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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr Mileny Julii Szafraniec pt.
,» Wptyw bialek transportowych na farmakokinetyke i efektywno$¢ fotodynamiczng
pochodnych chlorofilu”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. F.ukasza f.aczmanskiego, prof. IITD PAN we Wroctawiu

Ocena wyboru tematu

W recenzowanej pracy poddano analizie oddziatywania fotouczulaczy pochodnych
chlorofilu a, takich jak chlorofilid a i cynkowy feoforbid a, z blonowym biatkiem
transportowym BCRP (biatko opornosci raka sutka, nalezace do rodziny bialek ABCG2),
ktére jest transporterem rozpoznajacym i usuwajgcym z komorek zwigzki o strukturze
porfiryn i chloryn. Doktorantka badata wplyw tych oddziatywan na farmakokinetyke i efekt
fotodynamiczny wywierany poprzez badane pochodne chlorofilu. Poniewaz transport
substratéw o strukturze porfiryn poprzez biatko BCRP jest najprawdopodobniej sprzezone z
ich przekazaniem na albuming, zbadano réwniez wplyw albuminy na farmakokinetyke
cynkowego feoforbidu a w linii komorek raka piersi MCF-7 oraz w linii komoérek $rodbtonka
naczyn krwiono$nych.

Praca ma charakter eksperymentalny, a temat podjety przez Doktorantke jest istotny,
poniewaz terapia fotodynamiczna jest obecnie stosowana przy leczeniu réznych schorzen, w
tym w systemowej terapii przeciwnowotworowej raka skory, glowy i szyi, piersi, ptuc i w
nowotworach przewodu pokarmowego. Jest to terapia nowa, skuteczna i dobrze tolerowana
przez pacjentéw, a w przypadku nowotwordéw ztosliwych skory dajgca bardzo dobry efekt

kosmetyczny.

Charakterystyka formalna rozprawy
Rozprawa doktorska sktada si¢ z trzech spdjnych tematycznie artykutéw naukowych,

opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych:



1. Milena J. Szafraniec, Leszek Fiedor. One ring is not enough to rule them all.
Albumin-dependent ~ ABCG2-mediated  transport  of  chlorophyll-derived
photosensitizers. European Journal of Pharmaceutical Sciences 167 (2021), 106001
hittps://doi.ore/10.1016/1.e1ps.2021.106001
[F =4,38; 100 pkt. MEiN; 90% udziatu

2. Milena J. Szafraniec. Interactions of chlorophyll-derived photosensitizers with
human serum albumin are determined by the central metal ion. Journal of
Biomolecular Structure and Dynamics (2021)
https://doi.org/10.1080/07391102.2021.2007794
IF = 3,39; 70 pkt. MEIN

3. Milena J. Szafraniec, Monika Toporkiewicz, Andrzej Gamian. Zinc-substituted
pheophorbide a is a safe and efficient antivascular photodynamic agent.
Pharmaceuticals 15 (2022), 235 https://doi.org/ 10.3390/ph15020235
IF = 5,86; 100 pkt. MEiN; 85% udziatu

Wszystkie artykuly majg charakter eksperymentalny, zostaly opublikowane w 2021
roku i na poczatku roku 2022. W dwodch publikacjach wchodzacych w sklad cyklu
Doktorantka jest pierwszym autorem pracy, a w jednej — jedynym autorem artykulu. Wiodaca
rola Pani mgr Mileny J. Szafraniec w zakresie koncepcji i przeprowadzenia badan (90% w
pierwszej i 85% w trzeciej pracy) zostala potwierdzona odpowiednimi o$wiadczeniami
wspotautordw publikacji. Prace stanowigce rozprawe doktorska ukazaly si¢ w renomowanych
recenzowanych czasopismach z listy Journal Citation Reports z wysokim wspotczynnikiem
wplywu IF, odpowiednio: European Journal of Pharmaceutical Sciences 1=4,38; Journal of
Biomolecular Structure and Dynamics o 1F=3,39 oraz Pharmaceuticals 1F=5,86. Laczna
liczba punktéw MEIN za prace wynosi 270, natomiast punkty IF=13,63.

W przedtozonym do recenzji oprawionym wydruku, cykl trzech monotematycznych
artykutow wraz z zalagczonymi suplementami zostal poprzedzony czgscig opisowa badania, w
ktdrej znalazly si¢ kolejno: spis tresci, wykaz publikacji stanowiacych osiagnigcie naukowe
Doktorantki, wstep zawierajacy teoretyczne wprowadzenie do tematu badania, cel i zakres
pracy, opis wynikéw, dyskusja, wnioski, bibliografia, streszczenie w jezyku polskim i
angielskim oraz o$wiadczenia wspotautorow publikacji. Czgs¢ opisowa rozprawy doktorskiej
objeta 32 strony tekstu i 53 pozycje pi$miennictwa, natomiast cykl monotematycznych
publikacji zajal 57 stron pracy. Lacznie rozprawa doktorska zostala przedstawiona na 89

stronach druku.

Ocena merytoryczna
Tytut rozprawy doktorskiej jest zgodny z tematyka artykutow wchodzacych w sktad

rozprawy doktorskiej i odzwierciedla jej zawarto$é. W rozdziale Wstgp Doktorantka omowita



glowne zatozenia terapii fotodynamicznej, w tym dziatanie tej metody oraz zalety i rodzaje
fotouczulaczy stosowanych w terapii fotodynamicznej. Nastepnie zamiescita charakterystyke
fotouczulaczy pochodnych chlorofilu a, ktére stanowity przedmiot przeprowadzonych badan:
chlorofilidu a i cynkowego feoforbidu a. W kolejnym opisie Autorka wprowadzita czytelnika
w tematyke zagadnienia opornosci wielolekowej i roli gldownych blonowych biatek
transportowych przyczyniajagcych si¢ do wystapienia tego zjawiska. Doktorantka dobrze
wyjasnila zwiazek wystepujacy migdzy wprowadzanymi do organizmu fotouczulaczami,
bedacymi substratami dla transporteréw, a biatkami transportujgcymi indukujacymi opornosé
wielolekowa. Podkreslita rowniez szeroka specyficznos¢ substratowa transportera BCRP i
obecnos¢ tego biatka w prawidtowych komorkach wielu narzadéw. Jako recenzent mam
uwage dotyczacg uzycia zbyt duzego skrotu myslowego przez Doktorantke, ktéra napisata
(str.7): ,,Z tego wzgledu szczegdlnie wysoka jego (biatka BCRP - adnotacja recenzenta)
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ekspresjg cechujg si¢ narzady....”. Ekspresjg okreSlonych biatek cechujg sie komérki
narzadéw, a nie — narzady. Autorka powinna napisa¢ o ,,wysokim st¢zeniu biatka BCRP na
powierzchni np. hepatocytéw watroby, enterocytéw jelita cienkiego, itd. lub ekspresji BCRP
w komorkach odpowiednich narzadéw”. Kolejna moja uwagg dotyczaca rozdziatu Wstep jest
brak opisu znaczenia albuminy w transporcie zewnatrzkomérkowym i w ptynach ustrojowych
organizmu ludzkiego. Wydaje si¢ to uzasadnione z uwagi na fakt, ze publikacja nr 2 rozprawy
doktorskiej dotyczy badan interakcji surowiczej albuminy ludzkiej z cynkowym feoforbidem
a i chlorofilidem a oraz okreslenia kinetyki tych oddziatywan, natomiast publikacja nr 3 jest
skoncentrowana na badaniu fotodynamicznej aktywnosci feoforbidu a w obecnos$ei albuminy
ludzkiej w komorkach $rédblonka naczyn krwionos$nych i linii komorek raka piersi MCF-7.
Moje uwagi nie obnizajg wartosci naukowej tej cze$¢ rozprawy doktorskiej, ktora zostata
napisana w sposob przystepny, dobrze wyjasniajacy zagadnienia zwigzane z tematem badania
1 fadnag polszczyzna. Pismiennictwo uzyte w tej czesci pracy zostato odpowiednio dobrane, a
kolejnos¢ cytowania publikacji jest poprawna.

Pani mgr Milena J. Szafraniec prawidtowo zdefiniowala cele swoich badan, ktérych
wyniki zamiescita w trzech publikacjach naukowych. Pierwszym zdefiniowanym celem byto
zbadanie oddziatywania fotouczulaczy pochodnych chlorofilu a z bialkiem transportowym
BCRP, a takze zdefiniowanie wplywu tych oddziatywan na efekt fotodynamiczny
obserwowany w komorkach linii komoérkowej raka piersi MCF-7 o podstawowej (podlinia
MCF-7/mock) oraz podwyzszonej (podlinia MCF-7/ABCG2) ekspresji transportera BCRP.
Drugim celem byla identyfikcja miejsc wigzania fotouczulaczy do albuminy ludzkiej oraz

oznaczenie miejsc dokowania molekularnego pochodnych feoforbidu a do tego bialka.
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Trzecim celem byto zbadanie aktywnosci fotodynamicznej cynkowego feoforbidu a wobec
komorek $rodblonka naczyn krwionos$nych i linii komorek raka piersi MCF-7 w obecnoscei i
przy braku albuminy ludzkie;j.

W dalszej czesci rozdziatu Cel i zakres pracy Doktorantka szczegdélowo wymienila
zrealizowane zadania badawcze, dodajac przy kazdym zadaniu opis materialu badania i metod
uzytych w badaniu. Mocng strong przeprowadzonych badan jest wykorzystanie w nich
nowoczesnych metod badawczych z zakresu biochemii, biologii molekularnej i metod
instrumentalnych chemii analitycznej, w tym: spektroskopii absorpcyjnej i emisyjnej, analizy
fluorescencyjnej, cytometrii przeplywowej, metody oznaczania aktywnosci ATP-azy,
kolorymetrycznego testu cytotoksycznosci MTT, ilosciowej reakceji tancuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym poprzedzonej odwrotng transkrypcja (RT-qPCR), mikroskopii
konfokalnej i innych. Doktorantka zastosowata rowniez nowatorska analize in silico do
opracowania modelu dokowania molekularnego pochodnych feoforbidu a do surowiczej
albuminy ludzkiej.

Prawidlowy dobdr technik i metod badawczych, dostosowanych do wyznaczonych celéw
szczegbtowych $wiadezy o znajomosci tematyki wykonanego przez Doktorantke badania.
Pozwolilo to na pozyskanie przez Autorke danych, ktére zostaty zanalizowane statystycznie.
Analiza statystyczna danych zostata przeprowadzona prawidlowo, z wykorzystaniem dobrze
dobranych testéw i analiz statystycznych.

Rozdzial Wyniki zostal napisany prawidtowo. Doktorantka oméwita w nim szczegétowo
glowne rezultaty przeprowadzonych badan. Do tej czesci opisu nie mam uwag
merytorycznych. Nie mam rowniez uwag do kolejnego rozdziatu pracy Dyskusji, ktdrego
tre$¢ umocnita mojg pozytywng oceng dotyczaca oryginalnosci 1 nowatorstwa
przeprowadzonych badan.

W rozdziale Wnioski Autorka zamiedcita az 15 wnioskow, bedacych odzwierciedleniem
szerokiego zakresu uzyskanych wynikéw o wysokiej wartosci naukowe;.

Kolejng czescig rozprawy jest pisSmiennictwo, ktore zostato prawidtowo zredagowane 1
zacytowane. PiSmiennictwo jest aktualne, na 53 pozycji bibliograficznych 31 artykuléw
ukazalo si¢ w ciggu ostatnich 10 lat, 19 publikacji pochodzi z lat 2000-2011, a 3 artykuly
zostaty wydane przed 2000 rokiem i dotycza zastosowanej metodyki badan.

Streszczenia w jezyku polskim i angielskim zostaly napisane prawidtowo. Kazde ze
streszczen zajmuje az dwie strony tekstu, ale jest to zrozumiate ze wzgledu na znaczaca liczbe
otrzymanych wynikéw badan.

Poniewaz wyniki przeprowadzonych przez Doktorantke badan zostaty juz opublikowane



w recenzowanych i prestizowych czasopismach naukowych ze znaczacym IF, a wczesniej
zostaly poddane wnikliwej ocenie przez recenzentéw tych czasopism, moja ocena cyklu
publikacji jest utatwiona. W przypadku przedtozonych publikacji nie stwierdzam zadnych
btedow merytorycznych. Co wigcej uwazam, ze artykuly wchodzace w sktad rozprawy
doktorskiej charakteryzuje nowatorskic ujecie tematow badan z wykorzystaniem
nowoczesnych metod i technik badawczych, znakomita i budzaca podziw wizualizacja
uzyskanych wynikéw badan oraz bardzo dobre opracowanie naukowe tematyki badawcze;j.
Stwierdzam, ze zatozony cel rozprawy doktorskiej zostal w pelni osiggniety, a uzyskane
wyniki badan stanowig istotny wktad w aktualny stan wiedzy obejmujacy dyscypling nauki

medyczne.

Podsumowanie

Pani mgr Milena J. Szafraniec zrealizowala zamierzony cel badania. Przeprowadzita
badanie naukowe poprawnie, przy uzyciu prawidlowo dobranych metod i technik
badawczych. Wykazata sie¢ umiejetnosciag naukowego rozwigzywania problemu oraz
aktualnym stanem wiedzy na opracowany temat. Wykazane przeze mnie btedy i uchybienia w
opisie cyklu publikacji nie umniejszaja wartosci przeprowadzonych badan, zawierajgcych
bezsprzecznie elementy nowosci.

Stwierdzam, ze przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Mileny J.
Szafraniec pt. ,,Wphw bialek transportowych na farmakokinetyke i efektywnosé
Jotodynamiczng pochodnych chlorofilu” spetnia warunki okreslone w art.187 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszymi i nauce (tj. Dz.U. z 2021r., poz.478 ze zm.).
Przedktadam wiec Radzie Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN
we Wroctawiu pozytywng oceng rozprawy doktorskiej oraz wnioskuj¢ o dopuszczenie
mgr Mileny J. Szafraniec do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

Réwnoczesnie, biorgc pod uwage nowatorski charakter opracowanego tematu,
przeprowadzenie badan przy uzyciu szerokiego panelu nowoczesnych metod i technik
badawczych, wysoki poziom merytoryczny prac stanowigcych rozprawe doktorskg oraz
istotny wptyw uzyskanych wynikéw na rozwdj dyscypliny wnosze¢ o wyroznienie rozprawy
doktorskiej.
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