowana mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase; MAPK), czy -kinaza 

fosfatydyloinozytolu (ang. phosphoinositide 3-kinases; PI3K). Skutkuje to fosforylacją białek 

docelowych, a co za tym idzie zmianami w regulacji kanałów jonowych, potencjału błonowego, 

mobilizacją jonów wapnia, czy modulacją aktywności enzymów. Te szybkie odpowiedzi mogą 

wpływać na funkcje komórkowe, takie jak proliferacja, migracja, różnicowanie czy odpowiedzi 

komórkowe na stres. W przeciwieństwie do genomowego szlaku działania estradiolu, 

niegenomowy funkcjonuje na poziomie cytoplazmatycznym lub błonowym, a efekty działania 

następują w przeciągu od kilku sekund do kilku minut. 

Od dekad estradiol rozpatrywany jest jako jeden z czynników odpowiadających za rozwój 

szeregu nowotworów. Estrogen może indukować produkcję oksydacyjnych metabolitów, 

co prowadzi do powstania adduktów DNA oraz podwójnych pęknięć nici DNA (ang. DNA 

double-strand breaks; DSBs) 13,14. Ponadto, hiperaktywacja kompleksu ER:E2 skutkuje 

wzmożoną proliferacją komórek, co sprzyja akumulacji uszkodzeń DNA 15. Stan ten 

doprowadza ostatecznie do niestabilności genomu, która jest jedną z głównych przyczyn 

rozwoju nowotworu. Zaskakujący jest jednak fakt, iż w zależności od zastosowanego stężenia 

(>1 nM), E2 może wykazywać hamujący wpływ na proliferację komórek nowotworowych, 

jednocześnie napędzając w nich proces apoptozy 16. 

Do lat 70-tych XX wieku tzw. wysokie dawki estrogenów (ang. high dose estrogens; HDEs) 

były popularne w leczeniu nowotworów piersi pojawiających się po długotrwałych okresach 

niedoboru estrogenów 17. Z czasem jednak, rozwiązanie to zostało wyparte przez hormonalne 

preparaty antyestrogenowe, po porównaniu ilości skutków ubocznych występujących po obu 

terapiach. Jednakże, HDEs mogą być brane pod uwagę jako alternatywne leczenie pierwszego 

rzutu pacjentek będących min. 5 lat po menopauzie. Co ciekawe, z punktu widzenia niniejszej 

pracy, w literaturze naukowej omawiano również stymulujący wpływ estrogenów na kanały 

jonowe, m.in. kanały wapniowe 18. W przeprowadzonych badaniach in vitro wykazano, iż 

17β-estradiol w zależności od stężenia (≥10 µM) skutkuje zwiększonym poziomem białka 

Cav1.3, które to jest izoformą kanału wapniowego typu L (ang. L-type calcium channel; LTCC) 

w komórkach MCF-7, będących modelem badawczym nowotworu piersi 19. LTCC należy do 

większej grupy białek, mianowicie kanałów wapniowych bramkowanych napięciem 

(ang. voltage-gated calcium channels; VGCC). Inkubacja szczurzych komórek siatkówki oka 
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z 10 µM E2 skutkowała przejściowo zwiększonym wewnątrzkomórkowym stężeniem jonów 

wapnia za pośrednictwem LTCC oraz kinazy fosfoinozytolu 3' (ang. phosphoinositide 

3-kinases; PI3K) 20. Rezultatem tego była ochrona komórek przed procesem apoptozy 

indukowanym 100 µM nadtlenkiem wodoru (ang. hydrogen peroxide; H2O2). Biorąc po uwagę 

powyższe, w niniejszej pracy postanowiono przeanalizować ewentualną rolę  

17β-estradiolu jako czynnika stymulującego dodatkowo efektywność elektroporacji z jonami 

wapnia. 

Stosunkowo nową metodą leczenia nowotworów jest elektrochemioterapia  

(ang. electrochemotherapy; ECT). Zjawisko to zostało opisane po raz pierwszy przez L.M. Mir  

i wsp. w 1991 roku i stanowi połączenie konwencjonalnej chemioterapii z elektroporacją 

(ang. electroporation; EP) 21. Jako „elektroporację” rozpatruje się zastosowanie 

impulsowanego pola elektrycznego zwiększającego krótkotrwale przepuszczalność błony 

komórkowej, poprzez tworzenie hydrofilowych porów 22–24. W momencie ekspozycji komórki 

na zewnętrzne pole elektryczne o odpowiedniej sile dochodzi do powstania tzw. indukowanego 

napięcia transmembranowego (ang. induced transmembrane voltage; iTMV), które istnieje tak 

długo, jak obecne jest to zewnętrzne źródło pola elektrycznego 25. W chwili, gdy różnica 

potencjałów po obu stronach błony wyniesie ok. 200-250 mV, dochodzi to rearanżacji/lub 

reorganizacji dwuwarstwy lipidowej, w wyniku której powstają wspomniane wcześniej pory, 

a co za tym idzie, zwiększa się przepuszczalność błony komórkowej 26. W zależności od 

zastosowanego protokołu elektroporacji (tj. natężenia pola elektrycznego, kształtu, długości 

i czasu trwania impulsów), a także charakterystyki celowanej komórki (jej rodzaju, kształtu, 

wielkości, składu oraz krzywizny dwuwarstwy lipidowej), możemy wyróżnić dwie główne 

odmiany elektroporacji: nieodwracalną i odwracalną. Pierwsza (ang. irreversible 

electroporation; IRE) z nich prowadzi do bezpowrotnego rozszczelnienia błony komórkowej, 

co znacząco zaburza homeostazę komórki, skutkując ostatecznie jej wkroczeniem na drogę 

śmierci komórkowej 27,28. Zastosowanie elektroporacji typu odwracalnego (ang. reversible 

electroporation; RE) pozwala komórkom na zrekonstruowanie ciągłości błony komórkowej 

oraz przywrócenie homeostazy 29. Przejściowy wzrost przepuszczalności dwuwarstwy 

lipidowej pozwala na zastosowanie RE w celu dokomórkowego, bardziej 

precyzyjnego, transportu materiału genetycznego, białek, czy leków cytotoksycznych 21,30. 

Dodatkowy podział elektroporacji zależy od długości aplikowanych impulsów tj. wyróżniamy 

elektoporację (nsEP) nano-, (µsEP) mikro- oraz (msEP) milisekundową. Na efektywność EP 

może wpływać również kształt zastosowanych impulsów. Zostało wskazane, iż zastosowanie 



12  

impulsów bipolarnych (ang. bipolar pulses; BP) wpływa na permeabilizację błony komórkowej 

bardziej intensywnie niż impulsy unipolarne (ang. unipolar pulses; UP), przy osiągnięciu tych 

samych lub lepszych wskaźników przeżycia 31,32. Pakhomov i wsp. opisali zjawisko, w którym 

działanie impulsu elektrycznego o dodatniej polarności (tzw. impuls katodowy; oznaczany 

symbolem: ↑) może zostać zniesione (z ang. cancelled) poprzez zastosowanie impulsu 

o odwrotnej polaryzacji (tzw. impuls anodowy; oznaczany symbolem: ↓) 33. Jest to unikalna 

reakcja fizjologiczna komórki, określana w literaturze naukowej jako „bipolar pulse 

cancellation” oraz uważana dotychczas za wyłączną dla protokołów nanosekundowych (nsEP). 

Zjawisko to może być również kontrolowane poprzez symetrię impulsów oraz ewentualne 

przerwy wprowadzane pomiędzy aplikację każdego z nich. Chociaż terapie oparte na zjawisku 

elektroporacji znajdują coraz szersze zastosowanie, należy zaznaczyć (jak zostało wspomniane 

powyżej), iż efekt końcowy takiej terapii zależny jest od wielu parametrów, dlatego też 

powinno się analizować skuteczność tego rozwiązania w kontekście każdej tkanki 

indywidualnie. 

Procedury kliniczne z zastosowaniem elektrochemioterapii opierają się w głównej mierze 

na europejskich wytycznych dotyczących standardowej procedury operacyjnej ECT 

(ang. European Standard Operative Procedure ECT; ESOPE) opublikowanych w 2006 r. 34,35. 

Obejmują one aplikację 8 impulsów o długości czasu trwania 100 µs i częstotliwości równej 

1 Hz lub 5 kHz (w zależności od typu zastosowanej elektrody). Skutkuje to odwracalną 

elektroporacją wspomagającą transport leku cytotoksycznego, który podawany jest dożylnie 

lub bezpośrednio do guza 29. Głównymi chemioterapeutykami stosowanymi podczas ECT są 

cisplatyna (CPP) i bleomycyna (BLM) 21,36–39. Połączenie impulsów elektrycznych oraz 

wymienionych wyżej chemioterapeutyków pozwala na wzrost ich cytotoksyczności 

odpowiednio 80- i 1000-krotnie 40–42. Rośnie, jednakże liczba badań analizujących efektywność 

przeciwnowotworową innych niż standardowe leki cytotoksyczne substancji, jak np. jony 

wapnia (Ca2+). Ta modyfikacja standardowej ECT znana jest w literaturze naukowej jako 

„elektroporacja wapniowa” (ang. calcium electroporation; CaEP) i została opisana po raz 

pierwszy w 2012 r. przez Frandsen i wsp. 43. Stężenia jonów wapnia po obu stronach błony 

komórkowej są ściśle kontrolowane 44. Ich masywny napływ do wnętrza komórki ułatwiony, 

powstającymi w wyniku EP porami hydrofilowymi, skutkuje zaburzeniem tej homeostazy 45. 

W celu pozbycia się nadmiaru Ca2+ komórka uruchamia zależne od adenozyno-5′-trifosforanu 

(ATP) wymienniki oraz pompy. Aktywność tych mechanizmów połączona z zaburzonym 

gradientem elektrochemicznym, który jest niezbędny do produkcji ATP, ostatecznie
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doprowadza do wyczerpania zapasów tej molekuły, aktywując w komórce mechanizmy 

prowadzące do jej śmierci 46. Podobnie jak w przypadku standardowej ECT, CaEP skutkuje 

większym efektem cytotoksycznym wobec komórek nowotworowych w porównaniu do 

konwencjonalnej chemioterapii 47. Co bardziej znaczące, w zestawieniu z pozostałymi 

wymienianymi wcześniej terapiami przeciwnowotworowymi, CaEP w mniejszym stopniu 

wpływa negatywnie na prawidłowe komórki organizmu 48–50. 
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5. Cele rozprawy doktorskiej 

 

Celem niniejszej pracy była analiza efektywności połączenia elektroporacji z jonami 

wapnia (Ca2+) w kontekście eliminacji komórek raka jajnika na zróżnicowanych 

modelach in vitro. W pracy zweryfikowano dwie główne hipotezy: 

1.) Komórki raka jajnika wykazują wysoką wrażliwość na działanie impulsowego pola 

elektrycznego o wysokim natężeniu w połączeniu z cisplatyną lub chlorkiem wapnia 

(CaCl2). 

2.) 17β-estradiol (E2) pełni rolę czynnika uwrażliwiającego komórki raka jajnika na terapie 

oparte na zjawisku elektroporacji, takie jak elektrochemioterapia z wykorzystaniem 

cisplatyny i chlorku wapnia (CaCl2). 

 

 

Dodatkowo, w pracy wyróżniłam hipotezy podrzędne: 

 

1.) Prawidłowe komórki nabłonkowe jajnika wykazują zmniejszoną wrażliwość na 

impulsy elektryczne o wysokim natężeniu oraz ich kombinację z cisplatyną lub 

chlorkiem wapnia (CaCl2) w porównaniu do komórek nowotworowych. 

2.) Symetryczne impulsy bipolarne skutkują obecnością efektu bipolar cancellation, 

tj. redukcją permeabilizacji błony komórkowej, przy jednoczesnym wzroście 

przeżywalności komórek. Zastosowanie protokołów asymetrycznych powoduje 

ograniczeniem tego zjawiska. 

Sformułowane przeze mnie hipotezy zostały zrealizowane i przedstawione w formie cyklu 

dwóch oryginalnych prac naukowych oraz danych dotychczas nieopublikowanych. 

Dodatkowo, cykl publikacji został wzbogacony o pracę przeglądową, która opisuje aktualny 

stan wiedzy oraz potencjalne kierunki rozwoju terapii przeciwnowotworowych opartych na 

zjawisku elektroporacji, ukierunkowanych na leczenia nowotworów ginekologicznych i raka 

piersi. 
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Figura 1. Graficzna prezentacja koncepcji pracy doktorskiej pt. „Wykorzystanie elektroporacji z jonami wapnia oraz 

estradiolem w leczeniu raka jajnika na modelu in vitro”. Zastosowanie impulsywnego pola elektrycznego (1) skutkuje 

wzrostem stopnia permeabilizacji błony komórkowej (3). Zjawisko to nosi nazwę elektroporacji (EP). 

Pozwala na podniesienie ilości związków chemioterapeutycznych lub jonów wapnia (Ca2+), jakie są dostarczane do wnętrza 

komórki (4). Ostatecznym skutkiem jest wzrost cytotoksyczności aplikowanych leków, przy jednoczesnym (w przypadku 

elektroporacji z jonami wapnia tj. elektroporacji wapniowej, CaEP) zmniejszeniu działań niepożądanych wobec komórek 

prawidłowych (6). Dodatkowo, ekspozycja komórek nowotworowych na działanie 17β-estradiolu (1a) pozwala uwrażliwić je 

na działanie stosowanych terapii (2). 
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6. Materiały i metody 

 

6.1 Linie komórkowe 

 

Eksperymenty badawcze zostały przeprowadzone w laboratorium Katedry i Zakładu 

Biologii Molekularnej i Komórkowej Uniwersytetu Medycznego we Wrocławiu.  

W pracach doświadczalnych wykorzystano modele in vitro raka jajnika w postaci linii 

komórkowych pochodzenia ludzkiego: MDAH-2774 [1] oraz OvBH-1 [wyniki 

nieopublikowane]. Dodatkowo, w celu porównania wpływu analizowanych rozwiązań 

terapeutycznych na komórki prawidłowe (lub nienowotworowe) zastosowano prawidłowe 

komórki nabłonkowe jajnika chomika chińskiego: CHO-K1 [wyniki nieopublikowane]. 

Komórki są równocześnie modelem do badań nad elektroporacją, w związku z obniżoną 

ekspresją kanałów jonowych. Linie MDAH-2774 i CHO-K1 zostały nabyte w banku komórek 

ATCC® (American Type Culture Collection) i znajdują się na wyposażeniu Katedry i Zakładu 

Biologii Molekularnej i Komórkowej. Linia komórkowa OvBH-1 została udostępniona przez 

prof. J. Bar (Zakład Immunopatologii i Biologii Molekularnej, Katedra Podstaw Nauk 

Medycznych i Immunologii, Uniwersytet Medyczny im. Piastów Śląskich we Wrocławiu) 

i wyprowadzona z komórek 54-letniej kobiety zdiagnozowanej z jasnokomórkowym rakiem 

jajnika. Morfologiczne i fenotypowe cechy, jak również zależna od temperatury wrażliwość 

OvBH-1, zostały wcześniej opisane przez prof. J. Bar i współpracowników, wskazując 

OvBH-1 jako unikalny i interesujący model badawczy (patent polski nr: PL189880) 51,52.  

Linię komórkową MDAH-2774 wyizolowano z guza endometrioidalnego raka jajnika 

(ang. endometrioid ovarian carcinoma; EOC) u 47-letniej kobiety. Po raz pierwszy opisane 

i zidentyfikowane zostały w 1979 roku. Wszystkie komórki były hodowane zgodnie 

z zaleceniami producentów w warunkach 37℃, 5% CO2, 95% wilgotności powietrza. Linie 

komórkowej hodowano przy użyciu komercyjnych mediów hodowlanych tj. DMEM 

(OvBH-1), RPMI-1640 (MDAH-2774) oraz Ham’s F-12 (CHO-K1). Pożywki wzbogacone 

zostały 100 U/ml penicyliną, 100 µg/ml streptomycyną, 10% płodową surowicą bydlęcą  

(z ang. fetal bovine serum; FBS) oraz 1% L-glutaminą. 

6.2 Elektroporacja komórek oraz analiza efektywności 

 

W doświadczeniach wykorzystano komórki adherentne, które przed ekspozycją na 

impulsowe pole elektryczne, odklejano od podłoża naczynia hodowlanego za pomocą 

enzymatycznego roztworu TrypLETM Express Enzyme (Life Sciences— Thermo Fisher 

Scientific Inc., USA) i zawieszano w dwóch różnych buforach do elektroporacji (HEPES 
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wzbogacony o 250 mM sacharozę i 1 mM MgCl2 dla linii OvBH-1 oraz CHO-K1 lub SMEM 

dla linii MDAH-2774) zawierającymi (lub nie) leki przeciwnowotworowe: cisplatynę (10 µM) 

lub chlorek wapnia (2,5 mM). Ekspozycję materiału na impulsy elektryczne poprzedzała ich 

24-godzinna preinkubacja z roztworem 10 µM 17β-estradiolu (E2) w medium hodowlanym. 

Zastosowane stężenie E2 zostało zoptymalizowane dla każdej linii komórkowej raka jajnika 

(Pub. 1; Fig. 1 oraz Fig. 2; dane nieopublikowane) poprzez analizę przeżywalności komórek 

na skutek 24- oraz 72-godzinnej inkubacji we wzrastających stężeniach związku. Na podstawie 

otrzymanych wyników wybrano najwyższe nietoksyczne stężenie E2. Elektroporacji 

dokonywano w 1 lub 4-mm kuwetach z elektrodami (BioRad®, USA) przy użyciu kilku 

generatorów impulsów elektrycznych: 1.) ECM830 BTX (Harvard Apparatus, USA) – do 

wytworzenia impulsów mikrosekundowych; 2.) PPG-20 generator (FID Technology, Niemcy) 

– dla ultrakrótkich impulsów elektrycznych o długości czasu trwania równej 10 ns; 3.) High-

Frequency Bipolar Electroporator (VGTU, Litwa) – do aplikacji krótszych (600 ns – 10 µs) 

impulsów elektrycznych uni- oraz bipolarnych o zmiennej symetrii. Każdy z zastosowanych 

protokołów został dokładnie opisany w pracach oryginalnych składających się na niniejszą 

rozprawę. W przypadku niepublikowanych wcześniej wyników, komórki OvBH-1 oraz CHO-

K1 zostały wyeksponowane na działanie impulsów elektrycznych, które były dostarczane  

w postaci 8 impulsów elektrycznych o natężeniu pola w zakresie 0,8-2,5 kV/cm i czasie 

pojedynczego impulsu 100 µs z częstotliwością powtórzeń 1 Hz, zgodnie z klinicznie 

stosowanymi Europejskimi Standardowymi Procedurami Operacyjnymi ECT (ESOPE) 53.  

Po ekspozycji na zewnętrze impulsy elektryczne komórki inkubowano przez 15 min.  

w temperaturze 37oC, a następnie zawieszono ponownie w medium hodowlanym  

i poddano dalszej analizie. 

Skuteczność protokołów elektroporacji oceniano poprzez pomiar ilości barwnika 

fluorescencyjnego jodku Yo-ProTM-1 (zwanego również żółcią oksazolową; Thermo 

ScientificTM, USA) zaabsorbowanego przez komórkę. Analizę przeprowadzono przy użyciu 

cytometru przepływowego CyFlow CUBE-6 (Sysmex, Polska). Komórki po trypsynizacji 

zawieszono w odpowiednim buforze do EP z dodatkiem 1 μl/ml barwnika Yo-Pro-1TM. 

Po ekspozycji na zewnętrzne impulsy elektryczne, komórki odwirowano (2 min.  100 RCF), 

a następnie zawieszono w 300 µl buforowanego fosforanem roztworu soli fizjologicznej (z ang. 

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline; dPBS) lub 0,9% roztworu chlorku sodu (NaCl). 

Tak przygotowane próbki poddawano analizie w cytometrze przepływowym CyFlow Cube 6 

flow cytometer (Sysmex, Poland). Każdorazowo analizie poddawano min. 10 000 komórek 
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w próbie. Kontrolę negatywną stanowiły komórki inkubowane z Yo-Pro-1TM, które nie 

poddano elektroporacji. Procent permeabilizacji wyrażano jako liczbę komórek emitujących 

fluorescencję o długości fali 506 nm w stosunku do całkowitej liczby komórek, użytych do 

analizy. Eksperyment powtarzano 3 razy. Próbki kontrolne bez leczenia zostały użyte jako 

negatywna kontrola w celu określenia grupy komórek żywych przy użyciu detektorów FSC 

(z ang. Forward Scatter Channel) oraz SSC (z ang. Side Scatter Channel). Wyniki zebrano oraz 

analizowano za pomocą oprogramowania CyView software (Sysmex, Poland). 

Żywotność komórek MDAH-2774, OvBH-1 oraz CHO-K1 po ich ekspozycji na 

zaaplikowane leczenie została oceniona przy użyciu testu MTT, który identyfikuje aktywność 

mitochondriów. Krótko po elektroporacji, komórki zostały wysiane na 96-dołkową płytkę 

i inkubowane przez 24-72 godz. Po tym czasie, medium hodowlane zostało usunięte 

i inkubowano z 0,5 mg/ml roztworem bromku 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5- 

dofenylotatrazolowego (MTT; Sigma-Aldrich, USA) przez 2 godz. w 37oC, 5% CO2. 

Uformowane kryształy formazanu rozpuszczono przez dodanie 100 μl zakwaszonego 

izopropanolu (38% HCl w 99,7% izopropanolu). Do pomiaru absorbancji przy długości fali 

570 nm wykorzystano czytnik mikropłytek GloMax® Discover (Promega, USA). Wyniki 

wyrażono jako procent żywych komórek w stosunku do nieleczonych komórek kontrolnych. 

6.3 Wyznaczenie optymalnych stężeń analizowanych związków chemicznych 

 

Metoda MTT została również wykorzystana w celu obserwacji przeżywalności 

komórek MDAH-227, OvBH-1 oraz CHO-K1 na działanie cisplatyny, chlorku wapnia (CaCl2) 

oraz 17β-estradiolu (E2). W pierwszej kolejności przeanalizowano toksyczność  

17β-estradiolu, inkubując komórki ze związkami przez czas 24 i 72 godz. (Pub. 1; Fig. 1 oraz 

Fig. 2; dane nieopublikowane). 
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Figura 2. Optymalizacja stężenia 17β-estradiolu dla komórek OvBH-1. Komórki inkubowano we wzrastających stężeniach 

17β-estradiolu przez 24 oraz 72 godziny; Uwagi: (średnia ± SD) N = 3, *p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001, **** p< 0.0001 

w przyrównaniu do kontroli (CTRL, 0 µM); # p< 0.05, ## p< 0.01, ### p< 0.001, #### p< 0.0001 w przyrównaniu wyników 

dla poszczególnych stężeń pomiędzy różnymi czasami inkubacji; dane nieopublikowane. 

Na podstawie otrzymanych wyników wybrano optymalne stężenie E2 stosowane na 

dalszych etapach prac badawczych (tj. 10 µM w przypadku obu analizowanych linii raka 

jajnika). Następnie, komórki (po uprzedniej preinkubacji z E2) wystawiono na 24- i 72- 

godzinne działanie cisplatyny i CaCl2, po czym dokonano inkubacji z odczynnikiem MTT. 

W tym miejscu, również na podstawie otrzymanych wartości, wyznaczono stężenia obydwu 

związków, które były wykorzystane w kolejnych eksperymentach. 

6.4 Ocena morfologii komórek, zmian cytoszkieletu oraz struktury błony 

komórkowej 

Zmiany morfologii komórek MDAH-2774 oraz OvBH-1 uwidoczniono stosując 

obrazowanie holotomograficzne przy użyciu holograficznego mikroskopu tomograficznego 3D 

Cell Explorerm  (Nanolive Ecublens, Szwajcaria). Komórk preinkubowane  

z 17β-estradiolem zostały wystawione na działanie cisplatyny lub chlorku wapnia (CaCl2) 

w połączeniu (lub bez) z impulsami elektrycznymi. Dokładny opis postępowania w przypadku 

linii MDAH-2774 został zawarty w rozdziale Materiały i metody w pracy oryginalnej nr [1]. 

W przypadku danych nieopublikowanych komórki linii OvBH-1 zostały odklejone od podłoża 

naczynia za pomocą TrypLETM Express Enzyme (Life Sciences— Thermo Fisher Scientific 
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Inc., USA), następnie zawieszone w buforze do EP z dodatkiem związków leczniczych (lub 

bez) i wystawione na działanie zewnętrznych impulsów elektrycznych. Następnie, komórki 

odwirowano (2 min.  100 RCF) i zawieszono w medium hodowlanym, nasadzając je na 

naczynia do obrazowania Ibidi μ-Dish35mm Quad, a następnie inkubując w temp. 37°C, 5% 

CO2 przez 24 godz. Porównanie dla leczenia wspieranego przez dodatek EP stanowiły komórki 

uprzednio nasadzone na naczynia firmy Ibidi, a następnie inkubowane z cisplatyną oraz CaCl2 

zawieszonymi w medium hodowlanym przez 24 godz. Po tym czasie wykonano zdjęcia 

przedstawione na Fig. 10 (dane nieopublikowane). Część komórek została wcześniej 

wybarwiona przez 20 minut w temperaturze 37°C, 5% CO2 barwnikiem Hoechst 33342 (Life 

Sciences— Thermo Fisher Scientific Inc., USA) w celu wizualizacji jąder komórkowych. 

Uzyskane obrazy poddano obróbce za pomocą oprogramowania Software for Tomographic 

Exploration of Living Cells w wersji 1.6.3496 (STEVE, Nanolive). 

Przy użyciu mikroskopii konfokalnej oceniono zmiany w strukturze cytoszkieletu, 

wybarwiając materiał biologiczny przeciwciałami I-rzędowymi skierowanymi przeciwko 

F-aktynie (MDAH-2774 [1] i OvBH-1 dane nieopublikowane; 1:300, nr kat. #A12381 Alexa 

Fluor™546 Phalloidin, nr kat. # A2228, Life Technologies-Thermo Fisher Scientifi, USA) 

oraz β-tubulinie (OvBH-1 [2]; 1:300, nr kat. #ab108342, Abcam, UK). Komórki, uprzednio 

wystawione na działanie impulsów elektrycznych z dodatkiem cisplatyny lub chlorku wapnia 

(CaCl2), poprzedzone 24-godzinną preinkubacją z 17β-estradiolem, nasadzono na szkiełka 

mikroskopowe, utrwalono przy użyciu 4% paraformaldehydu w PBS, blokowano przy użyciu 

5% roztworu płodowej surowicy bydlęcej (z ang. fetal bovine serum; FBS) w PBS 

i wybarwiono wymienionymi wyżej przeciwciałami przygotowanymi w 5% FBS w PBS. 

Dodatkowo, w celu analizy zmian zachodzących w błonie komórkowej, komórki OvBH-1 

inkubowano z barwnikiem CellMaskTM (InvitrogenTM, USA) [2]. Oceny struktur dokonano 

przy pomocy skaningowego mikroskopu konfokalnego Olympus FluoView FV1000 (Olympus, 

Japonia). 

6.5 Ocena poziomu wybranych białek (kaspazy-1/ -3/ -8 oraz -12) 

 

Stosując metodę immunocytochemiczną określono poziom kaspazy-12 w komórkach 

MDAH-2774 inkubowanych przez 24 godz. z cisplatyną i chlorkiem wapnia (CaCl2) [1]. 

Komórki były uprzednio (bądź nie) poddane 24-godz. preinkubacji z 17β-estradiolem. 

Obrazowania dokonano przy użyciu odwróconego mikroskopu świetlnego Olympus BCX43 

(Olympus, Japonia). 
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Wykrycie obecności oraz poziomu białek kaspazy-1/-3/-8 oraz -12 zostało wykonane 

z udziałem techniki Western Blot. Komórki OvBH-1, wystawione wcześniej na działanie 

elektroporacji z jonami wapnia, poddano lizie przy użyciu buforu litycznego (50 mM Tris-HCl, 

pH 8,0, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,1% SDS, 0,5% deoksycholanu sodu) uzupełnionego 

koktajlem inhibitorów proteaz (Promega, USA) oraz 0,2 mM fluorkiem fenylometylosulfonylu 

(PMSF, Sigma-Aldrich, USA) w celu pozyskania całkowitej frakcji komórkowej białek (dane 

nieopublikowane). Stężenie białka zostało określone przy użyciu zestawu PierceTM BCA 

Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Następnie 50 µg białka/próbkę zostało 

zawieszonych w buforze Laemmli (Bio-Rad, Polska) i poddanych elektroforezie w warunkach 

denaturujących (SDS-PAGE) przy użyciu 10% żeli poliakrylamidowych. Rozdzielone białka 

zostały przeniesione na membranę nitrocelulozową przy użyciu systemu Transblot Bio-Rad 

i zablokowane w 5% roztworze mleka w buforze TBS-T (0,2 M Tris; 1,5 M NaCl; 0,1% Tween- 

20). Membrany były następnie inkubowane przez noc w 4°C z I-rzędowymi przeciwciałami 

króliczymi skierowanymi przeciwko kaspazie-1 (1:2000, nr kat. 22915-1-AP, Proteintech, 

Niemcy) i kaspazie-12 (1:1000, nr kat. PA5-19963, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) oraz 

przeciwciałami mysimi przeciwko kaspazie-8 (1:200, nr kat. sc-56070, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., USA) i β-aktynie (kontrola wewnętrzna, 1:200, nr kat. sc-47778, Santa 

Cruz Biotechnology, Inc., USA). Po przemyciu membran 3x roztworem TBS-T, membrana 

inkubowano przez 1 godz. w 37°C z II-rzędowymi przeciwciałami sprzężonymi z peroksydazą 

chrzanową (HRP), tj. przeciwciałami przeciwko IgG króliczemu (1:5000, nr kat. A6154-1ML, 

Sigma-Aldrich, USA) lub przeciwciałami przeciwko IgGκ BP-HRP mysiemu (1:500, nr kat. 

sc-516102, Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA). Wszystkie przeciwciała były rozcieńczane 

w buforze TBS-T. β-aktyna była stosowana w celu normalizacji ilości białka w każdej z prób. 

Sygnał chemiluminescencyjny został wykryty przy użyciu systemu obrazowania 

chemiluminescencyjnego i dokumentacji żelu G-Box Chemi XRQ (Syngen, Polska). Wyniki 

blottingu oceniano dalej poprzez analizę densytometryczną przy użyciu oprogramowania 

ImageJ w wersji 2.15.0 (https://imagej.net/). 

 

 

6.6 Analiza śmierci komórkowej metodą kometową oraz cytofluorymetryczną 

 

Śmierć komórkową oceniono pośrednio poprzez pomiar poziomu białek związanych ze 

szklakami apoptotycznymi. W tym celu wykorzystano metodę kometową, cytometrii 

przepływowej oraz (dane nieopublikowane). 
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Analiza cytometryczna komórek OvBH-1 polegała na dodaniu do komórek barwników 

SYTOX oraz APC połączonego z Aneksyną V po upływie 6 oraz 24 godz. od ich uprzedniej 

ekspozycji na elektroporację z jonami wapnia (leczenie wykonano wg. protokołu opisanego 

w podrozdziale 6.2). Komórki oderwano od naczynia hodowlanego przy użyciu odczynnika 

TrypLETM (Thermo Fisher Scientific Inc., USA), odwirowano (3 min., 1500 RPM), a następnie 

zawieszono w 0,5 ml roztworu PBS zawierającego SYTOX™ Green Nucleic Acid Stain 

(Thermo Fisher Scientific, USA) oraz Anneksynę V znakowaną allofikocyjaniną (APC 

Annexin V Apoptosis Detection Kit, BioLegend, USA), postępując zgodnie z zaleceniami 

producentów. Eksperyment został przeprowadzony przy użyciu cytometru BD FACSCanto™ 

Clinical Flow Cytometry System. Fluorescencja SYTOX™ była wzbudzana za pomocą lasera 

o długości fali 488 nm i mierzona detektorem 530/30, natomiast fluorescencja APC była 

wzbudzana za pomocą lasera o długości fali 640 nm i mierzona detektorem 670/30. Badanie 

przeprowadzono na dwóch grupach komórek OvBH-1 (niepreinkubowanych oraz 

preinkubowanych przez 24 godz. przed leczeniem, 37°C, 5% CO2 z 10 µM E2). Ponadto, 

kontrolami (CTRL) były próbki niebarwione i barwione, z użyciem tylko jednego z dwóch 

barwników. Komórki apoptotyczne wykrywano na podstawie ekspresji fosfatydyloseryny na 

zewnętrznej warstwie błony cytoplazmatycznej, którą oznaczano poprzez wiązanie aneksyny 

V. Komórki nekrotyczne barwiono odczynnikiem SYTOX, który przenika przez uszkodzoną 

błonę komórkową i tworzy kompleksy z kwasami nukleinowymi. 

Wykonano również pomiar aktywności kaspazy-3 oraz -7, wykorzystując test 

Caspase-Glo® 3/7 Assay System (Promega, Niemcy). Poddane leczeniu komórki OvBH-1 

nasadzono na 96-dołkową płytkę i inkubowano przez czas 4, 8, 12 i 24 godz., po czym do 

odpowiednich dołków dodano 100 µl Caspase-Glo® 3/7 Reagent i inkubowano zgodnie  

z zaleceniami producenta przez 1 godz., w temp. pokojowej. Odczyt sygnału 

luminescencyjnego umożliwił czytnik mikropłytek GloMax® Discover (Promega, USA). 

Wyniki zostały wyrażone jako procent aktywności kaspazy-3/7 w komórkach w porównaniu 

do komórek kontrolnych (CTRL) niepoddanych leczeniu. 

6.7 Analiza statystyczna 

 

Eksperymenty przeprowadzono w trzech powtórzeniach. Analizę statystyczną wykonano 

przy użyciu oprogramowania GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc, USA). 

Dane przedstawiono jako średnia ± SD (odchylenie standardowe) i poddano analizie za pomocą 

dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). Gdy analiza ANOVA wykazała istotny 
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statystycznie wynik, zastosowano test wielokrotnych porównań Sidaka w celu oceny różnicy. 

Za istotne statystycznie uznano wartości p < 0,05. 
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7. Podsumowanie oraz wnioski 

 

Cykl publikacji otwierają badania własne, gdzie porównano wrażliwość ludzkich komórek 

endometrioidalnego raka jajnika MDAH-2774 na klasyczną chemioterapię oraz 

elektrochemioterapię z cisplatyną lub chlorkiem wapnia (CaCl2), który stanowił źródło jonów 

wapniowych [1]. Na wstępie należy zaznaczyć, iż linia MDAH-2774 wykazuje umiarkowaną 

oporność na konwencjonalną chemioterapię, tj. opartą na cisplatynie. W przypadku obu 

analizowanych związków, zwiększenie ich transportu poprzez zaaplikowanie zewnętrznego 

pola elektrycznego pozwoliło obniżyć przeżywalność komórek raka jajnika w porównaniu do 

cisplatyny oraz CaCl2 podawanych samodzielnie. Najbardziej efektywny okazał się protokół 

oparty na impulsach mikrosekundowych (µsEP). Co więcej, preinkubacja komórek 

z 17β-estradiolem, jaka poprzedzała etap leczniczy uwrażliwiła linię MDAH-2774 na działanie 

cisplatyny oraz CaCl2 (Pub. 1; Fig. 3). Efekt utrzymywał się również w przypadku 72-godz. 

inkubacji ze związkami. Preinkubacja skutkowała również zwiększeniem poziomu 

cytotoksyczności klasycznej elektrochemioterapii oraz jej modyfikacji z jonami wapnia (Ca2+). 

W celu określenia, czy obniżona przeżywalność komórek MDAH-2774 preinkubowanych 

z 17β-estradiolem jest związana ze zwiększoną syntezą reaktywnych form tlenu (ROS), 

przeanalizowano ekspresję kaspazy-12 (Pub. 1; Fig. 4). Kaspaza-12 uczestniczy w apoptozie 

wywołanej stresem siateczki śródplazmatycznej i jest aktywowana w odpowiedzi na czynniki 

stresowe, takie jak reaktywne formy tlenu oraz wysokie stężenia jonów wapnia 54. 

Barwienie immunocytochemiczne wykazało wzrost ekspresji kaspazy-12 w komórkach 

preinkubowanych z estradiolem, przy czym efekt ten był zróżnicowany w zależności od 

zastosowanego związku chemicznego. W komórkach traktowanych cisplatyną wzrost ten 

wynosił ok. 10%, niezależnie od stężenia cytostatyku. W przypadku zastosowania CaCl2 

w stężeniu 1 mM liczba komórek z ekspresją kaspazy-12 wzrosła o 45%. Należy zauważyć, że 

w przypadku zastosowania stężenia jonów wapnia 2,5 mM liczba komórek z obecnością 

kaspazy-12 nie zmieniała się na skutek preinkubacji z estradiolem, z uwagi na wysoką ekspresję 

tego białka niemal u 95% komórek poddanych terapii. Fluorescencyjne barwienie filamentów 

aktynowych ujawniło wyraźne zmiany morfologiczne w komórkach poddanych elektroporacji 

mikrosekundowej i nanosekundowej (przy natężeniu pola elektrycznego 50 kV/cm) 

(Pub. 1; Fig. 5 i 6). W tych próbach zaobserwowano znaczące obkurczenie komórek oraz 

uszkodzenia cytoszkieletu. Zmiany morfologiczne zostały potwierdzone przy użyciu 

mikroskopii holotomograficznej (Pub. 1; Fig. 8). W celu przeanalizowania czy wzrost 

toksyczności badanych rozwiązań terapeutycznych po preinkubacji komórek z estradiolem jest 
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związany z jego wpływem na strukturę błony komórkowej, komórki były elektroporowane (po 

uprzedniej preinkubacji) z barwnikiem fluorescencyjnym (Yo-Pro-1TM), którego absorpcja była 

następnie mierzona za pomocą cytometru przepływowego (Pub. 1; Fig. 7). Komórki 

preinkubowane z estradiolem wykazywały umiarkowanie niższą absorpcję barwnika. Uzyskane 

wyniki testu cytotoksyczności pozwalają wnioskować, iż mechanizm odpowiadający za spadek 

aktywności mitochondrialnej w tych komórkach nie wynika ze zmian w przepuszczalności 

dwuwarstwy lipidowej. 

Jak już wcześniej wspomniano, linia komórkowa MDAH-2774 stanowiąca materiał 

badawczy pierwszej z prac oryginalnych zawartych w niniejszym cyklu [1] charakteryzuje się 

nieznaczną opornością wobec standardowej chemioterapii opartej na cisplatynie. Inaczej jest 

w przypadku linii OvBH-1, dla której efekt cytotoksyczny leku jest już obserwowany przy 

stężeniu 10 µM po 24-godzinnej inkubacji (Fig. 3; dane nieopublikowane). 

 

 

Figura 3. Przeżywalność linii komórkowej OvBH-1 podczas 24- oraz 72-godzinnej inkubacji na wzrastające stężenia 

cisplatyny. Eksperyment został przeprowadzony na dwóch grupach komórek, tj. nie- i preinkubowanych z 17β-estradiolem 24 

godz. przed chemioterapią; Uwagi: (średnia ± SD) N = 3, *p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001, **** p< 0.0001 w przyrównaniu 

do kontroli (CTRL, 0 µM); # p< 0.05, ## p< 0.01, ### p< 0.001, #### p< 0.0001 w przyrównaniu wyników pomiędzy grupami 

komórek; dane nieopublikowane. 

 

 

Może to być spowodowane różnicami w ich patofizjologii oraz patogenezie. MDAH-2774 

to linia komórek endometrioidalnego raka jajnika (EOC) 55, natomiast linia OvBH-1 to komórki 

wyprowadzone od pacjentki ze zdiagnozowanym jasnokomórkowym rakiem jajnika (szerzej 

opisane w sekcji „Materiały i metody”). Oba typy histologiczne raka jajnika są powszechne 

wśród kobiet ze zdiagnozowaną endometriozą 56. Jednakże posiadają odrębne cechy kliniczno- 

patologiczne i fenotypy molekularne. Charakterystyczne dla endometrioidalnego raka jajnika 
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są mutacje w genach CTNNB1 (30-50%), ARID1A (~30%), PIK3CA (15-40%), KRAS 

(12-33%), PTEN (~20%) oraz TP53 (6-24%) 57,58. W porównaniu do innych typów raka jajnika, 

w endometrioidalnym raku jajnika rzadziej występują mutacje w genach BRCA1/2. EOC są 

przeważnie dodatnie wobec ekspresji receptorów estrogenowych, podczas gdy 

jasnokomórkowy rak jajnika zazwyczaj wykazuje niższy poziom ich ekspresji. EOC 

charakteryzuje się zazwyczaj lepszymi rokowaniami niż inne podtypy raka jajnika, szczególnie 

jeśli jest zdiagnozowany we wczesnym stadium. 

Jasnokomórkowy rak jajnika (ang. clear cel ovarian carcinoma; CCOC) charakteryzuje się 

mniejszą częstością występowania. Jest za to bardziej agresywny i wiąże się ze zmniejszoną 

częstością odpowiedzi na chemioterapię opartą na platynie i gorszym rokowaniem, zwłaszcza 

w zaawansowanym stadium 57,59. Co zaskakujące, dodatkowo wykonane eksperymenty 

wskazują na stosunkowo wysoką wrażliwość komórek OvBH-1 na chemioterapię (Fig. 3; dane 

nieopublikowane). Wśród najczęściej identyfikowanych mutacji w CCOC znajdują się mutacje 

genów ARID1A (47-57%), PIK3CA (30-60%), PPP2R1A (7-16%), CTNNB1 (31-53.3%) 57,58. 

Z uwagi na swoją agresywność i skłonność do szybkiego rozwoju, jasnokomórkowy rak jajnika 

często jest diagnozowany w bardziej zaawansowanych stadiach i wiąże się z gorszym 

rokowaniem. Biorąc to pod uwagę, powyższy model komórek również włączono do cyklu 

prowadzonych badań. Otrzymane wyniki nie zostały dotychczas opublikowane, jednakże 

włączono je do niniejszej pracy. 

W kolejnym etapie prac wykonywanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej 

podjęto próbę odpowiedzi na pytanie, czy dodatek zewnętrznych impulsów elektrycznych 

zwiększy efektywność cisplatyny oraz czy elektroporacja z jonami wapnia okaże się być 

bardziej efektywna w porównaniu do standardowej chemioterapii i elektrochemioterapii 

również w linii komórkowej jasnokomórkowego raka jajnika (model OvBH-1). Co więcej, 

podobnie jak w eksperymentach z udziałem linii MDAH-2274, podjęto próbę oceny roli 

17β-estradiolu jako czynnika wspierającego badane terapie. Dodatkowo, przeanalizowano 

skutki biologiczne, jakie wywołają proponowane rozwiązania terapeutyczne na komórki 

prawidłowe nabłonka jajnika (tj. chomicza linia komórkowa CHO-K1). 

Podobnie jak to miało miejsce w przypadku linii endometroidalnego raka jajnika, 

również tutaj obserwowano ewentualną wspierającą rolę preinkubacji z estradiolem leczenia 

cisplatyną (Fig. 3 i 4; dane nieopublikowane). Połączenie standardowego chemioterapeutyka 

z zewnętrznym polem elektrycznym w dużej mierze zwiększyło jego toksyczność wobec 

komórek OvBH-1 (Fig. 4; dane nieopublikowane). 
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Figura 4. Analiza przeżywalności komórek CHO-K1 (a-c i g-i) oraz OvBH-1 (d-f i j-l) przeprowadzona za pomocą testu MTT (a-f) 24 godziny oraz (g-l) 72 godziny po ekspozycji na różne protokoły elektroporacji. 

Eksperyment przeprowadzono na dwóch grupach komórek (nieinkubowanych i inkubowanych przez 24 godziny z 10 µM E2) z każdej linii komórkowej; Uwagi: (średnia ± SD) N = 3, *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 

0,001, **** p < 0,0001 w przyrównaniu do kontroli (CTRL); #p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001, #### p < 0,0001 w przyrównaniu między grupami; dane nieopublikowane. 
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Warto zaznaczyć, że zastosowanie samych impulsów elektrycznym zaburzyło 

żywotności komórek (Fig. 4; dane nieopublikowane). W przypadku komórek linii OvBH-1 

odsetek przeżywalności po ekspozycji na impulsy elektryczne wynosił odpowiednio 86,27% 

po 24 godzinach oraz 79,5% po 72 godzinach od zakończenia terapii. W grupie komórek 

poddanych wcześniejszej preinkubacji z E2 wartości te wynosiły odpowiednio 88% i 84%. 

Natomiast analiza za pomocą testu MTT wykazała żywotność komórek CHO-K1 na poziomie 

83,5% po 24 godzinach oraz 86,67% po 72 godzinach. W przypadku preinkubacji z E2 wartości 

te wynosiły 72,16% po 24 godzinach oraz 89,5% po 72 godzinach. 

Elektroporacja z jonami wapnia okazała się być bardziej toksyczna wobec komórek 

nowotworowych, w porównaniu do standardowej chemioterapii oraz elektrochemioterapii 

z cisplatyną. Preinkubacja materiału badawczego z estradiolem uwrażliwiła komórki na 

działanie chlorku wapnia i cisplatyny podawanych pojedynczo oraz w połączeniu  

z elektroporacją (Fig. 3 i 4; danie nieopublikowane). Ciekawym jest fakt, że efekt ten został 

zniesiony po 72 godz. od leczenia, co niezaprzeczalnie wymaga dalszych badań i głębszej 

analizy. Co ważne, w przypadku obu linii komórkowych, podobnie jak we wcześniejszych 

eksperymentach z udziałem komórek MDAH-2774, poziom wychwytu barwnika Yo-Pro-1TM 

potwierdził, iż działanie estrogenu nie wpływa na stopień przepuszczalności błony komórkowej 

(Fig. 5; danie nieopublikowane). 

 

Figura 5. Wychwyt fluorescencyjnego barwnika Yo-Pro-1TM, reprezentujące poziom permeabilizacji błony komórkowej dla 

linii komórkowych (a) OvBH-1 i (b) CHO-K1, zmierzone za pomocą cytometru przepływowego; Uwagi: (średnia ± SD) N = 

3, *p < 0,05 w porównaniu między intensywnościami pola elektrycznego; dane nieopublikowane. 
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Dzięki zastosowaniu mikroskopii konfokalnej odnotowano liczne zmiany w strukturze 

F-aktyny po zastosowanych terapiach (Fig. 6; dane nieopublikowane). Mianowicie, komórki 

eksponowane na CaEP wykazały zaburzenie lamellipodiów i włókien stresowych, połączone 

z akumulacją cytoszkieletu w centralnej części komórki. Zniszczenia były nasilone w grupie 

komórek poddanych wcześniej preinkubacji z E2. Porównując obrazy uzyskane w 6 i 72 godz. 

po leczeniu można odnotować delikatną tendencję do rekonstrukcji cytoszkieletu, jednak jego 

ukształtowanie w trzeciej dobie po terapii nadal pozostaje w znacznym stopniu zaburzone. 
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Figura 6. Organizacja F-aktyny w komórkach CHO-K1 (a, b) i OvBH-1 (c, d). Komórki po ekspozycji na terapie zostały nasadzone na szkiełka nakrywkowe, a po 6 (a, b) oraz 72 (c, d) godzinach po ekspozycji na różne 

lecznicze utrwalone za pomocą 4% formaldehydu. Komórki zostały oznakowane w celu wizualizacji jąder (niebieski) oraz F-aktyny (czerwony). Strzałki wskazują: zielone – lamellipodia, białe – włókna stresowe. Skala 

– 20 µm; dane nieopublikowane. 
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W przypadku komórek prawidłowych, przeprowadzone testy przeżywalności wykazały 

podobny stopień toksyczności CaEP w porównaniu do elektrochemioterapii z cisplatyną 

(Fig. 4; dane nieopublikowane). Jednakże, zestawiając wyniki uzyskane po 24 i 72 godz. 

można zauważyć, iż komórki są w stanie przetrwać chwilowe zaburzenie homeostazy, 

powrócić do stanu pierwotnego i nadal się dzielić, co obrazuje wzrost przeżywalności pomiędzy 

tymi czasami. Co więcej, obrazy uzyskane dzięki mikroskopii konfokalnej, gdzie dokonano 

barwienia F-aktyny, ukazują rekonstrukcję lamellipodiów w komórkach CHO-K1 w czasie 

72 godz. po CaEP (Fig. 6; dane nieopublikowane). Analizując potencjalne działanie 

wspierające toksyczność leczenia przez 17-βestradiol, zaobserwowano, iż komórki prawidłowe 

inkubowane wcześniej z estrogenem były mniej podatne na działanie chlorku wapnia (CaCl2) 

i cisplatyny podawanych osobno. Badając terapie połączone z zewnętrznym polem 

elektrycznym nie odnotowano efektu wspierającego toksyczność leczenia przez estrogen, 

co popiera wcześniejsze obserwacje. 

 

Figura 7. (a) Detekcja metodą Western-Blot kaspazy-1/ -3/ -8/ -12 w komórkach OvBH-1, 24 godziny po leczeniu CaEP; (b) 

względna ekspresja białek; β-aktyna została użyta jako kontrola załadunku; dane nieopublikowane. 

 

 

Biorąc pod uwagę wcześniejsze wyniki, ujawniające wzrost ekspresji kaspazy-12 po 

ekspozycji komórek MDAH-2774 na 2,5 mM CaCl2, oraz brak w dostępnej literaturze 

informacji na temat alternatywnych szlaków śmierci komórkowej jako następstw CaEP, na tym 

etapie prac badawczych, wzięto pod uwagę również ten aspekt badawczy. Rzeczywiście, 

inkubacja komórek OvBH-1 z CaCl2 również skutkowała wzrostem poziomu kaspazy-12, 

jednakże efekt ten został zniwelowany zarówno po dołączeniu impulsów elektrycznych, jak 

również w przypadku grupy komórek poddanych wcześniej preinkubacji z estradiolem (Fig. 7; 
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dane nieopublikowane). Wzrost poziomu kaspazy-8 został odnotowany w grupie komórek 

wcześniej preinkubowanych z 10 µM E2, jednakże wśród tej grupy komórek jego najniższa 

ekspresja została zaobserwowana po leczeniu CaEP. W komórkach wcześniej 

niepreinkubowanych z estradiolem, wzrost poziomu tego białka zaobserwowano po aplikacji 

impulsów elektrycznych 1,0 kV/cm. W przypadku kaspazy-1 oraz -3, biorąc pod uwagę analizę 

densytometryczną otrzymanych wyników, nie odnotowano wzrostu względnego poziomu ich 

ekspresji ponad poziom komórek kontrolnych (tj. nieleczonych; CTRL). 

 

Figura 8. Procentowy rozkład apoptozy i nekrozy w komórkach OvBH-1 analizowana za pomocą pomiaru fluorescencji 

barwników SYTOX™ Green i APC-Annexin V. Barwienie przeprowadzono 6 i 24 godziny po dostarczeniu impulsów 

elektrycznych (PEFs). (a, b) reprezentatywne histogramy ukazujące rozkład zdrowych, wczesnych apoptotycznych, późnych 

apoptotycznych oraz nekrotycznych komórek po leczeniu; fluorescencja SYTOX™ Green — wysokość rozproszenia w przód; 

fluorescencja APC—Annexin V — wysokość rozproszenia w bok; (c) reprezentatywne histogramy z analizy cytometrii 

przepływowej 24 godziny po leczeniu; dane nieopublikowane. 

 

 

 

Analizując wyniki otrzymane z użyciem techniki Western Blot (Fig. 7; dane 

nieopublikowane), cytometrii przepływowej (Fig. 8; dane nieopublikowane), oraz testu 

luminescencyjnego (Fig. 9; dane nieopublikowane), wysunięto wniosek, iż nekroza jest 

głównym szlakiem śmierci obieranym przez komórki w następstwie ich ekspozycji na 

elektroporację z jonami wapnia. Pomiar metodą cytometrii przepływowej wykazał znaczący 

wzrost sygnału emitowanego przez barwnik SYTOXTM-Green, 6 godz. po leczeniu. 

Dodatkowo, analiza luminescencyjna aktywności kaspazy-3 oraz -7 powiązanych 

z procesem apoptozy wykazała spadek ich aktywności 4 godz. po zastosowaniu terapii (Fig. 9; 

dane nieopublikowane), co można tłumaczyć gwałtowną redukcją ilości komórek w wyniku 
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nekrozy. Efekt utrzymywał się w czasie. Odnotowano również spadek poziomu kaspazy-1, 

która łączona jest z procesem pyroptozy 60. 

 

Figura 9. Pomiar aktywacji kaspazy 3/7 po ekspozycji na EP i CaEP. Uwagi: (średnia ± SD) N = 2, *p < 0,05, ** p < 0,01, 

*** p < 0,001, **** p < 0,0001 w porównaniu do kontroli (CTRL); dane nieopublikowane. 

 

 

Co ciekawe, interpretacja zdjęć otrzymanych dzięki mikroskopii holotomograficznej 

ujawniła istnienie pęcherzykowatych wypukłości na powierzchni błony komórkowej 24 godz. 

po elektroporacji z jonami wapnia, tzw. blebbing (Fig. 10; dane nieopublikowane). Fakt ten 

może wskazywać na obecność alternatywnych ścieżek śmierci komórkowej, jednak dostępna 

literatura odnotowuje również taką morfologię komórek w trakcie procesu nekrozy. Biorąc to 

pod uwagę, trudno jednoznacznie wskazać dominujący rodzaj śmierci komórkowej, powstałej 

w wyniku zastosowania CaEP, a problem wymaga dalszych badań i dokładniejszej analizy 

z uwzględnieniem krótszych punktów czasowych. 
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Figura 10. Wizualizacja morfologii komórek OvBH-1 za pomocą mikroskopii holotomograficznej (HTM) (a) 24 godziny po 

leczeniu, jądra zostały wybarwione fluorescencyjnym barwnikiem Hoechst 33342; (b, c, d) inne przykłady komórek 

obrazowanych 24 godziny po terapiach; strzałki wskazują: zielone – wakuole, czerwone – krople lipidowe, białe – blebbing. 

Skala – 20 µm; dane nieopublikowane. 

 

 

 

Druga z prac oryginalnych wchodzących w skład niniejszego cyklu publikacji obejmuje 

analizę wpływu symetryczności oraz obecności interwałów między impulsami w protokołach 

elektroporacji bipolarnej (BP EP) na obecność efektu bipolar cancellation [2]. 

Impulsy asymetryczne otwierają zupełnie nowy rozdział w zakresie elektrochemioterapii. 

Do tej pory jest niewiele badań dotyczących przeciwnowotworowego działania takich 

protokołów. Jako model badawczy wykorzystano ludzką linię jasnokomórkowego raka jajnika 

(OvBH-1). Przeprowadzone analizy przeżywalności komórek oraz absorpcji barwnika 

Yo-Pro-1TM pozwoliły ustalić, iż w przypadku protokołów elektroporacji opartych na 

impulsach nanosekundowych uszkodzenie błony komórkowej wywołane zastosowaniem ↑600 
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nsEP może zostać zredukowane przez kolejny impuls o tej samej amplitudzie i czasie trwania, 

ale o przeciwnej polaryzacji, tj. ↑600 ns + ↓600 ns (Pub. 2; Fig. 2 i 4). Jednocześnie, 

zastosowanie nanosekundowych symetrycznych protokołów bipolarnych skutkowało 

wyraźnym spadkiem wychwytu barwnika Yo-Pro-1TM przez komórki OvBH-1 w porównaniu 

do wartości uzyskanych dla protokołu unipolarnego (↑600 nsEP). Co więcej, mikroskopia 

konfokalna ujawniła, iż oba rozwiązania skutkują zmianami w morfologii komórek raka 

jajnika, jednak są one mniejsze przy zastosowaniu protokołu ↑600 ns + ↓600 ns (Pub. 2; Fig. 

5 i 6). Wyniki te wskazują na obecność efektu bipolar cancellation w tym przypadku oraz 

potwierdzają jego unikalność dla protokołów angażujących impulsy nanosekundowe. 

Stwierdzenie to poparły również analizy zawarte w niniejszej pracy z udziałem uni- oraz 

bipolarnych protokołów symetrycznych, jednakże składających się z impulsów 

mikrosekundowych. 

Rozpatrując wpływ symetryczności protokołu oraz wprowadzenia interwałów pomiędzy 

impulsami na obecność i intensywność efektu bipolar cancellation, dotychczasowe doniesienia 

podkreślały, iż aplikacja negatywnego impulsu o dłuższym czasie trwania skutkuje redukcją, 

bądź całkowitą eliminacją zjawiska 61,62. Jednakże prace te obejmowały analizę jedynie 

impulsów nanosekundowych. Biorąc pod uwagę powyższe, w przytaczanej pracy stworzono 

protokoły bipolarne składające się z nanosekundowego impulsu dodatniego oraz następującego 

po nim negatywnego impulsu o długości czasu trwania 10 µs (↑600 ns + ↓10 µs) (Pub. 2; Fig. 

7). Otrzymane wyniki doprowadziły do konkluzji, iż efekt bipolar cancellation jest obecny 

w przypadku takiego protokołu, jednakże jest on znacząco słabszy niż przy zastosowaniu 

symetrycznego protokołu nanosekundowego (↑600 ns + ↓600 ns) (Pub. 2; Fig. 2 i 4). Ponadto, 

wprowadzenie interwałów 1 lub 10 µs pomiędzy impulsami o przeciwnej polaryzacji nie 

wpłynęło znacząco na to zjawisko. 

W aspekcie efektywności elektroporacji komórek OvBH-1 z jonami wapnia, zastosowanie 

impulsów nanosekundowych (uni- oraz bipolarnych) skutkowało mniejszą toksycznością, 

w porównaniu do protokołów z wykorzystaniem impulsów mikrosekundowych, co pokrywa 

się z wynikami osiągniętymi w publikacji [1], stanowiącej część niniejszego cyklu (Pub. 2; 

Fig. 4). Co więcej, asymetryczność protokołu pozwoliła osiągnąć podobne wartości 

przeżywalności komórek OvBH-1 jak protokół wzorowany na wytycznych ESOPE 

(tj. 100 µs; 1,2 kV/cm). Wprowadzenie dodatkowych interwałów pomiędzy impulsami nie 

miało istotnego wpływu na te wartości. Najsilniejszy efekt toksyczny wobec komórek raka 
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jajnika odnotowano dla symetrycznego protokołu bipolarnego opartego o impulsy 

mikrosekundowe. 

Przeprowadzone badania dostarczają nowych danych na temat interakcji między 

impulsami o różnych polaryzacjach i czasach trwania, co może być wykorzystane do przyszłej 

optymalizacji protokołów elektrochemioterapii, szczególnie w kontekście leczenia 

nowotworów złośliwych. 

Podsumowując, w wyniku przeprowadzonych badań wysunięto następujące wnioski: 

 

• Elektrochemioterapia: Zastosowanie zewnętrznego impulsowego pola elektrycznego 

w połączeniu z konwencjonalną chemioterapią zwiększa lokalne stężenie leku 

w komórkach raka jajnika, co prowadzi do 20-70% spadku przeżywalności komórek 

w porównaniu do samej chemioterapii. Elektrochemioterapia, zarówno z cisplatyną, jak 

i z jonami wapnia, wykazuje antynowotworową aktywność wobec komórek raka 

jajnika, zarówno tych opornych, jak i podatnych na tradycyjną chemioterapię 

 

• Elektroporacja z jonami wapnia: Otrzymane w ramach rozprawy wyniki wskazują, 

że jest to najbardziej obiecująca metoda leczenia, łącząca wysoką skuteczność 

w zwalczaniu komórek raka jajnika z relatywnie niską toksycznością wobec komórek 

prawidłowych, co czyni ją atrakcyjną opcją terapeutyczną. 

 

 

• Impulsy bipolarne: W badaniach wykazano, że jeden impuls unipolarny może zostać 

„anulowany” przez drugi impuls o odwrotnej polaryzacji, co określono jako zjawisko 

bipolarnego anulowania (BPC). Badania wykazały, że opóźnienia między-impulsowe 

(1 i 10 µs) wpływają na zjawisko BPC, co sugeruje możliwość kontrolowania tego 

efektu poprzez modyfikację parametrów impulsów. Zjawisko BPC wpływa na 

skuteczność elektrochemioterapii z jonami wapnia, redukując permeabilizację błony 

komórkowej oraz przeżywalność komórek po terapii. 

 

 

• Rola 17β-estradiolu: Może pełnić kluczową rolę jako czynnik uwrażliwiający komórki 

nowotworowe na terapie oparte na elektroporacji, co otwiera nowe możliwości 

w projektowaniu terapii skojarzonych. 
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W ramach cyklu publikacji dokonano również przeglądu aktualnego stanu wiedzy 

dot. efektywności terapii opartych na zjawisku elektroporacji (tj. ECT, CaEP, IRE itp.) 

w przypadku nowotworów ginekologicznych i nowotworu piersi [3]. W pracy przedstawiono 

krótkie charakterystyki każdej z omawianych metod leczniczych, ich korzyści oraz skutki 

uboczne. Zwrócono uwagę na znikomą ilość badań dot. stosowania elektrochemioterapii i jej 

pochodnych jako potencjalnej terapii raka jajnika. Biorąc pod uwagę stale rosnącą liczbę 

diagnozowanych przypadków oraz słabe prognozy związane z tych schorzeniem, poszukiwanie 

coraz to nowych rozwiązań terapeutycznych stanowi naglącą potrzebę. Autorzy publikacji 

dostrzegli także fakt, iż standardowa chemioterapia stymuluje pobudliwe tkanki i nerwy, 

powodując ból i skurcze mięśni 63 oraz nadzieję w ograniczeniu tych efektów ubocznych 

poprzez zastosowanie protokołów opartych na impulsach nanosekundowych. 
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9. Spis załączonych w pracy figur 

Figura 1. Graficzna prezentacja koncepcji pracy doktorskiej pt. „Wykorzystanie elektroporacji 

z jonami wapnia oraz estradiolem w leczeniu raka jajnika na modelu in vitro”. Zastosowanie 

impulsywnego pola elektrycznego (1) skutkuje wzrostem stopnia permeabilizacji błony 

komórkowej (3). Zjawisko to nosi nazwę elektroporacji (EP). Pozwala na podniesienie ilości 

związków chemioterapeutycznych lub jonów wapnia (Ca2+), jakie są dostarczane do wnętrza 

komórki (4). Ostatecznym skutkiem jest wzrost cytotoksyczności aplikowanych leków, przy 

jednoczesnym (w przypadku elektroporacji z jonami wapnia tj. elektroporacji wapniowej, 

CaEP) zmniejszeniu działań niepożądanych wobec komórek prawidłowych (6). Dodatkowo, 

ekspozycja komórek nowotworowych na działanie 17β-estradiolu (1a) pozwala uwrażliwić je 

na działanie stosowanych terapii (2) ......................................................................................... 15 

Figura 2. Optymalizacja stężenia 17β-estradiolu dla komórek OvBH-1. Komórki inkubowano 

we wzrastających stężeniach 17β-estradiolu przez 24 oraz 72 godziny; Uwagi: (średnia ± SD) 

N = 3, *p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001, **** p< 0.0001 w przyrównaniu do kontroli (CTRL, 

0 µM); # p< 0.05, ## p< 0.01, ### p< 0.001, #### p< 0.0001 w przyrównaniu wyników dla 

poszczególnych stężeń pomiędzy różnymi czasami inkubacji; dane nieopublikowane.   19 

Figura 3. Przeżywalność linii komórkowej OvBH-1 podczas 24- oraz 72-godzinnej inkubacji 

na wzrastające stężenia cisplatyny. Eksperyment został przeprowadzony na dwóch grupach 

komórek, tj. nie- i preinkubowanych z 17β-estradiolem 24 godz. przed chemioterapią; Uwagi: 

(średnia ± SD) N = 3, *p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001, **** p< 0.0001 w przyrównaniu do 

kontroli (CTRL, 0 µM); # p< 0.05, ## p< 0.01, ### p< 0.001, #### p< 0.0001 w przyrównaniu 

wyników pomiędzy grupami komórek; dane nieopublikowane. ............................................ 25 

Figura 4. Analiza przeżywalności komórek CHO-K1 (a-c i g-i) oraz OvBH-1 (d-f i j-l) 

przeprowadzona za pomocą testu MTT (a-f) 24 godziny oraz (g-l) 72 godziny po ekspozycji na 



46  

różne protokoły elektroporacji. Eksperyment przeprowadzono na dwóch grupach komórek 

(nieinkubowanych i inkubowanych przez 24 godziny z 10 µM E2) z każdej linii komórkowej; 

Uwagi: (średnia ± SD) N = 3, *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001 w 

przyrównaniu do kontroli (CTRL); #p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001, #### p < 0,0001 w 

przyrównaniu między grupami; dane nieopublikowane. ........................................................ 27 

Figura 5. Wychwyt fluorescencyjnego barwnika Yo-Pro-1TM, reprezentujące poziom 

permeabilizacji błony komórkowej dla linii komórkowych (a) OvBH-1 i (b) CHO-K1, 

zmierzone za pomocą cytometru przepływowego; Uwagi: (średnia ± SD) N = 3, *p < 0,05 w 

porównaniu między intensywnościami pola elektrycznego; dane nieopublikowane. ............ 28 

Figura 6. Organizacja F-aktyny w komórkach CHO-K1 (a, b) i OvBH-1 (c, d). Komórki po 

ekspozycji na terapie zostały nasadzone na szkiełka nakrywkowe, a po 6 (a, b) oraz 72 (c, d) 

godzinach po ekspozycji na różne lecznicze utrwalone za pomocą 4% formaldehydu. Komórki 

zostały oznakowane w celu wizualizacji jąder (niebieski) oraz F-aktyny (czerwony). Strzałki 

wskazują: zielone – lamellipodia, białe – włókna stresowe. Skala – 20 µm; dane 

nieopublikowane. .................................................................................................................... 30 

Figura 7. (a) Detekcja metodą Western-Blot kaspazy-1/ -3/ -8/ -12 w komórkach OvBH-1, 24 

godziny po leczeniu CaEP; (b) względna ekspresja białek; β-aktyna została użyta jako kontrola 

załadunku; dane nieopublikowane. ......................................................................................... 31 

Figura 8. Procentowy rozkład apoptozy i nekrozy w komórkach OvBH-1 analizowana za 

pomocą pomiaru fluorescencji barwników SYTOX™ Green i APC-Annexin V. Barwienie 

przeprowadzono 6 i 24 godziny po dostarczeniu impulsów elektrycznych (PEFs). (a, b) 

reprezentatywne histogramy ukazujące rozkład zdrowych, wczesnych apoptotycznych, 

późnych apoptotycznych oraz nekrotycznych komórek po leczeniu; fluorescencja SYTOX™ 

Green — wysokość rozproszenia w przód; fluorescencja APC—Annexin V — wysokość 
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rozproszenia w bok; (c) reprezentatywne histogramy z analizy cytometrii przepływowej 24 

godziny po leczeniu; dane nieopublikowane. ......................................................................... 32 

Figura 9. Pomiar aktywacji kaspazy 3/7 po ekspozycji na EP i CaEP. Uwagi: (średnia ± SD) 

N = 2, *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001 w porównaniu do kontroli 

(CTRL); dane nieopublikowane. ............................................................................................ 33 

Figura 10. Wizualizacja morfologii komórek OvBH-1 za pomocą mikroskopii 

holotomograficznej (HTM) (a) 24 godziny po leczeniu, jądra zostały wybarwione 

fluorescencyjnym barwnikiem Hoechst 33342; (b, c, d) inne przykłady komórek obrazowanych 

24 godziny po terapiach; strzałki wskazują: zielone – wakuole, czerwone – krople lipidowe, 

białe – blebbing. Skala – 20 µm; dane nieopublikowane. ...................................................... 34 
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Medyczny im. Piastów Śląskich we Wrocławiu, vol. 32, no. 3 spec., 2023, pp. 31 

5) Bieżuńska-Kusiak Katarzyna, Gajewska-Naryniecka Agnieszka, Szwedowicz Urszula, 

Łapińska Zofia: The influence of microplastic particles on the development of breast 

cancer cells; 5th International Wroclaw Scientific Meetings. Wrocław, Poland, October 

19-21, 2023; Advances in Clinical and Experimental Medicine, Uniwersytet Medyczny im. 

Piastów Śląskich we Wrocławiu, vol. 32, no. 3 spec., 2023, pp. 51 

6) Śmietańska Aleksandra, Szlasa Wojciech, Łapińska Zofia, Saczko Jolanta: Evaluation of 

the expression of folic acid receptors in ovarian cancer after chemotherapy: In vitro 

research; 5th International Wroclaw Scientific Meetings. Wrocław, Poland, October 19-21, 

2023; Advances in Clinical and Experimental Medicine, Uniwersytet Medyczny im. 

Piastów Śląskich we Wrocławiu, vol. 32, no. 3 spec., 2023, pp. 112 

7) Kulbacka Julita, Rossowska Joanna, Chwiłkowska Agnieszka, Choromańska Anna, 

Łapińska Zofia, Rembiałkowska Nina: Antitumor effects of nanosecond PEFs with 

calcium ions in colon cancer in vitro and in vivo, In: 4th World Congress on Electroporation 

and Pulsed Electric Fields in Biology, Medicine, and Food & Environmental Technologies. 

Copenhagen, Denmark, 9 - 13 October 2022. Book of abstracts / Gehl Julie, Frandsen 

Dobbelaar Stine, Mahnič-Kalamiza Samo (eds.), 2022, 108 poz. OR-164 

8) Łapińska Zofia, Szewczyk Anna, Kulbacka Julita, Saczko Jolanta: Electroporation-based 

modalities fused with 17β-estradiol in ovarian cancer therapy in vitro, In: 4th World 

Congress on Electroporation and Pulsed Electric Fields in Biology, Medicine, and Food & 

Environmental Technologies. Copenhagen, Denmark, 9 - 13 October 2022. Book of 

abstracts / Gehl Julie, Frandsen Dobbelaar Stine, Mahnič-Kalamiza Samo (eds.), 2022, 175 

poz.PO-021 

9) Bieżuńska-Kusiak Katarzyna, Gajewska-Naryniecka Agnieszka, Łapińska Zofia, 

Szwedowicz Urszula: Rodzaje śmierci komórkowej ze szczególnym uwzględnieniem 

apoptozy po zastosowaniu elektroporacji w obecności jonów wapnia w komórkach 

gruczolakoraka gruczołu sutkowego MCF-7/WT i MCF-7/DOX, In: VI Ogólnopolska 

Konferencja Naukowa "Współczesne zastosowanie metod analitycznych w farmacji 

i medycynie". Wrocław, 03 grudnia 2021 r. Książka abstraktów, 2021, pp. 5 

10) Gajewska-Naryniecka Agnieszka, Łapińska Zofia, Szwedowicz Urszula, Rudno-

Rudzińska Julia, Kulbacka Julita: Biomarkers for early detection of pancreatic cancer - 

what is new, In: VI Ogólnopolska Konferencja Naukowa "Współczesne 
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zastosowanie metod analitycznych w farmacji i medycynie". Wrocław, 03 grudnia 2021 r. 

Książka abstraktów, 2021, pp. 16 

11) Łapińska Zofia, Szlasa Wojciech, Szewczyk Anna, Szwedowicz Urszula, Gajewska- 

Naryniecka Agnieszka, Bieżuńska-Kusiak Katarzyna, Kulbacka Julita, Saczko Jolanta: 

Elektroporacja z jonami wapnia i 17β-estradiolem jako potencjalna metoda leczenia raka 

jajnika in vitro, In: VI Ogólnopolska Konferencja Naukowa "Współczesne zastosowanie 

metod analitycznych w farmacji i medycynie". Wrocław, 03 grudnia 2021 r. Książka 

abstraktów, 2021, pp. 9 

12) Szwedowicz Urszula, Łapińska Zofia, Bieżuńska-Kusiak Katarzyna, Gajewska- 

Naryniecka Agnieszka, Kulbacka Julita, Saczko Jolanta, Chwiłkowska Agnieszka, 

Choromańska Anna: Wpływ elektroporacji na uwalnianie mikropęcherzyków błonowych z 

komórek nowotworowych, In: VI Ogólnopolska Konferencja Naukowa "Współczesne 

zastosowanie metod analitycznych w farmacji i medycynie". Wrocław, 03 grudnia 2021 r. 

Książka abstraktów, 2021, pp. 10 

13) Łapińska Zofia, Szlasa Wojciech, Gajewska-Naryniecka Agnieszka, Szwedowicz Urszula, 

Kulbacka Julita, Choromańska Anna: In vitro study of calcium electroporation (CaEP) 

fused with 17β-estradiol in ovarian cancer treatment, In: II Interdisciplinary Conference of 

Doctoral Students of Medical Universities "DocUMed" under the slogan "Libertas et ipsa 

scientia". Łódź, October 22-24, 2021. Book of abstracts / Duda Łukasz (eds.), 2021, ISBN 

978-83-963099-5-2, pp. 28 

14) Szwedowicz Urszula, Gajewska-Naryniecka Agnieszka, Łapińska Zofia, Kulbacka Julita, 

Saczko Jolanta: Electroporation-based applications: extracellular vesicles, In: II 

Interdisciplinary Conference of Doctoral Students of Medical Universities "DocUMed" 

under the slogan "Libertas et ipsa scientia". Łódź, October 22-24, 2021. Book of abstracts / 

Duda Łukasz (eds.), 2021, ISBN 978-83-963099-5-2, pp. 32 

15) Łapińska Zofia, Szwedowicz Urszula, Gajewska-Naryniecka Agnieszka, Szewczyk Anna, 

Saczko Jolanta: Calcium electroporation (CaEP) fused with 17β-estradiol in ovarian cancer 

treatment in vitro, In: XXVIth International Symposium on Bioelectrochemistry and 

Bioenergetics of the Bioelectrochemical Society. Cluj-Napoca, Romania, 9-13 May 2021. 

Abstract book, 2021, 207 poz. S3-P-06 

16) Łapińska Zofia, Kulbacka Julita, Saczko Jolanta: Calcium electroporation as a potential 

ovarian cancer treatment modality, In: Proceedings and workbook of the electroporation- 

based technologies and treatments: International Scientific Workshop and Postgraduate 
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Course. Ljubljana, Slovenia, November 16-December 4, 2020 / Kramar Peter, Miklavcic 

Damijan, 2020, Založba FE, ISBN 978-961-243-410-6, pp. 23 

13.4 Nagrody i wyróżnienia 

1) Laureatka konkursu Nagroda Naukowa organizowanego przez firmę AstraZeneca, 

The Institute of Cancer Research (ICR) oraz Porozumienie Akademickich Centrów 

Transferu Technologii (PACTT) – stypendium na 10-miesięczny staż badawczy w ICR, 

Londyn, Anglia, I edycja, 2023 

2) Nominacja do nagrody Naukowiec Przyszłości 2023 w kategorii Kobieta nauki, która 

zmienia świat organizowanej przez Forum Inteligentnego Rozwoju 

3) I nagroda Komitetu Naukowego VI Ogólnopolskiej Konferencji Naukowej „Współczesne 

zastosowanie metod analitycznych w farmacji i medycynie”, 03.12.2021, Wrocław, Polska 

4) I nagroda Komitetu Naukowego Konferencji II Interdyscyplinarna Konferencja 

Doktorantów Uczelni Medycznych „DocUMed” pod hasłem: Libertas et ipsa scientia za 

najlepsze wystąpienie ustne, 22-24.10.2021, Łódź, Polska 

13.5 Udział w projektach naukowych 

1) 2020/38/L/NZ7/00342 (DAINA 2 – NCN) "Manipulacja oporności lekowej w komórkach 

nowotworowych poprzez nanosekundowe, asymetryczne sekwencje impulsów"; kierownik 

projektu: prof., dr hab. Julita Kulbacka; okres działalności Doktorantki: 01.09.2022- 

31.05.2024; funkcja: wykonawca (stypendysta) 

2) SKN.D260.22.001 (Studenckie Koła Naukowe Tworzą I nnowacje – MNiSW) 

„Nutraceutyki w walce z kancerogennym działaniem smogu”; kierownicy projektu: prof., 

dr hab. Julita Kulbacka (opiekun), mgr Urszula Szwedowicz, mgr Zofia Łapińska; okres 

działalności Doktorantki: 19.04.2022 – 18.04.2023; funkcja: kierownik, główny 

wykonawca 

3) 2016/22/E/NZ5/00671 (Sonata Bis 6 – NCN) "Udział ultrakrótkich impulsów elektrycznych 

w indukcji stresu oksydacyjnego oraz ocena przeciwnowotworowego potencjału 

elektroporacji nanosekundowej (nsPEF) w nowotworach jelita grubego na modelu in vitro 

i in vivo"; kierownik projektu: prof., dr hab. Julita Kulbacka; okres działalności 

Doktorantki: 01.09.2021 – 28.02.2022; funkcja: wykonawca (stypendysta) 

4) STM.A040.18.013 (Projekty Młodych Naukowców – MNiSW) "Wpływ modulatorów 

ekspresji receptorów retinoidowych i naturalnych substancji przenikających barierę krew 

mózg na ludzkie nowotworowe i prawidłowe komórki nerwowe."; kierownik projektu: 
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dr hab. Anna Choromańska, prof. UMW; okres działalności Doktorantki: 11.2020 – 

31.12.2021, funkcja: wykonawca 

13.6 Udział w warsztatach i szkoleniach 

1) 3D Bioprinting and live cell microscopy workshops; 02.12.2022 r.; Katedra i Zakład 

Biologii Molekularnej i Komórkowej, Wydział Farmaceutyczny Uniwersytetu 

Medycznego im. Piastów Śląskich we Wrocławiu 

2) 4th Annual Flow Cytometry Conference. Fundamentals of Flow Cytometry; 

22-24.09.2021 r.; Laboratorium Cytometrii Przepływowej przy Katedrze i Zakładzie 

Podstaw Nauk Medycznych, Wydział Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny im. Piastów 

Śląskich we Wrocławiu 

3) Kurs dla osób uczestniczących w wykonywaniu procedur doświadczalnych z udziałem 

zwierząt; 14.06-28.06.2021 r.; Instytut Immunologii i Terapii Doświadczalnej PAN oraz 

PolLASA Polska 

4) Podstawy analizy statystycznej w medycynie z wykorzystaniem oprogramowania 

Statistica; 27.02 i 06.03. 2021 r.; StatSoft Polska 

5) Electroporation-based Technologies and Treatments (EBTT) – International 

Scientific Workshop and Postgraduate Course, 16.11-4.12.2020 r.; Laboratorium 

Cybernetyki, Wydział Elektryczny, Uniwersytet w Lublanie (Słowenia) 

13.7 Dodatkowa działalność Doktorantki 

• Członkostwo w Studenckim Kole Naukowym (SKN) Biologii Komórki Nowotworowej; 

Doktorantka pełniła funkcję Sekretarza SKN w latach 2020-2023 

• Członkostwo w Radzie Doktorantów UMW w latach 2021-2023 

• Członkostwo w Kierunkowym Zespole ds. Jakości Kształcenia przy Wydziale Lekarskim 

UMW w latach 2022-2023 


