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Przedstawiona do recenzji praca doktorska sktada sie z 4 czesci podzielonych na
rozdziaty i podrozdziaty, spisu tresci, streszczenia oraz dorobku naukowego
Doktorantki - liczy 170 stron. Napisana zostata w jezyku polskim i ubogacona
wykresami, kolorowymi schematami i rysunkami, a takze tabelami. Styl pracy jest
bardzo dobry, nieliczne sg literdwki, czy btedy gramatyczne. Edytorsko praca
wyglada bardzo profesjonalnie.

Tematyka rozdziatéw przedstawionych w pracy doktorskiej podzielona zostata na
cztery czesci: i) przeglad literatury, ii) czes¢ doswiadczalng, iii) podsumowanie
i wnioski oraz iv) literature. Tematyka pracy doktorskiej ma charakter
monotematyczny i dotyczy analizy skutecznosci terapii nowotworowych w leczeniu
nowotworéw jajnika i piersi przy wykorzystaniu przestrzennych modeli
komorkowych. Praca ma ukfad klasycznego doktoratu, tzn. Autorka na poczatku
definiuje jasno cel pracy poprzez sformutowanie hipotezy badawczej, a nastepnie
prezentuje przeprowadzone badania i dokonuje analizy wynikdéw, by dokonac
wiasciwej konfirmacji swojej hipotezy. Przeprowadzone eksperymenty zostaty
opisane wedtug schematu: materiaty, metody badawcze, opis przeprowadzonych
pomiaréw, przedstawienie wynikow, wyciggniecie wnioskdw. Obok czesci
doswiadczalnej praca doktorska zawiera bardzo dobrze opisany przeglad literatury.
Autorka odnosi sie w nim do 168 pozycji, ktére prawie wszystkie zostaty
opublikowane w ostatnich 20 latach. Fakt ten nie dziwi, bowiem Doktorantka
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zajmuje sie nowoczesnym, szybko rozwijajgcym sie zagadnieniem badawczym. Nalezy w tym miejscu zaznaczyg,
ze opisane badania staty sie podstawg dwodch zgtoszonych patentéw (jeden juz zostat przyznany), szesciu
recenzowanych publikacji oraz licznych wystapien na konferencjach krajowych i zagranicznych.

Odnosnie czesci pierwszej — Przeglad literatury

Pierwsza czes¢ stanowi wprowadzenie do tematyki badan jakg zajmuje sie Doktorantka. Opisane w tej czesci
zostaty nowotwory z grupy chordb ginekologicznych oraz funkcjonowanie podscieliska facznotkankowego
w oddziatywaniu z komdrkami nowotworowymi. Doktorantka opisata metody diagnostyki i leczenia
nowotwordw jajnika i piersi. Jeden z podrozdziatéw zostat poswiecony wprowadzanej do klinicznego stosowania
terapii fotodynamicznej, ktéra jest wykorzystywana przez Autorke w badaniach. Opisano tutaj rowniez
wykorzystanie systemow typu lab-on-a-chip, czyli matych laboratoriéw biochemicznych umieszczanych
najczesciej w przezroczystych polimerach wielkosci karty kredytowej. Doktorantka referuje réwniez hodowle
catych organéw komérkowych na tego typu uktadach, ktére obecnie stuzg do modelowania choréb i testowania
nowoczesnych lekéw.

Drobne btedy w tej czesci, ktdre przytrafity sie Autorce:

e Na str. 19 Pani Magdalena Flont napisata: ,Warunkiem zapoczgtkowania reakcji fotodynamicznej jest
korelacja pasma emisji zZrodta Swiatta z fotouczulaczem.” Jest to stwierdzenie odrobine mylgce. Wedtug
recenzenta dobiera sie Zrodto swiatta tak, by dopasowac dtugos¢ zrodta swiatta do maksimum absorbcji
fotouczulacza, tak by otrzymany efekt byt jak najbardziej wydajny kwantowo. Nie trzeba korelowac
pasma emisji Zrodta swiatta z widmem absorpcyjnym fotouczulacza, ktére moze by¢ dos¢ ztozone.

o Na str. 20, przy opisie dziatania fotouczulacza, Doktorantka stwierdzita, ze: ,Po wzbudzeniu zwigzku

fotoaktywnego nastepuje krétkie, bezpromieniste przejscie do stanu wzbudzonego S; (tzw. relaksacja
wibracyjna), a po nim przejscie do podstawowego stanu singletowego S,, ktéremu czesto towarzyszy
emisja promieniowania fluorescencyjnego. Nastepnie, dochodzi do absorpcji $wiatta, w wyniku czego
PS przechodzi ze stanu Sy do wzbudzonego stanu singletowego S;.....”
Niestety nie do konca tak jest, bo nalezy w tym miejscu zauwazy¢, ze PS absorbuje kwant swiatta
wzbudzajgcego, co indukuje przejscia elektrondw ze stanu singletowego S, do singletowych stanéw
wzbudzonych S; oraz S,. Stan singletowy S, jest stanem bardzo krétko zyjagcym - rzad femtosekund -
dlatego elektrony ze stanu S, szybko przechodza do poziomdéw energetycznych stanu singletowego S;
w wyniku tzw. wewnetrznej konwersji, ktdra zachodzi bezpromieniscie. Elektrony, ktére znajdujg sie na
poziomach energetycznych stanu singletowego S;, mogg albo: i) przejs¢ bezpromieniscie na najnizszy
stan wibracyjno-rotacyjny stanu singletowego S; (to nazywamy relaksacjg wibracyjng) — skad
przechodzac do poziomdw energetycznych stanu singletowego S, emitujg promieniowanie nazywane
fluorescencja, albo ii) w wyniku przejscia miedzystemowego przechodzg do bardziej stabilnych
poziomdw energetycznych stanu trypletowego T;.

Odnosnie czesci drugiej — Czes¢ doswiadczalna

Czesd ta jest gtdwng czescig pracy, w ktdrej zdefiniowano zatozenia i cel pracy oraz opisano wszystkie materiaty
i metody badawcze, ktére Doktorantka wykorzystata w swoich badaniach. Ws$réd szczegétowo
i klarownie opisanych metod badawczych mozna wymienic¢: rutynowa hodowle komdrkowa, procedury pasazu
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i wysiewania komorek na ptytki wielodotkowe, procedury wykonania 3 réznych uktadéw mikroprzeptywowych,
metode sterylizacji tychze uktadéw, hodowle komdrkowa 2D i 3D, metode badania zywotnosci komodrek
hodowanych — test MTT, metode oznaczania aktywnosci metabolicznej komdrek — test AlmarBlue, metode
oznaczania wolnych rodnikdw. Pani mgr inz. Magdalena Flont w swoich badaniach wykorzystywata m.in.:
cytometr przeptywowy do badania wptywu komérek prawidtowych na proliferacje komérek nowotworowych,
laserowy mikroskop konfokalny do lokalizacji fotouczulaczy i barwnikéow w komdrkach, mikroskop
fluorescencyjny do obrazowania stanu komoérek w uktadach mikroprzeptywowych oraz spektrofluorymetr
pracujacy z ptytkami wielodotkowymi.

W czesci tej zostaty réwniez przedstawione wyniki przeprowadzonych badan wraz z analizg statystyczna, ktéra
gtownie polegata na obliczaniu odchylen standardowych i na analizie jednostopniowej wariancji (test ANOVA).

Doktorantka przeprowadzita szereg eksperymentéw, logicznie ze sobg powigzanych, by ostatecznie pokazaé
zalety badan przestrzennych wielowarstwowych uktadéw komdrkowych w systemach mikroprzeptywowych.
W rozdziale tym analizowany jest wptyw terapii fotodynamicznej przy wykorzystaniu meso-tetrafenyloporfiryny,
zarowno w formie wolnej jak i enkapsulowanej, na ocene jej skutecznosci w kombinowanej terapii
przeciwnowotworowej. W badaniach wykorzystano komorki nowotworowe jajnika — ludzka linia A2780 oraz
piersi — ludzka linia MCF-7, a takze zdrowe fibroblasty jajnika — linia HOF, oraz piersi — linia HMF, ktdre gtéwnie
postuzyty do tworzenia zrebu dla komdrek nowotworowych w badaniach wielowarstwowych. W badaniach
sprawdzono cytotoksycznos¢, jak i fototoksycznos¢ wykorzystanego fotouczulacza na komoérki zdrowe oraz
nowotworowe, zaréwno w hodowli komoérkowej stacjonarnej na ptytkach wielodotkowych, oraz w przeptywie
w specjalnie zaprojektowanych i opatentowanych komorach mikroprzeptywowych. Doktorantka zaproponowata
3 rézne typy uktadéw mikroprzeptywowych do hodowli komdérkowych: 1-typ) do badan dwuwymiarowych (tzw.
2D) hodowli komérkowych w przeptywie, 2- i 3-typ) do badan tréjwymiarowych (tzw. 3D) modeli komérkowych
w przeptywie. W 2-typie uktadu mikroprzeptywowego komarki zdrowe i nowotworowe zostaty naniesione na
siebie jako kolejne warstwy w hodowli. Z kolei w 3-typie uktadu mikroprzeptywowego wykorzystano membrane
PET, by mdc hodowac komorki zdrowe po jednej stronie membrany, a komorki nowotworowe po drugiej stronie
membrany. Przeprowadzone badania przeptywowe oddziatywan zdrowych fibroblastow petnigcych funkcje
zrebu oraz komdrek nowotworowych wykazaty, ze obecnos¢ zrebu wptywa stymulujgco na proliferacje komadrek
rakowych.

Doktorantka by moc zastosowa¢ w swoich uktadach przyktad skojarzonej fotochemioterapii, wykorzystata
oprocz fotouczulacza lek o charakterze przeciwnowotworowym — doksorubicyne. Przeprowadzono ocene
cytotoksycznosci doksorubicyny zaréwno na prawidtowych fibroblastach, jak i na komérkach nowotworowych
zarowno w makroskali na ptytkach wielodotkowych, jak i w warunkach mikroprzeptywowych.

W tej czesci opisano réwniez terapie kombinowang (fotouczulacz + doksorubicyna) w trybie sekwencyjnym
(podawano leki w przeptywie w réznej kolejnosci) w hodowlach 3D. Badania te umozliwity Autorce pokazanie,
ze: i) skojarzona fotochemioterapia moze by¢ stosowana w skutecznym leczeniu nowotworoéw ginekologicznych
oraz, ze ii) istotna jest kolejnosé podawania lekdw w terapii sekwencyjne;j.
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Niescistosci jakie pojawiajg sie w czesci drugiej:

Przy opisie medium wykorzystanym do hodowli komérkowej (str. 59) nie podano, czy udziat
procentowy jest wagowy, czy objetosciowy.

Uchwyt wykorzystywany podczas przeprowadzania eksperymentdw nie zostat przedstawiony na Rys.Il.4
w rozdziale 3 (str. 62), tylko na Rys.l1.10 w rozdziale 4.

Przy podawaniu parametrow frezowania (str.62) ptytki PMMA, podano tylko $rednice freza i predkosé
posuwu frezu, a zapominano podac jeszcze do kompletu: predkosé¢ obrotowg wrzeciona (tzw. RPM)
oraz liczbe zebdw freza. Bez tych dodatkowych informacji nie mozna odtworzy¢ procedury frezowania.
Przy opisie naswietlania fotomaski, przy metodzie fotolitograficznej (str.63), podano tylko czas
naswietlania pod lampg UV, a zapomniano podaé parametry lampy UV i odlegto$¢ maski od zrédta
Swiatfa.

Doktorantka przy opisie podawania komdrek prawidtowych i nowotworowych do mikrosystemu Il
(str.65-66 oraz 112) opisuje, ze stosunek gestosci komorek byt 1:3 oraz, ze ten stosunek zostat dobrany
eksperymentalnie. Nie ma podanej informacji jak wygladaty te eksperymenty i co z nich wynikato. Nie
ma réwniez w tym miejscu zadnego odniesienia literaturowego.

Pod koniec rozdziatu 3.3 (str. 82), Doktorantka stwierdza, ze skoro: ,,... uzyskane wyniki byty zgodne
z teoretycznym mechanizmem procedury PDT..” to ,... dziatanie ROS byto bezposrednig przyczyng
Smierci komdrek nowotworowych po terapii fotodynamicznej.” Pani mgr inz. Magdalena Flont
pokazata, ze poziom wolnych rodnikéw w komérkach nowotworowych jajnika wynosit 114,2 + 18,1%
(w odniesieniu do kontroli). Recenzent w tym miejscu nie widzi podstaw do tak mocnego stwierdzenia.
Obserwowany wzrost rodnikdw nie jest nawet istotny statystycznie, aczkolwiek potwierdza zajscie
reakcji fotodynamicznej. Czy sg dane literaturowe, do ktdrych mozna sie odnies¢ i pokazac¢ ze przyrost
wolnych rodnikéw w komoérkach o 20-30% moze powodowac istotne zmiany populacyjne? Czy moze
tam wystepowac jeszcze inny mechanizm?

W rozdziale 4.2.1 Autorka pokazuje, ze odrzucono z dalszego testowania komory okragte, poniewaz
uzyskiwany w nich rozktad komadrek na powierzchni nie byt jednorodny, tak jak wynikato to z obliczen
numerycznych. Z doswiadczen recenzenta wynika, ze problem w tym przypadku moze by¢ zwigzany ze
zmiang geometrii takiej komory. Do wytworzenia uktadoéw mikroprzeptywowych uzywany byt
elastyczny materiat (PDMS), dlatego komory w swojej centralnej czesci miaty prawdopodobnie
przewezenie, stad tez najwiecej komdrek znajdowato sie w centralnej czesci komory.

Opisy rysunkdéw Rys.I.L16 i Rys.Il.17 zawierajg niescistosci — nie ma na przyktad opisu panelu
C) rysunkow.

W opisie proliferacji komoérek w modelach wielowarstwowych (str. 115) Doktorantka stwierdzita, ze
,komorki nowotworowe jajnika oraz piersi hodowane jako monowarstwy komdrkowe w warunkach
przeptywowych dzielity sie intensywnie, a ich wzrost miat charakter wyktadniczy.” Wedtug recenzenta,
pokazane wyniki na Rys.Il.16 i Rys.Il.17 nie potwierdzajg tego wniosku. Wzrost wyktadniczy mozna
pokazac tylko w przypadku hodowli wspdlnej komdrek zdrowych i nowotworowych.
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Odnosnie czesci trzeciej — Podsumowanie i wnioski
W tej czesci Doktorantka w sposob zwarty i tresciwy zawarfa najwazniejsze wnioski i krytyczne uwagi dotyczace
uzyskanych przez siebie wynikéw.

Whiosek koricowy

Biorgc pod uwage warto$é merytoryczng rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Magdaleny Natalii Flont
stwierdzam, ze oceniana praca doktorska spetnia kryteria stawiane kandydatom ubiegajacym sie o stopien
naukowy doktora okreslone w Ustawie. Na podkreslenie zastuguje bardzo dobre opanowanie i wykorzystanie
przez Doktorantke szerokiego zakresu nowoczesnych metod badawczych z wykorzystaniem dostepnych baz
danych, a takie $wietne opanowanie umiejetnosci opracowania i prezentacji wynikdw oraz znajomosc
najnowszych prac i danych literatury swiatowej dotyczacych problematyki podjetej w pracy doktorskiej. Obszar
zainteresowan naukowych Pani mgr inz. Magdaleny Flont jest bardzo szeroki i wchodzi w zakres wielu dziedzin,
takich jak chemia, biologia, biochemia, biofizyka, medycyna, czy mechanika.

W zwigzku z przedstawiong wyzej bardzo pozytywng oceng catej pracy doktorskiej wnosze do Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Magdaleny Flont do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na oryginalno$¢ tematyki badawczej, nowatorstwo potwierdzone patentami i bardzo dobrymi
publikacjami Doktorantki, interdyscyplinarne ujecie badanego problemu oraz mozliwos¢ aplikacji uzyskanych
wynikow rekomenduje Radzie Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej rozwazenie
mozliwosci wyrdznienia niniejszej rozprawy  doktorskie;j. Wskazane przez recenzenta
potkniecia/btedy/uchybienia nalezy uzna¢ za nieistotne przy catoSciowe]j ocenie rozprawy doktorskiej Pani mgr
inz. Magdaleny Flont.

Recenzent,
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Dr hab. Stawomir Jakieta, prof. uczelni



