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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Olgi Michel

pt.: “Ocena efektywnosci elektroporacji z wybranymi zwigzkami

przeciwnowotworowymi wobec ludzkich komérek raka trzustki”

Promotor: dr hab. inz. Julita Kulbacka

Rak trzustki jest jednym z najczesciej wystepujacych nowotwordw przewodu
pokarmowego i réwnoczesnie jednym z najgorzej rokujgcych. Odsetek chorych
przezywajgcych 5 lat od rozpoznania nie przekracza 5%. Z uwagi na poczgtkowo
bezobjawowy proces rozrostu guza rozpoznawany jest pozno i najczesciej nie
kwalifikuje sie do chirurgicznego usuniecia. W momencie rozpoznania raka trzustki
jedynie u 10-20% pacjentow mozliwe jest leczenie chirurgiczne. Mediana czasu
przezycia u tych chorych wynosi 15-19 miesigcy. W zwigzku z duzym odsetkiem
nawrotow u chorych poddanych pierwotnie leczeniu chirurgicznemu duzego
znaczenia nabiera leczenie uzupelniajgce. Obecnie standardem w leczeniu
uzupelniajgcym raka trzustki wplywajgcym na wydiuzenie czasu przezycia jest
zastosowanie gemcytabiny lub fluorouracylu, a w przypadku zaawansowanego
stadium choroby chemioterapii wielolekowej wedlug schematu FOLFIRINOX.
Z uwagi jednak na stabe unaczynienie guza, tendencje do szybkiej progresji
nowotworu oraz opornosc na leki cytostatyczne réwniez chemioterapia nie przektada
sig na znaczgce wydiuzenie czasu ani jakosci przezycia. Ograniczona skuteczno$é
dziatania gemcytabiny i leczeniu raka trzustki

innych  stosowanych w
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chemoterapeutykéw zwigzana jest miedzy innymi z tzw. reakcjg desmoplastyczng.
W jej wyniku w guzie powstaje tzw. stroma nowotworowa, bedgca swego rodzaju
blizng, tworzacq specyficzne mikrosrodowisko guza. W przypadku raka trzustki stroma
moze stanowi¢ nawet ponad 80% masy guza. Jej obecno$é nie tylko uposledza
dostarczenie lekow do komdrek nowotworowych, ale takze stymuluje powstawanie
komorek-mutantéw zdolnych do tworzenia przerzutow. W zwigzku z tym istnieje
pilna potrzeba opracowania nowych metod postepowania dla tej grupy chorych.
Jedng z takich nowych obiecujgcych, ale pozostajgcych jeszcze w fazie pierwszych
badan klinicznych metod terapeutycznych jest elektrochemioterapia (ECT). ECT jest
potaczeniem chemioterapii i techniki elektroporacji bton komérkowych.
Podstawg elektroporacji jest wykorzystanie impulsowego pola elekirycznego w celu
zwiekszenia przepuszczalnosci bfon komodrkowych dla cytostatykow. Utworzone na
skutek depolaryzacji btony komoérkowej elektropory umozliwiaja swobodng dyfuzje
podawanych dozylnie lekow do cytoplazmy komérek nowotworowych. W ten sposob
miejscowo uzyskuje sie wysokie, nieosiggalne innymi metodami stezenia lekow
przeciwnowotworowych, dzigki czemu wielokrotnie wzrasta ich cytotoksyczno$é.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Olgi Michel doskonale
wpisuje sig¢ w ten nurt badawczy, poniewaz podjeto w niej szereg zagadnien
majgcych istotng wartos¢ dla poprawy wynikow leczenia chorych z rakiem

trzustki poddanych adjuwantowej chemioterapii.

Rozprawe doktorskg Pani mgr Olgi Michel stanowi spdjny tematycznie cykl
4 petnotekstowych artykutdw naukowych opatrzony wspolnym tytutem *“Ocena
efektywnosci elektroporacji z wybranymi zwigzkami przeciwnowotworowymi
wobec ludzkich komorek raka trzustki”. W skiad cykiu wchodzg nastepujgce
publikacje:

|. Praca pogladowa

1. Olga Wysocka, Julita Kulbacka, Jolanta Saczko (2016). "Adjuvant, neoadjuvant,
and experimental regimens in overcoming pancreatic ductal adenocarcinoma."
Przeglad gastroenterologiczny, 2016, T.11 nr 3; s.155-162. (MNiSW: 14).

Il. Prace oryginalne

1. Olga Michel, Julita Kulbacka, Jolanta Saczko, Justyna Maczynska, Piotr Blasiak,
Joanna Rossowska, Adam Rzechonek (2018). Electroporation with cisplatin against
metastatic pancreatic cancer: In vitro study on human primary cell culture.
BioMed Research International, Vol.2018; art.7364539. (IF: 2,197, MNiSW: 25).

2. Olga Michel, Dawid Przystupski, Jolanta Saczko, Anna Szewczyk, Natalia
Niedzielska, Joanna Rossowska, Julita Kulbacka (2018). The favourable effect
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of catechin in electrochemotherapy in human pancreatic cancer cells. Acta Biochimica
Polonica, 2018, 201865(2), 173-184. (IF: 1,626, MNiSW:15)

3. Olga Michel, Andrei Pakhomov, Maura Casciola, Jolanta Saczko, Julita Kulbacka,
Olga Pakhomova (2019). Electropermeabilization does not correlate with plasma
membrane lipid oxidation. Bioelectrochemistry, 107433. (IF: 4,474, MNISW:100).

Przedstawiony cykl publikacji zostat wykonany pod kierunkiem naukowym promotora
dr hab. inz. Julity Kulbackiej i powstat w latach 2016 — 2020r. tgczny IF dla catego
cyklu publikacji wyniost 8,297 (taczna liczba punktéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego (MNiISW) - 54 pkt MNiSW za prace opublikowane przed 31 lipca 2019 roku;
100 pkt MNiSW za prace opublikowang po 31 lipca 2019 roku). Wszystkie prace
zostaty opublikowane w recenzowanych czasopismach naukowych i stanowia logiczny
cigg stuzacy realizacji postawionego w celu pracy zadania jakim byta weryfikacja na
modelu in vitro skutecznosci ECT w zwalczaniu komorek raka trzustki. We
wszystkich w/w artykutach Doktorantka jest pierwszym autorem. Nalezy zatem
uzna¢, ze Jej wkiad w przygotowaniu wszystkich publikacji byt dominujacy, co
potwierdzone zostalo rowniez stosownymi oswiadczeniami  wspotautorow,

zamieszczonymi na koncu pracy doktorskie;.

Sama dysertacja posiada zwarta, proporcjonalng budowe, zgodng z obowigzujgcymi
kanonami dla pracy doktorskiej i zawiera:

. streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim,
. wstep wraz celami pracy, podsumowaniem oraz wnioskami,
. ciekawie i klarownie zaprojektowany abstrakt graficzny,

. oryginaly czterech skladajgcych sie na dorobek Doktorantki publikacii,

. wykaz dorobku naukowego Doktorantki,

. zgode komisji bioetycznej na badania,

. oraz oswiadczenia wspotautorow prac bedacych
podstawg cyklu.

We wstepie Doktorantka przedstawita po krotce problematyke zwigzang z pdznym
rozpoznaniem raka trzustki oraz zta odpowiedzig na wspotczesne metody terapii
adjuwantowej u chorych poddanych resekcji guza |ub terapii paliatywnej
w przypadkach guzéw nieoperacyjnych. W tej czesci dysertacji opisano rowniez
zwiezle samo zjawisko elektroporacji oraz jego zastosowanie w biotechnologii.
Nastepnie Doktorantka omowita perspektywy zwigzane z wykorzystaniem tej techniki
w potgczeniu ze standardowg chemioterapig w terapii nowotwordw. Podkreslita stabe

poznanie mechanizmow elektroporacji, w tym miedzy innymi mechanizméw tworzenia
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porow w komérkach znajdujacych sig w polu elektrycznym oraz brak standaryzacji tej
metody w kontekscie wykorzystania jej w terapii konkretnego nowotworu. W tym
rozdziale jasno sformulowane zostaly rowniez cele pracy, ktore obejmowaty
i) okreslenie wrazliwosci na dziatanie impulsowego pola elektrycznego komorek raka
trzustki na modelu in vitro; ii) ocene skutecznosci ECT do zwigkszenia odpowiedzi
komoérek raka trzustki o réznym stopniu lekoopornosci na dziatanie cisplatyny; oraz
iii) ocene odpowiedzi bton komdrkowych raka trzustki na elektroporacjge poprzez
zastosowanie katechiny; a takze iv) wykazanie zwigzku przyczynowego miedzy
peroksydacjg lipidow a elektropermeabilizacja. W dalszej czgsci wstgpu Doktorantka
przechodzi do oméwienia publikacji skiadajacych sie na cykl bedacy Jej osiggnigciem
naukowym.

Pierwsza z publikacji zatytulowana ,Adjuvant, neoadjuvant, and experimental
regimens in overcoming pancreatic ductal adenocarcinoma® to praca pogladowa.
W publikaciji tej Doktorantka omawia epidemiologie raka trzustki, nastepnie przechodzi
do obowigzujgcych schematow leczenia tj. chirurgicznego oraz terapii adjuwantowe;.
W tej czesci przedstawia szczegdlowo schematy chemioterapii oparte badz to na
wykorzystaniu pojedynczego leku badz terapii wielolekowej oraz kombinacji chemio-
i radioterapii. W odrebnym podrozdziale oméwione zostaty rowniez perspektywy
wykorzystania terapii neoadjuwantowej w leczeniu raka trzustki.

Publikacja powstata w oparciu o 77 pozycje literaturowe i w sposéb wyczerpujacy
omawia zagadnienia zwigzane z leczeniem roéznych pod wzgledem zaawansowania
postaci raka trzustki. Stanowi ona Swietne uzasadnienie dla koncepcji
prowadzenia dalszych badan, stawia bowiem pytania o nowe mozliwosci terapii
raka trzustki, w $wietle niezadawalajgcych obecnie wynikow jego leczenia.
Doktorantka wprowadza nas w podstawy teoretyczne dziatania eletroporaciji,
wskazujgc na dwa podstawowe kierunki jej dziatania tj. eliminacji komorek raka
poprzez nieodwracalng elektroporacje (IRE) ich powierzchni oraz utatwienie
przenikania przez btong komodrkowa duzych molekul, w tym migdzy innymi lekow
cytotoksycznych. W dalszej czgéci artykutu omawia doniesienia, ktore wskazujg, ze
IRE moze byé z powodzeniem stosowana jako jedna z opcji paliatywnego leczenia
zaawansowanych postaci raka nerek, ptuc i trzustki. W ostatniej czesci artykutu cytuje
wyniki aktualnie prowadzonych wysoce obiecujgcych badan na wykorzystaniem ECT
w terapii powierzchniowo polozonych guzow. We wnioskach podkresla, ze brak jest
aktualnie duzych randomizowanych prospektywnych badan klinicznych weryfikujgcych
jej wykorzystanie w raku trzustki. Stad konieczne staje sie stworzenie podstaw
teoretycznych zastosowania tej metody w oparciu o wyniki badan przedklinicznych
in vitro na pierwotnych liniach komorkowych raka trzustki.

W drugiej z cyklu publikacii pt. ,,Electroporation with cisplatin against metastatic

pancreatic cancer: In vitro study on human primary cell culture” celem byto
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porownanie wrazliwosci ludzkich komorek gruczolakoraka trzustki na cisplatyne
podang w formie inkubacji lub ECT in vitro. Doktorantka oraz wspétautorzy publikacji
dokonali rzeczowej oceny otrzymanych wynikow, przedstawiajgc przy tym dojrzatg
i tworczg dyskusje. W badaniach wykorzystano dwie ustalone linie raka trzustki
o réznym stopniu opornosci na daunorubicyne (linia pierwotna EPP85-181P, linia
oporna na daunorubicyne EPP85-181RDB). | co istotne, Doktorantka wykorzystata
rowniez w badaniach nowo wyprowadzong pierwotng linig z fragmentu guza —
przerzutu raka trzustki, pobranego $rodoperacyjnie. Pierwotne nowotworowe linie
komorkowe w znacznie wiekszym stopniu odzwierciedlajg cechy fenotypowe
i genotypowe obserwowane in vivo. W pracy wykazano, iz komorki z hodowli
pierwotnej cechujg sie wyzszg opornoscia na cisplatyne ale jednoczesnie sg bardziej
wrazliwe na dziatanie ECT. Zwiegkszenie bowiem, transportu leku poprzez
elektropermeabilizacje pozwolito na obnizenie przezywalnosci komorek w hodowli.
W przypadku ustalonych linii komérkowych obserwowano znacznie stabszg
odpowiedz na ECT. Po zastosowaniu ECT wykazano rowniez wzrost aktywnosci
mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej oraz immunoreaktywnosci kaspazy 3, co
najprawdopodobniej zwigzane bylo z powstaniem stresu oksydacyjnego oraz
rozpoczeciem procesow apoptotycznych.

Szkoda, ze w zaprezentowanych w tej pracy badaniach Doktorantka, nie zdecydowata
sie na bardziej doglebne scharakteryzowanie nowo pozyskanej linii pierwotne;
i poréwnania jej tozsamosci z materiatem pobranym srodoperacyjnie, przy pomocy
standardowo wykorzystywanej dzi¢ metody STR (krotkie powtorzenia tandemowe).
Ciekawe, bytoby takze wykorzystanie do okreslenia odpowiedzi na ECT i) linii opornej na
cisptatyne, oraz i) modelu sfercidéw lub organoidow, bowiem modele te w lepszy sposab
odzwierciedlaja odpowiedZ terapeutyczng niz jednowarstwowe hodowle komorkowe.
W badaniach cytotoksycznosci, warto bytoby rowniez wyznaczy¢ stezenie IC50, a wyniki
immunocytochemii potwierdzi¢ metodg Western blot lub cytometrig przeplywowa, ktore
pozwolityby nieco szerzej zbada¢ mechanizm odpowiedzi testowanych komorek na ECT.
| juz uwaga czysto estetyczna, wieksze powigkszenie komorek na Rycinie 6 lepigj
pozwolitaby dostrzec zmiany w aktywacji SOD-2 oraz kaspazy-6 w odpowiedzi na zadane
czynniki terapeutyczne.

W publikacji trzeciej pt. ,The favourable effect of catechin in
electrochemotherapy in human pancreatic cancer cells” szczegotowo opisano
w jaki sposdb mozna zwiekszy¢ efektywnosé ECT przy pomocy zwigzku pochodzenia
naturalnego — katechiny. W badaniach wykorzystano dwie linie komérkowe: pierwotng
linig raka trzustki (EPP85-181P) oraz linie komoérkowg o wyindukowanej opornosci
wielolekowe] (EPP85-181RNOV). Wykazano, ze inkubacja komorek z kateching
prowadzi do odmiennej odpowiedzi komarek obu linii na ECT. Co wiecej, Doktorantka

wykazata, iz w przypadku linii EPP85-181RNOV katechina prowadzi do zwigkszenia
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skutecznosci metody ECT. Ponadto, wykorzystujgc dwa znaczniki fluorescencyjne,
jodek propidyny (Pl) oraz daunorubicyne, udowodnita, ze inkubacja komérek z
kateching przed zastosowaniem ECT prowadzi do zwigkszonege gromadzenia sie
daunorubicyny w komérkach. Podobnego efektu nie obserwowata natomiast dla Pl, co
sugerowatoby, iz mechanizm dziatania katechiny jest specyficzny dla danego zwigzku.
Rezultaty oraz Dyskusja w pracy zostaty opisane w sposdb prawidtowy i bardzo
szczegotowy. W czesci dotyczacej wynikow pracy zabrakto mi jednak statystycznej
analizy pomiedzy grupami np. na Rycinie 8, porownanie grup EP i CisEP (w
obecnosci i w/o katechiny) bytoby bardziej informatywne, niz odniesienie kazdej z grup
traktowanych kateching do kontroli nietraktowanej. Ponadto, Doktorantka raz
postuguje sie w przypadku testu przezywalnosci MTT opisem: aktywnosc
mitochondrialna a raz przezywalnos¢ (o$ v Rycina 7 oraz Rycina 8), co nalezatoby
takze ujednolici¢. Korzystne byloby takze dodanie w eksperymentach okreslajgcych
produkcje ROS, grupy traktowanej inhibitorem ROS jak np. N-Acetylo-Cysteing (NAC).
Na Rycinie 9, ze wzgledu na rézng wrazliwos¢ badanych komarek na przytozone pole
elektryczne, wykresy A i B nalezaloby znormalizowa¢ do  grupy
0 V/em, co pozwolitoby na bezposrednie porownanie przepuszczalnosci przez bloneg
komérkowa pomiedzy liniami komérkowymi. | ostatnia drobna uwaga, w wynikach
cytometrii przeptywowej na histogramach nie zostaty opisane osie (Rycina 9 oraz
Rycina 10).

Ostatnia z publikacji pt. ,,Electropermeabilization does not correlate with plasma
membrane” stanowi zwienczenie cyklu. Jej celem bylo zweryfikowanie hipotezy
o pozytywnym zwigzku miedzy zjawiskiem elektroporacji a utlenieniem lipidow w
btonie komdrkowej. Mechanizm ten w opinii czesci badaczy jest odpowiedzialny za
diugotrwate otwarcie poréw w dwuwarstwach lipidowych btony komorkowej. Do
identyfikacji zjawiska utlenienia lipidéw w btonie komérkowej zastosowano nowatorskg
metode, wykorzystujgca barwnik  fluorescencyjny C11-BODIPY  (581/591)
w potaczeniu z mikroskopig fluorescencyjng catkowitego wewnetrznego odbicia
(TIRF), ktora pozwala na selektywne badanie btony komoarkowej. Komorki linii CHO-
K1 hodowano na specjalnie przygotowanych szkietkach nakrywkowych, pokrytych
elektroprzewodzgcg substancjg (ITO; tlenek cyny i indu), co umozliwito zastosowanie
ECT z wykorzystaniem mikro- oraz nanosekundowych impulséw. Co ciekawe nie
obserwowano zjawiska oksydacji lipidow, gdy w badanym uktadzie przeptyw pradu
skierowany byt w kierunku katody, nawet przy zastosowaniu natezen pola
elektrycznego powyzej warto$ci wywolujgeych zjawisko permeabilizacji. Przy
zmienione] polarnosci impulsow elektrycznych, oksydacja zachodzita, ale rowniez
tylko dla wysokich natezen prgdu, powyzej wartosci progowych okreslonych dla

permeabilizacji. Badania te wykazaly, iz oksydacja lipidow nie jest bezposrednio
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zwigzana z elektroporacjg a jedynie z procesami elektrochemicznymi wywotanymi
polem elektrycznym o wysokim natezeniu.
Wstep Kkonczy podsumowanie wynikow przeprowadzonych badan oraz ciekawie

przedstawiona koncepcja pracy w postaci graficzne;.

Moje pewne zastrzezenia budzi struktura przedstawione] do recenzji dysertacji.
Jakkolwiek wykorzystana do jej stworzenia forma z cyklem publikacji, ktory zawiera w
sobie cate osiggniecie naukowe Doktoranta utrudnia zachowanie klasycznej”
struktury z podziatem na wstep, cele, materiat i metodyke, wyniki, dyskusje oraz
wnioski, nie zwalnia to jednak Doktoranta od prob wpisania cyklu publikacji w ten
JKlasyczny” uktad dysertacji. W dysertacji autorstwa Pani mgr Olgi Michel w rozdziale
wstep znalazly sie wszystkie podrozdzialy klasyczne]" dysertacji, w tym cele,
omowienie wynikdw, dyskusja i wnioski. Trudno wiec rozdziatowi wstep w dysertacji
Doktorantki przypisa¢ jego faktyczne znaczenie. Uwaga ta ma charakter czysto
edytorski i w zaden sposob nie umniejsza wartosci merytorycznej catoéci pracy, kitérg
oceniam bardzo wysoko.

Podsumowujgc stwierdzam, ze spojny tematycznie cykl publikacji stanowigcy
rozprawe doktorskg Pani mgr Olgi Michel w opracowaniu zaréwno koncepcji,
wykonaniu doswiadczen, jak i opracowaniu i interpretacji wynikow oraz
przygotowaniu publikacji jest oryginalnym opracowaniem dotyczacym oceny
efektywnosci ECT w zwalczaniu komérek raka trzustki.

Uzyskane w niej wyniki weryfikujgce skutecznosé¢ ECT w zwalczaniu komarek raka
trzustki in vitro nalezy ocenic¢ bardzo wysoko rowniez w kontekscie ich potencjalnego
wykorzystania w praktyce w leczeniu zaawansowanych nieresekcyjnych guzéw
trzustki badz stuzacych poprawie wynikow adjuwantowej chemioterapii. Badania
zawierajg szereg elementow nowatorskich i zostaty wykonane metodycznie poprawnie.
Doktorantka przy ich opracowaniu wykazata sig¢ odpowiednig wiedzg merytoryczng
oraz umiejetnoscig ich samodzielnego prowadzenia. Szczegolng uwage zawraca
bogaty dorobek naukowy Doktorantki, ktory wraz z cyklem publikacji
stanowigcych w/w osiagniecie naukowe wyraza sie catosciowym IF=33,331 (460
pkt za prace opublikowane w latach 2019-2020 i 242pkt za prace powstate w latach
2015-2019). Dopetnieniem dorobku naukowego Doktorantki jest wspotautorstwo
60 doniesien zjazdowych o zasigegu krajowym i zagranicznym. Aktywnos¢ naukowa
Doktorantki przyniosta rowniez wymierne efekty w postaci szeregu nagréd
i wyroéznien, w tym na szczegolne podkreslenie zastuguje stypendium Fulbright
Junior Advanced Research Award, ktdore umozliwito jej 7 miesieczny staz badawczy
w USA (edycja 2018-2019r.).

We wniosku koncowym stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska pt. “Ocena

efektywnosci elektroporacji z wybranymi zwigzkami przeciwnowotworowymi wobec
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ludzkich komorek raka trzustki’, w pelni odpowiada warunkom okreslonym
w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595,
z pozn. zm.). Dlatego przedktadam Radzie Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Medycznego we Wroclawiu wniosek o dopuszczenie Pani mgr Olgi Michel do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, z uwagi na warto$¢ naukowa rozprawy, wielkg starannosc jej
przygotowania, mozliwosci szerokiego wykorzystania jej wynikow w praktyce
klinicznej, jak rowniez dobrg znajomosc¢ literatury przedmiotu oraz dojrzatos¢

naukowa Doktorantki stawiam wniosek o wyréznienie pracy.
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