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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr. Krzysztofa Bilmina
p.l. ,Badanie wplywu fal ultradiwi¢ckowych i efektu sonodynamicznego na zywotnosé
komérek szezurzych linii glejakéw in vitro”

Niniejsza recenzja zostala opracowana, w zwigzku z powolaniem mnie na recenzenta tej
rozprawy przez Rade Naukowa Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii im. gen.
Karola Kaczkowskiego w Warszawie na posiedzeniu w dniu 31.05.2017r. oraz zgodnie

pismem z dnia 6.07.2017r. w tej sprawie.

Fotodynamiczne metody diagnostyki i terapii nowotworow naleza do znaczacych i
spektakularnych osiggnig¢ biologii i medycyny XX wieku. Metody te sa maloinwazyjne i
polegaja na wizualizacii i selektywnym niszczeniu tkanek nowotworowych, po wprowadzeniu
do nich specjalnych substancji fotouczulajgcych 1 ich naswietleniu  odpowiednim
promieniowaniem optycznym, najczesciej laserowym. Swiecenie komorek nowotworowych,
w wyniku zjawiska luminescencji wywolanej przechodzeniem fotouczulacza, po jego
naswietleniu, ze wzbudzonego stanu singletowego do stanu podstawowego jest
wykorzystywane jako fotodynamiczna metoda diagnostyczna (PDD-  PhotoDynamic
Diagnosis). Proces fotodynamicznego leczenia(PDT- PhotoDynamic Therapy) polega na
niszczeniu tkanki nowotworowej w wyniku jej fotoutleniania zaleznego od stopnia
wzbudzonego fotouczulacza (fotoreakcja 1 typu) lub zalezna od stezenia tlenu w $rodowisku
reakeji (fotoreakeja I typu). Nalezy podkresli¢, ze proces PDT jest skuteczng i nowoczesna
metodg leczenia wielu typéw nowotwordw, natomiast w wyniku jej stosowania klinicznego
od 1978r. wiadomo tez, ze jest malo skuteczng metoda leczenia glejakéw, podobnie do innych
obecnie stosowanych metod. Z tych tez wzgledow, w wielu osrodkach naukowych czynione

sg wysitki w celu znalezienia skuteczniejszych od obecnie stosowanych metod leczenia tego



groznego schorzenia. Miedzy innymi duze nadzieje pokiadane sg na wykorzystaniu metody
terapii sonodynamicznej, wykazanej i opisanej po raz pierwszy w publikacji z 1990r. preez
Umemura 1 wsp., polegajacej na synergicznym dzialaniu fal ultradzwickowych i
hematoporfiryny  jako sonouczulacza, w celu selektywnej likwidacji komorek
nowotworowych na mysim modelu migsaka. W ostatnich latach wiele osrodkow naukowych
zajmuje sig rozwojem metod terapii sonodynamicznej dla wielu typdw nowotwordw.

Tematyka niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczy badania  wplywu fal
ultradzwigkowych oraz efektu sonodynamicznego na zywotno$é komérek szczurzych linii
glejakow in viiro, Zagadnienia te s3 wazne zarOwno z punktu widzenia poznawczego, jak i
utylitarnego, do wykorzystania w dalszych badaniach eksperymentalnych, a nastepnie
klinicznych. Zakres pracy oceniam jako wystarczajacy w odniesieniu do wymagan
stawianych pracom doktorskim.

Glownym celem rozprawy, jaki postawil sobie Doktorant, byly badania doswiadczalne
typu in vitro i na ich podstawie ocena wplywu oddziatywania odpowiednio wygenerowanych
fal ultradzwigkowych oraz wywotanego nimi efektu sonodynamicznego, przy uzyciu kwasu
S-aminolewulinowego (ALA) jako sonouczulacza na zywotnos$é komorek szezurzych linii
glejakéw C6 1 RG2.

Niniejsza rozprawa doktorska oparta jest na, spdjnej tematycznie serii, trzech nastepujacych
publikacji zmieszczonych w czasopismach z listy filadelfijskiej, a mianowicie:

1. Kujawska T, Secomski W, Bilmin K, Nowicki A, Grieb P. Impact of thermal effects
induced by ultrasound on viability of rat C6 glioma cells. Ultrasonics. 2014:54(5):
1366-72 (IF=1,942- MNiSW 30),

2. Secomski W, Bilmin K, Kujawska T, Nowicki A, Grieb P, Lewin PA. In vitro
ultrasoud experiments: standing wave influence on the outcome. Ultrasonics 2017, 77;
203-213(JF=1,954 MNIiSW 30),

3. Bilmin K, Kujawska T, Secomski W, Nowicki A, Grieb P. Studies of Efficacy of -
aminolevulinic Acid-mediated Sonodynamic Theraphy on Rat RG2 Glioma Cells
depending on Ultrasound Acoustic Power. Folia Neuropathologica 54(3); 234-240,
2016 (IF =1,233 MNISW 20).

Wymienione wyzej publikacje, na ktorych oparto rozprawe doktorskg, sa wieloautorskie i
maja charakter interdyseyplinarny, zwlaszcza w zakresie udziatu w projektowaniu i budowie
specjalistycznego stanowiska badawczego, a takZze w przygotowaniu eksperymentow i
analizie wynikéw badania. Poza Doktorantem, wspotautorami tych publikacji byli oboje

promotorzy: prof. Pawet Grieb- biolog i prof. nzw, Tamara Kujawska-elektronik, a takze

2



dwoje wybitnych specjalistow z zakresu techniki ultradzwickowej j. prof. Andrzej Nowicki,
dr Wojciech Secomski i dodatkowo w jednej publikacji, dr Peter A. Lewin z USA. Ze
zlozonych oswiadezen wszystkich wspélautoréw tych publikacjii co do =zakresu ich
indywidualnego wkiadu w przeprowadzonych pracach wynika, ze udzial Doktoranta byt
dominujgcy i zgodny z wybrang dyscypling doktoryzowania tj. biologii medycznej w
dziedzinie nauk medycznych w odniesieniu do przyjetego celu i zakresu rozprawy,
opracowania koncepeji badan, a takze udzialu w koncepcii, projekcie i budowie stanowiska
badawczego oraz przeprowadzenia cksperymentéw doswiadczalnych, ze szczepdinym
uwzglednieniem efektéw biologicznych  oddzialywania ultradZwiekéw na zywotnosé
komoérek glejakow C6 1 RG2 oraz analizy statystycznej wynikow badan.

W badaniach linii komorkowej glejaka szezurzego C6, przeprowadzonych do publikacii 1
zastosowano sposob nadzwigkawiania tych komdrek w warunkach FF (Free Field), czyli
niewystgpowania fali stojgcej 1 wielokrotnych odbi¢, przez umieszczenie — glowicy
ultradzwickowe] w gérnej czgsci komory do nadzwickawiania, nad plytka ze studzienkami
komorkowymi. Wyniki tych badan potwierdzily, ze bez stosowania sonouczulacza, gléwnym
mechanizmem  uszkadzajacym komdrki jest efekt umierania komoérek, glownie przez
indukcje apoptozy, na skutek przekroczenia ich temperatury powyzej 43° C. W badaniach do
publikacji 2 uzyto réwniez komorek C6, ale poréwnano uklad nadzwickawiania komorek w
warunkach FF z ukladem fali stojace] 1 wielokrotnych odbi¢ fali ultradzwiekowe;,
powstajgcym w warunkach SWMR (Standing Wave and Multiple Reflection), w ktdrych
glowica ultradZzwickowa byla urieszczana pod dnem plytki z badanymi komérkami. Okazato
sig, ze w tym drugim przypadku do osiggnigcia 50% $miertelnosei komdrek wystarczato
wielokrotnie mniejsze natezenie ultradzwigkéw, niz dla warunkow FF (odpowiednio
032W/m* i 589 Wm? dla plytek 12-studzienkowych). W publikacji 3 przedstawiono
wyniki badan oddzialywania ultradzwigkow na komorki szezurzego glejaka RG2, z uzyciem
ALA jako sonouczulacza i potwierdzono wystapienic ecfektu sonodynamicznego  bez
wystgpienia efektu toksycznej hipertermii, przy zastosowaniu mocy akustycznej
ultradzwigkow 6W w warunkach SWMR tj.istnienia fali stojace] 1 wielokrotnych odbié fali
ultradzwickowej. Wynik ten stanowi wazne osiggni¢cie 1 zarazem pierwsze potwierdzenic
wystapienia efektu sonodynamicznego w linii komorkowe] szczurzego glejaka RG2, =z
uzyciem sonouczulacza ALA.

Przedstawiona rozprawa doktorska mgr. Krzysztofa Bilmina p.t. ,.Badanie wplywu fal
ultradzwickowych 1 efektu sonodynamicznego na zywotno$é komérek szezurzych linii

glejakow in vitro” stanowi bardzo dobry, zwarty, 81 stronicowy dokument. Struktura pracy
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jest przejrzysta i logiczna, Skiada sie ze streszczenia w jezyku polskim i1 angielskim oraz 7
opisowych rozdzialdw, bibliografii oraz zalacznikow. Po wprowadzeniu w problematyke
rozprawy (rozdz.. 1), opisano wykorzystanie ultradzwickdéw w medycynie. Z uwzglednieniem
ghéwnych mechanizmoéw (termicznego, naprezeniowego 1 kawitacyinego) dzialania na tkanki
(rozdz.2). Nastepnie opisano  wilasciwosel 1 zastosowania medyczne  kwasu
S-aminolewulinowego (ALA), glownie jako fotouczulacza w monitorowaniu chirurgicznego
usuwania nowotworéw i w terapii fotodynamicznej (rozdz. 3), a takze metode 1 zjawiska oraz
zastosowania 1 perspektywy terapil sonodynamicznej (rozdz. 4). W dalszych czesciach
rozprawy przedstawiono wyniki 1 osiggnigcia z wlasnych prac, zwigzane z badaniami in vitro
wplywu oddziatywania ultradzwigkéw, na zywotnodé linii komorkowych szezurzego glejaka
C6 lub RG2, w tym na wystapienie efektu sonodynamicznego. W tych czedciach rozprawy
przedstawiono cel ogolny 1 cele szezegdlowe pracy (rozdz. 5), zadania badawcze oraz istotne
wyniki badann w kolejnych trzech publikacjach, na ktoérych oparto niniejsza rozprawe
doktorskg (rozdz. 6) oraz bardzo dobrze sformulowane wnioski, wynikajace =z
przeprowadzonych badan doswiadezalnych (rozdz. 7). W dalszych czgséciach podano dobrze
dobrang bibliografie oraz na korncu zalgczono kopie trzech publikacji , na ktorych oparto
ninigjszg rozprawe doktorska, a takze oswiadezenma wszystkich wspoétautordw tych o ich
indywidualnym wkladzie w przygotowanie tych publikacji.

Do szczegolnych osiggnigé Doktoranta zaliczam:

1. Wkiad w koncepcje. projekt i budowe specjalistycznego stanowiska badawcezego,

2. Dobre zaplanowanie 1 przeprowadzenie innowacyjnych eksperymentow na komérkach
szczurzych linii glejakdow C6 lub RG2, ze szezegblnym uwzglednieniem badania
efektéw biologicznych oddzialywania ultradzwickow na zywotnos¢ tych komérek,

3. Stwierdzenie, ze w badanym ukladzie eksperymentalnym szczurzego glejaka C6 bez
sonouczulacza, cytotoksycznos¢ ultradzwickéw wywolana jest glownie efektami
termicznymi (hipertermia), zaleznymi od natezenia 1 c¢zasu oddzialywania
ultradzwickow a takze od warunkow nadzwiekawiania komorek,

4. Potwierdzenie wystapienia efektu sonodynamicznego w linii komoérkowej glejaka
RG2, z wykorzystaniem ALA jako sonouczulacza (publikacja 3) przy oddzialywaniu
odpowiednia mocg ultradzwiekow (w warunkach eksperymentu 6 W).

W trakeie czytania i analizy tekstu rozprawy dostrzezono dwie drobne usterki redakcyjne

tzw. literéwki a mianowicie:
e str. 12, w 5 g — zastosowano skrot SW, a powinno by¢ SWMR (Standing Wave
and Multiple Reflections).



e sir. 19, w 10 g ~ podano nazwe fotouczulacza ,Photorfin”, a wg mojej wiedzy

powinna by¢ nazwa ,,Photofrin™.

Poza tymi matoznaczgcymi uwagami, rozprawe doktorska oceniam jako bardzo dobra. W
ramach tej rozprawy bardzo dobrze opracowano specjalistyczne stanowiska do
dedykowanych badan eksperymentalnych oraz przeprowadzono, w duzej mierze oryginalne i
pozytywne badania i oceng wplywu oddzialywania ultradzwigckéw o réznych parametrach
fizycznych na zywotnos$¢ komorek nowotworowych linii komoérkowych glejakow C6 i1 RG2 a
takze wykazano i opublikowano, po raz pierwszy w skali swiatowej, wystgpienie efektu
sonodynamicznego przy fali ultradzwickowej o mocy 6 W, dziatajace) w warunkach SWMR z
uzyciem fotouczulacza ALA, co nalezy uzna¢ za wybitne osiagnigeie. Zatem przyjety przez
Doktoranta cel pracy zostal w pelni osiagnigty.

Reasumujac uwazam, ze mgr inz. Krzysztof Bilmin w przedstawionej rozprawie
doktorskiej rozwigzal samodzielnie postawione sobie zadanie naukowe 1 wykazal sie wiedzg i
umiejetnosciami wymaganymi dla uzyskania stopnia nauk medycznych w dyscyplinie
Biologia Medyczna. Rozprawa doktorska mgr. Krzysztofa Bilmina spetnia obowigzujace
warunki ustawowe 1 w zwigzku z powyzszym wnioskuje o dopuszczenie ww. Doktoranta do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie w zwigzku z osiggnieciem oryginalnych wynikow rozprawy doktorskiej
mgr. Krzysztofa Bilmina, zaréwno przy opracowywaniu koncepeji projekiu i budowie
stanowiska badawczego a takze z przeprowadzeniem oryginalnych badan wraz z analizg ich
wynikdow, dotyczacych  oddzialywania  ultradZzwickéw na  zywotnosé  komdrek
nowotworowych linii C6 i RG2, a réwniez ze wzgledu na opublikowanie uzyskanych, bardzo
cennych dla biologii 1 medycyny, wynikéw badawczych zawartych zaréwno w rozprawie
doktorskiej jak i w trzech artykutach zamieszezonych w prestizowych czasopismach o zasiggu
miedzynarodowym z listy filadelfijskiej tj.: 1) Ultrasonics. 2014:54(5): 1366-72 (IF= 1,942-
MNiISW  30), 2) Ultrasonics 2017, 77, 203-213(1F=1,954 MNiSW 30), 3) Folia
Neuropathologica 54(3); 234-240, 2016 (IF =1,233 MNiSW 20), stawiam wniosek o

wyrdznienie tej rozprawy.
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