Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Kozinskiej, pt.
“Fotoreaktywno$é i efektywnosé¢ fotodynamiczna nowej generacji

fotosensybilizatoréw w uktadach modelowych i komérkowych”

Rozprawa doktorska pt. “Fotoreaktywnosé i efektywnos¢ fotodynamiczna
nowej generacji fotosensybilizatorow w ukfadach modelowych i komoérkowych”
zostata przygotowana przez mgr Anng Kozinska pod kierunkiem Profesorow
Wojciecha Gawlika z Zaktadu Fotoniki Wydziatu Fizyki, Astronomii i Informatyki
Stosowanej i Tadeusza Sarny z Zakfadu Biofizyki Wydziatu Biochemii, Biofizyki i
Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Celem pracy jest zbadanie w uktadach
modelowych in vitro mechanizméw oraz ogolnej efektywnosci reakcji
fotodynamicznych z udziatem fotouczulaczy nowszej generacji nalezacych do dwoch
grup zwigzkéw: funkcjonalizowanych pochodnych fulerenu i modyfikowanych
powierzchniowo tlenkéw tytanu. Taka charakterystyka akcji fotodynamiczne] z
udzialem wspomnianych fotouczulaczy jest istotna z punktu widzenia mozliwosci
zastosowan klinicznych nowej generacji fotouczulaczy. Dla zrealizowania ogéinego
celu pracy, doktorantka prawidtowo sformutowata kilka celow szczego6lowych. W
szczegolnosci podjeta sie: (1) wyznaczenia wydajnosci kwantowej generowania
tlenu singletowego przez wybrane fulereny i modyfikowane ditlenki tytanu; (2)
zbadania uczulanego fotoutleniania wybranych substratéw biologicznych, oraz (3)
charakteryzacji wolnych rodnikéw generowanych przez fotowzbudzone fulereny i
ditlenki tytanu. Rozprawa przedstawiona na 183 stronach w czesci zasadniczej oraz
8 stronach dodatku, ma klasyczny uktad. Rozpoczyna jg wstep, bedacy obszernym
przegladem literatury zwigzanej z przedmiotem badan. Przedstawia on w sposob
wyczerpujacy aktualny stan wiedzy o zagadnieniach bedacych przedmiotem
rozprawy. Uwagi recenzenta nie zmieniajg 0golnego dobrego wrazenia

wyniesionego z lektury tego rozdziatu. | tak:

Pewne zastrzezenia budzi uzywanie anglicyzméw w rodzaju “fotosensybilizator”,
“fotosensybilizacja” itp. podczas gdy istniejg powszechnie uzywane polskie

odpowiedniki: fotouczulacz, fotouczulanie itp.

Str. 14, w. 7 od g.: W zaleznej od ALA terapii fotodynamicznej aktywny fotouczulacz
PplX istotnie syntetyzowany jest w mitochondriach. Ma on jednak zdolnos¢ dyfuzji

do inch obszaréw komérkowych. Zatem wybiorcze uszkodzenie mitochondridw silnie



zaleze¢ bedzie od okna czasowego wybranego dla naswietlania od momentu
wprowadzenia ALA. Dla diuzszych czaséw inkubacji PpIX wykrywa sig nie tylko w

mitochondriach ale i w innych obszarach komorki.

Str. 27, w. 11 od g.: Kiedy rozwazamy peroksydacje lipdow btonowych, termin
“nadtlenki kwasdw tluszczowych” jest niepoprawny jako, ze a) w bfonie komorkowej
takowe nie wystepuja i b) kwasy tluszczowe formalnie nie nalezg do grupy zwigzkow

okreslanych mianem lipidow.

Na kolejnych trzech stronach autorka rozprawy szczegotowo formutuje cele stawiane
sobie w opisanych dalej badaniach. Ich sformutowanie nie budzi zastrzezen poza
btednym okresleniem (str. 46 w.6 od d.) “fotosensybilizowanego utleniania”, ktore w

istocie dotyczy “uczulanego fotoutleniania”.

Kolejny rozdziat “Materiat i Metody” nie budzi wigkszych zastrzezen poza drobnymi

-----

niescistéciami:
Str. 59, w. 11 od d.: niezrbwnowazone rownanie reakcji

Str. 60, w 1 od g.: sformutowanie “czystego eppendorfa” jest kolokwializmem, ktory

w istocie powinien brzmie¢ “czystej probdwki eppendorfa”

Str. 61 w. 11 od g.. Uzyskanego w ten spos6b materiatu nie mozna nazwac
“rozpuszczonymi komérkami” a jedynie w najlepszym przypadku “solubilizowanym

materiatem komorkowym”.

W kolejnym, obszernym rozdziale (70 stron) autorka przedstawia w wyczerpujacy
sposéb wyniki i czgsciowg analize przeprowadzonych eksperymentow. Generalnie
biorac do$wiadczenia przeprowadzono prawidiowo, zwracajac szczegoblng uwage na
prawidtowy i wyczerpujacy dobér eksperymentéw kontrolnych. Recenzent ma jednak

kilka uwag szczegotowych:

. Na rys. 22D wyraznie przedstawiono zaleznos¢ intensywnosci sygnatu adduktu
spinowego od dawki swiatta, w czesci A i B tegoz rysunku nie zaznaczono jednak

dla jakiej dawki $wiatta uzyskano przedstawione tam sygnaty



2. Dlaczego nie zaobserwowano adduktu DMPO-OH skoro postuluje Pani wtdrng
reakcje redukcji H.O2 z wytworzeniem rodnika hydroksylowgo (na co zdajg sig
wskazywaé wyniki z salicylanem)

3. Drobna niescistos¢ w opisie rysunku 31 — zamiast “2 mM His oraz 2 mM NADH"
powinno byé “2mM HIS lub 2 mM NADPH" jako, ze zwiazki te stosowano rozdzielnie

4. Rys. 48 i 50: szybko$¢ akumulacji LOOH (~0.35 uM/sec) znaczaco przewyzsza
szybko$¢ zaniku tlenu (~20 uM/sec). W rzeczywistosci nie jest to mozliwe.

5. Str. 103 w. 8 od d.: nie sprecyzowano ile wprowadzano kwasu linolenowego. Nie ma
tej wiadomosci réwniez w rozdziale Materiaty i Metody.

6. Rys.51-53, str. 105-108: przedstawione wyniki bytyby bardziej przekonywujace
gdyby uzytu katalitycznych stezen FeHQ. Uzyte stezenie (25 uM) jest
stechiometryczne w stosunku do wygenerowanych wodoronadtlenkéw cholesterolu
(Fig. 52B). Ponadto w analizie wynikéw catkowicie pominieto napgdzang
wodoronadtlenkami fosfolipidéw wolnorodnikowa, wtérng peroksydacje cholesterolu.
Pominieto réwniez istotng dla wyzszych stezen 5a-O0H jego izomeryzacje do 7a-
OOH (szczegdlnie w srodowisku apolarnym).

7. Str. 110, w. 1 od d.: okre$lenie “podczas rozdziatu na detektorze elektrochemicznym
HPLC” jest nieprecyzyjnym i wprowadzajacym w btad zargonem. Rozdziat zachodzit
na kolumnie HPLC a detekcja z wykozystaniem detektora elektrochemicznego

8. Nie jest jasne na ile przedstawiony na rys. 55 efekt ochronny inkubacji komorek z
DOPA jest wynikiem dziatania nowopowstatego pigmentu a na ile wprowadzeniem
100 uM zmiatacza ROS (L-DOPA)

9. Str. 118-119: wnioskowanie o mechanizmie reakcji na podstawie punktowego
pomiaru wydajnosci generowania poszczegdlnych ChOOH jest zawodne ze wzgledu
na wydajng izomeryzacje 5a- do 7a- oraz ze wzgledu na nieunikniong wtérng
peroksydacje lipidow (w tym zalezng od PL-OOH wtorng peoksydacje Ch). Aby
uzyskaé bardziej precyzyjne dane nalezato by przeprowadzi¢ analizg kinetyczng
akumulacji poszczegolnych ChOOH ze zwréceniem uwagi na pierwotne produkty
pojawiajace sie we wczesnych etapach peroksydaciji

10.Jak  wyttumaczy¢ ~20 % spadek przezywalnosci  komorek B16F10
przetrzymywanych w ciemnosci przez 24 h (Rys. 67 B,D)

11.W Materiatach i Metodach znajduje sie podrozdziat 3.14.2 Ocena apoptotycznej |
nekrotycznej $miercikomorek. W wynikach nie znajduje jednak $ladéw jej

zastosowania.



W dyskusji doktorantka z wnikliwoscig analizuje uzyskane wyniki
eksperymentalne odnoszac je do wynikéw literaturowych. Szczegdlnie cenne sg
krétkie i zwiezte podsumowania pod koniec kazdej z sekgji rozdziatu Dyskusja. Kilka

ponizszych uwag w zupetnosci nie umniejsza pozytywnej oceny tej czgsci rozprawy:

Str. 1451. 13 od g. efekty His i azydku ilustrujg rysunki 31-33 i nie sg one stabe, jak
stwierdzono w dyskusji, ale catkowicie ich brak, jak ilustrujg rys. 31B, 32B i 33

Str. 151 I. 15 od d.: Stwierdzenie: “Mozna oczekiwaé, ze warunki w ktdrych
generowane sg stosunkowo dtugo zyjace rodniki takie jak: rodnik azydkowy, rodnik
rodankowy, oraz rodnik siarczynowy, beda przyczynia¢ sig¢ do zwigkszenia
efektywnosci terapii fotodynamiczne]” moze mylnie sugerowaé, ze wymienione

rodniki generowane sa i majg znaczenie w uktadach in vivo

Str. 152 Warunki, w ktorych babelkuje sie 1 mM roztwdr nadtlenku wodoru argonem,

trudno nazwaé anaerobowymi

Reasumujac, pomimo przedstawionych krytycznych uwag, moja ogoélna ocena
pracy jest bardzo dobra. Doktorantka zgromadzita imponujacy eksperymentalny
materiat dowodowy dla uzasadnienia przedstawionych wnioskéw. Wnosze zatem do
wysokiej Rady Wydziatu Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej o dopuszczenie

Pani mgr Anny Kozinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Krakow, 20.111.2016
Prof. dr hab. Witold Korytowski

UL



