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Recenzja pracy doktorskiej pani mgr Barbary Pucelik pt ,Molekularne mechanizmy
aktywnosci biologicznej modyfikowanych bakteriochioryn jako fotosensybilizatoréw w terapii
fotodynamicznej (PDT)” wykonanej w Zespole Fizykochemii Koordynacyjnej i Bionieorganicznej
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagielloﬁskiego pod kierunkiem Pani profesor dr hab. Grazyny

Stochel oraz dr Janusza Dgbrowskiego.

Wykorzystanie $wiatta jako Zrédta energii oraz efektéw terapeutycznych siega kilku tysiecy
lat wstecz, wraz z pierwszymi opisanymi prébami leczenia zmian skérnych przy pomocy roélin
i $wiatta stonecznego. Z kolei zastosowanie fotouczulaczy w potfaczeniu ze $wiattem w leczeniu
nowotwordw znane jest juz od ponad stu iat. Wobec tak bogatej historii mozna odnies¢ wrazenie,
iz zgota wszystkie wazne zjawiska zostaly juz w terapii fotodynamicznej opisane, a dalsze
poszukiwania nie wniosg nowej jakosci. Badania prowadzone w uznanym zespole Pani prof.
Grazyny Stochel, w tym rozprawa autorstwa Pani mgr Barbary Pucelik zadajg kfam tym
stwierdzeniom. Od nowoczesnej terapii przeciwnowotworowej wymagamy przede wszystkim
skutecznosci oraz selektywnodci, ktéra przektada sie na bezpieczeristwo stosowania. Tymczasem
wigkszo$¢ znanych sposobéw leczenia nowotworéw wigze sie z szeregiem skutkéw ubocznych
niejednokrotnie zagrazajacych zyciu pacjentéw podczas gdy pojawiajaca sie lekoopornoéé i wznowy
ograniczajg skutecznos¢ ieczenia. Selektywnosc w leczeniu nowotworéw opiera sie na drobnych
réznicach w biochemii komérek nowotworowych oraz normalnych. Przyktadem takich réinic jest
pojawienie sig specyficznego celu molekularnego w wyniku mutacji, zwigkszona ekspresja biatek lub
zapotrzebowanie na czynniki odzywcze. W terapii fotodynamicznej wykorzystuje sie te réznice,
dzigki czemu moiliwe jest osiagniecie znacznie silniejszego efektu w komérkach nowotworu niz

otaczajacej tkance. Ponadto zdolnos¢ fotouczulaczy do emisji swiatta w wyniku wzbudzenia pozwala
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uzyska¢ efekt diagnostyczny obok terapeutycznego. Giéwnym zadaniem stojgcym przed
naukowcami parajgcymi sig tym trudnym lecz inspirujgcym zagadnieniem jest pozyskanie takich
fotouczulaczy, ktére potacza w sobie wszystkie poiadane cechy. W ten nurt wpisuje sig
przedstawiona mi do recenzji rozprawa opisujgca wyniki badan autorki prowadzonych na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie oraz w ramach wspdtpracy z Uniwersytetem w

Coimbrze,

Praca ma ukitad mniej wiecej klasyczny ze wstepem zawierajgcym przeglad literatury oraz
opis aktualnego stanu techniki, opis celow pracy oraz cze$¢ eksperymentalng zawierajaca dyskusje
wynikow i przeglad metod. Cato$¢ zamknieta zostata posumowaniem z wnioskami oraz, co godne
pochwaly krotkim acz tresciwym omdéwieniem perspektyw badawczych. Rozdziat materiaty
i metody zawiera jedynie informacje o tym, Ze ta cze$¢ zostata opracowana osobno w postaci
suplementu dotaczonego do rozprawy w formie elektronicznej. O ile decyzja autorki wydaje sie
stuszna w $wietle objetosci rozprawy liczacej ponad 240 stron, to sam podziat pracy, w takiej
sytuacji mégt zosta¢ uproszczony. Wyniki wraz z dyskusja to po prostu opis badan wiasnych
z komentarzem a wiasciwa czed¢ eksperymentalna znajduje sig¢ wiasnie w liczacym 62 strony
suplemencie, Jednak nie poczytuje takiego podejécia za btad, gdyz nie ma wiekszego wplywu na
odbiér pracy. Tematyka oraz kolejnos¢ rozdziatéw wynikaja zapewne z porzadku chronologicznego
prowadzonych i publikowanych badan i nie budza wiekszych watpliwoéci. Jedynie podrozdziaty
3.1.2.A-D wydaja si¢ byC nie na miejscu pomigdzy opisem widm absorpcyjnych a molowych
wspotczynnikéw absorpcji. Mysle, ze zebranie ich w osobny podrozdziat poprawitoby klarownogé

rozprawy.

Przeglad literaturowy liczy ponad S0 stron i dobrze przedstawia szereg aspektéw kluczowych
dla zrozumienia terapii fotodynamicznej. Autorka porusza zaréwno wplyw struktury i sprzezenia
orbitali na widma elektronowe, podstawy farmakokinetyki oraz, znacznie bardziej szczegétowo,
aspekty immunologiczne PDT, Przy tak szerokim ujeciu nietrudno o wybi6rezosé lub trywializowanie
niektérych zagadnien, czego udato.sie szczedliwie unikngé. Nie liczac .'drobnych uwag natury

edytorskiej nie znajduje uchybiert w tym rozdziale.
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Opis przeprowadzonych badari i oméwienie wynikdw to najbardziej rozwinieta cze$¢ pracy
liczaca blisko 130 stron i jak juz nadmienitem podzielona na osobne podrozdzialy skupione na
analizie zaleznodci struktura-aktywnos¢ dla testowanych fotouczulaczy, oraz dla fotouczulaczy
enkapsulowanych oraz analize odpowiedzi guzow nowotworowych na terapie, badang na modelu
mysim. W ramach pracy Pani Barbara Pucelik przebadata cztery pochodne bakteriochloryny
zaprojektowane z uwzglednieniem aktualnej wiedzy w zakresie pozadanych cech strukturainych
oraz mechanizmow dziatania. Zwigzki zostaly pozyskane we wspétpracy z zespotem Prof. M Pereiry
z Uniwersytetu w Coimbrze. Doktorantka przeprowadzita drobiazgowe badania podstawowych
parametréw fizykochemicznych w tym charakterystyki spektralnej, lipofilowosci, stabilnosci
podczas naswietlania. Pozyskane wyniki sg dobrze opisane oraz poddane witasciwej dyskus;ji
w odniesieniu do aktualnej literatury. Odbior tego rozdziatu jest zdecydowanie pozytywny mimo to
pojawiaja sie drobne niescistosci, ktére warto w tym miejscu skomentowaé. Przyktadowo, na
stronie 103 autorka w komentarzu do wartosci molowych wspétczynnikdw absorbcji z tabeli 7
stwierdza ze ,mozna zauwaiy¢, ze w przypadku porfiryny ” wspotczynniki te posiadajg niewielkie
wartosci. Niestety w Tabeli 7 nie udato mi sig znaleZé wartosci dla porfiryny a jedynie dia czterech
pochodnych bakteriochloryn. Dyskusja dotyczgca lipofilowosci jest nieco nadmiernie rozbudowana,
a fragment dotyczacy stosowalnosci kodowania SMILES niepotrzebny. Wyznaczanie lipofilowosci
przy pomocy programéw komputerowych jest dzi§ juz powszechnie znana technika. Jedyne
problemy moga pojawic sie w pracy z niektorymi programami darmowymi, ktére nie licza logP dla
bardziej rozbudowanych struktur, a znaczna cze$¢ wszystkich robi to zwyczajnie zle. Z tym wiekszym
zadowoleniem zauwaizytlem ze autorka pokusita sie 0 zmierzenie tej wartosci w pracochtonnym
eksperymencie z wytrzgsaniem. Dla wszystkich zwiazkdw wyznaczony zostat efekt fotodynamiczny
w postaci letalnych dawek swiatta. Skrét LLDsp nie jest typowo stosowany w literaturze stad warto
umiesci¢ go w spisie skrotéw. Autorka wyjasnia go dopiero na stronie 121 mimo ze wczeéniej
pojawia sig¢ on np. na stronie 99. Szczegblnie wartosciowym rozwinieciem badan jest badanie
fakrmakokinetyki i aktywnosci in vivo na myszach obarczonych nowotworem jelita. Niestety nigdzie
nie znalaztem liczby zwierzat wykorzystanych w tych eksperymentach, C;J w pofaczeniu z nieco
pobieznym opisem analizy statystycznej (opisano doktadniej jedynie badania immunologiczne)

pozostawia niedosyt. Bardzo dobrze natomiast, nalezy odebraé opis oraz wnioski przedstawione do
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analizy struktury, dystrybucji fotouczulaczy oraz mozliwosci terapeutycznych. Autorka pokazuje jak
wazne jest kompleksowe projektowanie lekow uwzgledniajace obok cech spektroskopowych
rowniez tendencje do kumulacji w okreslonych kompartmentach, a co za tym idzie preferencje

wohec konkretnego protokotu terapeutycznego.

Kolejne podrozdzialy zawieraja analize odpowiedzi organizmu na czynnik terapeutyczny,
ze szczegdlnym uwzglednieniem reakcji uktadu immunologicznego oraz wptywu rodzaju $mierci
komdérkowej na procesy post-terapeutyczne. Terapia fotodynamiczna charakteryzuje sie zdolnoscia
do pobudzania ukladu odpornosciowego co prowadzi¢ moze do skutecznej eliminacji komérek
nowotworowych nawet poza naswietlanym polem coraz do powstania trwatej odpowiedzi. Procesy
te uzaleznione sg przede wszystkim od powstania stanu zapalnego i rodzaju smierci komdrkowej,
ktora moze pobudzaé uktad immunologiczny stanowigc jednoczesnie Zrédio antygendw. Te aspekty
doktorantka porusza w swoich badaniach uwzgledniajac zmiany poziomu wybranych mediatoréw
stanu zapalnego w uktadzie. Podrozdziat 3.2 uzupelniony zostat poprawnga dyskusja wyjaéniajaca
wybér konkretnych cytokin a takie interpretacjg otrzymanych wynikéw. Niestety, nie zawsze
interpretacja autorki jest oczywista dla czytelnika, ktéry zbyt czgsto musi polega¢ na wybranych
faktach. Przykfadowo, nie jest jasne czy i jak wyniki badania morfologii podane w tabeli 19 zostaty
usrednione. Natomiast tabele 20 i 20 s zdecydowanie za mato czytelne. Nie jest oczywiste co
oznaczaja konkretne rodzaje strzatek (nie podano legendy). Dodatkowo w suplemencie nie ma
danych dotyczacych 24h a jedynie 3h i 72h co dodatkowo utrudnia sledzenie dyskusji. Wedtug tabeli
z suplementu dane dla F2BPrc (pochodnej paracetamolowej) po 72h wskazujg na podobne zmiany
IL15 oraz iL13, podczas gdy na stronie 157 mozna przeczytaé ze zanotowano znaczny wzrost

pierwszej interleukiny (po 24h).

Problematyka wptywu stanu zapalnego na krétko i diugoterminowa odpowied: uktadu
immunologicznego kontynuowana jest w rozdziale btednie oznaczonym jako 5.4 (powinno by¢ 3.4).
Autorka przedstawia znaczenie ekspresji oraz aktywnosci COX-2 w komérkach nowotworowych
poddanych PDT postulujac ze fotouczulacz zawierajacy fragment inhil(bitora cyklooksygenazy
(paracetamol) powinien rozpoznawac tkanki charakteryzujace sie procesem zapalnym”. Moize zle

interpretuje stowo ,rozpoznawac” ale wydaje mi sie, ze to stwierdzenie jest mocno przesadzone.
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Rozpoznawanie moze sugerowac kumulacje w takich tkankach. Jednak w dyskusji zasygnalizowano
jedynie ze znaczacy wzrost poziomu COX-2 zauwaia sie dopiero po terapii. Brakuje w tym miejscu
petniejszej dyskusji nad poziomem cykiooksygenazy oraz prostaglandyn w komdrkach
nowotworowych zwtaszcza tych wykorzystywanych w pracy. Wyniki opisane w rozdziale 3.3.3 moga
tez sugerowad, ze dochodzi do blokowania enzymu np. w wyniku uwolnienia czasteczek inhibitora
z pochodnej F:BPrc (fotodegradacja?). W swietle pojawiajgcych sie w literaturze propozycji
farmakofora dla inhibitoréw COX-2 trudno oczekiwad, ze bedzie sie tak zachowywac cata czgsteczka
fotouczulacza. Hipoteza rozpoznawania tkanek objetych stanem zapalnym lub przynajmniej
o wyzszym poziomie cyklooksygenazy potwierdzona zostata czgsciowo w rozdziale 3.3.4. Niestety
autorka nie uwzglednita w dyskusji mozliwego wptywu réinych parametréw fizykochemicznych
zastosowanych fotouczulaczy na otrzymane wyniki. Pochodna paracetamolowa kumuluje sie w
wigkszym stopniu w komodrkach niz prostsza bakteriochloryna, ale moze to wynikaé¢ przede
wszystkim z wigkszej lipofilowosci (LogP zwigzku F2BPrc jest 2x wiekszy niz F.BMet). Potwierdzenie
tej alternatywnej hipotezy mozna tez zauwazyé w eksperymencie z kalceing AM, ktéra kumuluje sie
w komorkach o nieuszkodzonej blonie a wiec Srodowisku preferujgcym zwiazki lipofilowe przed
amfifilowymi. Réwnie wainym z uwagi na powstanie stanu zapalnego parametrem jest lokalizacja
subkomdrkowa fotouczulacza. Tym bardziej, ze jak wykazuja niektére prace lokalna aktywnogé
COX-2 w mitochondriach moze zostaé powigzana z ryzykiem wystapienia opornoéci na aktywacje
szlakéw apoptotycznych {np. praca Liou i wsp. Exp Cell Res, 2005, 306, 75). W rozdziale 3.4.
przedstawiono obszerny dyskusje ilustrujaca ten problem w przypadku pochodnej o amfifilowym
charakterze. By¢ moze przeprowadzenie analogicznego eksperymentu redystrybucji dia pochodnej
paracetamoiowej dato by pelniejszy obraz omawianych zjawisk. Zwtaszcza w $wietle

przedstawionych réznic dla odmiennych komérek.

Niezaleznie jednak od mozliwych mechanizméw badane w pracy pochodne bakteriochloryny
wptywaja na spadek poziomu prostaglandyny PGE2 w traktowanych komérkach co w pofaczeniu z
innymi opisanymi efektami moze prowadzi¢ do specyficznej aktywacji uktadu odpornosciowego.
Eksperymenty okreslajace diugotrwa;q odpowied? immunologiczng dobrze to potwierdzaja,
stanowigc jednoczesnie szczegolnie wartosciowy punkt do dalszych badar. W petni zgadzam sie z

przedstawionym przez autorke we wnioskach postulatem o potencjale fotoimmunoterapii.
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Zataczony do pracy suplement dobrze opisuje przeprowadzone eksperymenty.
Z pominieciem juz przedstawionych uwag, ta czgs¢ pracy jest w peini akceptowalna. Mysle, e
pewnym uktonem w strone czytelnikéw byloby zaznaczenie w rozdziale oméwienie wynikow, do
ktérych konkretnie punktéw w suplemencie odwotuje sie autorka przedstawiajac eksperymenty. W
catej czesci Il bowiem nietatwo znaleié bardziej szczegétowe informacje (na przyktad o

zastosowanych stezeniach) co zmusza do przeszukiwania catego suplementu.

Praca robi wrazenie przejrzystej i logicznej pomimo rozbudowania. Robitaby tez wrazenie
dobrze napisanej gdyby nie liczne btedy edytorskie i stylistyczne. Moina odnie$é¢ wrazenie,
ze ostatnie poprawki nanoszone byty w ostatniej chwili. Przyktadowo w pracy odnalei¢ moina
wszystkie bodaj mozliwe wariacje skrétu ,miedzy innymi”. Warto przypomnieé, ze poprawna forma
to m.in, a jesli po skrocie wymieniane sg co najmniej dwa niepowigzane elementy nalezy dodaé
jeszcze dwukropek. Na stronie 31 odnalei¢ moina zdanie , Do cech, ktére powinny charakteryzowaé
sie idealne fotosensyhilizatory...”. Na stronie 33 natomiast podano btedne jednostki w omdwieniu
zdolnosci penetracji $wiatta (sugerujac ze swiatfo niebieskie penetruje na 0,2cm, a w przypadku $wiatta
czerwonego 1,8 mm) oraz przy stezeniu generowanych ROS (mm zamiast mM). Na stronie 35 Niezbyt
szczgsliwie skonstruowane zdanie sugeruje Ze tlen singletowy lub rodnik hydroksylowy generuja
fotouszkodzenia. W przypadku tych czasteczek mozna méwié raczej o uszkodzeniach redox. Podobnie
jak rodnik nie generuje fotodegradacji bakteriochioryny. Podobna sytuacja na stronie 37: mata zdolnoé¢
penetracji Swiatta to nie jest cecha fotouczulacza. Cecha fotouczulacza jest absorbcja $wiatta w
niekorzystnym zakresie. Wedtug informacji na stronie 38 w przypadku Padeliporfinu stosuje sie
»naswietlanie trwajace nieprzekraczajgce 20-25 min”. Na stronie 47 »Nowotworowych, niz sam
nowotwér w sposob konstytutywny” - prawdopodobnie powinno byé ,samym wptywem
konstytutywnym nowotworu”. Na stronie 57 pokonaty mnie cytokiny, ktére w wielu przypadkach moga
dziataC antagonistycznie wykazujac efekty synergistyczne. Samo okreslenie synergia te:z bywa
stosowane przez autorke niekiedy na wyrost, tak jak na stronie 84 (synergistyczne dziatanie fragmentow
fotouczulaczy). Na stronie 134 mamy rozpuszczalniki polarne jak EtOH oraz polarne jak DMSO. Rysunek
75 bytby bardziej czytelny w postaci.stupkowej. W jezyku Polskim liczby r:lziesietne zapisujemy po
przecinku. Wprawdzie w tekstach naukowych czgsto spotyka sig stosowanie kropki, jednakze biedy

innych to marna pociecha a przy braku spéjnosci tym bardziej warto potozyé nacisk na poprawnosé.,
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Obowigzkiem recenzenta jest podkreslic zalety pracy, jej zorientowanie w aktualnych
naukowych trendach, oceni¢ poziom wiedzy i zaangazowania doktoranta réwniez poprzez
dostrzezone btedy. W przypadku przedstawionej mi do recenzji rozprawy te ostatnie dotycza
jedynie edytorskiej czesdci pracy, nie mam natomiast zarzutéw merytorycznych. Pod tym wzgledem
rozprawa doktorska Pani mgr Barbary Pucelik stanowi spdjne dzieto o znacznej wartosci naukowej.
Cel pracy jest ambitny a metody wybrane do jego osiggnigcia wszechstronne i dobrze ugruntowane
w nowoczesnej nauce. Praca taczy wyniki uzyskiwane we wspotpracy z interdyscyplinarnymi
grupami Dzieki takiemu podejsciu autorka zyskata szeroka perspektywe na badang dziedzine.
Wlasnie to szerokie, interdyscyplinarne podejscie charakteryzuje dzié chemie medyczng
i farmakologie, a wiec te dziedziny, w ktérych praca chemika podporzadkowana jest konkretnym
wymaganiom stawianym czesto na nie-chemicznym polu. Doktorantka dobrze wywigzata sie ze
swego zadania, wykazujac si¢ wiasciwg wiedza, samodzielnoscig i zaangazowaniem a uzyskane
przez nig wyniki moga przyczyni¢ sig¢ do rozwoju nowoczesnej terapii fotodynamicznej oraz

opracowania nowych skutecznych lekéw.

W zwigzku z powyiszym stwierdzam ze doktorantka jest w petni uksztattowanym mtodym
naukowcem o bogatym dodwiadczeniu i wlasciwym podejsciu do nauki a przedstawiona mi do
oceny rozprawa spefnia warunki okreslone w art. 13 ustl ustawy z dnia 14 marca 2003 r o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2016r.
poz. 882 i 1311). Dlatego tez stawiam wniosek Wysokiej Radzie Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Jagielloriskiego o dopuszczenie Pani mgr Barbary Pucelik do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Z uwagi na wysoki poziom prezentowanych badan, ich znaczny potencjat rozwojowy
oraz aplikacyjny a takZe imponujacy w tak mtodym wieku dorobek naukowy wnioskuje réwniez o

przyznanie Pani mgr Barbarze Pucelik wyrdznienia.
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