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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Beaty Mossakowskiej

pt. Mechanizmy molekularne przyczyniajace sie do
powstawania opornosci na terapie fotodynamiczng z uzyciem
kwasu 5-aminolewulinowego w nowotworach sromu.
Mozliwe cele terapeutyczne

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w Zaktadzie Onkologii
Molekularnej i Translacyjnej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie —
Paristwowego Instytutu Badawczego w Warszawie. Promotorem rozprawy jest prof. dr hab. Janusz

Siedlecki, a promotorem pomocniczym dr Anna Fabisiewicz.

Tematyka przedfozonej do zaopiniowania pracy wpisuje sie w zagadnienia realizowane w
zespole Promotora, dotyczace szeroko rozumianych mechanizméw kancerogenezy oraz
poszukiwania metod ulepszenia terapii nowotworéw. Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia
nowotwory ztosliwe sg duza grupa choréb, ktére moga sig rozwijaé w prawie kazdym narzadzie lub
tkance organizmu, a odpowiedzialne za nie s3 komérki rosnace nieprawidlowo w sposéb
niekontrolowany. Choroby nowotworowe s3 druga najczestsza przyczyna zgonéw na S$wiecie,
dlatego obserwuj‘e sig cigglty rozwdj terapii, ktére pozwalajg na ich leczenie. Postep, jaki sie
dokonat w tej dziedzinie w ostatnich dwudziestu latach, pozwala na skuteczne leczenie niektérych
typow nowotwordéw ztosliwych. Niestety, pomimo intensywnych badan, jest jeszcze wiele ich
odmian, wobec ktérych opracowane terapie nie s3 efektywne. Stosowane obecnie metody

leczenia nowotworéw sromu opierajg sie na potaczeniu zabiegdw chirurgicznych i radioterapii z

traktowaniem farmakologicznym. Jedna z nowatorskich, cho¢ wcigz marginalnych metod
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proponowanych do leczenia jest terapia fotodynamiczna (PDT), ktéra stosowana jest do mato-
inwazyjnego traktowania licznych zmian neoplastycznych, zaréwno tagodnych, jak i zto$liwych.
PDT polega na podaniu leku fotouczulajgcego, ktéry aktywowany swiattem o odpowiedniej
dtugosci fali powoduje powstanie cytotoksycznych i genotoksycznych reaktywnych form tlenu.
Niestety, obserwuje sie rozwéj opornosci na PDT w komérkach neoplastycznych. Oceniana tu
rozprawa stanowi probe przyblizenia do wyjasnienia mechanizméw molekularnych lezacych u
podfoza rozwoju opornosci na terapie fotodynamiczna. Dogtebne poznanie tych proceséw ma
znaczenie nie tylko poznawcze, ale réwniez ogromny potencjat praktyczny, gdyz zwiekszenie
efektywnosci PDT przez pokonanie opornosci komérek neoplastycznych moze byé kluczowe dla
powodzenia tej terapii. Doktorantka do swoich badan wybrata modele komérkowe. Ustalone linie
wyprowadzone z komérek nowotworowych s dobrze scharakteryzowanym i uznanym, cho¢

uproszczonym modelem badan nad procesami zachodzacymi w guzach nowotworowych

Cele pracy zostaly przedstawione w trzech podpunktach. Po pierwsze, Autorka podjeta
udang prébe wyprowadzenia dwéch linii komérkowych, ptaskonabtonkowego raka sromu,
opornych na PDT z linii macierzystych. Drugim celem byta wielkoskalowa analiza proteomiczna i
poréwnanie profili komérek opornych i wrazliwych. Wyniki tych analiz pozwolity na wytypowanie
celéow molekularnych do dalszych szczegétowych analiz poréwnawczych. Trzecim, ambitnym
wyzwaniem badawczym okazato sie podjecie préby uwrazliwienia komérek opornych poprzez

zastosowanie inhibitora jednego ze szlakéw naprawy DNA.

Rozprawa doktorska pod wzgledem edytorskim przygotowana jest bardzo starannie.
Doktorantka postuguje sig jasnym, poprawnym jezykiem naukowym. Uktad rozprawy jest typowy
dla prac promocyjnych. Jest to obszerny klasyczny manuskrypt sktadajacy sie ze 160 stron.
Rozprawa podzielona zostata na pie¢ rozdziatéw, z ktérych kazdy stanowi mniejszg catos$¢. Tekst
opatrzony jest gruntownie dopracowanym, autorskim materiatem ilustracyjnym. Ryciny
przygotowane s rowniez bardzo starannie, z duig doza estetyki i wszystkie sg zrobione w
podobnej konwencji, co umozliwia tatwe zorientowanie sie w wynikach i zwieksza ich czytelnosé.
Wyniki zostaty poprawnie opracowane od strony statystycznej. Wstep poprzedzony jest bardzo
drobiazgowym, starannie przygotowanym i konsekwentnym wykazem stosowanych skrétéw.
Nastepnie, Autorka w dos¢ zwiezty sposéb informuje o aktualnym stanie wiedzy w omawianej

dziedzinie. Na osiemnastu stronach Wstepu opisany jest mechanizm dziatania terapii



fotodynamicznej, ze szczegélnym uwzglednieniem udziatu kwasu 5-aminolewulinowego jako
fotouczulacza. W dalszej kolejnosci oméwione zostaty typy $mierci komérkowej indukowane PDT
oraz destrukcyjny wptyw PDT na DNA i guzy nowotworowe. Wstep koriczy przedstawienie zmian
towarzyszacych nabyciu opornosci na PDT. Wydaje mi sig, ze opisy wymienionych proceséw s3
zbyt lakonicznie i budzg pewien niedosyt. Rozprawa zyskataby na bardziej szczegétowych opisach.
Brakuje mi tez oméwienia zastosowar PDT w aktualnej terapii przeciwnowotworowej. Czy terapia
fotodynamiczna jest obecnie stosowana w Polsce, np. w Centrum Onkologii w Warszawie? Cze$¢
doswiadczalna jest przygotowana rzetelnie i w uporzadkowany sposéb. Opisy warunkéw
eksperymentalnych sg dokfadne i wystarczajagco szczegétowe, by méc zostaé powtdrzone w
niezaleznych eksperymentach przez innych badaczy. Warto$¢ zaprezentowanych nowych metod w
pracy jest duza i oceniam jg bardzo wysoko. Wyniki zostaty przedstawione na 41 stronach i
prezentujg cykl bardzo starannie zaplanowanych doswiadczen. Najpierw Pani Beata Mossakowska
przedstawita dokumentacje wyprowadzenia linii opornych na PDT z komérek macierzystych.
Nastepnie zaprezentowata wyniki analiz proteomicznych réznicujgcych komérki oporne i wrazliwe.
Wykazata liczne zmiany w profilach biatkowych towarzyszace pojawianiu sie opornosci w liniach
komérkowych A-431 i CAL-39. Zmiany te obejmowaty, w zaleznosci od linii, biatka cytoszkieletu,
szlakéw sygnatowych, naprawy DNA, ochrony przed stresem oksydacyjnym, proteasomu,
homeostazy wapnia i transportu komodrkowego oraz metabolizmu oddechowego. Kolejnym
etapem byly szczegétowe analizy komérkowe i molekularne. Opracowanie wynikéw nie budzi
zastrzezen, sg one przekonujace i prawidtowo zinterpretowane. Wszystkie opisy pod rycinami w
petni pozwalajg zorientowac sig, co dany wykres/zdjecie zawiera. Przeprowadzona w rozprawie
obszerna dyskusja wynikéw, mieszczaca si¢ na 20 stronach, dokonana na podstawie licznych
danych literatury przedmiotu (203 pozycje), pozwolita Doktorantce na rzeczowg konfrontacje
wiasnych wynikéw z zastanym stanem wiedzy. Wykazata sie ona duzg wiedza i skrupulatnoscia,
oraz konsekwencja w odnoszeniu si¢ do danych obecnych w literaturze. Podsumowanie koriczace
pracg zawiera najwazniejsze refleksje ptynace z ocenianej tu rozprawy doktorskiej, a Wnioski
zebrane sg w zwiezte punkty, co pozwala czytelnikowi w jasny sposéb oceni¢ zawarto$é catosci.
Rozprawe uzupetnia materiat dodatkowy w formie zatacznika zawierajgcego tabele prezentujace
wyniki analiz proteomicznych. Nalezy podkredli¢, ze Doktorantka bardzo dobrze porusza sie w
badanym temacie i niewatpliwie posiada duzg wiedze w tym zakresie, jak i operuje nig w sposdb
swobodny. Zaplanowane doswiadczenia byty pracochtonne, ale ich analiza wymagata réwnie
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duzego wysitku. Mimo ze nie wszystkie wyniki pokazujg spektakularne réznice, to przedstawiona
praca jest przyktadem solidnego i rzetelnego podejscia do zagadnienia. Podczas czytania rozprawy
nasungto mi sig pare pytan, ktére, mam nadzieje, przyczynia sie do ciekawej dyskusji podczas

obrony.

1. Nie podano informacji na temat zrodta/zrédet pochodzenia linii komérkowych
ptaskonabtonkowego raka sromu (A-431 i CAL-39), nowotworu piersi (MCF10A),
embrionalnej nerki (HEK293T) oraz fibroblastéw (K21). Jest tylko informacja, ze linie te
uzyskano z Zaktadu Biologii Molekularnej Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN oraz ze
zbioréw Zaktadu Onkologii Molekularnej i Translacyjnej Narodowego Instytutu Onkologii.
Brak jest tez informacji, czy linie te byly testowane w celu wykluczenia zakazenia
mykoplazma. '

2. Str. 41: Nie bardzo rozumiem, co oznacza sformutowanie: ,Komoérki, ktére przezyly,
hodowano w pozywce hodowlanej, az wyzdrowiaty...”?

3. Nie wykonano weryfikacji danych uzyskanych z analiz proteomicznych metoda ilosciowego
PCR i/lub Western btot. Wyniki potwierdzono tylko metoda immunocytochemiczng, ktéra
jest jednak mniej doktadna. Wydaje mi sie, ze takie analizy dla wybranych danych
nalezatoby przeprowadzi¢ przed préba publikacji wynikéw opisanych w rozprawie.

4. Str. 73-74, rozdziat 4.8: Autorka donosi tu o sprawdzaniu zdolnodci antyoksydacyjnej
komérek opornych i wrazliwych przed i po PDT, jednak prezentuje doswiadczenia
oceniajace wytacznie poziom stresu oksydacyjnego, Co nie jest tozsame ze zdolnoéciami
antyoksydacyjnymi. Wyiszy poziom stresu w komérce moze oczywiscie wskazywac na
obnizenie aktywnosci (pojemnosci) antyoksydacyjnej komérek, ale tego nie dowodzi. Inng
przyczyng moze by¢ zwigkszony poziom wytwarzania reaktywnych form tlenu. Oba te
czynniki przyczyniajg sie do zwiekszonego poziomu stresu oksydacyjnego. Dobrze bytoby
zatem przedstawi¢ réwniez wyniki doswiadczen oceniajacych aktywnogé gtéwnych
enzymow antyoksydacyjnych, takich jak np. dysmutazy ponadtlenkowej, peroksydazy
glutationowej i S-transferazy glutationowej. Chciatabym sie dowiedzie¢ czy byty mierzone
poziomy tych enzyméw, czy tez byt wykonany jaki$ inny test oceniajacy bezposrednio
pojemnos¢ antyoksydacyjng komoérek?

5. Str. 86, rys. 1: powinien by¢ oznaczony jako rys. 36.



6. Str. 89, rys. 39: Dlaczego w przypadku komérek K21, HEK293T i MCF10A nie zastosowano
wyzszych stezen inhibitora endonukleazy APE1, ARO3, tak jak w przypadku komérek A-431
(rys. 38)?

7. Czy przeprowadzono doswiadczenia sprawdzajace, czy naprawa DNA jest hamowana w

komdrkach traktowanych inhibitorem AR03?

Wymienione powyzej uwagi krytyczne nie majg wptywu na ocene wartoéci merytorycznej
pracy; oceniam bardzo wysoko. Bioragc pod uwage zainteresowanie PDT w leczeniu
nowotworéw oraz potrzebe podejs¢ terapeutycznych, ktére mogg doprowadzi¢ do
przezwycigzenia opornosci, uwazam wybor problemu badawczego za w petni uzasadniony,
a wyniki uzyskane przez Doktorantke za oryginalne i przynoszace znaczace ustalenia w
zakresie opisu mechanizméw komoérkowych posredniczacych w opornoéci na PDT.
Uzyskane wyniki moga przyczyni¢ sie do wyznaczenia nowych, potencjalnych celéw
terapeutycznych. Nalezy podkresli¢, ze interpretacja wynikdw jest rzeczowa, pozbawiona
nadinterpretacji, co wskazuje na krytyczne podejécie do otrzymanych danych oraz
dojrzato$¢ naukowa Doktorantki. Biorac to pod uwage, stwierdzam, iz przedstawiona do
oceny rozprawa w petni spetnia 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). Zwracam sig¢ zatem do Rady Naukowej Narodowego
Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie — Parfistwowego Instytutu Badawczego
w Warszawie o jej przyjecie i dopuszczenie pani mgr Beaty Mossakowskiej do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.
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