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Recenzja rozprawy doktorskicj mgr Moniki Jakubowskicj
pt.: ,Feoforbid cynkowy jako fotouczulacz w terapii fotodynamicznej ludzkiego

gruczolakoraka (Adenocarcinoma) w modelu in vitro oraz in vivo”

Pomimo postepu medycyny choroby nowotworowe nadal powodujg wysoka $miertelnos¢ u
ludzi szczeg6lnie w krajach rozwinigtych., Do roku 2020 w wymiarze globalnym «ojdzie do
podwojenia liczby zachorowan na choroby nowotworowe (z 10 do 20 miliondéw oraz do okoto 70%
wzrostu zgonow z powodu nowotworéw i ich powiklan). Te dane najlepiej obrazuja skale
narastajacego problemu oraz wskazujg na potrzebe opracowania skutecznego 1 NOWOCZEsnego
leczenia. Dzieki postgpowi w nauce. rosnie liczba wykrywanych przypadkow NOWOIWOrOW. C0
oczywiscie nie ma przetozenia na przezycie pacjentdw. poniewaz stosowane standardowe metody
leczenia sg mato skuteczne i inwazyjne. Gruczolakoraki sa obecnie jednym z najezgscie]
diagnozowanych nowotworéw pochodzenia nablonkowego. Nalezg do nowotworow ztoshiwych o
duzvm stopniu inwazyjnosci wykrywane w poznym stadium zaawansowania. Najczgsciej obeenie
spotykane guzy nowotworowe o tym typie histologicznym wykrywa sie u pacjentow w jelicie
prubym. plucach. gruczole sutkowym, zotadku i trzustce. Niepomysine rokowanie w przypadku
gruczolakorakéw, ale takze innych nowotworéw stanowl powazne wyzwanie dla wspolczesne]
onkologii. Ta sytuacja zmusza z jednej strony do wzmozonych dziatan prewencyjnych i
profilaktyczaych, a z drugiej strony do cigglych poszukiwan nowych. doskonalszyech i

skuteczniejszych metod terapeutyeznych. W tym aktualnym 1 waznym nurcie prac naukowvch




osadzona jest rozprawa doktorska mgr Moniki Jakubowskiej. Dotyczy ona oceny skutecznosci
dzialania jedncj z bardzo obiecujgcych metod walki 2z nowotworami. jakg jest terapia
fotodynamiczna (PDT). Chociaz podstawy te] metody sa juz znane od dawna. jednak w porownaniu
z innymi metodami jest ona ciagle rzadko jeszcze stosowana i nalezne jej miejsce w diagnostyce i
leczeniu chordb nowotworowych znajduje sobie z duzym trudem. Wynika to zarowno z pewnych
ograniczen metody (poszukiwania najbardziej efektywnych i najmniej inwazyjnych fotouczulaczy)
jak i zbyt malej wiedzy dotyczace] molekularnych efektéow PDT i mozliwosci ich modyfikacji.
Podjecie zatem przez doktorantke trudu wniesienia nowych wynikow badan w celu petniejszego
zrozumienia efektow PDT w polaczeniu ze zmodyfikowanymi zwiazkami pochodzenia naturalnego
nalezy uznaé za jak najbardziej zasadne.

Moje zastrzezenie budzi jednak tytub rozprawy. Moim zdaniem nalezaloby napisac.
"Feoforbid cynkowy jako fotouczulacz w terapi fotodynamicznej ludzkich gruczolakorakow w
modelu i vitro i in vive". Sadze. ze to tylko drobne niedopatrzenie.

Rozprawa doktorska ma klasyczny uklad. W krotkim Wstepie Doktorantka przedstawia
charakterystyke gruczolakorakow ich budowe, migjsce pierwotnych 1 wtérnych zmian lokalizacji
tego typu nowotworow oraz metody leczenia, Moim zdaniem jest to opis niepeiny 1 wymagatby
uzupelnienta, Przykladowo wyrdzniamy jeszcze wiele typow gruczolakorakéw ludzkich. Sposobow
leczenia tez jest duzo wigeej. Podejrzewam, ze pobiezne potraktowanie rozdzialu dotyezacego
gruczolakorakow mozna usprawiedliwié tym, ze mgr Monika Jakubowska nie jest lekarzem. ale
sgdze. ze nie zwalnia jg to do konca do bardziej uporzadkowanego i dokladnego objasnienia tego
zagadnienia. We Wstepie Doktorantka przedstawia krotki rys historyezny 1 podstawy terapii
fotodynamiczne] oraz jej biologiczne mechanizmy. Opisuje fotouczulacze porfirynowe ze
szezepolnym uwzglednieniem chlorofili i bakteriochlorofili w terapii {otodynamicznej. Opisuje takze
mechanizmy ochronne przed dziatamiem fitotoksycznym tych zwigzkow, Doktorantka napisata.
cytwe: ..Za usuwanic feoforbidu odpowiada biatko BCRP nalezace do rodziny transporterow ABC.
Feoforbid palladowy po podaniu do ustroju pozostaje w naczyniach krwionosnych. a nastgpnic juz
po kilkudziesigciu minutach od imekeji jest usuwany z organizmu.” Zastanawia mnie. czy w lak
krotkim okresie jego dziatanie fotodynamiczne jest skuteczne? Czy nie nalezaloby jednak
zastosowa¢ modulatorow biatka BRCP. zeby jednak przedhuzy¢ jego pozostanie w naczyniach i
uzyskac lepsze efekty terapii? Mgr Monika Jakubowska charakteryzuje takze wybrany model myszy
do realizacji postawionego sobie glownego celu pracy myszy nude z recesywng mutacja nude
(nu/nu). Mutacja ta prowadzi do utraty funkeji czynnika transkrypeyjnego Foxn-1 biorgcepo udzial
w procesach keratynizacji oraz rozwoju embrionalnym grasicy. Uwazam. 7ze ten model badawczy

zostal wybrany w sposob przemyslany 1 prawidlowy. Dodatkowo model guza nowotworowego




rosngcego u myszy bezgrasicznej stanowi cenne narzgdzie badawceze, Doktorantka jednak bardzo
stusznic podkresla, ze nie mozna do tego modelu podchodzi¢ zupelnie bezkrytycznie opisujac role
uktadu odpornosciowego w rozwoju choroby nowotworowej. Podaje takze inne ciekawe modele
badawcze. W dalszej czesci wstepu Doktorantka omawia reaktywne formy azotu. szezego6lnie tlenek
azotu, jego synteze, budowe i rolg, jakg petni w organizmie. Krotko opisuje takze jego role w terapii

fotodynamicznej. Sugerowalabym ostroznosé w wyrazaniu pogladu. ze NO tylko korzystnie wplywa

na dzialanie przeciwnowotworowe. Tlenek azotu odgrywa wazng, ale dualistyczna role w
komdrkach nowotworowych poddanych reakeji fotodynamicznej. Zostalo to opisane w licznych
publikacjach. przyktadowo podaje cztery Korbelik M. Parkins €S, Shibuya H, et al. Nitric oxide
production by tumour tissue. Impact on the response to photodynamictherapy. Brit J Cancer 2000;
82: 1835-943. Zhou I, Brune B. NO and transcriptional regulation from signalling to death.
Toxicology 2005; 208: 223-33. Ramiro DA, Bruno JM. Arselio PC, et al. Intracellular signaling
mechanisms in photodynamic therapy.BochimBiophysActa 2004, 1704: 59-86. Beckman IS,
Koppenol WH. Nitric oxide. superoxide.andperoxynitrite: the good. the bad, and ugly. Am J Physiol
1996: 271. 142437,

Cel pracy sprecyzowano jasno i konkretnie. Glownym celem rozprawy doklorskie]
przedstawionej mi do recenzji byla ocena efektywnosci terapii fotodynamiczne) z uzvciem
feoforbidu cynkowego jako fotouczulacza wobec ludzkich guzow gruczolakoraka (nalezatoby jednak
okresli¢ jakiego pochodzenia np. phuc) rosnacego u myszy BALB/Ca nude. Realizacje tego celu
poprzedzity zadania badaweze in  viro na ludzkich liniach gruczolakoraka gruczotu

sutkowego(MCF-7) pluc (A349) i jelita grubego (Lo Vo) oraz badania in vivo.

Material i Metody opisane s3 w sposob staranny 1 szezegotowo. Cheiatam jednak z mc_ii‘
recenzenta zwrocié uwage na pewne niescistosci. W rozdziale 1.4 Zrédla swiatla. 1ksperymenty in
vitro nalezatoby poda¢ takze dawke swiatla w J/em® podobnie jak w czedel rozdziatu Eksperymenty
in vivo. Nie uwazam tego za biad tylko jedynie za przeoczenie. W rozdziale 2. Metody A Badania in
vitro Test klonogenny moze warto byloby dokladniej okresli¢. ze przezywalnosé komérek wyrazano,
Jako procent liczby kolonii uzyskanej na szalce kontrolnej (komodrki nie poddane terapii). Czy
okreslano  wydajnos¢ proliferacying komorek, a takze frakcje przezyciows komdrek dla
poszczegolnych badanych prob? Jezeli tak to nalezaloby podaé wzdr. w jaki sposéb bylo to
obliczane. Zbyt odwazne wydaje mi sig stwierdzenic na podstawie obrazu morfologicznego z
prostego mikroskopu $wietlnego. ze komorki poddane tacznemu dziataniu fotouczulacza i $wiatta
wykazywaly znaczne uszkodzenia btony komorkowej, co prowadzito do rozpadu komérek w trakeie

odrywania od podloza za pomocg trypsyny (Wyniki. rys. 12). Zmiany w obrebie blony moina




obserwowaé na poziomie mikroskopu elektronowego. na poziomie prostego mikroskopu swietlnego
mozna jedynie obserwowaé¢ zmiany w morfologti komérek. Nalezy podkresli¢. ze metodyka badan
prowadzonych in vivo zostala opisana bardzo starannie. w sposob bardzo zrozumialy i przemyslany.
Zardwno material. jak i zastosowane metody badawcze, opisane w pracy przez Doktorantkg. zostaly
dobrane adekwatnie do postawionego sobie celu badan.

Wyniki przedstawione sg w sposéb czytelny, opisowo 1 odpowiednio udokumentowane w
formiec wykreséw tabel i fotografii oraz dokladne omowione z uwzglednieniem istotnosci
statystycznej. Wyniki pracy sg nowatorskie i bardzo interesujace. Na podstawie analizy emisji
Muorescencji acetonowych ekstraktow przygotowanych z komoérek mgr Monika Jakubowska
oszacowala wewngtrzkomorkowy zawartos¢ feoforbidu cynkowego. Stwierdza na podstawie
wykonanych badan. ze widoczny jest wzrost zawartosci Zn-Pheide (0.2 1 0.5 uM). Wykazuje
zréznicowany zawarto$é feoforbidu cynkowego po 24h inkubacji . ktora jest nizsza dla komorek
LoVo, natomiast w komorkach A549 i MCF-7 jest zblizona do uzyskanej dla czasu inkubacji 12h.
Doktorantka wykazata takze wewngtrzkomorkows kolokalizacjg badanego zwiazku z systemami
wewnatrzkomérkowych blon i pecherzykow. Cheiatabym zasugerowa¢ w tym migjscu, ze laka
lokalizacja moze aktywowaé apoptoze komdrek indukowang stresem oksydacyjnym zwigzang z
retikulum endoplazmatycznym. Warto byloby zatem w przysziodci przesledzi¢ ten szlak
apoptotyczny, w ktorym kaspaza 12 jest kaspaza inicjatorows. Okreslono rowniez, ze Zn-Pheide w
badanym zakresie stezen nie wplywa w sposob istotny na przezywalnos¢ komoérek A549 1 LoVo
w pordéwnaniu z komorkami MCT-7. Doktorantka wykazata réwniez. ze feoforbid cynkowy
powoduje zalezny od stezenia spadek przezywalnosci wszystkich fotouczulanych komorek.
Wykazata takze, ze komédrki A549 wykazujg najwickszg wrazliwosc na swiatlo. Stusznie zatem
wybrata wlasnie te komorki do dalszych eksperymentow (rodzaje $mierci komdrkowe) w populacji
komérek A549, wplyw $wiatla na rodzaje $mierci komorkowej w populacji komorek A549, wplyw
feoforbidu cynkowego na rodzaje smierci komérkowe] w populacji komorek A549). Dokonata takze
porownawezej oceny toznych fotouczulaczy (chloride i Photofrinu w poréwnaniu z feoforbiden
cynkowym) na rodzaje $mierci komorkowej. Najlepszy efekt fotodynamiczny uzyskano dla
feoforbidu cynkowego. Na wyr6znienie zastuguje czgsé wynikow dotyczaca badan jn vivo. ktora
przedstawiono zostata w postaci precyzyjnie opisanych protokotow. Fotouczulacz podawano
dootrzewnowo 1 dozylnie. W badaniach in vive podobnic jak in vitro wykazano silny cfekt
terapeutyczny feotorbidu cynkowego. Zwigzek ten podawany dootrzewnowo w dawce 1.5 mg/kg 1 1-
2mg/ke dozylnie prowadzit do catkowitej regresji lub istotne spowolnienie tempa wzrostu guzow po
naswietlaniv swiatlem czerwonym w dawce 120 Jem®. Na szczegdlng uwage zastuguie wynik

uzyskany w widmach EPR, w ktorych zaobserwowano sygnaly nitrozylhemoglobiny oraz tlenku




azotu po raz pierwszy dla guzow ludzkich rosngeych w ciele myszy bezgranicznych. czyli w

przeszezepie migdzygatunkowym.

W Dyskusji przedstawiono kolejno wyniki uzyskane w poszczegdlnych metodach oraz
oméwiono je i poréwnano z odpowiednimi wynikami innych autorow. Za nowatorskie i bardzo
utatwiajgce prace recenzentowi uwazam podzial dyskusji na podrozdziaty zgodne z podrozdzialami

wynikow.

W zakonczeniu pracy Doktorantka przedstawia jeden glowny Wniosek sformutowany na

podstawie wnioskow szczegdltowych wyprowadzonych na podstawie badan in vitro i in vivo.

Cytowane pismiennictwo obejmuje 150 pozycji; w znakomitej wigkszoscei sa to oryginalne
prace anglojezyczne. Na wyrdznienie zasluguje fakt. ze czgs¢ wynikdw tej pracy zostato

opublikowane w czasopismach z listy filadelhjskiej i w postaci komunikatéw zjazdowych.

Moja ogélna ocena pracy jest bardzo dobra. Przedstawione w niniejszej recenzji uwagi nie
rzutuja na mojg wysoka ocene rozprawy doktlorskiej mgr Moniki Jakubowskiej. ktérg uwazam za

oryginalne osiggnigcie naukowe Doktorantki i Jej Promotora.

Uwazam. ze rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Jakubowskiej $wiadczy o jej dojrzatosci
naukowej, jest wyrazem przemyslanej koncepeji. starannosei wykonania i planowania badan oraz ich
logiczne] interpretac)i. Rozprawa spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim przez art. 141 15
Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia
14 marca 2003 r. Z pelnym przekonaniem wnosze wige do Wysokiej Rady Wydzialu Biochemii,
Biofizyki 1 Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego o przyjecie rozprawy i clopuszczenié mgr

Moniki Jakubowskie) do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Sadze ponadto. ze ze wzgledu na naklad pracy, stosowanie bogatego warsztatu badawczego

oraz uzyskane oryginalne i nowatorskie wyniki rozprawa ta zasluguje na wyréznienie.

Wroclaw 07 czerwea 2013 dr hab. Jolanta Saczko
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