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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Barbary Pucelik
pt.: ,Molekularne mechanizmy aktywnosci biologicznej modyfikowanych bakteriochloryn
Jjako fotosensybilizatorow w terapii fotodynamicznej (PDT)”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Barbary Pucelik zostala wykonana
w Zakladzie Chemii Nieorganicznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego pod
kierunkiem prof. dr hab. Grazyny Stochel ora dr-a Janusza M. Dabrowskiego.

Tematyka rozprawy doktorskiej skupia si¢ na zagadnieniu jak poprawié terapie
przeciwnowotworowe poprzez skuteczne i celowane dostarczanie leku oraz jego modyfikacje.
Rozprawa mgr Barbary Pucelik doskonale wpisuje sie¢ w nurt badan, ktére sg wyzwaniem dla
wielu badaczy, a mianowicie dotyczacy mozliwosci wzmocnienia przeciwnowotworowej
aktywnosci PDT z zastosowaniem modyfikowanych fotouczulaczy z grupy bakteriochloryn.
Na uwage zashuguje fakt, ze praca zostala zrealizowana w oparciu otrzy projekty
Narodowego Centrum Nauki (Sonata, Sonata Bis i Iuventus Plus) z tematyki terapii
fotodynamicznej oraz we wspolpracy z portugalskim Uniwersytetem w Coimbrze. Rozprawa

obejmuje przemys$lane etapy badawcze, poczawszy od opracowania nowej formulacii
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bakteriochloryny w micelach polimerowych, badaf na mysim modelu ir vitro i in vivo,do
analizy mechanizméw odpowiedzi immunologicznej, stresu oksydacyjnego i autofagii. Praca
stanowi obszerne opracowanie zawarte na 246 stronach drukowanych i 39 stronach
Suplementu zataczonych na no$niku CD.

Praca na wstgpie zawiera streszczenie zardwno w jezyku polskim jak i angielskim,
ktére w zwiezly spos6b wprowadzaja do zagadnienn podejmowanych w dysertacji. Kolejno,
Autorka przedstawia swéj dorobek naukowy obejmujacy 6 publikacji zwigzanych z tematyka
pracy, 3 artykuly w trakcie publikacji oraz 4 publikacje poza zakresem badawczym rozprawy
doktorskiej. W tym miejscu jako dodatkows informacje warto doda¢ punkfacje czasopism.
Kolejnym dziatem jest wykaz skrétéw stosowanych w rozprawie, do ktorego mozna byto
rowniez dolaczyé nazwy linii komérkowych zawartych w streszezeniu. Pierwszym
rozdzialem rozprawy jest bogato ilustrowany Przeglgd literaturowy, obejmujacy 358 stron,
ktory mogiby stanowié podstawe do pracy przegladowej. Autorka w tym rozdziale opisuje
problematyke choréb nowotworowych, ich molekularne mechanizmy i cele terapeufyczne.
W kolejnych podrozdziatach zapoznajemy si¢ z zagadnieniem terapii fotodynamicznej, jej
fotochemicznymi i fotofizycznymi aspektami. Kolejna cz¢s¢ przegladu zawiera omowienie
zagadnienia stresu oksydacyjnego, reaktywnych form tlenu i komérkowych systemow
obronnych. Nastgpnie Autorka skupia si¢ na zwigzlym opisie fotosensybilizatoréw i ich
wlasciwoéci. Kolejne podrozdzialy dotycza mechanizméw biologicznych indukowanych
terapig fotodynamiczna, obejmujace efekty komorkowe, rodzaje Smierci komoérkowej zalezne
od lokalizacji i dziatania fotouczulacza. Autorka bardzo dobrze opisata niezwykle istotne
rozdzialy dotyczace wplywu PDT na ksztaltowanie krétko- i dlugoterminowej
przeciwnowotworowej odpowiedzi ukladu odpornosciowego oraz efekty naczyniowe.
W koficowych podrozdziatach Doktorantka wskazuje sposoby spotggowania efektu
fotodynamicznego poprzez zwigkszenie selektywnosei i  aktywnosci substancji
fotouczulajacej przy pomocy laczenia z innymi Jekami, przeciwciatami, funkcjonalizacj¢ czy
enkapsulacj¢. Autorka wskazuje nanono$niki a w szczegélnosci micele polimerowe jako
systemy do optymalnego i kontrolowanego dostarczania fotouczulacza do komdrek
nowotworowych. W tym obszetnym i wyczerpujacym rozdziale pr'zegla,dowym zabraklo
danych zrédtowych, w oparciu o ktore zostaly przygotowane rysunki (np. 2, 4, 6,89,11, 12,
14, 25). Pojawily si¢ réwniez zapozyczone i uzywane potocznie z jezyka angielskiego stowa

jak np. kostymulujace (str.60) czy targetowane (str.65).



Przedstawiajagc Cele pracy Doktorantka wskazuje pig¢ gléwnych probleméw
badawczych: (1) zbadanie wplywn modyfikacji strukturalnych i funkcjonalizacji
fotouczulaczy na aktywno$¢ biologiczna, (2) opracowanie nowej formulacji bakteriochloryn,
(3) zbadanie efektéw komorkowych, naczyniowych i immunologicznych, (4) ocena
mozliwodci nabycia przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej, (5) zbadanie
mechanizmu $mierci komérkowej. Doktorantka wskazuje, rowniez 7 szczegdlowych celow
badawczych.

Autorka zastosowala niestandardowy uklad pracy, poniewaz kolejny i najbardziej
obszerny rozdziat to Czgéé eksperymentalna, ktéra podzielono na dwie czedci: Materialy
i metody oraz Wyniki i dyskusia wynikéw. Materiat dotyczacy czgéci wykonawcze;
obejmujacy 59 stron, zalaczono na nosniku CD. Respektuje ten pomyst Autorki rozprawy,
domy$lajac si¢, ze miata na uwadze ostateczny rozmiar pracy przedlozony do druku. Czgsé
doswiadczalna przedstawia szczegdlowo opis materialu biologicznego komérkowego
i zwierzecego, jego przygotowanie do do$wiadczen oraz zastosowane techniki. Obszerny
model badawczy jaki wybrata Doktorantka wskazuje na ogromny wysilek 1 czas po§wigcony
na wykonanie pracy. Obiektem badan byly mysie komérki nowotworowe pochodzgce z pluc,
jelita grubego, skéry w odniesieniu do mysich i ludzkich prawidlowych komérek srodblonka
naczyfl. Zastosowano réwniez trzy modele zwierzgce BALB/c, BALB.c nude oraz
C357BL/6J. Metodologia wykonania jest opisana do$é¢ doktadnie, a iloé¢ przeprowadzonych
eksperymentéw budzi moje uznanie, W czesei dotyczacej opisu modelu zwierzgeego zabraklo
szczegolow zastosowanej proby badawczej na jeden eksperyment. W kontekscie oceny
optymalnego czasu akumulacji bateriochloryn Autorka zastosowala pomiar fluorescencji
w czasie 2-24h z zastosowaniem czytnika plytek wielodotkowych. Czy wyniki otrzymane tg
metodg byly pordéwnywane i porownywalne z metodg obserwacji akumulacji fotouczulacza
ocenianego metoda mikroskopii konfokalnej lub fluorescencyjnej?

Nastepng czeécia sg nickonwencjonalnie przedstawione Wyniki i dyskusja wynikow,
w formie niezaleznych dzialow tematycznych. Sama Autorka wskazuje celowosé takiego
podziatu, ktéry ma ulatwi¢ zrozumienie poszczegdlnych aspektéw PDT podejmowanych
w dysertacii. Wedlug mojej opinii taki nowatorski uklad daje wyobrazenie przyszlych
publikacji, ktérych podstawa beda uzyskane i zaprezentowane w rozprawie wyniki. Kazda
z czgfci zawiera wstep, wyniki i keétkie podsumowanie. Pierwszy dzial dotyczy

potencjalnego wykorzystania fotouczluaczy z grupy bakteriochloryn w terapii czerniaka.



Doktorantka przeprowadzita badania na modelu czerniaka B16F10, stosujac do terapii nows,
wrazliwa na zmiany pH formulacje Redaporfinu eknapsulowanego w micelach polimerowych
opartych na poloksamerze Pluornik 123. Istotnym 1 zamierzonym efektem bylo
ukierunkowanie dzialania fototerapeutycznego na mikrosrodowisko znajdujace sie¢ wokot
guza, gdzie pH jest nizsze niz w tkance wlasciwej guza, Doktorantka przeprowadzila proces
optymalizacyjny badanych formulacji w oparciu o micele F127 i micele oparte na pluroniku
P123, wskazujgc lepsza efektywnosé fotouczulacza w micelach wykonanych w oparciu
o Pluronik 123, Przeprowadzone wyniki pozwalajg Doktoranice na zaproponowanie
celowanego protokotu wobec komérek czerniaka.

W drugiej czesci wyniki obejmuja analize odpowiedzi guzéw nowotworowych na
dzialanie PDT. Auforka przeprowadzita poréwnanie skutecznosci fototerapeutycznej, stosujac
trzy rézne protokoty: V-PDT, E-PDT i C-PDT. Przeprowadzone analizy cytokin pozwolily
Autorce zaobserwowaé wzrost aktywnosci 1L-6, KC, czynnik MIG a takze MIP-1beta po V-
PDT co plasuje je jako markery skutecznej terapii po zastosowanym protokole. Natomiast E-
PDT powodowala wzrost ekspresji MIP-2, IP-10, MCP-1, TNF-alfa i GM-CSF, oraz
promocje swoistej odpowiedzi ukladu immunologicznego.

W nastepnym dziale Doktorantka skupila si¢ na roli cyklooksygenazy 2 w procesach
zapalnych indukowanych PDT. W numeracji dzialu wkradt si¢ blad, zamiast numeru 5.4
powinno by¢ 3.3. W tej czesci Autorka skupila si¢ na badaniach na modelu raka jelita
grubego, podejmujgcych prébe modulowania stanu zapalnego indukowanego terapia
fotodynamiczng z uzyciem nowego fotoulczuacza o dzialaniu celowanym w kierunku COX-2.
Jako nowy lek zastosowano pochodna bakteriochloryny posiadajaca w swojej strukturze
acetaminofen. Ideg przyswiecajaca aplikacji takiego ,.inteligentnego™ fotouczulacza, byto
celowane dzialanie w obrebie stanu zapalnego. Dodatkowo wprowadzono inhibitor, ktérego
celem bylo utrzymanie stanu zapalnego na minimalnym poziomie, Doktorantka otrzymata
bardzo obiecujgce wyniki wskazujgce jak terapia zastosowana miejscowo pozwala
stymulowaé odpowiedZ systemows przy zastosowaniu inhibitorow COX-2.

Ostatnia cze$¢ opisujgca wyniki koncentruje si¢ na mechanizmach $mierci
komorkowe] zaleznych od lokalizacji fotouczulacza na mysim modelu komoérek
nowotworowych pluca. Doktorantka przeprowadzita optymalizacje czasu inkubacji
z sulfonamidowa pochodna bakteriochloryny (F,BMet), analizujgc réwniez wspdlng
lokalizacie w strukturach komorkowych. Opracowana metodyka i wyniki w warunkach



in vitro stanowila podstawe do dalszej czgsci oceny rodzaju $mierci komérkowej na modelu
zwierzecym. Autorka wskazuje, ze za uszkodzeniem retikulum endoplazmatycznego (ER)
postepuje autofagia, ale z duzym stopniem przezycia komérek nowotworowych. Natomiast
kiedy PDT dziata foto-destruktywnie w aparacie Golgiego i lizosomach indukowana jest
autofagia, ktéra prowadzi do §mierci komorek nowotworowych co wskazuje na lepszy efekt
terapeutyczany.

Doktorantka przeprowadzila liczne badania, ktére zaowocowaly wicloma
oryginalnymi i interesujgcymi wynikami. Ostatni rozdziat Podsumowanie i wnioski zawiera
esencje z przeprowadzonych badaf i otrzymanych rezultatéw. Rozprawa doktorska mgr
Barbary Pucelik zawiera obszerny warsztat metodyczny, odpowiedni dobér substancji
fotouczulajacych, oryginalne i cenne wyniki, staranno¢ ich opracowania, ciekawe i wlasciwe
ich przedstawienie oraz bardzo dojrzata dyskusj¢. Zauwazam nawet, Ze ilo$¢ otrzymanych
danych ujetych w pracy znacznie przekracza wymagania stawiane w przewodach doktorskich.
W finalnej czesci Autorka zawiera obiecujace Perspektywy badawcze, wskazujace na
kontynuacje podjetej tematyki terapii fotodynamicznej, ktéra jest selektywna i stosunkowo
bezpieczng metodg a mimo swojej dos¢ dlugiej historii nie jest metoda do kofica poznang.
Popularyzacja ipodejmowanie badafi dotyczacych PDT otwiera nowe mozliwosci
w onkologicznym leczeniu pacjentéw. Cato$¢ rozprawy konczy lista 295 pozycji
literaturowych co $wiadczy o dobrej znajomosci Autorki w reprezentowanej dziedzinie
naukowej.

W podsumowaniu stwierdzam, ze Doktorantka zrealizowala postawione w pracy cele.
Przedstawiona do oceny rozprawa stanowi cenny wklad w badania nad nanoukladami
w kontekscie terapii fotodynamicznej. Szczegélnie wazng cz¢$cia rozprawy jest propozycja
nowej formulacji fotosensybilizatora z grupy bakteriochloryn i jego modyfikacji oraz
doglebna analiza odpowiedzi immunologicznej po PDT w réznych typach nowotworéw.
Praca napisana jest dojrzatym jezykiem naukowym i zaopatrzona w starannie dopracowane
schematy. Warto§¢ naukowa potwierdzajg réwniez oryginalne prace Doktorantki
opublikowane w tej tematyce. Doktorantka nie uniknela drobnych bl_f;déw edytorskich, co
przy takiej objetosci pracy jest thozliwe. Nie umniejsza to jednak wartosci calej rozprawy,
ktéra oceniam bardzo wysoko.

Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Barbary Pucelik spelnia warunki stawiane

rozprawom doktorskim przez art. 14 i 15 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym



oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. z p6Zniejszymi zmianami.
Z pelnym przekonaniem wnosz¢ wigc do Wysokiej Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Jagiellonskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Barbary Pucelik do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego. Pragne rowniez podkresli¢ walory aplikacyjne pracy
i znaczacy wklad zaprezentowanych wynikéw w rozwéj terapii fotodynamicznej,
podniesienia jej efektywnosci i zminimalizowania skutkéw ubocznych. Majac na uwadze, ze
przedstawione w dysertacji dane eksperymentalne i otrzymane wyniki sa na
najwyiszym poziomie, co §wiadczy o dojrzalodci naukowej doktorantki, oraz bogaty

dorobek naukowy Autorki, skladam wniosek o wyréznienie rozprawy.
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