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rozprawy doktorskiej mgr Krzysztofa Bilmina zatytulowanej: ,Badanie wplywu fal
ultradzwiekowych oraz efektu sonodynamicznego na zywotno$¢ komérek szczurzych linii

glejakow in vitro”

Glejak wielopostaciowy (Glioblastoma multiformae) jest nowotworem osrodkowego uktadu
nerwowego o bardzo agresywnym przebiegu. Wszelkie obecne metody leczenia glejaka
wielopostaciowego, od resekcji przez radioterapie po chemioterapi¢ maja na celu przede
wszystkim wydluzenie czasu przezycia pacjentow oraz zmniejszenie objawdw zwigzanych
z rozrostem masy guza. Stad poszukiwania nowych strategii terapeutycznych wydaja si¢ by¢
oczywistym przestaniem wielu badan naukowych podejmoWénych przez grupy badawcze na
calym $wiecie. W tym wzgledzie tematyka pracy doktorskiej Pana mgr Krzysztofa Bilmina
dotyczaca wykorzystania fal ultradzwiekowych oraz efektu sonodynamicznego przy uzyciu
kwasu S5-aminolewulinowego (ALA) w terapii glejaka (in vitro) wpisuje si¢ w aktualne

potrzeby i wyzwania wspoiczesnej neuroonkologii przedklinicznej.

Praca doktorska Pana mgr Bilmina zostala przygotowana w postaci cyklu trzech publikacji
doswiadczalnych o sumarycznym wspo6lezynniku oddziatywania Impact Factor 5,502 (dwie
prace zostaty opublikowane w czasopismie Ultrasonics 2014 1 2017, IF = 1,942 1 2,327 oraz
jedna w czasopi$mie Folia Neuropathologica 2016, IF = 1,233). Publikacje powyzsze zostaty
opatrzone w doktoracie kilkustronicowym wstepem w jezyku polskim, obejmujacym krotkie
wprowadzenie do biologii i epidemiologii glejakow, zastosowania ultradzZwigkéw w medycynie
oraz sonodynamicznej terapii przeciwnowotworowej i perspektyw jej wykorzystania
w leczeniu glejakéw. Doktorant w pracy jasno formutuje cele swoich badan. Przedstawia
krétkie oméwienie otrzymanych wynikéw oraz prezentuje wnioski koncowe w odniesieniu do
publikacji stanowigcych podstawe jego dysertacji. Do pracy doktorskiej zostaly dotaczone
o$wiadczenia wszystkich wspoétautorow publikacji bedacych podstawa recenzowanej

rozprawy.

Przewodnim celem rozprawy doktorskiej Pana mgr Bilmina byla ocena wplywu fal
ultradzwiekowych oraz efektu sonodynamicznego przy zastosowaniu ALA jako sonouczulacza

na zywotno$é komorek szczurzych linii glejakdéw in vitro. Zaproponowany ogélny cel pracy



j.w. zostal przez Doktoranta przedstawiony w postaci trzech celow szczegdlowych
z odniesieniem do problematyki badawczej podejmowanej w zalaczonych pracach
doswiadczalnych. W mojej ocenie meritum sprawy zwigzane z opracowaniem stanowiska do
nadZwickawiania komoérek nowotworowych w warunkach in vitro oraz okreslenie kluczowych
parametrow akustycznych i temperaturowych, istotnych w ocenie toksycznosci ultradzwiekow,
zostato zaprezentowane w dwoch pracach doswiadczalnych opublikowanych przez Doktoranta
w czasopi$mie Ultrasonics 2014 i 2017. Wyniki tych prac pozwolily na wyjasnienie roli
nietermicznych i termicznych oddziatywan fal ultradzwigkowych w ocenie przezywalnosci
komorek szczurzego glejaka C6 uzytego jako model badawczy in vitro. W pracach tych
znajdziemy ponadto podstawy metodyczne prowadzenia doswiadczeh w modelach
nadzwiekawiania w uktadzie wolnego pola (FF) oraz w ukladzie fali stojacej wielokrotnych
odbi¢ (SWMR). Chciatbym zatem podkreslié, ze opracowanie stanowiska do nadzwickawiania
komoérek glejaka in vitro oraz jego standaryzacja jest istotnym' elementem eksperymentowania
z wykorzystaniem fal ultradzwiekowych. W tym wzgledzie dwie prace doswiadczalne
opublikowane w czasopi$mie Ultrasonics 2014 i 2017 ze wspdtautorstwem Doktoranta
stanowig w mojej ocenie zasadnicza platforme jego dysertacji. Powstaje zatem uzasadnione
pytanie dotyczace udziatu Doktoranta w rozwigzywaniu probleméw badawczych bedacych
przedmiotem niebiologicznych zagadnien prezentowanych w tych dwdch publikacjach.
W niniejszych pracach bowiem Doktorant nie jest pierwszym autorem, ani nie jest autorem
korespondencyjnym. Co prawda oswiadczenie zlozone przez Doktoranta wskazuje na jego
udzial w planowaniu dos$wiadczen, ale réwniez wyraznie sugeruje na jego kluczowe
zaangazowanie w badaniach biologicznych bedacych przedmiotem cytowanych prac.
Chciatbym zatem zapyta¢ Doktoranta o jego rzeczywisty wktad w badania dotyczace pomiarow
szeregu parametrow akustycznych, obliczen matematycznych, analiz przestrzenno-czasowych
rozktadow cisnienia i temperatury czy wreszcie modelowania numerycznego rozchodzenia si¢
fal ultradzwiekowych w warstwowych nieliniowych uktadach stosowanych w eksperymentach,
ktéore w mojej ocenie odegraty kluczowsa role w rozwazaniach dotyczacych dalszej aplikacji
poszczegblnych modeli doswiadczalnych in vitro z wykorzystaniem wolnego pola oraz fali
stojacej i wielokrotnych odbié. Na szczegdlna uwage zastuguja kompleksowe pomiary fizyczne
i obliczenia matematyczne przeprowadzone w drugiej pracy (Ultrasonics 2017), w ktorej
zaprezentowano udang probe oceny dwoéch metod nadzwickawiania komorek glejaka C6
z jednoczesng analiza badanych parametréw akustycznych i termicznych w ukladach
doswiadczalnych wykorzystujacych ptytki 12- i 96-dotkowe. Czy w ocenie otrzymanych

wynikéw mozna zatozy¢, ze stosowanie ptytek o innych parametrach wymiarowych 1 sktadzie
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chemicznym bedzie determinowaé pomiary akustyczne z wykorzystaniem zaproponowanych
modeli nadzwickawiania? Na ile zatem zaproponowany model badawczy mozna uznaé za
uniwersalny w tego typu eksperymentach? Prawde moéwiac brakuje mi tego typu dyskusji
w tekécie polskim dysertacji poprzedzajacym zataczone publikacje. W wielu akapitach
recenzowanych prac znajdujemy przeslanie dotyczace potrzeby standaryzacji warunkow
in vitro w badaniach z wykorzystaniem ultradZzwigkéw. Jednakze w polskiej czesci doktoratu
nie znajdziemy komentarzy dotyczacych oméwienia wynikow pod katem oceny wyznaczonych
parametréow akustycznych w perspektywie dalszych badan wykorzystujacych modele
zwierzece (in vivo). Poniewaz istnieje sporo opublikowanych prac doswiadczalnych w zakresie
nadzwiekawiania zwierzat laboratoryjnych ze wszczepionym glejakiem C6, ktérym podawano
ALA, interesujacym w tym wzgledzie wydaje si¢ dodatkowy komentarz Doktoranta
w odniesieniu do aplikacji zdobytej wiedzy w perspektywie planowanych doswiadczen in vivo.
Jest wiadomym, ze w sytuacji in vivo lub warunkach klinicinych bedzie raczej trudnym do
utrzymania warunkow fali stojacej. W tym wzgledzie cheiatbym prosi¢ Doktoranta o komentarz
w odniesieniu do wlasnych obserwacji w zakresie wykorzystania modeli FF i SWMR.
W ocenianej pracy doktorskiej chcialbym poswigci¢ réwniez kilka stéw modelowi
biologicznemu, ktéry zostal wykorzystany przez Doktoranta jako miernik skutecznosci
prowadzonej strategii sonodynamicznej w badaniach cytotoksycznosdci in vitro. W dwdch
pracach opublikowanych w Ultrasonics 2014 i 2017 Doktorant wykorzystat komorki glejaka
szczurzego C6. W trzeciej pracy opublikowanej w czasopismie Folia Neuropathologica 2016,
w ktdrej Doktorant jest pierwszym autorem, zostata zastosowana linia komorek szczurzego
glejaka RG2. Komorki linii C6 cechuje typowa dla komoérek astrocytarnych morfologia, a takze
charakterystyczne markery nowotworowe jak podwyzszone st¢zenie kwasnych biatek
wiokienkowych. Udowodniono rowniez charakterystyczng dla glejaka C6 nadekspresje genow
kodujacych biatka EGFR, PDFGp, IGF-1. Natomiast wykazano, odwrotnie niz w ludzkim
glejaku wielopostaciowym, nadekspresje genu Rb. Najwieksza wada linii komérkowej C6 jest
oczywiscie wysoka immunogennosé, co zreszta podkresla Doktorant wskazujac na przestanki
dotyczace wykorzystania komoérek glejaka RG2 w dalszych badaniach efektu
sonodynamicznego. Komorki tej linii pod wzgledem genetycznym cechuje nadekspresja
PDGF, IGF-1, Ras, Erb3/HER3. W przeciwienstwie do szczurzego glejaka C6, komorki RG2
nie sg immunogenne. Uwzgledniajac zaproponowane w doktoracie kryteria oceny
przezywalnosci komorek jako podstawowy element w przeprowadzonych badaniach
skutecznoséci efektu sonodynamicznego z wykorzystaniem ALA waznym jest bowiem

poprawne zdefiniowanie warto$ci mierzonego efektu cytotoksycznego. Podstawg oceny
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w zaproponowanym tescie sg pomiary gestosci optycznej (OD) w grupach badanych komdrek
po redukcji MTT do nierozpuszczalnego formazanu pozwalajace zdefiniowaé wartosci
mediany przezywajacych frakcji komorkowych wyrazone w procentach w stosunku do kontroli
(Survival %). Biorac powyzsze pod uwage chciatbym prosi¢ Doktoranta o skomentowanie
wynikéw badan przedstawionych w pracy opublikowanej w Folia Neuropathologica 2016.
W ocenie wynikow przedstawionych na Ryc. 4 mozna domniemywaé braku wplywu
ultradzwiekéw (6W) na przezywalno$¢ badanych komorek. Jak zatem nalezy interpretowad
wyniki przedstawione na Ryc. 6 w odniesieniu do tego samego parametru (US, 6W)? W polu
widzenia widoczne sa bowiem pojedyncze komorki (patrz Ryc. 6 panel gérny, fot. US 6W).
W tej samej publikacji na Ryc. 3 i 4 Doktorant prezentuje wyniki analizy statystycznej
w odniesieniu do grup ALA vs. 2W+ALA oraz ALA vs. 2W+ALA. Czy w zakresie
oddzialywania samego ALA obserwowano réznice istotne statystycznie w stosunku do kontroli
(Ryc. 3 1 4)? W pierwszym ogladzie wskazanych rycin’.widac', ze taka roznica moze
wystepowac. O ile mechanizmy dziatania sonodynamicznego nie byly przedmiotem
szczegbtowych badan doktoratu, to jednak w publikacjach bedacych podstawa dysertacji
Doktorant zastosowat analizy histologiczne w kierunku oceny dzialania apoptotycznego.
Poniewaz indukcja procesow apoptozy jest kontrolowana na kilku poziomach komdrkowych
wydaje sie oczywistym, ze profilowanie komorek glejaka przy wykorzystaniu cytometrii
przeptywowej daloby bardziej miarodajne rezultaty. Chcialbym rdwniez prosié
o komentarz dlaczego w pracy opublikowanej w Folia Neuropathologica 2016, w ktorej
stosowano uktad nadzwigkawiania typu fali stojacej wielokrotnych odbi¢ (SWMR), Doktorant
powoluje sie na parametry akustyczne z publikacji Ultrasonics 2014 (patrz. ref. 8), w ktorej

notabene stosowano warunki nadzwiekawiania w uktadzie wolnego pola (FF).

Podsumowujac, standaryzacja metod badawczych z wykorzystaniem modeli komoérkowych jest
niezwykle trudnym zagadnieniem, z ktérym w mojej ocenie Doktorant poradzit sobie w sposob
zadawalajacy. Nie ukrywam, ze jestem pod wrazeniem opracowanej metodologii badan oraz
kompleksowej charakterystyki fizycznej fal ultradzwigkowych w doswiadczalnych modelach
cytotoksycznosci in vitro, ktdre zostaly opublikowane w czasopismie Ultrasonics 2014 1 2017.
W mojej ocenie powyzsze prace oraz wyniki w nich przedstawione stanowig podstawe
ocenianej dysertacji w kwestiach dotyczacych standaryzacji oraz kompleksowej oceny
badanych efektow w uktadach wolnego pola i fali stojacej wielokrotnych odbi¢. O ile odniostem
bardzo pozytywne wrazenie w odniesieniu do poziomu badan fizycznych opublikowanych

w Ultrasonics 2014 i 2017, o tyle mam pewien niedosyt w ocenie badan biologicznych
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zaprezentowanych w czasopi$mie Folia Neuropathologica 2016. Badania powyzsze zostaly
w zasadzie sprowadzone do przesiewowego testu cytotoksycznosei z typowym dla tego typu
eksperymentéw uproszczonym podejsciem mechanistycznym. Niemniej jednak powyzsze nie
umniejsza w zadne] mierze mojej pozytywnej ocenie jaka odniostem w ogladzie wszystkich
zagadnien poruszanych w ocenianej dysertacji. Uwazam jednakze, ze dopelnieniem badan
komoérkowych (in vitro) méglby by¢ eksperyment in vivo przeprowadzony na zwierzecych
modelach glejaka, ale jest to oczywiscie otwarta kwestia przysztych badan, co do ktérych

przeprowadzenia goraco zachgcam.

Wyrazam przekonanie, ze przedstawiona do oceny rozprawa mgr Krzysztofa Bilmina
pod tytutem: ,,Badanie wptywu fal ultradzwiekowych oraz efektu sonodynamicznego na
zywotnos$¢ komorek szczurzych linii glejakdéw in vitro” spelnia wymagania stawiane pracom

doktorskim.
W zwiazku z powyzszym przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej Wojskowego Instytutu

Higieny i Epidemiologii im. gen. Karola Kaczkowskiego wniosek o dopuszczenie

mgr Krzysztofa Bilmina do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Warszawa, dn. 7 wrzesnia 2017




