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Recenzja pracy doktorskiej pani mgr Moniki Jakubowskiej
pt. Feoforbid cynkowy jako fotouczulacz
w terapii fotodynamicznej ludzkiego gruczolakoraka (Adenocarcinoma)

w modelu in vitro oraz in vivo

prrzedstawiona do recenzji praca doktorska wykonana zostata w Zaktadzie Biofizyki Wydziatu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego, pod kierunkiem prof. dr hab. Kry-
styny Urbariskiej, w zespole posiadajgcym znaczqce osiggniecia no polu badan fotouczulaczy chloro-
filowych w zastosowaniu do terapii fotodynamicznej nowotworéw (PDT).

Tematem pracy doktorskiej byto zbadanie feoforbidu cynkowego, pochodnej cynkowej chio-
rofilu a, rozpuszczalnej w wodzie, stosowanej jako fotouczulacz w terapii fotodynamicznej gruczo-
lakorakéw. W pracy przedstawiono wyniki dziatan feoforbidu cynkowego, uzyskanego w zespole
prof. dr hab. Leszka Fiedora, na guza nowotworowego pochodzqcego z ludzkiej linii nowotworowej,
ktéry wszczepiono myszom bezgrasiczym. ‘

Rozprawa podzielona zostata na szes¢ rozdziatéw (Streszczenie, Wprowadzenie, Cele pracy, Ma-
terialy i metody, Wyniki, Dyskusja wynikow, Whioski), rozdziatu zawierajqcego bogatq biografie z
147 pracami dotyczqcymi omawianych zagadnien oraz suplementu, w ktérym opisano uzyte od-
czynniki, leki, materiaty i sprzet oraz w tabelach podane zostaty szczegotowo warunki kiasyfika-
¢ji smierci badanych komérek. Uktad pracy jest dobrze dobrany, a sama praca napisana jest
przejrzyicie, co swiadczy o znajomosci tematu, ktérym zajmuje sie Doktorantka. Badania przed-
stawiane w tej rozprawie byty wykonywane w zespole profesor Krystyny Urbariskiej, zespole ma-
jgcym Swiatowe osiqgniecia w badaniach procesow zachodzgcych w komdrkach nowotworo-
wych, po zastosowaniu terapii fotodynamicznej i fotouczulaczy z rodziny chlorofilii.

Rozprawe rozpoczyna Wprowadzenie, w ktérym krotko opisano nowotwdr gruczolakoraka, jego
wystepowanie i stosowane metody leczenia Nastepnie scharakteryzowane zostaty myszy bezgra-
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sicze jako najlepszy model dia guzow ludzkich. Omowiona zostata rola tlenku azotu w procesach
zachodzgcych w komérkach, w warunkach stresu i jego dziatanie w PDT.

W Celach pracy, Autorka zasygnalizowata, ze zajmie sie sprawdzeniem efektywnosci tera-

pii fotodynamicznej badanej pochodnej chlorofilu a wobec ludzkiego gruczolakoraka rosngcego
u myszy BALB/Ca nude (bezgrasiczym). Realizacjg tych zadari wykonata w badaniach in vitro, w
trakcie ktdrych wyznaczata cytotoksycznosé, fotocytokosycznosé, wnikanie, lokalizacje we-
wnqtrzkomdrkowg dia wybranych linii gruczolakoraka ptuca (A549), sutka (MCF-7} i jelita grube-
go (LoVo) oraz ustalanie mechanizmow smierci tych komorek w PDT.
Badania in vivo obejmowafy opracowanie modelu i protokotu terapii fotodynamicznej, wybor
tego najbardziej skutecznego protokotu i pordwnywanie z klinicznie stosowanym Photofrinem,
okreslenie wplywu terapii na tworzenie przerzutdw oraz ocene poziomu tlenku azotu w guzach,
po terapii PDT.

W dalszej cze$ci rozprawy przedstawiono rozdziat Materiaty i Metody, w ktérym opisano dobdr
linii komdorkowych, zwierzqt doswiadczalnych, charakterystyke fotofizycznq uzytych fotouczula-
czy: feoforbidu cynkowego i chiorofilidu, ich przygotowanie do metody in vitro i in vivo. W czesci
Metody Autorka pracy opisata procedury jakie zastosowatfa przy badaniach in vitro, a oceniata
testy przezywalnosci komdrek (do badar uzyto komérek A549, MCF-7, LoVo), wnikanie fotouczu-
lacza do komdrek, jego tam lokalizacje, cytotoksycznos¢ w ciemnosci i nastepnie efekt fotody-
namiczny czyli po naswietleniu zlokalizowanego w guzie fotouczulacza okreslata ich przezywal-
nos¢ stosujgc test MTT. Przeprowadzone zostaly tez obserwacje komdrek poddanych naswietla-
niu, oglgdane pod mikroskopem jqdra komdrkowe klasyfikowano jako jgdra komérek zywych,
apoptycznych, nekrotycznych. Okreslano wplyw dawki swiatfa, stezenia fotouczulacza na rodzaj
smierci.

W nastepnej czeici pracy dotyczgceej badarn in vivo, podane zostaty zastosowane procedury. Od-
powiednio przygotowane zawiesiny komorek nowotworowych A549 i LoVo implantowano sam-
com myszy BALB/cA nude, podczas gdy komdrki MCF-7 implantowano samicom tych myszy. Ko-
mérki MCF-7 i LoVo podano w grupach liczgcych 5 zwierzgt, a komorki A549 blisko 100 osobni-
kom, co stanowi odpowiednio duzq populacje do oceny statystycznej skutecznosci op:’sywdnej
terapii. Nastepnie opisane zostaly dokfadnie procedury podawania fotouczulacza zwierzetom,
czasy wzrostu guza, naswietlanie narostych guzow, dawki swiatta, obserwacje guzow i zwierzqt
po terapii, eutanazja zwierzgt i pozyskiwanie materiatu badawczego, jego badania metodami
spektroskopowymi (mikroskopia, spektrometria fluometryczna czy elektronowego rezonansu
paramagnetycznego). W sumie w protokotach PDT zbadano grupe 87 guzéw o srednicach od 4
do 8 mm.

Uzyskane wyniki tak z badan in vitro jak i in vivo zostaty omowione w kolejnych rozdziatach pracy
Wyniki i Dyskusja wynikéw. W rozdziatach tych Doktorantka bardzo szczegdlowo omawia prze-
prowadzone, zgodnie z przygotowanymi protokotami eksperymenty, tak na komdrkach hodowa-
nych in vitro, jak potem na guzach, ktére zostaty implementowane myszom. Aby nie powtarzac
tych opiséw, przejde do wnioskéw, ktore za Autorkg wymieniam te najistotniejsze.
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Otéz w podsumowaniu Autorka stwierdza, ze na podstawie uzyskanych wynikow badari in vitro
jak i in vivo feoforbid cynkowy jest skutecznym fotouczulaczem w terapii fotodynamicznej no-
wotwordow, gdyz:

Zwiqzek ten szybko wnika do komdrek gruczolakorakow i wydajnie sie w nich akumuluje,

Gtéwne miejsca lokalizacji zwiqzku jest system bton i pecherzykow (lizosomy).

Dla stezen terapeutycznych nie obserwowano cytotoksycznosci ciemnej.

Zwigzek wykazat silny efekt fotodynamiczny wzgledem badanych komdrek, ktory zalezaf, jak
mozna byto sie spodziewa¢ od stezenia fotouczulacza i od dawki swiatfa.

Dla zastosowanych stezen feoforbidu i natezenia swiatta, apoptoza byta gtdwnym mechanizmem
smierci badanych komdrek.

Stwierdzono, ze feoforbid cynkowy jest skuteczniejszym fotouczulaczem niz stosowany w terapii
Photofrin

Wyniki uzyskane in vivo pokazaty, ze guz gruczolakoraka A549 rosnqcy u myszy BALB/cA jest
odpowiednim modelem do badari dla terapii fotodynamicznej, gdyz jest dobrze przez nie przy-
swajalny.

Stosujgc terapie PDT z uzyciem feoforbidu cynkowego stwierdzono istotne spowolnienie wzrostu
guzow. Zaobserwowano tez, po raz pierwszy, wzrost zawartosci kompleksow tlenku azotu i he-
moglobiny, szczegdlnie tam, gdzie wzrost guzow zostat znacznie zahamowany. Oznacza to, ze
pomiar nitrozylhemoglobiny moze by¢ wskaznikiem skutecznosci terapii fotodynamicznej.

Podsumowanie:

Przedstawione wyniki dla feoforbidu cynkowego wskazujqg, ze jest to fotouczulacz posiadajgcy
wszelkie cechy, ktére predysponujq go do zastosowania w terapii fotodynamicznej nowotworow.

Wynik ten dodatkowo podnosi wartos¢ pracy i daje nadzieje, ze jestesmy blisko uzyskania no-
wego, skutecznego leku.

Recenzowana rozprawa doktorska mgr Moniki Jakubowskiej, z tak podjetq tematykq jak i sposo-
bem prezentacji uzyskanych wynikéw i ich interpretacjq spetnia wszelkie wymogi stawiane tego
typu pracom.

Doktorantka pokazata, ze posiada odpowiedniq wiedze i bardzo dobrze opanowany warsztat
eksperymentalny, pozwalajgcy na petng charakterystyke zwiqzkow o potencjalnym zastosowaniu
w terapii PDT. Dlatego z petnym przeswiadczeniem stwierdzam, ze rozprawa spetnia warunki
stawiane pracom doktorskim okreslone w art.13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r, nr 65
poz. 595 z pézniejszymi zmianami) i wnioskuje o dopuszczenie pani mgr Moniki Jakubowskiej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie wnioskuje o jej wyrdznienie, ze wzgledu
na profesjonalne przedstawienie metodyki badan in vitro i in vivo.
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