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Recenzja pracy doktorskiej mgr biologii Marty WozZniak
pt.” Ocena poziomu ekspresji wybranych biatek w komérkach nowotworowych przed i po

zastosowaniu reakcji fotodynamicznej z uzyciem kwasu 5-aminolewulinowego”.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr biologii Marty Wozniak zostala
wykonana w Katedrze i Zakladzie Patomorfologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw
Slaskich we Wroclawiu, pod opiekg promotora Prof. dr hab. n med. Piotra Ziétkowskiego.

Tematem pracy doktorskiej byla ocena poziomu ekspresji wybranych biatek w
komoérkach nowotworowych przed i po zastosowaniu reakcji fotodynamicznej z uzyciem
kwasu 5-aminolewulinowego. Jest to praca eksperymentalna przeprowadzona w warunkach
in vitro. Doswiadczeniae wykonano na komorkach gruczolakoraka jelita grubego linii SW620
oraz raka piersi MCF-7.

1/ Ocena merytoryczna
Rozprawa doktorska lek. med. Marty Wozniak ma forme spdjnego tematycznie zbioru trzech
artykutdw:

1/ Hotowy K, Wozniak M, Du$ K, Czapinska E, Osiecka B, Krzystek-Korpacka M,
Bronowicz A, Wisniewski J, Gamian A, Terlecki G, Ziétkowski P. Immunocytochemical
studies on the nuclear ubiquitous casein and cyclin-dependent kinases substrate following 5-
aminolevulinicacid-mediated photodynamic therapy on MCF-7 cells. Photodiagnosis
Photodyn Ther. 2013 Dec;10(4):518-25. doi: 10.1016/j.pdpdt.2013.03.009. Epub 2013 Apr
18. PMID: 24284105

2/ Wozniak M, Hotowy K, Czapifiska E, Dus-Szachniewicz K, Szczuka I, Gamian E,
Gamian A, Terlecki G, Zidtkowski P. Early induction of stress-associated Src activator/Homo
sapiens chromosome 9 open reading frame 10 protein following photodynamic therapy.
Photodiagnosis Photodyn Ther. 2014 Mar;11(1):27-33. doi: 10.1016/j.pdpdt.2013.11.002.
Epub 2013 Nov 23. PMID: 24280438



3/ Wozniak M, Dus-Szachniewicz K, Ziotkowski P. Insulin-Like Growth Factor-2 Is
Induced Following 5-Aminolevulinic Acid-Mediated Photodynamic Therapy in SW620
Human Colon Cancer Cell Line. Int J Mol Sci. 2015 Oct 2;16(10):23615-29. doi:
10.3390/ijms161023615.PMID: 26445041

W dwoch pracach doktorantka jest pierwszym autorem, w jednej drugim. Laczny
impact factor wynosi 7.4, a MNiSW: 75punktéw.

Rozprawa doktorska mgr Marty Wozniak liczy 68 stron i podzielona zostata na
rozdzialy: Wykaz publikacji stanowigcych rozprawe doktorska, Streszczenie, Wprowadzenie,
Cel projektu badawczego, Publikacje, Podsumowanie i wnioski, Zalaczniki, w tym dorobek
naukowy, opinia komisji bioetycznej, oswiadczenia o wspétautorstwie. Cato$é napisana jest w
przejrzysty i zrozumiaty sposéb, a jednoczesnie poruszajacy niezbedne zagadnienia zwiazane
z tematem pracy. Dorobek naukowy doktorantki liczy 10 prac oryginalnych o lacznym IF
22,697, 1 pracg pogladows, 1 monografie oraz 26 doniesien zjazdowych. Praca doktorska
nadzorowana byfa przez Prof. dr hab. Piotra Zittkowskiego, ktory w swojej dotychczasowej
bogatej pracy naukowej rowniez badal wplyw PDT na komorki nowotworowe w

doswiadczeniach przeprowadzonych w warunkach in vitro.

a/ Trafno$¢ podjetej problematyki badawczej i jej oryginalnos§é

Za trafnoscig podjetej problematyki badawczej i oryginalno$cig przedstawionej do
recenzji pracy doktorskiej przemawia podjecie tematu poszukiwania nowych biatek-
biomarkerdw i ich roli w procesie nowotworowym, w tym podczas terapii fotodynamiczne;j,
ktora uwazana jest za nowatorska, skuteczng i najmniej inwazyjna wsréd metod walki
z rakiem. Stanowi ona element terapii spersonalizowanej, ktéra jest najnowsza forma
leczenia onkologicznego. Istotg medycyny spersonalizowanej jest dobér optymalnych form
terapii do konkretnych grup pacjentow, postugujac sie tzw. czynnikami predykcyjnymi
I wykorzystujac znajomos¢ biomarkerow decydujacych o procesie progresji raka, pozwala
dobra¢ i przewidywaé, czy okre$lona terapia okaze si¢ skuteczna u danego pacjenta.
Medycyna spersonalizowana opiera si¢ na $cistej wspélpracy miedzy diagnostami
a klinicystami. O oryginalnosci przeprowadzonych przez Doktorantke eksperymentéw,
polegajgcych na badaniu biomarkeréw nowotworowych, $wiadczy fakt, iz oznaczenia te
wpisujg si¢ w opisang powyzej medycyne spersonalizowang, zwang precyzyjna, stanowigcg
nowoczesny kierunek wspétczesnej onkologii.

We wprowadzeniu Autorka w zwiezty i jasny sposob przedstawia uzasadnienie

wyboru 1 istotno$¢ problemu poruszanego w pracy. Swiatowe analizy statystyczne



potwierdzajg duzg smiertelnos¢ wywotang chorobami nowotworowymi, ktorej przyczynami
sg zarowno czynniki srodowiskowe, lecz takze niewlasciwe postgpowanie profilaktyczne,
diagnostyczne i terapeutyczne. Dotychczas powszechnie stosowane metody leczenia
przeciwnowotworowego, takie jak leczenie chirurgiczne, radio- czy chemioterapia, niosg za
sobg duze ryzyko dziatan niepozadanych, co przyczynia sie czgsto do niepowodzenia terapii.
W zwigzku ze stale rosngcym odsetkiem umieralnosci na nowotwory, poszukiwane sa nowe,
skuteczne metody terapeutyczne, obarczone jak najmniejszym ryzykiem dzialan
niepozadanych. Problematyka leczenia raka byta i jest trafna i szczegllnie wazna w praktyce
klinicznej.

Jedng z takich metod, coraz czesciej wykorzystywana w onkologii jest terapia
fotodynamiczna (PDT). Autorka opisuje role i mechanizmy dziatania terapii fotodynamiczne;j,
ktora jest skutecznie stosowana w praktyce klinicznej juz od ponad trzydziestu lat. W
kolejnym akapicie Wprowadzenia Doktorantka przedstawia gldwny cel badan, prowadzonych
w ramach niniejszej rozprawy, ktérym byta charakterystyka zmian ekspresji wybranych biatek
w komorkach nowotworowych gruczolaka jelita grubego SW620 oraz komérkach nowotworu
piersi- linii MCF-7. Autorka podkresla role analizy mechanizméw biologicznych komodrek w
odpowiedzi na stres oksydacyjny spowodowany terapig fotodynamiczng, ktora wydaje sie by¢
kluczowa dla mozliwosci skuteczniejszego oddzialywania na te nowotwory odpowiednimi
metodami terapeutycznymi. Dalej Doktorantka opisuje kwas
S-aminolewulinowy (ALA), ktéry jest uznanym w $wiecie skladnikiem terapii
fotodynamicznej, zwigzkiem endogennym, prekursorem wiasciwego fotouczulacza,
Protoporfiryny IX.

W pierwszym artykule: "Immunocytochemical studies on the nuclear ubiquitous
casein and cyclin-dependent kinases substrate following 5-aminolevulinicacid-mediated
photodynamic therapy on MCF-7 cells”, autorka badala wplyw reakcji fotodynamicznej na
biatko  NUCKS (Nuclear ubiquitous casein and cyclin-dependent kinases substrate),
zawiadujgce, o czym $wiadcza doniesienia literaturowe, wzrostem guza 1 powstawaniem
przerzutow Warto nadmienié, ze biatko to znalazto si¢ na migdzynarodowe;j liscie Biomarker
Profiles Corporation.

Przedmiotem eksperymentu byly komérki raka piersi linii MCF-7, pozyskane z Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN z Wroclawia.

Hodowla komorek byta prowadzona w sposéb standardowy. Nastepnie komorki poddano
dziataniu kwasu S5-aminolewulinowego 6,5mM (na nosnik liposomowym), w dalszej

kolejnosci naswietlano z zastosowaniem lampy halogenowej (Penta Lamps, Teclas,



Szwajcaria) $wiattem o dlugosci fali 630+ 20nm z filtrem do calkowitej dawki $wiatla
10J/em® i natezeniu $wiatta (gestosci mocy) 60mW/cm? . Doktorantka badala zywotnosé
komorek raka testem MTT (redukcji soli tetrazolowej do nierozpuszczalnego formazanu),
powszechnie uznanym do tego typu pomiaru. Ekspresje biatka w komérkach raka piersi

MCEF-7 badano metoda Western blot. Rozdziatu elektroforetycznego autorka dokonata z

uzyciem techniki SDS-PAGE (ang. SDS poliacrylamide gel electrophoresis), ktéra pozwala

w pelni uniezaleznié¢ proces rozdzielania bialek od ich ksztattu i tadunku elektrycznego.
W kolejnym etapie pracy doktorantka wykorzystala metode immunocytochemii (IHC) dla
zobrazowania ekspresji bialek NUCKS, Bcl-2 oraz Bax, ktéra pozwala na wykrycie oraz
lokalizacjg¢ sktadnikéw komérek i tkanek, wykorzystujac zasad¢ powinowactwa antygenu i
przeciwciata i uwidocznienie tego zjawiska w preparatach mikroskopowych. Doktorantka
uzyskata mikrofotografie przy uzyciu Mikroskopu Olympus BX-51 wyposazonego w kamere
cyfrowg. Analiza statystyczna zostala dokonana przez Autorke przy uzyciu programu
Microsoft Excel. Mgr Marta Wozniak odnotowata w 7 godzinie od nagwietlania nie tylko
najwyzsza ekspresj¢ powyzszego bialka, ale takze zmiane jego lokalizacji z jadrowej na
Jadrowo-cytoplazmatyczng. Nastepnie w 18 i 24 godzinie od naswietlania nastapit spadek
intensywnosci reakcji immunoenzymatycznej badanego biatka. Autorka nie odnotowata
natomiast ekspresji biatka Bcl-2 po 5-Ala oraz ALA-PDT, podczas gdy ekspresja biatka Bax
zostala odnotowana bezposrednio po ALA PDT a nastepnic w 24godzinie po reakcji
totodynamicznej z ALA.

W Dyskusji Autorka zwrécita uwage na fakt, iz terapia fotodynamiczna jest uznawana za
czynnik aktywujgcy stres oksydacyjny z wezesng odpowiedzia genéw i bialek, co wplywa na
proliferacj¢ komérek oraz aktywacje przezycia komérek poprzez rézne szlaki przekaznictwa
komoérkowego. Doktorantka w pracy potwierdzita indukcje biatek NUCKS i Bax (czynnik
proapoptyczny), redukcje biatka Bel-2 (czynnik antyapoptyczny), co przemawia za ekspresja
powyzszych biatek w komorkach raka na skutek stresu oksydacyjnego oraz udziat biatka
NUCKS w antyapoptycznej odpowiedzi komérkowej na stres oksydacyjny wywotany reakcjg
fotodynamiczna juz w kilka godzin od naswietlania. Ponadto Doktorantka wykazata, iz biatko
to nie tylko utrzymuje aktywnos¢ transkrypeyjna niektérych gendw, ale jego relokacja moze

chroni¢ komorki przed mechanizmem programowanej $mierci komérki.



Pismiennictwo podane przez Autorke jest dobrze dobrane, bogate (45 pozycji) i obejmuje w

wigkszosci prace publikowane po 2010r.

W kolejnej pracy: “Early induction of stress-associated Src activator/Homo sapiens
chromosome 9 open reading frame 10 protein following photodynamic therapy”,
Autorka pioniersko analizuje wplyw stresu oksydacyjnego na aktywno$¢ kinazy tyrozynowej
nalezacej do rodziny c-Src kinaz wraz z bialkiem Ossa (Oxidative stress-associated Src
activator, Homo sapiens chromosome 9 open reading frame 10 protein- C9orf10), chronigcym
komorki nowotworowe przed apoptoza i bedgcym potencjalnym celem w terapii raka.
Przedmiotem badan byly rowniez ludzkie komorki raka piersi linii MCF-7. Hodowla komoérek
byta prowadzona w sposob standardowy. Nastepnie komoérki poddano 4-godzinnej inkubacji z
kwasem 5-aminolewulinowym, w dalszej kolejnosci naswietlano z zastosowaniem lampy
halogenowej o parametrach podanych wyze;j.

W tej pracy Doktorantka takze wykorzystala metode immunocytochemii (IHC), a
mikrofotografie uzyskata przy uzyciu Mikroskopu Olympus BX-51 wyposazonego w kamere
cyfrows.

W kolejnym etapie eksperymentu mgr Marta Wozniak wykorzystata metode Western blot do
detekeji pojedynczych biatek c-Src oraz Ossa w supernatancie komérkowym. W metodzie tej
biatka podlegajg rozdziatowi z zastosowaniem elektroforezy. Nastepnie zostaja uruchomione
na specjalnej membranie i barwione przeciwciatami. Bialka komoérkowe musza zostaé
uwolnione z komoérek. Do tego celu autorka zastosowala bufor do lizy (SDS, DTT, PMSF).
Stezenie biatka bylo mierzone spektrofotometrycznie (Nanodrop 2000, Thermo Fischer
Scientific, Inc). Rozdzial biatek nastapil po przeprowadzeniu elektroforezy w zelu
zawierajagcym SDS. Po zakonczeniu transferu biatek autorka stosowata bufor blokujacy:
PBS+0,1% Tween 20. W nastgpnym etapie doktorantka zastosowata inkubacje membrany z
pierwszorzgdowymi przeciwciatami (kréliczymi), skierowanymi swoiscie przeciwko biatkom
c-Src oraz Ossa w temperaturze 4°C. Przeciwciala te s3 zazwyczaj niewyznakowane
enzymem 1 Wwymagajg zastosowania przeciwcial drugorzedowych (wyznakowanych)
skierowanych przeciwko nim samym. W tym celu Doktorantka uzyla poliklonalnych
przeciwciat kozich skierowanych przeciwko przeciwciatlom pierwszorzedowym.

Wyniki zostaly opracowane z uzyciem aparatury Bio-Rad (Molecular Imager Gel Doc
TMXR+). Wyzej opisana metodyka jest powszechnie stosowana w tego typu oznaczeniach.
Autorka dokonala analizy statystycznej z uzyciem testu t Studenta (do poréwnania réznic

pomigdzy Srednimi grupy badanej i kontrolnej dla n=3) i programu Statistica.



Doktorantka w eksperymencie wykazala, iz zastosowanie reakcji fotodynamicznej z ALA
obniza ekspresje biatka c-Src w 7 godzinie po naswietlaniu, z nastgpowym wzrostem
ekspresji tej kinazy w 24 godzinie. Odwrotna zaleznos¢ zostata odnotowana dla biatka Ossa,
ktérego ekspresja w 7 godzinie po reakeji fotodynamicznej spadia.

Zdaniem autorki, popartym danymi literaturowymi, fluktuacje ekspresji powyzszych biatek
wskazuja, ze aktywacja biatka Ossa przez kinazy Src moze chroni¢ komoérki nowotworowe

przed apoptoza indukowang stresem oksydacyjnym spowodowanym reakcja fotodynamiczng.

Ostatnia praca Doktorantki, zamykajaca tryptyk dysertacji, pt. ,,Insulin-Like
Growth Factor-2 Is Induced Following 5-Aminolevulinic Acid-Mediated Photodynamic
Therapy in SW620 Human Colon Cancer Cell Line” analizuje dziatanie ALA PDT na
kolejny istotny czynnik decydujacy miedzy innymi o progresji komoérek raka, ktérym jest
insulinopodobny czynnik wzrostu 2 (IGF-2). Wybor tego biatka do eksperymentow
potwierdza nowatorski charakter doktoratu. Insulinopodobne czynniki wzrostu (IGF),
nalezace do rodziny polipeptydowych czynnikéw wzrostu, odgrywajg bowiem istotng rolg we
wzroscie komorek. Insulinopodobny czynnik wzrostu IGF-2, zwany Somatomedyng A,
dodatkowo stanowi istotny czynnik proliferacyjny i regulujacy metabolizm komorkowy.
Patomechanizm dziatania IGF w karcynogenezie jest ztozony. Peptyd ten oddzialuje na
wszystkie stadia cyklu komoérkowego. Aktywuje ekspresj¢ biatek serii erbB (receptoréw
komoérkowych dla czynnikéw wzrostu), uczestniczy w fosforylacji onkogenu c-Jun oraz w
fosforylacji inhibitora ontogenezy p53. Ponadto aktywuje kinazy serynowe, czynnik
transkrypcyjny Nf kappa, aktywujacy regiony promotorowe niektorych onkogenéw oraz
biatka grupy cyklin. W wielu czestych typach nowotworéw, w tym raku jelita grubego,
wystepuje zwiekszona ekspresja IGF-2 ktora odgrywa istotng role w neogenezie nowotworu.
Wydzielany IGF-2 przez komorki nowotworowe oddziatuje takze miejscowo w mechanizmie
auto- i parakrynnym, sprzyja procesowi karcynogenezy, proliferacji komoérek raka i ma
dzialanie antyapoptoczyne w stosunku do komoérek nowotworowych. W ostatnich latach
trwajg intensywne prace nad terapig genowa nowotworéw. Kaskady sygnatowe posredniczgce
w dziataniach IGF-2 stanowia cele nowych strategii terapeutycznych. Sugeruje si¢ na
przyklad, iz blokowanie dzialania IGF-IR z wykorzystaniem antysensownych nukleotydow
lub specyficznych przeciwciatl moze by¢ czynnikiem w terapii nowotworéw ztosliwych. W
zwiazku z powyzszym wybdr tego biatka jako przedmiotu badan w aspekcie oddziatywania
terapii fotodynamicznej, $wiadczy o wiasciwie postawionych hipotezach pracy przez

Doktorantke.



Celem tej pracy mgr Marty Wozniak byla ocena wptywu stresu oksydacyjnego
wywotlanego reakcjg fotodynamiczna z zastosowaniem kwasu 5-aminolewulinowego na
ekspresje biatek: IGF-2, receptora dla IGF-2 (IGF-2R), IGF2-BP-1 oraz bialka Bax.
Przedmiotem badan byty komorki raka jelita grubego linii SW620.

W pierwszym etapie eksperymentu Doktorantka oznaczylta zywotno$¢ komorek testem MTT,
z zastosowaniem 3mM 5-ALA i met- ALA wykazujac dla dawki $wiatta 4.5 J/em? spadek
zywotnosci komorek do 67% po zastosowaniu reakeji fotodynamicznej z ALA i do 59% z
Met-ALA. Dla tych parametroéw, stosujac techniki immunocytochemiczne, Autorka okreslita
ekspresje biatek: IGF-2, receptora dla IGF-2 (IGF -2R), IGF2-BP-1 oraz biatka Bax.

W kolejnym etapie eksperymentu mgr Marta Wozniak dokonala analizy technikg Western blot
lizatow komérek linii SW620, celem potwierdzenia ekspresji biatka IGF-2.

Nast¢gpnym krokiem Doktorantki bylo okreslenie apoptozy technikg TUNEL, ktéra jest
uznang metodg biologii molekularnej pozwalajacg na detekcje komorek apoptotycznych,
a oparta jest o detekcj¢ fragmentacji DNA. Stezenie IGF-2 mgr Marta Wozniak oznaczyta
testem ELISA, wykazujac znaczacy wazrost stezenia oznaczanego bialka po terapii
fotodynamicznej. Przedstawiona powyzej metodyka pracy byla jak najbardziej prawidtowa.
Analizg statystyczng doktorantka wykonata wykorzystujagc test ANOVA. Doktorantka w
przedstawionej do recenzji pracy wykazata, iz reakcja fotodynamiczna z zastosowaniem
kwasu 5-aminolewulinowego powoduje wyzsza immunoreaktywnos$¢ IGF-2, natomiast nie
zmienia ekspresji receptora IGF-2, ktéra zaréwno przed, jak i po naswietlaniu jest niska.
Doktorantka udowodnita, iz reakcja fotodynamiczna nie ma wplywu na biatko wigzace IGF-
2BP-1. Odnotowata istotng nadekspresj¢ biatka proapoptycznego Bax oraz wzrost liczby
komorek apoptycznych. W Dyskusji autorka odniosta si¢ do wczesniejszych swoich badan,
podkreslajac wptyw terapii fotodynamicznej na wydzielanie przez komoérki raka bialek,
bgdgcych biomarkerami diagnostycznymi, a jednoczesnie czynnikami wzrostu guza, takich
jak NUCKS, c-Src kinazy, Ossa. Wezesniejsze obserwacje mgr Marta Wozniak uzupehita i
poparta takze wynikami powyzsze] pracy, dotyczacymi kolejnego czynnika odgrywajacego
zasadniczg rol¢ w procesie wzrostu komorek raka i ich proliferacji, jakim jest IGF-2.
Odnotowany przez doktorantke wzrost ekspresji IGF-2 po ekspozycji na ALA PDT moze byé
czynnikiem limitujacym i ostabiajacym obserwowany i spodziewany efekt cytotoksyczny
terapil fotodynamicznej, jednak, co podkresla w dyskusji Doktorantka, konieczne jest
potwierdzenie obserwowanego efektu w kolejnych badaniach. Pi$miennictwo jest dobrze

dobrane i liczy 26 pozycji.



b/ ocena uzyskanych rezultatéw i ich znaczenie dla nauki i praktyki

W moim przekonaniu uzyskane rezultaty badawcze mgr Marty Wozniak sg dowodem
na Scisty wspétprace nauk podstawowych i swiadcza o mozliwosciach bezposredniego
przetozenia ich wynikéw na badania kliniczne, co w dalszym etapie pozwoli na bezpieczne
stosowanie terapii fotodynamicznej w leczeniu wybranych nowotworéw jako terapii
spersonalizowanej, a jednoczesnie kontrolowanej poprzez oznaczenia wybranych markerow
nowotworowych, w tym oznaczanych przez Autorke Doktoratu.

W Podsumowaniu i wnioskach autorka podkresla, iz wyniki jej doswiadczen stanowig
krok w kierunku lepszego zrozumienia mechanizméw zachodzagcych w komérkach na
poziomie biatek po zastosowaniu reakcji fotodynamicznej.

Do najwazniejszych osiggnie¢ przeprowadzonych badan Autorka zalicza:

1. Udziat biatkka NUCKS w antyapoptycznej odpowiedzi komérkowe] na stres
oksydacyjny wywotany reakcjg fotodynamiczna w 7 godzinie od naswietlenia;

2. Immunoreaktywno$¢ biatka Ossa w 7 godzinie od reakcji fotodynamicznej, co
koresponduje z najnizsza w tym czasie ekspresja kinazy ¢-Src, co moze $wiadczyé o ochronie
antyapoptycznej komoérek nowotworowych poddanych reakcji fotodynamicznej przez te
biatka;

3. Udowodniony wzrost IGF-2 pod wplywem reakcji fotodynamicznej w
komérkach gruczolakoraka bez zmian ekspresji receptora IGF-2 oraz biatka towarzyszacego
IGF-2BP-1, moze sugerowaé brak antyapoptycznej roli biatka IGF-2 w komérkach
nowotworowych 1 potwierdza¢ skutecznos$é reakcji fotodynamicznej 1 jej dziatania
cytotoksycznego na komérki nowotworowe.,

Przeprowadzone przez Doktorantke eksperymenty potwierdzaja  dzialanie
przeciwnowotworowe terapii fotodynamicznej, ktére musi jednak by¢ poparte oznaczeniami
biomarkerow, $wiadczacych o progresji raka, wydzielanych przez komorki, ktore przetrwaty
terapi¢, a poprzez wydzielane czynniki wzrostu moga decydowa¢ o progresji choroby. Idac
dalej w tych hipotezach, mozna zaryzykowaé stwierdzenie, ze oznaczanie powyzszych
biomarkerow i znajomos¢ oddzialywania terapii fotodynamicznej na ich wydzielanie przez
komorki raka, moze mieé¢ niezwykle istotne znaczenie w doborze wiasciwej formy terapii w
badaniach klinicznych. Znaczenie wynikéw powyzszych badan podstawowych oceniam
wysoko z punktu widzenia ich mozliwoéci przelozenia na badania kliniczne nowych strategii
lecenia onkologicznego, opartych na spersonalizowe;j terapii raka, a obejmujgcych metody

konwencjonalne, takie jak chirurgia, radioterapia i chemioterapia, ktére moga zostaé



uzupetnione nowoczesnymi metodami onkologicznymi, do ktorych zalicza si¢ terapig
fotodynamiczna i immunoterapie.

¢/ poprawnos$é formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna.

Poprawnos¢ jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna w przedstawionych do recenzji
pracach opublikowanych w czasopismach nie budzi zastrzezen. Doktorantka postuguje sie
poprawnym stownictwem, charakterystycznym dla prac naukowych, medyczny jezyk

angielski jest prawidtowy.

2) Ocena metodologiczna

a) dobdr literatury, umiejetnosci, wykorzystanie zrédel

Autorka przeprowadzita doglebne studia literaturowe, umiejetnie dobrata i
wykorzystata literaturg przedmiotu. Bibliografia jest aktualna, merytorycznie $ciéle zwiazana
z tematem dysertacji. Jednoczesnie autorka podaje autorow, gtownie obcojezycznych, z
uznanym wkladem naukowym w zakresie uprawianej dyscypliny, ktérych dorobek jest scisle
zwigzany z wybrang przez Doktorantke tematem dysertacji. Pragne jednak zwrécié uwage na
skromny udziat lub brak wybranych cytacji polskich autoréw z uznanym w Polsce wkladem
naukowym w diagnostyke i terapi¢ fotodynamiczng, zaréwno w badaniach podstawowych,
jak i klinicznych, w tym publikacji pochodzacych z Zakladu Immunologii, Centrum
Biostruktury Akademii Medycznej w Warszawie (jedna cytacja), Osrodka Diagnostyki i
Terapii Nowotworéw SUM w Bytomiu (brak cytacji), czy Katedry i Zaktadu Mikrobiologii i
Immunologii SUM w Zabrzu (brak cytacji). Ma to istotne znaczenie nie tylko dla wlasciwie
przeprowadzonej i bogatej dyskusji przedstawionych przez Autorke dysertacji, ale takze dla
podniesienia rangi polskich osrodkéw badawczych i klinicznych, wnoszacych istotny wktad

w wiedze i medycyng fotodynamiczna.

b/ Poprawnos$¢ formulowania probleméw i hipotez (zalozenia badawcze)

W czgsei ,,Cel projektu badawczego” Autorka poprawnie sformutowata zatozenia
badawcze, podkredlita znaczenie wyja$nienia mechanizméw komérkowych, w ktérych
uczestniczg  biatka, w kontek$cie przeciwdzialania procesowi nowotworowemu
I poszukiwaniu nowych form terapii, ktorych przykladem jest terapia fotodynamiczna.
Doktorantka w dysertacji postanowila:

1/ dokona¢ wyboru biatek istotnych w procesie nowotworzenia;

2/ dokona¢ analizy ich ekspresji po reakcji fotodynamicznej z zastosowaniem

prekursora fotouczulacza - kwasu 5-aminolewulinowego;



3. okresli¢ zwigzek przyczynowo-skutkowy zmian ekspresji bialek w kontekscie

zastosowanej reakcji fotodynamicznej i skutkdw stresu oksydacyjnego, ktéry PDT wywotyje.

¢) trafno$¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiej¢tnosci ich zastosowania

Doktorantka przedstawia w zalgczonych pracach doktadny opis calej procedury
badawcze] oraz oznaczen poszczegélnych czynnikéw. Przedstawiona -charakterystyka
wymienionych metod, doktadnie przeze mnie oceniona przy omawianiu poszczegélnych prac
Autorki, nie budzi zastrzezen. Mgr Marta Wozniak wybrata wlasciwe metody do oznaczania
biomarkeréw komorek raka, whasciwie zostaty dobrane linie komorek raka jelita grubego linii
SW620 oraz raka piersi MCF-7, ktére stanowig standardowy obiekt eksperymentalny, a
jednoczesnie dotyczg jednych z najczgsciej wystgpujgcych rakoéw: raka jelita grubego i raka
piersi.  Doktorantka poddawata komorki 4-godzinnej inkubacji z kwasem
S-aminolewulinowym, w dalszej kolejnosci naswietlala z zastosowaniem lampy halogenowe;
(Penta Lamps, Teclas, Szwajcaria) $wiattem o dtugosci fali 630+ 20nm z filtrem do calkowitej
dawki $wiatta 10J/cm® i o natezeniu $wiatla (gestosci mocy) 60mW/cm?. Na podstawie
wlasnych doswiadczen mogg potwierdzi¢, iz zarowno prekursor fotouczulacza, jak i
parametry reakcji fotodynamicznej, zostaty dobrze dobrane. Badania zywotnosci komérkowe;
testem MTT 1 apoptozy metoda TUNEL byly jak najbardziej metodycznie prawidlowo
wybrane 1 przeprowadzone. Do oznaczen badanych biatek Doktorantka wykorzystata metode
immunocytochemii (IHC), mikrofotografie uzyskata przy uzyciu Mikroskopu Olympus BX-
51 wyposazonego w kamere cyfrowg, a do detekcji pojedynczych biatek c-Src oraz Ossa
oraz, w kolejnej pracy, bialek: NUCKS, Bcl-2 oraz BAX w supernatancie komérkowym,
wykorzystata metod¢ Western blot, co takz opisatam i ocenitam powyzej. Stezenie biatka
IGF-2 Doktorantka oznaczyta metodg ELISA.
Autorka dokonata poprawnie analizy statystycznej z uzyciem testu t Studenta (do poréwnania
roznic pomigdzy Srednimi grupy badanej i kontrolnej dla n=3), programu Statistica i ANOVA.
Na pochwal¢ zasluguje przejrzysta prezentacja wynikow, zobrazowanie graficzne i doskonate
zdjgcia oraz ich jasny opis i komentarz,

d) poprawno$¢ ukladu pracy i struktury podzialu tresci
Uktad pracy i struktura podziatu tresci odpowiada standardom prac doktorskich pisanych w
uniwersytetach medycznych. Rozprawa doktorska moze mie¢ forme spojnego tematycznie
zbioru artykutéw opublikowanych lub przyjetych do druku w czasopismach naukowych, z ich
opisem w jezyku polskim i angielskim (art.13, ust. 2 i 6 ustawy), i takg forme¢ dysertacji
wybrata Doktorantka.



Uwagi:

1. Dorobek Autorki jest bardzo duzy. Metodyka prac i uzyskane wyniki $wiadczg nie
tylko o ogromnej wiedzy Doktorantki, lecz réwniez intuicji naukowej i
umieje¢tnosciach eksperymentatorskich. W aspekcie powyzszych
dokonanpostawione przez autorke cele, moim zdaniem, mogly zostaé
sformutowane $mielej, z mniejsza ostrozno$cig, wynikajaca najprawdopodobniej z
naukowej skromnosci doktorantki. Wart jest podkreslenia aspekt mozliwosci
przetozenia wynikéw powyzszych badan komodrkowych, podstawowych, na
badania kliniczne i, dzigki tym ,odkryciom”, udokumentowanie stusznosci
nowych strategii leczenia onkologicznego, opartych na terapii spersonalizowanej,
w ktorej zardbwno oznaczanie biomarkerow, tak picknie wykonane i opisane przez
Doktorantke, bedace potem punktem wyjscia do immunoterapii, jak i stosowanie
nowatorskiej terapii fotodynamicznej, stanowig zasadnicze jej sktadowe.

2. Warto takze zwréci¢ uwage i podkresli¢ fakt, ze niekorzystne dziatanie terapii
fotodynamicznej na wydzielanie wybranych biatek, poprzez wywolywany stresu
oksydacyjnego, ma takze swoje implikacje kliniczne- umozliwia bowiem
identyfikacj¢ wydzielanych czynnikow, poznanie ich mechanizméw dzialania, co
w przysziosci pozwoli na rozwéj nowych strategii terapeutycznych, np. dobér
okredlonej formy immunoterapii jako metody adiuwantowej do terapii
fotodynamicznej,

3. Autorka zgromadzita w pracach bogate pi$miennictwo, zgodne z tematem
dysertacji, cytujac liczacych si¢ w literaturze autorow, gidwnie obcojezycznych,
jednak mogloby ono zostaé uzupelnione poprzez bardziej liczne cytacje polskich

autoréw, majacych niewatpliwy doniosty wkiad w wiedze fotodynamiczna.

3) Wniosek koncowy (konkluzja)

Szczegbdtowa i wnikliwa ocena osiggnie¢ naukowo-badawczych mgr biologii Marty
Wozniak upowaznia mnie do wyrazenia wysoce pozytywnej opinii. Moja ocena dorobku
naukowego jak i cyklu prac tworzacych podstawy do uzyskania stopnia doktora medycyny
jest bardzo wysoka. Dojrzato$¢ naukowa Doktorantki poparta jest zdolnoscia do
analitycznego mysSlenia i trafnego wyciggania daleko idgcych wnioskéw. Rozprawa doktorska

udowadnia, ze mgr Marta Wozniak jest pracownikiem naukowym dojrzanym, w petni



zdolnym do realizowania samodzielnych, tworczych koncepcji naukowych zastrugujacych na
stopien naukowy doktora medycyny.

Jednoczesnie opiniowana dysertacja mgr Marty Wozniak spetlnia wszystkie wymogi
stawiane rozprawom doktorskim a okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. z 2003 1, nr 65 poz 595 z p6zZniejszymi zmianami) i na tej podstawie wnioskuje
o dopuszczenie mgr Marty Wozniak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczes$nie skladam wniosek o jej wyrdznienie, z uwagi na bogaty dorobek naukowy
doktorantki, wysoki poziom recenzowanej dysertacji, wysoka warto§¢ naukowsa i istotny
wklad uzyskanych wynikéw w rozwdj medycyny fotodynamicznej jak i mozliwo$¢ ich

praktycznego zastosowania w przysztosci w terapii pacjentéw onkologicznych.

Bytom, 27.06.2016 Aleksandra Kawczyk-Krupka
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