Streszczenie

Wedlug $wiatowych danych epidemiologicznych rak prostaty (PCa, prostate cancer)
jest diagnozowany u ponad miliona m¢zczyzn rocznie. Z uwagi na cze¢sto powolny rozwoj
oraz rozpoznanie w pdznym wieku, nie zawsze istniejg wskazania do leczenia radykalnego
z wykorzystaniem standardowych form terapii (leczenie operacyjne, radioterapia) zwiaszcza
W grupie chorych niskiego 1 posredniego ryzyka z chorobg ograniczong do narzadu.
Jednoczesnie formy terapii zachowawczej tj. aktywny nadzor lub baczne wyczekiwanie nie
zawsze sg akceptowane przez pacjenta. Powyzsze podkresla potrzebe poszukiwania i rozwoju
minimalnie inwazyjnych metod leczenia.

Kroétkie impulsy elektryczne moga wywotaé efekt permeabilizacji czyli zwigkszenia
przepuszczalnos$ci blon biologicznych. Zjawisko to zostalo nazwane -elektroporacja.
W przeciwienstwie do wiekszosci fokalnych terapii, efekt cytotoksyczny technologii opartych
na elektroporacji nie wynika z uszkodzen termicznych komoérek nowotworowych, lecz
Z permeabilizacji ich blony komodrkowej. Wstgpnym etapem do wdrazania dalszych
protokotow terapeutycznych opartych na elektroporacji sa badania in vitro, ktore pozwalaja
na wyjasnienie mechanizmow ich dziatania. Celem niniejszej pracy doktorskiej, opartej o
cykl publikacji, jest zbadanie efektéw biologicznych krétkich impulséw elektrycznych na
modelach komorkowych raka gruczotu krokowego.

Do badan efektow biologicznych krotkich impulsow elektrycznych uzyto cytometrii
przeplywowej, mikroskopii konfokalnej 1 fluorescencyjnej. Ponadto dokonano pomiaru
przezywalnosci 1 mobilnosci komodrek oraz aktywnosci kaspaz. By zwizualizowac
elektoporacj¢ mikrosekundowg z jonami wapnia przeprowadzono in silico symulacje
dynamiki molekularnej.

Badania potwierdzaja obiecujace efekty krotkich impulsow elektrycznych na komorki
raka prostaty. Elektroporacja z jonami wapnia zwigksza efekt cytotoksyczny zardwno przy
zastosowaniu nano- jak imikrosekundowych impulsow. Metoda ta moze zapewnic
skuteczniejszg ablacj¢ oraz zmniejszy¢ ryzyko wznowy miejscowej choroby. Permeabilizacja
komoérek przez impulsy nanosekundowe moze by¢ kontrolowana przez natezenie pola
elektrycznego, jak réwniez przez czgstotliwos¢ impulséw. Nanosekundowe impulsy
0 czgstotliwosciach MHz-owych wykazuja wyraznie zwigkszong cytotoksyczno$s¢ w
poréwnaniu do impulséw o nizszych czestotliwosciach. Elektroporacja impulsami nano-
lub mikrosekundowymi bez jonéw wapnia wywotuje apoptoze komorek nowotworu prostaty.
Jezeli komorki sa eksponowane na impulsy elektryczne w buforze ze zwigkszonym stezeniem
jonéw wapnia mechanizm ich $mierci zalezy od dtugosci impulsu. Zmniejszona mobilnos¢
komorek nowotworowych, oraz zmiany w cytoszkielecie komorek po terapii, ilustruja
potencjatl krotkich impulséw elektrycznych w zapobieganiu przerzutom nowotworu stercza.



Abstract

Every year over one million patients are diagnosed with prostate cancer (PCa). Due
to slow progression and typically late age at onset, radical treatment (surgery, radiation)
cannot always be indicated, especially for low and medium-risk localized PCa.
Simultaneously, conservative treatment, i.e. watchful waiting and active surveillance, does
not always gain acceptance from patients. The latter calls for the development of new,
effective, safe, and minimally invasive therapies.

The observation that an application of pulsed electric fields (PEFs) resulted in
increased permeability of the cell membrane has led to the discovery of the phenomenon
called electroporation. In vitro research helps to elucidate the potential of PEFs, and
constitutes the first step for further technology development. The aim of Ph.D. thesis was to
evaluate the effects of pulsed electric fields on human prostate cancer models.

In the project, we used flow cytometry and confocal and fluorescence microscopy.
Moreover, we performed cell viability assay, caspase activity analysis and, wound healing
assay to investigate the biological effect of PEFs on PCa cells. For in silico investigation of
calcium electroporation, we conducted the molecular dynamics simulation.

The research confirms the promising effect of PEFs on PCa cells. Electroporation with
calcium has a chance to enhance the oncological outcome of the nanosecond as well as
microsecond pulses. The cell membrane permeabilization by nanosecond pulses can not only
be controlled by electric field intensity but also with pulse frequency. MHz compression of
nanosecond PEFs bursts proved to additionally enhance the effectiveness of the therapy. The
cancer cells exposed to electric pulses presented disrupted cytoskeleton and impaired
mobility. Thus, PEFs have the potential to prevent or slow down the progression of
metastasis. Depending on the pulse duration and the Ca?* content in the electroporation
buffer, the mechanism of death may differ. Standalone electroporation promotes rather an
apoptotic type of cell death. Differently, for the cells electroporated in buffer containing Ca?*,
cell death mechanisms depend on the pulse duration. Short electric pulses showed potential
for an application as focal therapy of prostate cancer.



