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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Urszuli Szwedowicz
pL..”Wplyw elektroporacji na transport dwukierunkowy, procesy
Jfizjologiczne oraz komunikacje miedzy komorkami nowotworowymi,
badania in vitro”

Promotor: dr hab.ini.Anna Choromaniska, prof. Uniwersytetu
Medycznego im.Piastow Slgskich we Wroctawiu
oraz
dr Agnieszka Chwiltkowska

praca wykonana w Katedrze i Zakladzie Biologii Molekularnej i Komorkowej
Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego
im. Piastow Slgskich we Wroctawiu

Mimo licznych i od wielu lat prowadzonych badan, nowotwory dalej sa dla nas
pod wieloma wzgledami duzg niewiadoma. Nieustajgco poszukujemy lepszych i
dokladniejszych metod diagnostycznych oraz mozliwosci precyzyjnego i
skutecznego niszczenia zmutowanych komérek. Kazdy sposdb oddziatywania na
nowotwor prowadzacy do ograniczenia jego wzrostu budzi zawsze zainteresowanie
i daje nadzieje na poskromienie plagi jaka sa obecnie choroby onkologiczne. Wiele
znanych juz lekdéw czy substancji naturalnych  wykazuje dzialanie
przeciwnowotworowe. Problemem jest jednak dostarczenie ich do zmutowanych
komorek. Mozliwosci poprawy transportu przezblonowego upatruje si¢ miedzy
innymi w elektroporacji. Elektrochemioterapia jest juz obecnie z powodzeniem
wykorzystywana - szczegdlnie w weterynarii - do niszczenia zmian w skorze, tkance
podskornej i litych guzéow w przypadku trudnych i delikatnych lokalizacji.
Zastosowanie na szersza skale wymaga dokladniejszego poznania zjawisk
towarzyszacych tej technice - np. wptywowi elektroporacji na struktury wewngtrzne
komdrek nowotworowych i prawidtowych oraz konsekwencji tych zjawisk. Podjety
przez Doktorantke temat doskonale wpisuje w ten nurt badan.

Od dawna obserwowano wydzielanie obtonionych pgcherzykéw przez niektére
rodzaje komorek, zaréwno w warunkach fizjologicznych jak i patologicznych. W
ciagu ostatnich lat pojawilo si¢ wiele prac na temat roli pozakomoérkowych
mikropecherzykow (EV). Wskazuja one na udzial EV w komunikacji
miedzykomorkowej (np. w roli noénikow bioaktywnych czasteczek biatka, mRNA
czy mikroRNA) - otwiera to nowe mozliwosci w zakresie diagnostyki i leczenia
chorob. Badane s3 mozliwosci ich zastosowania jako biomarkerdw, nosnikéw
dostarczajacych leki i samodzielnych srodkéw terapeutycznych. Male rozmiary EV
ufatwiajg ich przemieszczanie si¢ na znaczne odlegtosci wraz z plynami ustrojowy-
mi, a zdolnoéé do wigzania sie z komdrkami docelowymi umozliwia szeroki zakres
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dziatania. Ten rodzaj komunikacji migdzykomdrkowej odgrywa zasadnicza role w modulacji
mikrosrodowiska - w pecherzykach, oprocz biatek regulatorowych i receptorow, transportowane sa
réwniez RNA i lipidy. Prowadzone sg tez badania roli EV w progresji choroby nowotworowej,
odnoszace sig¢ do mozliwosci ich dziatania jako no$nikéw cargo, udziatu w tworzeniu ognisk wtornych,
powstawaniu lekoopornosei, bezposredniego wplywu na mikrosrodowisko nowotworu czy
oddziatywanie z komorkami odpornosciowymi. Sklad EV okresla zakres informacji przenoszonych
przez EV i skale oddziatywania.

Przedlozona mi do oceny rozprawa liczy 97 stron i sklada si¢ z: Spisu tresci, Wstepu, Celu i
zalozen pracy, Materialow i metod, Wynikéw, Dyskusji, Wnioskow, Streszezenia (w jezyku polskim i
angielskim), Bibliografii i Spisu rycin. Na koficu rozprawy zmieszcezono wykaz osiggnieé Doktorantki,
na ktory skladaja sie: Wykaz publikacji w czasopismach z IF, Wykaz rozdzialéw w monografiach
naukowych, Wykaz konferencji.

I rozdzial to 17-stronicowy ,,Wstep” stanowiacy wprowadzenie w podstawowe zagadnienia
dotyczace elektroporacji i mikropgcherzykdw.

W rozdziale ,,Cel i zalozenia pracy” Doktorantka sformutowata gtéwny cel pracy — bylo to:
vZbadanie wplywu konwencjonalnej elektroporacji na profil uwalnianych mikropecherzykow
(MVEs) u komorek nowotworowych i prawidfowych” 1 wskazata 5 celow szczegotowych jakie
postawita sobie w toku prowadzonych prac: 1) analize wplywu elektroporacji na integralnos¢ blon
komdrkowych i transport dwukierunkowy u komdrek linii A375, Me45 i HaCaT, 2) weryfikacje
skutecznosci wirowania sekwencyjnego jako metody izolacfi mikropecherzykow oraz potwierdzenie
obecnosci MVEs (ektosomy, mikropecherzyki o wielkosci 100 — 1000nm) w supernatancie
elektroporowanych komdrek, 3) oceng ilosciowq i jakosciowg mikropecherzykow pozyskanych od
komdérek poddanych elektroporacji z uzyciem pola elekirycznego o natezeniu 800, 1200 oraz 1600 Viem,
4) zbadanie wplywu wyizolowanych MVEs na zdolnosci proliferacyjne i migracyjne innych komdrek
czerniaka i keratynocytow, 5) analize zmian ekspresji wybranych bialek powierzchniowych i aktywnosci
enzymow biorgeych udzial w procesach adhezji i migracji komorkowej pod wplywem badanych MVEs.
Wyodrgbnione cele szczegdtowe w pelni odnosza si¢ do tematu pracy zawartego w tytule rozprawy.
Autorka w tym rozdziale wskazata tez na mozliwe korzysci z prowadzonych badan: 1) opracowanie w
ramach prowadzonych badan, metod umozliwiajacych izolacje charakterystyke mikropecherzykow
pozakomorkowych (MVEs) oraz 2) wktad w rozwdj skuteczniejszych i bezpieczniejszych dla pacjenta
metod leczenia nowotwordw. Pozytywnie oceniam projekt planu przebiegu catego projektu badawczego
— wydaje si¢ przemyslany i prowadzacy do realizacji gléwnego celu pracy.

»Materialy i metody”. Badania prowadzono na 3 liniach komoérkowych: dwdch liniach czerniaka
ludzkiego A375 z ATCC i Me45 z Pracowni Radiobiologii Narodowego Instytutu Onkologii w
Gliwicach oraz komorkach keratynocytéw — linia HaCaT z ATCC.

Do elektroporacji wykorzystano elektroporator BTX ECM 830 (BTX Harvard Apparatus, Syngen
Biotech) z odpowiednim oprzyrzadowaniem.

Wszystkie planowane prace i zadania zostaly zwigzle opisane. Brakuje mi jednak np.w rozdziale
4.2.1 jasno i precyzyjnie okreslonych zastosowanych w pracy warunkéw elektroporacji (jest tylko
informacja, ze /[.../zostaly dobrane na podstawie danych literaturowych i standardowych procedur
ESOPE[...]).

Do oceny zywotnosci komorek zastosowano test na bazie resazuryny, a wydajnosé elektroporacji
komorek eksponowanych wczesniej na kalceing oceniano za pomoca systemu Incucyte do obrazowania
zywych komorek w czasie rzeczywistym z automatycznym pomiarem intensywnosci fluorescencji oraz
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cytometrii przeplywowej z wykorzystaniem Cy-Fow CUBE-6 (Sysmex). MVEs byly izolowane metoda
sekwencyjnego wirowania. Do ich identyfikacji Doktorantka zastosowala oznaczania CD63 (test
ELISA), obrazowanie przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego JEM-F200 (Jeol) i
programu Imagel do pomiaréw wielkosci MVEs. Wykorzystujac oprogramowanie CytExpert wersja
2.6 (Beckman Coulter) Doktorantka przeprowadzita analiz¢ rozkladu wielkosci MVEs 1 analize
ilosciowa MVEs. Do oceny rozktadu wielkosci MVEs wyizolowanych z kondycjonowanej pozywki
komorek zastosowala technike dynamicznego rozpraszania $wiatta laserowego (DLS).

W ramach oceny wplywu MVEs na komorki Doktorantka wykonata test PrestoBlue ™ (test
zywotnosci 1 proliferacji komorek), test zarastania rany (migracja i proliferacja komorek), analize
impedancji przy uzyciu systemu RTCA-ICELLigence (ACEA Bioscieces, Inc.), oznaczanie calkowitej
kinazy adhezji ogniskowej (FAK) za pomocg testu ELISA (FAK Total ELISA Kit, ThermoFisher
Scientific), oraz oznaczanie E-kadheryny (CD324) i N-kadheryny (CD325) metodg cytometrii
przepltywowej z wykorzystaniem przeciwcial sprzezonych z fluorochromami (przeciwciata przeciwko
CD324 i CD325, BioLegend) i cytometru BD FACSCanto, Becton Dickinson. Analiz¢ statystyczna
uzyskanych wynikow Autorka przeprowadzita z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji
(test ANOV A) i testu Dunetta.

Uwaga: w przypadku testu zarastania rany okreslenie /... ], obszar rany”[...] w odniesieniu do szerokosci rysy
wykonanej w dotku naczynia hodowlanego nie jest zbyt fortunny.

Uzyskane wyniki Doktorantka przedstawila na 29 stronach rozdziatu ,,Wyniki” ilustrujac je 22
rycinami z odpowiednimi opisami i analizami.

W 8 stronicowym rozdziale ,Dyskusja” Doktorantka omoéwita wyniki na tle informacji
literaturowych odnoszacych sie do zagadnien prezentowanych w pracy.

W kolejnym rozdziale ,,Wnioski” pracy sformutowata 5 wnioskow koficowych stwierdzajac, ze:

-przy wybranych parametrach pracy mozliwa jest do uzyskania elektroporacja odwracalna
wybranych komérek nowotworowych i prawidlowych (indukowane tymczasowe zmiany w
przepuszczalnosci bton bez trwatego uszkodzenia komorek)

-zastosowane wirownie sekwencyjne jest skuteczng i efektywna metoda pozyskiwania
funkcjonalnych mikropecherzykow (MVEs) o pozadanej wielkosci

-elektroporacja odwracalna komorek powoduje zwickszone uwalnianie MVEs, przy czym
zastosowane impulsy elektryczne nie majg istotnego wptywu na morfologie i srednice MVEs

-MVEs pochodzace z komdrek poddanych elektroporacji wykazuja dziatanie hamujace migracje,
adhezje i ograniczajace przezywalnos¢ innych komorek (efekt swiadka, Bystander effect)

- MVEs pochodzace z komdrek poddanych elektroporacji wptywaja na ekspresje kadheryn
poziom kinazy ogniskowo-adhezyjnej FAK oraz eksprescje¢ biatka CD63, a uzyskiwane efekty zalezg
od natezenia pola elektrycznego i wrazliwosci komorek (od linii komoérkowej).

Uwaga: w tym rozdziale brakuje mi jeszcze wniosku odnoszacego si¢ do ewentualnych réznic/lub ich braku w
zachowaniu sie miedzy komérkami prawidiowymi i nowotworami.

Doktorantka w pracy powotala si¢ na 120 tekstow zrodtowych (,,Bibliografia™) zwigzanych
tematycznie z zagadnieniami opracowanymi w rozprawie. Pismiennictwo zostato prawidlowo dobrane,
jest aktualne i z nielicznymi wyjatkami posiada jednolity format. Cytowania zostaly umieszczone we
wilasciwych miejscach w tekscie.

Oceniang rozprawe doktorska uwazam za bardzo wartosciowg prace naukowa oparta o
innowacyjny, przemyslany i starannie zrealizowany projekt naukowy. W pracy pojawia si¢ jednak sporo
niedociggniec¢ o charakterze edytorskim (np.w tekscie wielokrotnie zdanie zaczyna si¢ z matej litery, w
tekscie pojawia sie tez pusta strona -str. 54 itp.) oraz nieprecyzyjnosci lub ,,niezrecznosci” okreslen np.:
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str. 8: /... Jglowng przeciwnoscig terapii jest anatomiaf... J(?), str. 22: [...] . Jeczonych” elekiroporacjg
komdrek [...]J(7), str. 27:f..Jaktywnos¢ enzymatyczna procesow/.../(?), str. 34: [.../nasadzano
komorkif ...]. Brak jest tez spisu stosowanych skrotéw, co zawsze ulatwia czytelnikowi odbiér tekstu.
To wszystko drobne rzeczy, ale zwracajace uwage czytelnika, wiec warto je jeszcze sprawdzié i
skorygowaé przed drukiem. Pod wzgledem merytorycznym praca jest jednak bardzo wartosciowa i
wykorzystuje zaawansowany warsztat badawczy, a Doktorantka sprawnie interpretuje uzyskane wyniki.

Stwierdzam, ze: rozprawa doktorska mgr Urszuli Szwedowicz pt.:” Wplyw
elektoporacji na transport dwukierunkowy, procesy fizjologiczne oraz komunikacje
miedzy komérkami nowotworowymi, badania in vitro” spelnia warunki okreslone w art.
187 ust.1 i 2 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (DZ.U. z 2018 r., poz.1668 ze
zm.). Wnosze¢ do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego we
Wroclawiu o dopuszczenie rozprawy mgr Urszuli Szwedowicz do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora.
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