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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Biezuriskiej-Kusiak
pt. ,Ocena przeciwnowotworowego dziatania jonédw wapnia wprowadzanych do ludzkich komdrek
nowotworowych MCF-7/WT i MCF-7/DOX metodq elektroporacji”

Uwagi ogdine na temat problematyki podjetej w rozprawie

Obecnie stale rosnie zapadalno$c¢ na choroby nowotworowe, czemu sprzyja m.in. wydtuzenie czasu
7ycia oraz zwiekszona ekspozycja na czynniki kancerogenne. Jednym z najczeéciej wystepujacych
nowotwordw jest rak piersi, wywodzgcy sie z komoérek nabtonkowych gruczotu piersiowego. Wykazano, ze
kanaty wapniowe typu T (ang. transient, przejsciowe; otwierajgce sie krotko i aktywowane niskim
potencjatem) stanowig atrakcyjny cel molekularny dla terapii przeciwnowotworowych, oferujgc nowe
kierunki strategii terapeutycznych wykorzystujgcych blokery tych kanatéw. Co wigcej, kanaty wapniowe
typu T w komdrkach nowotworowych czesto funkcjonujg w sposéb zaburzony, wspierajac ich proliferacje i
lekoopornosc.

Doktorantka podjeta sie préby integracji elektroporacii (EP, ang. electroporation) z jonami wapnia
w kontekécie terapii antynowotworowe]j oraz okreslenia efektywnosci tej terapii na modelu in vitro
gruczolakoraka gruczotu sutkowego, co doskonale wpisuje sie w ten niezmiernie wazny nurt badari
naukowych. Stad tez zasadnos$¢ podjecia sie tego zagadnienia. Warto nadmieni¢, ze tematyka problematyki
podjetej w rozprawie doktorskiej mgr Katarzyny Biezuriskiej-Kusiak stata sie réwniez podstawa publikacji,
ktérej ostatnim autorem jest promotor pomocniczy w tym przewodzie doktorskim - dr hab. inz. Julita
Kulbacka (Novickij V, Rembialkowska N, Staigvila G, Kulbacka 1. Effects of extracellular medium conductivity on cell
response in the context of sub-microsecond range calcium electroporation Sci Rep. 2020;10(1):3718)). Warto bytoby
odnieé¢ sie w Dyskusji rozprawy do tej publikacji, tym bardziej ze prezentuje ona wyniki badar
eksperymentow prowadzonych na jednej z linii komorkowych uzywanych przez Doktorantke.

Celem rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Biezunskiej-Kusiak byta ocena przeciwnowotworowe;j
aktywnosci elektroporacji w potfaczeniu z jonami wapnia w stosunku do ludzkiej linii komorkowej
gruczolakoraka gruczotu sutkowego wrazliwej (MCF-7/WT) oraz opornej na dziatanie doksorubicyny (MCF-
7/DOX). Elektroporacja jest fascynujacym procesem, w ktorym pod wptywem impulséw pola elektrycznego

zwieksza sie w sposdéb odwracalny lub nieodwracalny przepuszczalno$¢ bfony komdrkowej. Zastosowania



elektroporacji majg jednak ograniczenia, do ktdérych nalezy zaliczy¢ zmiany temperatury spowodowane
przez ciepfo Joule’a zwigzane z przeptywem pradu przez roztwor, niejednorodnosé pola elektrycznego w
czasie i przestrzeni, zmiany pH w otoczeniu elektrod, czy powstawanie na elektrodach zwigzkow
toksycznych dla komorek. Wszystkie te efekty warunkujg silny spadek przezywalnosci komdrek wraz ze
wzrostem efektywnosci elektroporacji.

Weczesniejsze badania przeprowadzone m.in. przez Panig Promotor - dr n. med. inz. Anne
Choromariska, na liniach komdrkowych gruczblakoraka jelita grubego oraz Zzotadka wykazaty, ze
zastosowanie elektroporacji celem dostarczenia do komaorek doksorubicyny powoduje znacznie silniejsze
zmiany w ultrastrukturze komérek linii opornych na doksorubicyne, w poréwnaniu do komarek wrazliwych
na ten cytostatyk.

Zatozeniem badan Doktorantki byto uzyskanie wiekszej efektywnosci przeciwnowotworowej
dziatania egzogennych jonéw wapnia, dostarczanych do komérki poprzez elektroporacje, w poréwnaniu do
prob traktowanych samg elektroporacjg lub jonami wapnia bez elektroporacji. Rozprawa zostata

przygotowana z zastosowaniem standardowych metod, umozliwiajac uzyskanie wigzacych wynikow.

Techniczna i edytorska ocena oraz uwagi do ukfadu rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa na stopien doktora Pani mgr Katarzyny Biezunskiej-Kusiak pt.

.Ocena przeciwnowotworowego dziatania jondw wapnia wprowadzanych do ludzkich komodrek
nowotworowych MCF-7/WT i MCF-7/DOX metodg elektroporacji” wykonana pod kierunkiem promotora,
dr hab. inz. Anny Choromarniskiej i promotora pomocniczego dr hab. inz. Julity Kulbackiej ma klasyczny uktad.
Ogotem, praca w formie typowego jednostronnego wydruku, obejmuje tgcznie 127 stron wraz z wykazem
dorobku naukowego. Tytut rozprawy precyzyjnie okresla zakres pracy.
Dobrze napisana rozprawa doktorska mgr Katarzyny Biezunskiej-Kusiak skfada sie z kompetentnie
napisanego Wstepu, Celu i zatozen pracy, Materiatow i metod, Wynikdw, Dyskusji, Wnioskow, Streszczenia,
Bibliografii obejmujacej 211 cytowan oraz Suplementow, ktore stanowig Wykazy rysunkow, fotografii i
tabel. Obszerny Wstep wprowadza Czytelnika w zagadnienia dotyczace nowotworu gruczotu sutkowego,
opornosci wielolekowej, kanatéw wapniowych i elektroporacji. Podjete badania maja przyczyni¢ sie do
rozwoju bezpieczniejszych i skuteczniejszych metod leczenia nowotworow piersi. Autorka proponuje, aby
w zwiazku z niskim kosztem roztworéw wapnia, a takze ich duzg dostepnoscig w wiekszosci szpitali, badana
metoda terapeutyczna zostata wdrozona jako standard leczenia.

Uzyty warsztat metodyczny przez Doktorantke byt, w moim przekonaniu, optymalny dla realizacji
celu pracy, nowoczesny i odpowiadajacy wspoéfczesnym standardom badan w tej dziedzinie. Za bardzo
dobry pomyst uznad nalezy zastosowanie metody Tunel oraz cytometrii przeptywowej w celu analizy
rodzaju $mierci komorki. Nalezy podkreslic, ze mgr Katarzyny Biezuriskiej-Kusiak wybrata dobrze

zwalidowane metody biochemiczne do oceny przezywalnosci komarek — test MTT oraz test sulforodaminy
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B. Natomiast dziwi mnie oddzielne omawianie wptywu elektroporacji na przezywalnosé komdérek oznaczang
dwiema metodami. Bardziej zasadne bytoby tfaczne przedstawienie wynikdow uzyskanych obiema
metodami; przeciez chodzito o ten sam schemat doswiadczen (czy moze nawet te same doswiadczenia).

Mankamentem pracy jest brak uwzglédnienia kontrolnych, prawidtowych linii komdrkowych, jesli
badania opisane w rozprawie majg stanowi¢ podbudowe dla terapeutycznych zastosowan elektroporacji w
obecnosci podwyzszonych stezen Ca®, tym bardziej, ze Doktorantka cytuje wyniki badarn innych autoréw
wskazujagce na wyiszg podatnos¢ komorek no(wotworowych w poréwnaniu z prawidtowymi, na te
procedure. Brakuje mi tez odniesienia w pracy do faktu, ze prawidtowe stezenie wapnia catkowitego w
surowicy krwi u osoby dorostej powinno miescic sie w granicach 2.15-2.5 mmol/l, wapnia zjonizowanego
1.15-1.32 mmol/I, wiec jedynie najwyzsze stezenie Ca®* stosowane w do$wiadczeniach (5 mM) oznacza
wzbogacenie srodowiska pozakomadrkowego w te jony, w stosunku do warunkoéw fizjologicznych.

Doktorantka interpretuje obnizenie ilosci ATP w komarkach jako zwiekszenie konsumpcji ATP przez
komarki. Jest to dos¢ arbitralna interpretacja. Po pierwsze, jak wykazujg oznaczenia wykonane z uzyciem
innych metod, czes¢ komorek jest martwa w warunkach oznaczenia. Jesli umierajg droga nekrozy, ich
zawartosc uwalnia sie na zewnatrz i ATP ulega rozktadowi przez fosfatazy obecne w srodowisku. Nalezatoby
ten aspekt wzigc¢ pod uwage oceniajac ilos¢ ATP w zywych komadrkach. Po drugie, opis zasady tej metody
(s. 62) jest bardzo nieprecyzyjny. Metoda nie polega na ,,0znaczaniu ilosci zuzytego ATP przez komdrke”.
Zuzytego ATP nie mozna oznaczac, gdyz juz nie istnieje, w tej metodzie oznacza sie ilos¢ ATP aktualnie
obecnego w komdrkach. Nieprawda jest, ze ta metoda ,wykorzystuje zaleznos¢ ATP od emisji $wietlnej
lucyferazy”. ATP (? — moze ilos¢ ATP?) nie zalezy od emisji swiatta — jest doktadnie odwrotnie. Poza tym
Swiatto jest emitowane przez utleniany substrat (lucyferyne), a nie przez enzym katalizujacy te reakcje.
Pomiar ATP opiera sie gtdwnie na podstawowej reakcji lucyferazy, angazujacej te wysokoenergetyczna
czasteczke. Nalezy tez zwrdcic uwage, ze ilos¢ ATP w komarce zmienia sie dynamicznie i jest wypadkowa
tempa syntezy ATP i tempa zuzycia ATP. Jakkolwiek zmiany obserwowane po elektroporacji sg zapewne
spowodowane gtownie zwiekszeniem szybkosci zuzycia ATP, zatozenie, ze zmierzona ilos¢ ATP jest miarg
jego zuzycia jest zatozeniem arbitralnym jeéli nie wiemy, czy nie zmienia sie szybko$é syntezy ATP.

Mam kilka drobnych uwag dotyczacych kolejnych czesci rozprawy, gtéwnie pod adresem jej edycji:
(i) s. 12: Ryc. 1.1. Brak opisu osi;
(ii) s. 12: Co to jest “pozywanie alkoholu”?
(iii) 5. 13: brak wyjasnienia ER/PgR-dodatni;
(iv) s. 21: BCRP to biatko opornosci lekowej wystepujace w raku piersi, a nie biatko opornosci na raka piersi;
(v) s. 23: llosci jondw wapnia ,rzedu mikromoli” nie sg niewielkie w skali komaorki; to bytyby ilodci wrecz
monstrualne, gdyz obecnos¢ mikromola wapnia w komarce o objetosci 1000 fl oznaczataby stezenie wrecz
niemozliwe do osiggniecia (10° mol/litr). Autorka pracy zapewne myli ilosci mikromolarne ze stezeniami

mikromolarnymi;



(vi) s. 28: Autorka pracy pisze o regulacji dystrybucji fosfatydyloseryny w btonie plazmatycznej przez
skramblaze. Jednak, poniewaz skramblaza jedynie likwiduje asymetrie rozktadu fosfatydyloseryny, dla
petnego obrazu nalezatoby wspomnie¢ przede wszystkim o flipazie, odpowiedzialnej za utrzymywanie
asymetrycznej dystrybucji fosfatydyloseryny W'bionie. Aktywnos$¢ flipazy jest hamowana przez jony Ca*
(np. Vallabhapurapu i wsp., Oncotarget 2015, 6, 34375), co moze miec znaczenie dla rozpatrywanych
Zjawisk;

(vii) s. 30: Wymieniajac rodzaje smierci komérkéwej Autorka rozprawy miata zapewne na mysli anoikis
(rodzaj apoptozy, indukowanej smierci komorki); anoksja to zupetnie inne pojecie;

(viii) s. 44: Hz jest wtasciwg jednostka czestotliwosci, ale sekunda nie;

(ix) s. 47: Wzor podany dla obliczenia ilosci zuzytego ATP nie ma sensu, gdyz:

1) zmienna nie moze by¢ definiowana jako kombinacja statych,

2) x = (Inx)¢ jest tozsamosciag spetniona dla kazdego x,

3) argumentem funkcji log sg liczby dodatnie, wiec log (-8,8506) nie istnieje.

(x) s. 48: Co to jest ,dejonizowany bufor fosforanowy”? Jezeli usunac w ogdle jony z buforu, przestanie on
by¢ buforem, a stanie sie woda dejonizowana. Czyzby Autorka miata na mysli bufor fosforanowy
sporzadzony na wodzie dejonizowanej? Bufor DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) moze co
najwyzej nie zawiera¢ jondw wapnia (Ca®*) i magnezu (Mg*");

(xi) s. 49: Nalezatoby wyjasni¢ skrot ,,HRP”;

(xii) s. 51 i nast.: termin ,efekt terapeutyczny” nie jest odpowiedni w odniesieniu do komdrek hodowanych
in vitro;

(xiii) s. 52: Autorka pracy stwierdza: , Inkubacja komdérek w roztworach chlorku wapnia [...] nie spowodowata
zadnego znaczacego spadku liczby zywych komorek”. Stwierdzenie to jest ogolnie stuszne, jednak przy
stezeniu 0,5 mM Ca?* obnizenie przeizywalnosci komdrek byto statystycznie istotne, co winno by¢
wzmiankowane;

(xiv) s. 52: Autorka rozprawy konstatuje: ,zastosowanie impulséw elektrycznych spowodowato spadek
przezywalnosci wprost proporcjonalnie do wzrostu parametrow natezenia pola elektrycznego”. Termin
Jwprost proporcjonalny” ma scistg definicje matematyczna. Wykres w formie histogramu mocno utrudnia
okreslenie zaleznosci wprost proporcjonalnej miedzy badanymi wielkosciami, ale niezaleznie od sposobu
przedstawienia, przy zaleznoéci wprost proporcjonalnej jesli pole o natezeniu 1000 V/cm powodowato
spadek przezywalnosci 0 22%, to pole o natezeniu 1400 V powinno powodowa¢ spadek przezywalnosci o
1,4%x22% = 30.8% (a nie 42%), zas pole o natezeniu 800 V — spadek przezywalnosci 0 0,8x22% = 17.6%, a
nie wzrost przezywalnosci o 1%. Spadek przezywalnosci obserwowany przez Doktorantke byt zalezny od
natezenia pola, ale nie byt wprost proporcjonalny do natezenia pola. Ten sam btad powtarza sie przy

omawianiu kolejnych wynikow;



(xv) s. 54: Doktorantka konkluduje, ze komarki linii MCF-7/DOX sg bardziej wrazliwe na dziatanie CakP niz
komorki linii MCF-7/WT, szczegdlnie przy elektroporacji przez pole elektryczne o najwyzszym stosowanym
natezeniu (1400 V/cm). lIstotnie, do takiego wniosku moze skfaniac porownanie Ryc. 4.4 i 4.6
(przezywalnos¢ po 48 godzinach), cho¢ niék'oniecznie Ryc. 4.3 i 4.5. Wniosek ten nie jest jednak
podbudowany odpowiednig analizg statystyczng (poréwnaniem wynikéw dla komdrek obu linii). Ta sama
uwaga nasuwa sie przy omowieniu kolejnych wynikow:

(xvi) s. 60: Analogiczna uwaga nasuwa sie prz</ porownaniu przezywalnosci testem MTT oraz kiedy
poréwnywana jest zawarto$¢ ATP w komérkach (s. 67);

(xvii) s. 56: 800 V/cm itd. to nie sa, jak pisze Doktorantka, ,parametry”, ale wartosci natezenia pola
elektrycznego;

(xviii) s. 70,71: Dane przedstawione na Ryc. 4.19 1 4.20 sg niezrozumiate bez komentarza. Dlaczego komaorki
wybarwione matoczasteczkowym barwnikiem YO-PRO-1 wykazujg wyzsza fluorescencje po elektroporacji
(szczegdlnie komorki poddane dziataniu pola o natezeniu 1400 V/cm)? Szkoda, ze w pracy nie podano
iloéciowo parametrow rozkfadu fluorescencii;

(xix) s. 91 i in.: Mozna sie zastanawiac, jak powinny by¢ interpretowane wyniki oznaczen zywotnosci
komorek z MTT. Czy odpowiedz komdrek jest zero-jedynkowa (komdrka albo redukuje MTT, jesli jest zywa
albo nie redukuje, jesli jest martwa) czy tez mozliwe jest zmniejszenie redukcji MTT przez zywe komorki o
ostabionym metabolizmie? Doktorantka nie deklaruje jednoznacznej interpretacji redukcji MTT, gdyz
naprzemiennie uzywa zwrotdw ,osfabienie aktywnosci metabolicznej komérek”, , przezywalnos¢” i, liczba
zywych komorek”;

(xx) 5. 92: ,traktowanie komdrek samym wapniem” jest zwrotem bardzo nieprecyzyjnym. Wapn jest
metalem; komdrki nie byty traktowane metalicznym wapniem, lecz jonami wapnia.

(xxi) Wszystkie wykresy sg niekompletnie opisane (brak podania parametru na osi odcigtych, podane s
jedynie wartosci i to btedne w przypadkach wykreséw 4.3-4.6, 4.9-4.12, 4.15-4.18, 4.21 i 4.27, bowiem
podane wartosci w woltach mogg by¢ wartosciami napiecia, ale nie natezenia pola elektrycznego, ktére
wyraza sie w V/m). Na wykresach powielana jest informacja: ,Stupki btedéw to Srednie + SD”. Stupki
przedstawiajgce na histogramach wartosci srednie to nie sg ,sfupki bfeddw”.

Opisy Rycin 4.3-4.6, 4.9-4.12 i 4.15-4.18 s3 nie w petni zrozumiate. Jedno poréwnanie to porownanie
komdrek poddanych elektroporacji z komérkami kontrolnymi (niczym nie traktowanymi) — i to jest jasne.
Niemniej jednak, drugie poréwnanie to poréwnanie ,do grupy komérek poddanych elektroparacji”. To juz
jest znacznie mnigj jasne, a tak naprawde zupetnie niejasne, gdyz symbole istotnosci statystycznej roznic
pojawiaja sie przy komdrkach poddanych elektroporacji. Ponadto, te same symbole majg rozne znaczenie
na réznych rycinach, np. symbol # oznacza réznice istotne dla p = 0,0393 na Ryc. 4.3 i roznice statystycznie
istotne dla p = 0,0182 na Ryc. 4.5. Biorac pod uwage, jak wiele symboli uzytych byto w pracy, mozna byto

pdjéé o krok dalej i zadbaé, by symbole nie zmieniaty sweich znaczert miedzy jedng a druga rycing;



(xxii) s. 68: W Tab. 4.1 4.2 brak jest miar rozrzutu i wskutek tego oceny statystycznej istotnosci réznic.

Ogélnie jednak edycja pracy jest dobra i zastuguje na uznanie. W podsumowaniu stwierdzam, iz
Doktorantka w przedstawionej do recenzji dysertacji wykazata sie wysoka umiejetnoscig prowadzenia
badann naukowych, witasciwym doborem métbd badawczych i umiejetnoscia wyciagania wnioskow z
uzyskanych wynikow. Poczynione przeze mnie uwagi nie umniejszajg wartosci merytorycznej rozprawy i nie
rzutujag na jej pozytywng oceng.

Uwazam, Ze rozprawa spetnia warunki st;wiane rozprawom doktorskim w art. 13 ust. 1 ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pozn. zm.).

Z petnym przekonaniem wnosze wiec do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Katarzyny Biezuriskiej-Kusiak do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Moje uwagi majg charakter edytorski i sg fatwe do usuniecia albo wyjasnienia. Nie zmieniajg faktu,

iz od strony wartosci naukowej i rzetelnosci danych eksperymentalnych praca jest bardze dobra.
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