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mgr Mileny Szafraniec

W zwiazku z powofaniem mnie przez Rade¢ Naukowa Instytutu Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroclawiu na recenzenta rozprawy doktorskiej
mgr Mileny Szafraniec pt. ,,Wplyw bialek transportowych na farmakokinetyke i efektywnosé
Jotodynamiczng pochodnych chlorofilu", ponizej przedstawiam recenzj¢ ww. pracy.

Promotorem w tym przewodzie doktorskim jest dr hab. Lukasz Laczmanski, prof. IITD PAN.

Pani mgr Milena Szafraniec jest autorka i wspolautorka licznych publikacji
naukowych w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym. Na Jej dorobek naukowy sklada si¢
10 publikacji o tacznym wspotczynniku oddziatywania IF rownym 34,29. Duza liczba i wysoka

jakos¢ publikacji $wiadcza o dynamicznym rozwoju kariery naukowej Doktorantki.

Formalna ocena pracy

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Mileny Szafraniec ma formeg
spojnego tematycznie zbioru trzech artykutow opublikowanych w recenzowanych czasopismach
naukowych o tacznym IF wynoszacym 13,63 i liczbie punktoéw MEiIN réwnej 270. Sa to prace
eksperymentalne, z ktorych dwie zostaly opublikowane w 2021 r. i jedna w roku 2022. Dwie
z nich to prace wspotautorskie, w ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem, a Jej udziat
okreslony na podstawie dofgczonych do cyklu zgodnych O$wiadczen wspotautorow wynosi 90%
i 85%. Trzecia publikacja jest monoautorska pracq Doktorantki. Tak znaczny udzial
mgr Szafraniec we wszystkich publikacjach wchodzacych w sktad cyklu stanowigcego rozprawe
doktorska $wiadczy o zasadniczej roli Doktorantki w opracowaniu koncepcji, planowaniu
i wykonaniu eksperymentoéw, opracowaniu i dyskusji wynikéw oraz przygotowaniu
manuskryptéw. Do zbioru publikacji dotaczone zostato 27 stronnicowe opracowanie w jezyku
polskim, ktorego celem jest wprowadzenie w tematyke badan niniejszej rozprawy, jak réwniez
uzasadnienie celowosci ich podjecia. W opracowaniu tym Autorka wyroznita ,,Wstep
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teoretyczny”, ,,Cel i zakres rozprawy” (w ktorym znalazt si¢ m.in. wykaz przeprowadzonych
zadan badawczych), dalej ,,Wyniki”, ,,Dyskusje”, ,,Wnioski”, ,,Spis literatury” (liczgcy 53
pozycje, z ktorych polowa pochodzi z okresu ostatnich 10 lat) oraz Streszczenia w jgzyku
polskim i angielskim.

W tym miejscu cheiatbym zwréci¢ uwage Doktorantki na dwa aspekty. Po pierwsze,

rozdziat II ,,Cel i zakres rozprawy” stanowi opisowe uzasadnienie podjetej tematyki badan.
W opisie tym Doktorantka wykazuje celowo$¢ swoich badan odnoszac si¢ do aktualnego stanu
wiedzy. Moim zdaniem brakuje jednak jasno sformutowanych celow szczegdtowych, ktore
zostatyby przedstawione w typowej formie powszechnie przyjetej dla dysertacji tj. w postaci
zwigzle sformutowanych punktow. I drugi aspekt, bedacy niejako konsekwencjg tego
pierwszego, moim zdaniem w pracy brakuje jednoznacznie sformutowanych kluczowych
wnioskow, ktore zwykle w pracach doktorskich stanowig wtasnie bezposrednie odniesienie do
postawionych celéw. Doktorantka zawarta oczywiscie w dotagczonym do cyklu opracowaniu
rozdzial zatytutowany ,,Wnioski”, jednak jak dla mnie, jest to bardziej podsumowanie
uzyskanych wynikow. Zawarto$¢ tego rozdziatu stanowi bowiem az 17 punktéw
sformutowanych w wigkszo$ci w nastepujacy sposob: ,,Feoforbid a i jego pochodne w wysokich
stezeniach (>50 pM) hamuja aktywno$¢ ATPazowa transportera ABCG2”. Lista 17 podobnie
ujetych stwierdzen stanowi bez watpienia bardzo dobre zestawienie obserwacji, ktére poczynita
Doktorantka na podstawie przeprowadzonych badan, trudno tu jednak doszukiwac si¢ bardziej
uogolnionych konkluzji, ktore w jasny sposob pozwalalyby na stwierdzenie, ze postawione
w pracy cele zostaty zrealizowane. Nie twierdz¢ oczywiScie, Ze nie zostaly zrealizowane, ale
stwierdzenie tego faktu wymaga od czytelnika wiasnej interpretacji tresci przedstawionych
w omawianym tu opracowaniu. Mozna odnie$¢ wrazenie, ze Doktorantka sama umniejsza
swoim osiggnigciom nie formutujgc zadnych przetomowych, konstruktywnych wnioskow.

W zwiazku z tym bardzo prosze Doktorantke aby w czasie publicznej obrony swojej rozprawy

przedstawita jasno sformutowane cele badawcze oraz ogdlne konkluzje stanowigce gldowne

osiagniecia tego doktoratu.

Merytoryczna ocena pracy

Przechodzac do merytorycznej oceny pracy, nalezy podkresli¢, ze opublikowanie
badaf w czasopismach z wysokim wspotczynnikiem oddziatywania bardzo dobrze $wiadczy
o aktualnym i nowatorskim charakterze podjetej tematyki oraz istotnym znaczeniu osiggnig¢.
Badania przeprowadzone w ramach recenzowanej pracy doktorskiej miaty na celu analize
biodostepnosci i parametrow farmakokinetyki wybranych zwigzkow ocenianych pod katem ich
potencjalnego wykorzystania w fototerapii.

Terapia fotodynamiczna jest nowoczesna i uznawana na Swiecie metoda stosowang
w leczeniu niektorych typéw nowotworéw oraz innych rodzajow chorob. Wigkszosé aplikacji
klinicznych dotyczy dermatologii, ale obejmuja one takze ginekologig, urologie, stomatologig,
choroby zakazne. Terapia fotodynamiczna stanowi istotne uzupetnienie klasycznych metod
leczenia nowotworéw tj. radio- i chemioterapii, jak rowniez jest alternatywg dla resekcji
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chirurgicznych. Metoda ta jest z pewno$cig mniej inwazyjna niz typowa interwencja
chirurgiczna i charakteryzuje si¢ wysoka skuteczno$cig. Zaletg terapii fotodynamicznej jest
znaczna precyzja, a co za tym idzie jej niska toksyczno$¢ ogolnoustrojowa wynikajgca
z selektywnej akumulacji fotouczulacza i mozliwosci stosowania miejscowego naswietlania.
Zastosowanie wiasciwego fotouczulacza jest czynnikiem determinujgcym skutecznos¢ terapii
fotodynamicznej. Z tego wzgledu wcigz poszukuje sig¢ co raz to lepszych kandydatow na
fotouczulacze o jak najlepszych parametrach aktywnosci fotodynamicznej, z wysoka
wydajnoscia i selektywnoscia oraz niskg niepozadang toksycznoscig.

Badane w pracy zwiagzki naleza do pochodnych, syntetyzowanego na bazie
chlorofilu a, feoforbidu a, i sg to cynkowa pochodna feoforbidu a oraz zawierajgcy magnez
chlorofilid a. Wybrane czgsteczki o potencjale fotouczulajagcym zostaly wytypowane na
podstawie wczedniejszych doniesien literaturowych obejmujacych badania in vitro i in vivo.
Prowadzgc wieloparametryczng analiz¢ przy uzyciu nowoczesnych metod biochemii, biofizyki
i biologii molekularnej (w tym transfekcji genu, metod preparatywnych i syntezy zmierzajgcych
do wytworzenia badanych pochodnych, metod spektroskopowych, cytometrii przeptywowej,
analizy cytotoksycznosci, mikroskopii konfokalnej, czy Real-time PCR) Doktorantka starata sig
okresli¢ oddziatywania pochodnych chlorofilu a z biatkiem blonowym ABCG2 oraz z albuming.
Jak rowniez oceni¢ wplyw tych oddzialywan na efektywno$¢ fotodynamiczng badanych
fotouczulaczy. ABCG2 jest przenoé$nikiem uczestniczacym w mechanizmie opornosci
wielolekowej (inaczej, bialkiem opornoéci raka piersi BCRP) charakteryzujgcym sig szczegolnie
szerokg specyficzno$cig substratowa. Gtéwna funkcja fizjologiczng BCRP jest usuwanie
z bezposrednio narazonych komorek substancji toksycznych zaréwno endo- jak i egzogennych,
do ktorych nalezy zaliczy¢ czgsteczki fotouczulaczy, co uzasadnia wybor modelu badawczego.
Natomiast albumina, bedgcg kluczowym biatkiem transportowym osocza, uwazana jest za
biatko, ktore z jednej strony reguluje biodostepnos¢ fotouczulaczy poprzez kompleksowanie
tych czgsteczek, za$ z drugiej najprawdopodobniej sprzyja ich usunigciu z komorki
wspoldziatajgc z biatkiem ABCG2. Do badan uzyto linii komoérkowych komorek raka piersi
MCF-7 o podstawowej oraz o podwyzszonej ekspresji transportera BCRP, co rdwniez wydaje
sie zrozumiale. W dalszym etapie prac badawczych, przy uzyciu metod spektroskopowych
(tj. wyznaczenie widm absorpcyjnych, pomiar poziomu fluorescencji) oraz poprzez dokowanie
molekularne, wykonane zostaly oznaczenia, ktorych celem bylo okreslenie charakteru
chemicznych interakcji badanych zwigzkow z czasteczka albuminy. Nastepnie, na podstawie
przeprowadzonych analiz do dalszych badan z udzialem modelowej linii komoérek $rédbtonka
naczyn krwiono$nych (HUVEC) wytypowano czasteczke cynkowego feoforbidu a. Ten etap
mial na celu okre$lenie fotodynamicznego efektu jaki wywoluje kompleks albumina-cynkowy
feoforbid a wnikajac do komorek $rodblonka, ktore cechuja sig ekspresjg receptorow dla
albuminy, co jak podkresla Doktorantka moze mie¢ znaczenie w terapii fotodynamicznej
zaréwno guzow nowotworowych, jak i szeregu innych schorzen. Jak zatem widac, koncepcja
rozprawy doktorskiej jest przemys$lana, szczegélowo zaplanowana i wielowgtkowa ale

jednoczesnie spojna.
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Na uznanie zastuguje rowniez metodyka badan. Szeroki wachlarz nowoczesnych
metod, ktére zastosowane zostaly w przedstawionym cyklu publikacji wraz z deklarowanym
bardzo wysokim udziatem Pani mgr Szafraniec w ich realizacji, pozwala wnioskowa¢, Ze
Doktorantka dysponuje znakomitym warsztatem badawczym umozliwiajgcym realizowanie
licznych strategii naukowych na §wiatowym poziomie.

Przeprowadzone badania dostarczyly cennych wynikow, ktore zostaly prawidiowo
zaprezentowane (w postaci tabel, wykresow w tym histogramow 1 dot plotow, widm
absorpcyjnych oraz wizualizacji modelowania molekularnego i obrazow mikroskopowych) oraz
szeroko omowione i przedyskutowane w przedtozonych do oceny publikacjach. Kazda z tych
prac posiada takze Suplement stanowigcy uszczegolowienie metod oraz wynikow. Wyniki
pierwszej z prac pokazaly, ze badane pochodne feoforbidu a stanowig substraty transportera
blonowego ABCG2, a szybkos¢ ich transportu jest zalezna od stezenia albuminy obecnej
w $Srodowisku zewngtrzkomorkowym. W 24 godzinnym eksperymencie obejmujgcym cykliczne
pomiary oznaczono fluorymetrycznie i zwalidowano poprzez pomiar cytometryczny
komorkowy poziom badanych fotouczulaczy, a takze oznaczono ich fotodynamiczng aktywnos¢
z wykorzystaniem testu zywotno$ci MTT. Dla obu pochodnych tj. cynkowej pochodnej
feoforbidu a oraz chlorofilidu a zaobserwowano szybszy transport w przypadku linii MCF-7
z podwyzszonym poziomem ekspresji BCRP, a dodanie albuminy do S$rodowiska
zewngtrzkomérkowego wzmagato uwalnianie tych fotouczulaczy. Natomiast zywotnos¢
komorek byla zalezna od czasu uwalniania fotouczulacza. Metodg cytometrii przeptywowej
Doktorantka wykazata, ze kompleksowanie z albuming znaczaco obniza wchianianie
fotouczulaczy do komorek. Wyniki omawianej pracy rzucily pierwsze Swiatlo na
farmakokinetyke badanych pochodnych feoforbidu a, ktore wykazaty si¢ wolniejszym tempem
transportu przez BCRP niz ich czasteczka prekursorowa, ale jednocze$nie silniejszym
powinowactwem do albuminy, a szczegélnie dotyczylo to pochodnej cynkowej. Na podstawie
analizy parametrow farmakokinetyki feoforbidu a, ktory jest najszybciej usuwany z komorek
a jednoczesnie wykazuje najstabsze powinowactwo do albuminy w poréwnaniu do jego
pochodnych, Doktorantka spekuluje, Ze istotny efekt fotodynamiczny moze by¢ zalezny nie
tylko od kompleksowania fotouczulacza przez albuming, ktora utrudnia jego ponowne wnikanie
do komorki, ale takze moze wynika¢ z posredniczenia albuminy w transporcie poprzez
odbieranie fotouczulacza z zewngtrzkomérkowej domeny BCRP. W kolejnej publikaciji, stosujac
metody spektroskopowe oraz dokowanie molekularne, Doktorantka potwierdzita, ze pochodna
cynkowa cechuje sie silniejszym niz chlorofilid a wigzaniem do albuminy oraz szczegbélowo
scharakteryzowala nature oddziatywan albuminy z pochodnymi feoforbidu a, co moze miec¢
istotne znaczenie dla lepszego zrozumienia molekularnych mechanizméw uczestniczacych
w transporcie badanych czasteczek fotouczulaczy. Do dalszych badan Doktorantka wybrata
cynkowg pochodng feoforbidu a, ze wzgledu na jej silne wigzanie z albuming. Oceniajac
aktywnos$¢ fotodynamiczng feoforbidu cynkowego wobec komorek $rodblonka Doktorantka
wykazata jego wickszg akumulacje niz w przypadku komorek MCF-7 (charakteryzujgcych sig
wyzsza niz komérki linii HUVEC ekspresja genu 4B('G2) i co za tym idzie silnigjszy efekt
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fotodynamiczny. Obserwowang roznicg potggowala obecno$¢ albuminy, ktora dzigki
powierzchniowym receptorom na komoérkach HUVEC zwigkszata wewngtrzkomorkows,
a dokladnie lizosomalng akumulacj¢ fotouczulacza, co Doktorantka wykazata metodg
mikroskopii konfokalnej. Ponadto, okre$lita Ona takze mechanizm $mierci komoérkowej zalezny
od stezenia wolnej formy fotouczulacza.

Dostarczone wyniki stanowia kopalnie wiedzy i w_tym miejscu ponownie prosze

Doktorantke o sformutowanie wartoéciowych wnioskow koncowych wienczagcych Jej niezwykle

interesujaca prace.

Przechodzac do podsumowania, stwierdzam, Ze przedtozona mi do oceny dysertacja

prezentuje wyniki oryginalnych badan, przeprowadzonych z wykorzystaniem aktualnie
stosowanych nowoczesnych metod badawczych. Przedstawione wyniki stanowig oryginalny
wkiad do nauki i otwierajg dalsze interesujace obszary badawcze. Na szczegolng uwage
zastuguje fakt, ze dokonane przez Doktorantke odkrycia maja zaréwno charakter poznawczy,
jak i aplikacyjny, co czyni je w dwojnasob wartosciowymi. Calo$ciowo opracowane dzieto
wskazuje, ze Doktorantka posiada szeroka wiedz¢ w dyscyplinie naukowej stanowigcej
przedmiot Jej zainteresowania.

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa Pani mgr Mileny Szafraniec ,,Wplyw bialek
transportowych na farmakokinetyke i efektywnosé fotodynamiczng pochodnych chlorofilu"
spetnia wszelkie wymogi zwyczajowe, stawiane pracom doktorskim, jak rowniez warunki
okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789).

Whnosze zatem do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu o przyj¢cie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie Pani

mgr Mileny Szafraniec do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na nowatorski charakter i wysoki poziom naukowy dysertacji oraz

znaczgce osiggniecia, wnioskuje o wyrdznienie recenzowanej pracy doktorskiej.
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