Recenzja pracy doktorskiej Beaty Mossakowskiej pt:

w»Mechanizmy molekularne przyczyniajace si¢ do powstawania opornosci na
terapii fotodynamiczng z uzyciem kwasu 5 -aminolewulinowego w nowotworach

sromu. Mozliwe cele terapeutyczne
1. Ogolna charakterystyka pracy

Metoda fotodynamiczna z wykorzystaniem kwasu 5- aminolewulinowego (ALA) w
Polsce jest szeroko stosowana w klinikach, glownie dermatologicznych i nielicznych
ginekologicznych, od dwudziestu lat. Odznacza si¢ wicloma zaletami, jest nicinwazyjna,
mozna ja stosowa¢ do duzych powierzchni zmian, charakteryzuje si¢ wysokim stopniem
wyleczen chordb nie nowotworowych i nowotworowych, glownie super powierzchownych i w
poczatkowe) fazie zmian chorobowych.

Glownym ograniczeniem metody jest zbyt niska glgbokos¢ penetracji kremow i zeli
zawierajacych ALA. ograniczona do nablonka i naskorka. Istnieja schorzenia (np. choroba
Bowena, rak podstawnokomorkowy, rogowacenia stonecznego, stany przedrakowe VIN) o
bardzo wysokim stopniem wyleczalnosci dochodzacym do 80-90%. Zdecydowana wigkszos¢
nieudanych przypadkow leczenia fotodynamicznego spowodowana jest brakiem kontroli
poziomu biosyntezowanej protoporfiryny 1X po aplikacji ALA i przyjmowanym zalozeniem,
ze standardowy czas, po ktory naste¢puje naswietlanie jest podobny dla wszystkich pacjentow i
wynosi okolo 3-4 godziny. Wystepuje jednak silne zroznicowanie indywidualnych szybkosci
biosyntezy u pacjentow, nawet z ta sama jednostka chorobowg i w wielu przypadkach
maksymalny poziom PPIX osiagany jest juz po 2 godzinach, a w niektorych dopiero po 6-8 po
aplikacji ALA. Druga przyczyna nieudanych ecksperymentéw jest nadwietlanic przy
nieodpowiednich parametrach ggstosci mocy. najezesciej zbyt wysokich, przekraczajacych 50
mW/cm?. Przy zbyt szybkim prowadzeniu procesu fotoutleniania dochodzi do szybkiego
wyczerpania tlenu w komorkach 1 nastgpuje degradacja PPIX, tzw. fotowybielanie PPIX.

Istnieje jednak okolo 10% przypadkow. ze nawet w chorobach fatwo uleczalnych
metoda PDT, przy optymalnych warunkach naswietlania. przy wysokim poziomie PPIX nic
obserwuje si¢ efektu fotoutleniania komorek lub ten efekt jest slaby i najczgsciej trzeba
wielokrotnie powtarzaé procedure. Ponadto cz¢sé komorek moze przezy¢ terapig i zmienic swoj
fenotyp, prowadzac do pojawienia si¢ opornosci. Problemowi mechanizmow nabywania
opornosci po$wigcona jest rozprawa doktorska pani mgr Beaty Mossakowskie]
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fotodynamiczng z uzyciem kwasu S-aminolewulinowego w nowotworach sromu. Mozliwe cele
terapeutyczne.”

Tematyka rozprawy jest wigc wcigz aktualna i wazna. szczegolnie, ze badania nad
mechanizmami opornosci w raku sromu sa stabo opisane. Zamierzeniem pracy bylo
poszerzenie te] wiedzy o mechanizmach nabywania opornosci na terapi¢ fotodynamiczna i
wykorzystanie jej w poszukiwaniu metod nad uwrazliwianiem opornvch komoérek na leczenie.
W tym celu doktorantka wyizolowala z linii komorek ludzkiego sromu A-431 i CAL-39 linie
oporne a nast¢pnie scharakteryzowala je pod katem zmian nabytych wraz z wrazliwoscia.
Osiagnela to poprzez kolejnych kilka sesji naswietleniowych z coraz wigksza gestoscia mocy
komorek, ktore przezyly naswietlanie w pierwszej i kolejnych sesjach. Postawiona byla wigc
w domysle udowodniona doswiadczalnie hipoteza, ze mozna w ten sposob otrzymaé komorki

oporne na leczenie PDT.
2. Szczegolowy opis osiagnigtych wynikow

Uzyskane wyniki w pracy wskazujg, ze opormos¢ na PDT w komorkach sromu moze
by¢ skutkiem obnizonej akumulacji fotouczulacza, zdolnoscia niwelowania reaktywnych form
tlenu a takze zmian w cytoszkielecie zwiazanych ze zwigkszona zdolnoscia. Wykazano. ze
mniejsza akumulacja PPIX w komoérkach opornych linii A-431 moze wynikaé ze zwickszonej
szybkosci syntezy hemu a w komorkach CAL-39 moze by¢ wynikiem wolniejszego tempa
syntezy PPIX. Komorki oporne A-431 mialy tez obnizone zawartosci reaktywnych form tlenu,
co moglo by¢ zwigzane ze zwigkszong iloscig nieenzymatycznych antyoksydantow. Obie linie
komorkowe wykazaly tez liczne zmiany w cytoszkielecie obnizajace podatno$é na uszkodzenia
oksydacyjne. Obie linie po procedurze PDT wykazaly wzrost aktywnosci enzymu APE!, ktory
uczestniczy w naprawie przez wycinanie zasad i moze by¢ niezbedny do naprawy DNA po
sesjach PD. Doktorantka wykazala w badaniach. ze hamowanie aktywnosci APE1 skutecznie
uwrazliwia komorki na dziatanie PDT.

Rozprawa doktorska liczaca 160 stron podzielona zostata klasycznie na wstep, zalozenia
i cele pracy. materialy i metody oraz dyskusj¢ i podsumowanie. W czgsci teoretycznej
przedstawiono wyczerpujaco zasady dziatania metody PDT. mechanizmy prowadzace do
smierci komorek, efekty na naczynia guza i uklad immunologiczny, uszkodzenia DNA i zmiany
lowarzyszace nabyciu opornosci. Wiedza oparta jest o bogata. aktualng literature liczaca 213
pozycji. Doktorantka bardzo solidnie zebrala odpowiedni material z zakresu tematyki

rozprawy.,



W czesci doswiadczalnej doktorantka opisala linie i hodowle komorkowe, nastgpnic
przedstawiata techniki pomiarowe, ktore stosowata w pracy. Imponujac jest ilos¢ réznorodnych
testow i metod pomiarowych. Nalezy do nich m.in. test przezywalnosci w odpowiedzi na PDT,
uwrazliwianie komorek opornych z zastosowaniem inhibitora aktywnosci endonukleazy APEL
test przezywalnosci po srodkach utleniajacych. Zastosowala metodg spektrometrii mas do
analizy proteomow komorek wrazliwych i opornych na PDT. Praca wymagala rozwiazania
takich problemow jak pomiar akumulacji porfiryn w komorkach. sprawdzenie lokalizacji PPIX,
porownanie ilosci mitochondriow, oceng stresu oksydacyjnego, oceng , analiz¢ powstalych po
PDT reaktywnych form tlenu. ocene aktywnosci endonukleazy. Opisana jest takze procedura
przeprowadzania naswietlania komorek po akumulacji ALA.

W czesci prezentujacych wyniki przedstawiony jest profil biatkowy komorek
wrazliwych i opornych na PDT. zmiany w poziomie bialek towarzyszace pojawieniu sig
opornosci w linii komorkowej CAL-39 i A-431. analizy cyklu komoérkowego, pomiary
akumulacji i lokalizacji PPIX, ocena stresu oksydacyjnego, analiza RFT. analiza cytoszkieletu,
potaczen adhezyjnych i filamentow posrednich jadra komorkowego, ocena aktywnosci APEL i
uwrazliwianie komorek opornych na PDT z zastosowaniem inhibitora APE1.

Dyskusja wynikow zostala podzielona na problematyke zwigzang z akumulacja PPIX.
mitochondriami, RFT, cytoszkieletem, APE1, lokalizacja PPIX i mechanizmami chronigcymi
przed $miercia oraz immunogenna $miercia komorki. Na podstawie przeprowadzonych badan
i analiz doktorantka sformutowala szereg koncowych wnioskow dotyczacych mozliwych
przyczyn pojawienia si¢ opornosci. ktora jest wynikiem wielu zmian wspoldziatajacych przed
$miercia komorek. Naleza do nich m.in. obnizenie zdolno$ci akumulacjiPPIX, niezalezne od
miejsca lokalizacji. co wynika ze zmian w ilo$ci enzymow szlaku metabolizmu hemu. Do
wyhamowania oporno$ci moze wplywaé zmiany w poziomie oksydantow - askorbinianu i
glutationu. Dla niwelowania skutkow PDT jest zwigkszona aktywnos¢ bialek szlaku naprawy
oksydacyjnych uszkodzen DNA i hamowanie aktywnosci APE] zwigksza skutecznos¢ PDT
poprzez m.i. wpltyw na profil ekspresji genow.

Prace oceniam bardzo wysoko pod wzgledem merytorycznym jak 1 poziomu
opracowania. Doktorantka musiata zaangazowa¢ wiele technik pomiarowych, aby poréwnac
oporne komorki do normalnych. przesledzi¢ poszczegdlne etapy szlaku biosyntezy PPIX
zbadaé profile biatkowe komorek. Tematyka. ktorej si¢ podjeta jest bardzo skomplikowana.
opornos¢ zalezy od wielu czynnikéw 1 przedstawienie jednoznacznych wnioskow dotyczacych
mechanizmow jest niezwykle trudne ze wzgledu na rozne mozliwosci. przykladowo wplyw

rodnikow 1 ich wzajemnych relacji.



Bardzo starannie przygotowana zostala czes¢ edytorska. Rysunki i wykresy sa czytelne
i poparte wyjasnieniami w tekscie Praca jest spojna, bez zbednych rozszerzen, napisana
dobrym, komunikatywnym j¢zykiem. Przeprowadzona zostala prawidlowa analiza statystyczna
otrzymywanych wynikow.

Praca ma znaczenie praktyczne, doktorantka udowodnita bowiem. ze normalne komorki
sromu nie oporne na dziatanie PDT po kolejnych sesjach naswietlania naby waja opornosé. Jest
to wazne spostrzezenie dotyczace warunkow prowadzenia eksperymentow in vivo w
warunkach klinicznych. Powinno si¢ przeprowadza¢ jak najmniej powtérzen procedury PDT i
przestrzegac indywidualnego podejscia do kazdego pacjenta, kontrolujac w czasie poziom
PPIX.

3. Uwagi szczegolowe

Punktem wyjscia pracy jest wyodrebnienie linii komorek opornych na dziatanie PDT.
Realizowane jest to poprzez kolejne sesje naswietlania komorek coraz wickszymi gestosciami
mocy promicniowania. W pracy zbyt lakonicznie potrakiowano opis eksperymentalny tej
czgscl. Nie jest podana nazwa aparatury do na$wietlania. tylko jedynie LED i wymieniona
dtugosc fali, nie podano zrodta pochodzenia odczynnikow. w tym ALA. Nie podano, w jaki
sposOb osiggana jest zmiana intensywnosci naswietlania. Brak jest uzasadnienia, dlaczego
wybrano jedno. okreslone stgzenie ALA, czy poczatkowa wartosé gestosci mocy. Wydaje mi
si¢. ze ustalenia parametrow i warunkow procesu PDT sa bardzo wazne. Dla oséb nie
uczestniczacych w takich eksperymentach bardzo trudno sobie wyobrazi¢ jak przebiegaly te
doswiadczenia. Brak jest informacji, w jakich warunkach tlenowych naswietlano komérki, a
obecnosc tlenu jest krytyczna dla ich fotoutleniania.

W kolejnych cyklach naswietlania PDT doktorantka wymienia kolejne dawki
promieniowania. Dawka()/m’)  jest iloczynem gestosci mocy (nat¢zenia
napromienienia)(W/m’) i czasu naswietlania. Trzeba si¢ domysla¢ i samemu przelicza¢
wartosci natgzenia napromienienia, ktore jest tutaj najbardziej istotne. Stosowane wartosci
natgzenia ani razu nie sa podane. Dawka jest wielkoscia wiorng

Brakuje krzywej wzorcowej wyznaczania poziomu ekstrahowanej PPIX metoda
fluorescencyjna. Nie wiadomo nic wige o bledach wynikajacych z pomiaru tak malych stezen
PPIX. Istnieja poza tym metody bezposredniego okreslania poziomu porfiryn w czasie. on line,
bez koniecznosci ekstrakeji i pozwalajace okresla¢ optymalny moment na$wietlania po
aplikacji ALA. czy czas naswietlania komorek, dopoki jest w nich nierozlozona PPIX.

Generalnie opis doswiadczen moglby by¢ obszerniejszy.



Bardzo dyskusyjny jest przedstawiony problem analizy reaktywnych form tleni (RFT).
Na str. 47 zamieszczono opis eksperymentu przy wyznaczaniu RFT. Komorki po wysianiu
inkubowano z 0.6mM ALA i dodatkiem odczynnikéw do oznaczania tlenu singletowego lub
rodnika hydroksylowego. Nastepnie te komorki naswietlano i metoda fluorescencyjna
oznaczano poziom RFT. W przypadku jednak oznaczania aniorodnika ponadtienkowego cytat:
Alternatywnie komorki nietraktowane oraz po PDT inkubowano przez 10min z SmM MitoSOX
w pozywce bez surowicy. Czyli odezynnik dodawano nie w trakcie PDT lecz po? Jaki to ma
sens?

Opisywana jest metodyka oznaczania RFT bez podawania jakiegokolwiek zrodia
literaturowego. Wyniki analizy RF1 przedstawiono na rysunku 39. Maksymalne roznice
pomiedzy poziomami RFT przed naswictlaniem po naswietlaniu wynosza w przypadku tlenu
singletoweg o ok. 30%, w pozostatych przypadkach sa bardzo podobne, i mieszczace sig¢ w
granicach bledow. Jak to jest mozliwe, skoro te poziomy RFT powinny by¢ o rzedy wielosci
wicksze podezas naswietlania. Co oznaczaja symbole DAPI na obrazach fluorescencyjnych?
W opisie rysunku jest co prawda zdanie: oraz zestawem filtrow zoptymalizowanych dla DAPI,
FITC, TRITIC, co to oznacza? Problem z oznaczaniem RFT wiaze si¢ z tym, ze w trakcie ich
powstawania reaguja zarowno z odczynnikami specyficznymi dla ich wykrywania jak 1
komorkami. Jedyna metoda bezwzglednego okreslenia poziomu tlenu singletowego jest pomiar
jego fosforescencji. Wydaje mi sig. ze dla badan generacji RFT powinny by¢ takie warunki
prowadzenia eksperymentu, aby oznaczane ich poziomy byly przynajmniej o rzad wigksze
(stezenie ALLA. ilos¢ komorek naswietlanych).

Najbardziej kontrowersyjna jest sprawa podobnego poziomu tlenu singletowego w
komorkach nietraktowanych. c¢zyli w warunkach fizjologicznych i w trakcie PDT. Istniaty
wprawdzie sugestie, ze tlen singletowy moze powstawac w wielu reakcjach metabolicznych a
takze w wyniku spontanicznej dysmutazy aniorodnika ponadtlenkowego, nie udato si¢ jednak
nigdy potwierdzi¢ tego doswiadczalnie. Tlen singletowy bez udziatu swiatta moze powstawac
podczas rozpadu nadtlenkow organicznych i nadtlenku wodoru czy podczas peroksydaci
lipidow. nie sa to jednak fizjologicznie istotne ilosci. Trzeba jednak przyznaé, ze problem
wyznaczania RFT w metodzie PDT jest bardzo skompilowany i trudny i mogiby by¢
oddzielnym tematem pracy doktorskiej.

Nicktore te uwagi omowilem z doktorantka. ktora przystala mi odpowiednie
wyjasnienia i uzupelnienia. Te drobne uwagi niec maja wplywu na oceng koncowg pracy.

Na koniec nasunela mi si¢c pewna uwaga zwiazana z malerialem biologicznym

stosowanym w badaniach na modelu komorkowym. Szkoda. ze nie przeanalizowano takze
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konkretnych przypadkow ewidentnej opornosci w warunkach in vive z komorki pobranych od
pacjentek. Wyjasnienie przyczyn opornosci w konkretnych przypadkach pozwoliloby na
potwierdzenie wielu wnioskow z przedstawionej np. powiagzanie skutecznosci metody z

poziomem oksydantow w organizmie.
4. Koncowa ocena rozprawy

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia wszelkie
wymagania i kryteria ustawy o nadawaniu stopnia doktora i wnosz¢ o dopuszczenie doktorantki

do dalszych etapow nadania stopnia doktora.




