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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Mileny Julii Szafraniec pt. ,,Wplyw bialek transportowych na
farmakokinetyke i efektywno$é fotodynamiczng pochodnych chlorofilu”

Terapia fotodynamiczna jest metodg wykorzystywang coraz czg¢sciej w leczeniu schorzen
dermatologicznych, réznego rodzaju infekcji oraz litych guzéw nowotworowych. Poprzez
wykorzystanie fotouczulaczy oraz miejscowego naswietlania $wiatlem o odpowiedniej dtugosci fali
w obecno$ci tlenu, powstaja reaktywne formy tlenu, a co z a tym idzie, stres oksydacyjny
prowadzacy do uszkodzenia sktadnikéw komérkowych, $mierci komorki i ostatecznie zniszczenia
tkanki. Jest to niezwykle obiecujagca metoda terapeutyczna, gdyz poprzez dobdr odpowiedniego
fotouczulacza i sposobu jego podania (systemowo lub miejscowo) umozliwia ukierunkowang
indukcje uszkodzen fooksydacyjnych, co ma szczegélne znaczenie zwlaszcza w leczeniu
onkologicznym. Zatem poszukiwanie $§wiattoczutych substancji jako potencjalnych fotouczulaczy i
ich charakterystyka sa kluczowe dla rozwoju terapii fotodynamicznej. Sposréd zwigzkéw o
potencjalnym zastosowaniu jako fotouczulacze, szczegdlnym zainteresowaniem cieszg si¢ pochodne
bakteriochlorofili i chlorofili. Niektore z nich sg juz dopuszczone do stosowania w terapii wybranych
nowotwordw, inne sg w réznych fazach badan klinicznych. Obiecujacymi fotouczulaczami sg takze
podstawione metalami pochodne chlorofilu a: chlorofilid a oraz cynkowy feoforbid a. Jednakze
skuteczne stosowanie terapii fotodynamicznej, zwlaszcza w onkologii, moze by¢ ograniczone na
skutek zjawiska opornosci wielolekowej, wynikajgcej z aktywnosci biatek transportowych, w duzej

mierze blonowych transporteréw z nadrodziny ABC, usuwajgcych ksenobiotyki z komoérek. Zatem
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poznanie mechanizméw majacych wpltyw na farmakokinetyke tych fotouczulaczy jest istotne z
punku widzenia skutecznosci terapii.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dotyczy analizy oddziatywan chlorofilidu a oraz
cynkowego feoforbidu a z biatkiem opornosci raka piersi (BCRP/ABCG2), jako jednym z
kluczowych transporteréw z nadrodziny ABC, oraz albuming, majacych wplyw na farmakokinetyke
oraz efektywnos¢ fotodynamiczng tych fotouczulaczy. Zbadano roéwniez aktywnos¢ fotodynamiczng
cynkowego feoforbidu a wobec linii ludzkich komorek s$rodblonka. W kontekscie badan nad
skutecznos$cig fotouczulaczy w terapii fotodynamicznej temat podjety przez mgr Milene Julie
Szafraniec jest zatem wazny, aktualny i ma nie tylko walory poznawcze ale takze uzasadnienie
kliniczne.

Na rozprawe¢ doktorskg sklada si¢ cykl trzech spdjnych tematycznie publikacji wraz ze

zwigzlym skryptem zawierajacym wstep, cel i zakres rozprawy, opis najwazniejszych wynikéw
zawartych w poszczegolnych publikacjach wraz z dyskusja i listg najwazniejszych wnioskdéw. Opis
uzupelnia spis literatury (53 pozycje z lat 1992-2021) a calo$¢ zamykaja zwigzle streszczenia w
jezyku polskim i angielskim. Catos¢ skryptu obejmuje 27 stron.
W dwdch publikacjach doktorantka jest pierwszym autorem natomiast w jednej jedynym. We
wszystkich jest tez autorem korespondujacym. Wszystkie prace zostaly opublikowane w
czasopismach zagranicznych o szerokim zasiggu i wysokich wspodiczynnikach wplywu IF (wszystkie
powyzej IF 3, lacznie IF=13,63, pkt. MEiN=270). Z o$wiadczen pozostalych autoréw, réwniez
zalaczonych w rozprawie, wynika, ze doktorantka miata decydujacy udzial w badaniach, ktérych
wyniki stanowig podstawe niniejszego osiggniecia naukowego.

W publikacji pierwszej oraz drugiej przedstawiono wyniki analizy oddzialywan
chlorofilidu a oraz cynkowego feoforbidu a z biatkiem opornosci raka piersi (BCRP/ABCG2) oraz
albuming.

Do analizy transportu i aktywnosci cytotoksycznej fotouczulaczy (publikacja pierwsza)
wykorzystano linie komodrek ludzkiego raka piersi (MCF-7) o podstawowej oraz podwyzszonej
ekspresji transportera BCRP. Przeanalizowano zarowno proces wchlaniania fotouczulaczy jak
rowniez ich wyplyw z komorek w obecnosci albuminy bydlecej, przy braku lub w obecnosci
inhibitora biatka BCRP, fumitremorginu C (pomiar fluorescencji po réznym czasie inkubacji, analiza
za pomocg cytometrii przeptywowej). W rezultacie pokazano, ze zaréwno chlorofilid a jak i
cynkowy feoforbid a stanowia substraty dla transportera BCRP oraz, ze w ich transporcie
uczestniczy takze albumina, powodujac jego przyspieszenie. Tworzenie komplekséw fotouczulacz-

albumina reguluje ich biodostepno$é, najprawdopodobniej poprzez ograniczenie ich wchianiania
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przed komoérki oraz odbidr z zewngtrzkomorkowej domeny biatka BCRP. W tescie oceniajacym
zywotnos¢ komorek (test MTT) po inkubacji z fotouczulaczami i naswietlaniu pokazano, ze zaréwno
poziom transportera BCRP jak i wplyw albuminy na szybko$¢ transportu fotouczulaczy znajduja
odzwierciedlenie w podatnosci komorek na terapi¢ fotodynamiczng. W drugiej publikacji z kolei
przeprowadzono szczegétows charakterystyke oddzialywan pochodnych chlorofilu a z albumina.
Przeprowadzenie tych badan jest w pelni uzasadnione, biorac pod uwage fakt, ze jak pokazano w
poprzedniej publikacji, to wlasnie oddziatywanie z albuming wplywa na biodostepnos¢ chlorofilidu a
i cynkowego feoforbidu a. Ponadto, poniewaz potencjalne zastosowanie tych fotouczulaczy w terapii
wymaga ich podania dozylnego, odziatywanie z biatkami osocza moze znaczaco wplywac na efekt w
terapii.

Mozliwo$é tworzenia komplekséw fotouczulaczy z albuming oraz charakterystyke tych
komplekséw przeanalizowano za pomocg metod spektroskopowych, stosujac zaréwno pomiary
widm absorpcyjnych fotouczulaczy w zaleznosci od obecnosci albuminy jak réwniez wygaszania
fluorescencji albuminy w zalezno$ci od obecnosci fotouczulaczy, natomiast stale wigzania
wyznaczono analizujagc wzmocnienie fluoresencji fotouczulaczy w zaleznosci od stgzenia albuminy.
Zaobserwowano réznice w widmach absorbcyjnych fotouczulaczy w obecnosci albuminy w
stosunku do widm czystych zwigzkéw, przy czym wzrost absorpcji w obecnosei albuminy byl
wiekszy w przypadku pochodnej cynkowej. Powstawanie komplekséw chlorofilidu a i cynkowego
feoforbidu a z albuming zostato potwierdzone takze w wyniku pomiaréw wygaszania fluorescencji
albuminy w ich obecnosci. Zidentyfikowano réwniez miejsca wigzania fotouczulaczy w albuminie,
stosujac obserwacje wypierania fotouczulaczy przez znane substraty dla miejsc wigzgcych w biatku.
Pokazano, ze zar6wno chlorofilid a jak i cynkowy feoforbid a wigza si¢ ze wszystkimi trzema
subdomenami wiazacymi ligandy, przy czym jako giowne miejsce wigzania wskazano subdomene
IB (miejsce wigzgce hem). Pokazano takze, ze wigzanie to jest silniejsze dla pochodnej cynkowej niz
dla chlorofilidu a. Powyzsze wyniki potwierdzono metoda dokowania molekularnego. Na jego
postawie zidentyfikowano ponadto przewidywane reszty aminokwasowe uczestniczace w wigzaniu
fotouczulaczy z albuming oraz dokonano szczegétowej charakterystyki réznic w ich oddzialywaniu z
biatkiem. Pokazano réwniez, ze wigzanie pochodnych chlorofilu a do albuminy wynika gléwnie z
oddziatywan hydrofobowych oraz tworzenia wigzan wodorowych przez podstawniki boczne
ligandow. Pokazano ponadto, ze cynkowy feoforbid a indukuje nieznaczng zmiang konformacyjng w
czasteczce bialka. Na podstawie powyzszych analiz Doktorantka wysnuta wniosek, ze rodzaj jonu
metalu wplywa na powinowactwo i sposob wigzania pochodnych chlorofilu a do albuminy ludzkiej,

co z kolei determinuje rdéznice obserwowane w farmakokinetyce analizowanych fotouczulaczy.
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Wyniki uzyskane przez Doktorantke umozliwilty wyselekcjonowanie cynkowego feoforbidu a

jako potencjalnie lepszego kandydata w terapii fotodynamicznej. Zatem trzecia publikacja jest
niejako konsekwencjg wynikow uzyskanych w dwoch poprzednich pracach i stanowi bardzo dobre
uzupelnienie opisanych powyzej badan. Celem badan opisanych w tej publikacji byla bowiem
analiza efektu fotodynamicznego indukowanego przez cynkowy feoforbid a wobec linii ludzkich
komorek srodblonka zyly pepowinowej (HUVEC) w zaleznosci od obecnosci albuminy. Analizy
prowadzono w porownaniu do linii MCF-7 1 dotyczyly one oznaczenia zywotnosci komorek oraz
rodzaju $mierci komorkowej indukowanej w wyniku terapii fotodynamicznej. W rezultacie
pokazano, ze dodanie albuminy powoduje pojawienie si¢ réznic w akumulacji fotouczulacza w
zaleznoscei od linii komoérkowej (akumulacja 2-krotnie wyzsza w komoérkach linii HUVEC niz w linii
MCF-7). Efekt ten przekladal si¢ na wigksza wrazliwo$¢ komoérek linii HUVEC na terapig
fotodynamiczng. Ponadto, za pomoca mikroskopii konfokalnej pokazano, Ze lokalizacja cynkowego
feoforbidu a w komérkach linii HUVEC rozni si¢ w zaleznosci od obecnosci albuminy ludzkiej. W
kompleksie z bialkiem fotouczulacz lokalizuje si¢ w lizosomach co, wedlug Doktorantki, sprzyja
nasileniu efektu fotodynamicznego.
Dodatkowo wykonano analize poziomu mRNA genu kodujgcego biatko BCRP, ktora wykazata
dwukrotnie nizszg ekspresje tego genu w komorkach linii HUVEC w poréwnaniu do linii MCF-7,
co, biorgc pod uwage wczesniejsze wyniki badan Doktorantki, niewatpliwie ma wplyw na
obserwowane rdznice w skutecznosci terapii fotodynamiczne;.

Analiza rodzaju $mierci komodrkowej wykazata, ze przy niskim st¢zeniu cynkowego
feoforbidu a dominuje apoptoza, natomiast przy wysokim st¢zeniu dominuje nekroza. Utworzenie
kompleksow z albuming przy wysokim stezeniu fotouczulacza z kolei daje podobny efekt, jak
obserwowany przy niskim st¢zeniu, czyli dominacje apoptozy. W rezultacie Doktorantka pokazala,
ze jest mozliwe dobranie warunkéw terapii fotodynamicznej tak, aby w wigkszosci komorek
srodblonka zaindukowaé $mieré na drodze apoptozy, co jest efektem pozadanym. Poniewaz komorki
srodblonka charakteryzuja si¢ wiekszg wrazliwoscia na dziatanie cynkowego feoforbidu a w terapii
fotodynamicznej niz komorki linii nowotworowych, Doktorantka slusznie zaproponowata, ze
fotouczulacz ten moze znalez¢ zastosowanie w terapii fotodynamicznej skierowanej przeciwko
naczyniom krwiono$nym.

W zwigzku z powyzszym nasuwa si¢ pytanie, czy Doktorantka planuje kontynuowa¢ badania i
poszerzy¢ je o analize oddzialywan cynkowego feoforbidu a z innymi biatkami osocza i/lub

transporterami blonowymi, ktore potencjalnie mogg wpltywac na jego biodostepnosc?
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Z obowiazku recenzenta cheialabym zwrécié uwagg na kilka niedomowien, ktore wkradty sie

w polskojezyczny opis osiagnigcia naukowego:

e W opisie pojawiajg si¢ zapozyczenia z jezyka angielskiego oraz sformutowania Zzargonowe,
np.: (i) ,,transblonowy” — jest angielsko-polskg mieszankg terminu, ktéry w jezyku polskim
powinien raczej posiada¢ forme ,,przezblonowy” lub ,transmembranowy”; (ii) ,,eksperyment
cytometryczny”, ,transportowy”, ,.fotodynamiczny”, czy tez ,.komérki poddane traktowaniu
fotodynamicznemu”, ,kompleksowanie”, ,wytransportowanie” itp. - sg to bezposrednie
przeklady z jezyka angielskiego, ktére czgéciowo naturalnie funkcjonuja w komunikacji
ustnej, ale niestety maja wymiar zargonowy i w formie pisanej, zwlaszcza w opracowaniu
naukowym, powinny by¢ bardziej adekwatnie przettumaczone (np., ,analiza metoda
cytometrii przeplywowej”, ,,tworzenie kompleksow” itp.).

e pojawiajg si¢ rowniez skroty myslowe, np. ,,stosujac 1% stezenie DMSO” — a powinno byé
»Stosujagc DMSO w stezeniu 1%”;

o lekkie zdziwienie budzi tez sposdb numeracji stron w formie utamka, bardziej typowe jest

numerowanie stron w sposéb prosty, bez uwzgledniania wszystkich stron w dokumencie.

Wspomniane powyzej uwagi w niczym nie umniejszaja wartosci przedstawionej do recenzji
pracy a majg na celu jedynie zwrdcenie uwagi na pewne aspekty czystosci jezykowej w

opracowaniach naukowych.

Whiosek koncowy

Poszukiwanie skutecznych i bezpiecznych zwigzkéw mogacych petnié¢ funkcje fotouczulaczy
w terapii fotodynamicznej, ktdra z zaloZzenia jest terapia w minimalnym stopniu ingerujgcg w
organizm pacjenta, powinno by¢ jednym z wazniejszych nurtéw, zwlaszcza w leczeniu nowotworéw.
Zatem temat podjety przez Doktorantk¢ ma duze znaczenie poznawcze i potencjal praktyczny.
Wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej znacznie poszerzajg dotychczasowa
wiedze¢ na temat oddzialywania pochodnych chlorofilu a z biatkami w istotny sposéb wplywajacymi
na ich farmakokinetyke. Na uwage zastuguje fakt, ze zgodnie z o$wiadczeniami pozostatych
autoréw, wklad Doktorantki w zaplanowanie badan, ich wykonanie oraz interpretacje wynikoéw byl
decydujacy, co $wiadczy o dobrej znajomo$ci omawianego zagadnienia. Wykonanie badan
stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej wymagato opanowania szeregu metod

badawczych i niekiedy samodzielnego przygotowania materialu do badan (np. przygotowanie linii
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komorkowej z nadekspresja genu kodujgcego biatko BCRP), co z kolei $wiadczy o bieglosci
Doktorantki w pracy laboratoryjnej. Doktorantka wykazata si¢ rowniez duza dojrzatoécig naukowsg
szczegblowo i krytycznie interpretujac wyniki swoich badan na tle innych dotychczasowych
doniesien oraz umiejetnie planujac na ich podstawie dalsza $ciezk¢ postgpowania. Co wazne,
Doktorantka bardzo sprawnie zinterpretowala uzyskane wyniki badafn w kontekscie zastosowania
klinicznego zwracajgc szczegélng uwage na potencjalne réznice w wydajnosci i mechanizmie
transportu fotouczulaczy w warunkach klinicznych w poréwnaniu do warunkéw in vitro oraz w
terapii fotodynamicznej z zastosowaniem cynkowego feoforbidu a u pacjentéw onkologicznych z
hipoalbuminemig.

W $wietle powyzszych danych, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska mgr Mileny Julii Szafraniec spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. W zwigzku z powyzszym przedstawiam Radzie Naukowej
Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk
wniosek o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw postgpowania w sprawie nadania stopnia

doktora.
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