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Recenzja
pracy doktorskiej Pani mgr Justyny Maczynskiej pt. ,Reakcja
fotoimmunologiczna z zastosowaniem czasteczek Affibody w komodrkach

nowotworow HER2-dodatnich”

Recenzowana praca powstala w Katedrze Biochemii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego
im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu pod kierunkiem prof. dr hab. Jolanty Saczko oraz w Zespole
Przedklinicznego Obrazowania Molekularnego Instytutu Badan nad Rakiem w Londynie pod
kierunkiem dr hab. Gabrieli Kramer-Marek. Tematyka badan podjetych przez Doktorantke wigze
sie z jednym z istotniejszych watkéw podejmowanych w obu laboratoriach, a mianowicie z
biochemig i biofizyka nowotworéw. Choroby nowotworowe naleza do grupy choréb
cywilizacyjnych i wedtug WHO stanowia jedng z najczestszych przyczyn zgondw na Swiecie. Z
uwagi na ztozono$¢, heterogenno$¢, niestabilnos$¢ genetyczng, zmienno$¢ nowotworu w czasie oraz
konieczno$¢ personalizacji leczenia onkologicznego - poznanie patofizjologii oraz przyczyn
transformacji nowotworowej, a tym samym okreslenie czynnikow odpowiedzialnych za odpowiedz
guza na zastosowang terapie oraz jej skuteczno$¢ stanowi jedno z najwazniejszych zadan
wspotczesnej medycyny. Pomimo dynamicznego postepu w dziedzinie biologii nowotworéw oraz
rozwoju metod diagnostycznych i terapeutycznych, aktualnie stosowane schematy leczenia oparte
gtownie o chemioterapie, radioterapie oraz chirurgie to metody inwazyjne, niespecyficzne oraz
niestety nie zawsze skuteczne. Dodatkowo znacznym problemem klinicznym w przypadku leczenia
systemowego opartego na lekach cytotoksycznych i antyproliferacyjnych jest ciggle obserwowany
wzrost opornosSci wielolekowej (MDR). Obecny stan wiedzy na temat choréb nowotworowych
pozwala wnioskowa¢, Ze do osiggniecia catkowitego sukcesu terapeutycznego konieczne jest
zastosowanie innowacyjnych strategii dziatajacych wielokierunkowo, poprzez zréznicowane
mechanizmy biologiczne, ukierunkowane na zniszczenie nowotworu. Do takich rozwigzan naleza

omawiane w recenzowanej pracy doktorskiej terapia fotodynamiczna (PDT) oraz
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fotoimmunoterapia (PIT). Umiejetne wykorzystanie proceséw fotofizycznych oraz reakcji
fotochemicznych, jakim ulegajg fotosensybilizatory po ich wcze$niejszym wzbudzeniu
promieniowaniem z zakresu widzialnego lub bliskiej podczerwieni, daje mozliwo$¢ zaréwno
precyzyjnej diagnostyki jak i skutecznego leczenia nowotwordw. Wiasciwymi czynnikami
aktywnymi w PDT i PIT sg reaktywne formy tlenu (ROS), bedace zasadniczo produktami
fotoindukowanego przeniesienia elektronu lub/i przekazania energii ze wzbudzonego stanu
trypletowego czagsteczek fotosensybilizatora na tlen czasteczkowy. Mozliwos$¢ kontrolowanego
generowania ROS zalezy w duzym stopniu od witasciwosci chemicznych i fotochemicznych
zastosowanych fotosensybilizatorow. Wcigz prowadzone s3 intensywne poszukiwania nowych
zwigzkow lub bardziej ztozonych uktadéw absorbujacych promieniowanie z zakresu bliskiej
podczerwieni, charakteryzujacych sie zwiekszong selektywnos$cig wobec mikrosrodowiska guzéw,
efektywnos$cia w generowaniem zaréwno tlenu singletowego jak i wolnych rodnikéw tlenowych
(anionorodnilk ponadtlenkowy, rodniki hydroksylowe) oraz duza skutecznos$cia w terapii
fotodynamicznej, fotoimmunoterapii czy teranostyce. Praca doktorska mgr Justyny Maczynskiej
wpisuje sie w ten nurt poszukiwan i dotyczy waznego, interdyscyplinarnego, a tym samym
trudnego kierunku badan naukowych. Doktorantka miata okazje wykaza¢ sie niecodziennymi
umiejetno$ciami w tak roznorodnych zagadnieniach jak otrzymywanie i okreSlanie czystosci i
specyficznosci koniugatu fotosensybilizatora ftalocyjaninowego z czasteczkami affibody, badania
metodami biologii molekularnej (cytometria przeptywowa, western blot, elektroforeza zelowa,
ELISA), detekcja ROS in vitro oraz badania biodystrybucji i aktywnosci fotodynamicznej w guzach
nowotworowych zwierzat doswiadczanych. Nie ulega watpliwosci, Ze zgromadzenie przez mgr
Maczynska tak imponujgcego materiatu dos$wiadczalnego, byto mozliwe dzieki wspotpracy
Doktorantki z zespotami posiadajacymi duze doswiadczenie badawcze w réznych dziedzinach i
dysponujacymi zaawansowang, specjalistyczng aparaturg naukowa.

Rozprawa doktorska zatytutowana ,Reakcja fotoimmunologiczna z zastosowaniem czgsteczek
affibody w komoérkach nowotworéw HER2-dodatnich” zostala zredagowana na 169 stronach
maszynopisu i sktada sie z 8 rozdziatéw, przy czym dwa ostatnie rozdziaty to spis cytowanej w
rozprawie literatury (334 pozycje) oraz suplement zawierajacy wykaz skrétow, rycin i tabel
Rozprawa jest bogato ilustrowana zdjeciami, wykresami i schematami (59 ilustracji). Praca ma

typowy dla tego rodzaju opracowan format i zawiera: wstep literaturowy; krotki rozdziat, w ktérym
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doktorantka podaje cele badan; wnikliwy opis stosowanych materiatow i metod oraz 60-stronicowa
cze$¢ sktadajacy sie z dwéch rozdziatéw poswieconych oddzielnemu omoéwieniu wynikéw badan,
oraz ich analizie i dyskusji. Merytoryczng cze$¢ rozprawy koncza zwiezle sformutowane wnioski.

Rozpoczynajace rozprawe streszczenie w jezyku polskim i angielskim, w mojej ocenie nie do
konica odpowiada postawionym w pracy celom, osiaggnietym wynikom oraz najwazniejszym
wnioskom. Autorka za gtéwny cel pracy uwaza ,zbadanie skutecznosci PIT opartej o koniugat
Affibody ukierunkowany na komorki charakteryzujace sie nadekspresja receptora dla
naskoérkowego czynnika wzrostu HER2”. Abstrahujac od tego, Ze zdanie to jest sformutowane
niepoprawnie, uwazam, ze za gtdwne cele pracy nalezy raczej uzna¢ otrzymanie koniugatu Afiigerz-
IR700, okreslenie jego specyficznosci, lokalizacji komdrkowej, ocene mozliwosci generowania
réznych reaktywnych form tlenu po wzbudzeniu koniugatu oraz okreslenie mechanizmu $mierci
komoérkowej wywotanej efektem fotodynamicznym. Nie jest tez jasne, co Autorka miata na mysli
piszac o ,badaniach potwierdzajacych stusznos$¢ koncepcji”, a wniosek, iz ,fotoimmunoterapia
doprowadzita do znaczacego zahamowania wzrostu nowotworu” wydaje sie by¢ stwierdzeniem
zdecydowanie na wyrost, gdyz analiza Kaplana-Maiera (Ryc. 4.46) tego nie potwierdza, a wskazuje
raczej na nieznaczny efekt terapeutyczny, nawet po dwukrotnym przeprowadzeniu procedury PDT.
Badania biodystrybucji oraz skutecznosci fotodynamicznej s3 w mojej ocenie uzupeinieniem badan
in vitro i mozna je potraktowac jako badania pilotazowe. W tym miejscu chciatbym tez zwrocic
uwage, iz z punktu widzenia chemika tytut rozprawy jest raczej niefortunny, sugeruje bowiem, iz
mamy do czynienia z jedng reakcja, podczas gdy w przypadku fotoimmunoterapii dochodzi do
szeregu skomplikowanych pierwotnych i wtérnych proceséw i reakcji chemicznych, ktére finalnie
moga doprowadzi¢ nie tylko do zniszczenia nowotworu, ale tez do odpowiedzi immunologiczne;j,
dzieki ktérej mozliwe jest catkowite wyleczenie organizmu.

W pierwszej czesci obszernego wstepu literaturowego Autorka przedstawia podstawowe
informacje dotyczace nowotwordw, przy czym charakterystyka nowotworéw piersi i jajnika
omoOwiona jest bardziej szczegbétowo, nastepnie wnikliwie omawia receptorowe Kkinazy
tyrozynowe, w szczegblnosci rodzine receptory ludzkich naskérkowych czynnikéw wzrostu HER
(human epidermal growth factor receptor), aby zakonczy¢ na opisie terapii ukierunkowanych na
receptory HER2. Materiat ten zostat opracowany w sposob zrozumiaty, zwiezty, elegancki i zawiera

jedynie drobne potkniecia jezykowe. Nastepnie mgr Maczynska scharakteryzowata istote terapii
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fotodynamicznej nowotworéw zwracajac uwage na witasciwosci fizykochemiczne i biologiczne
fotosensybilizatoréw pierwszej, drugiej i trzeciej generacji. Pokrétce omoéwione sg konsekwencje
fotowzbudzania fotosensybilizatoréw zaréwno w warunkach in vitro jak i in vivo, przy czym
doktorantka zwraca uwage na znaczenie ich efektywnej absorpcji promieniowania w bliskiej
podczerwieni dla skutecznej terapii fotodynamicznej nowotworéw. Przedstawiony na ryc. 1.5.
Diagram Jabtonskiego nie do konca jest prawidtowy, co w konsekwencji skutkuje pojawieniem sie
btedéw w jego interpretacji (np. ,stosunkowo trwaty stan wzbudzony-trypletowy (S2)”, ,przejscie
bezpromienne”, ,reakcja trypletu z czasteczka substratowq”. Uwazam, Ze nalezaloby tu raczej
zacytowa¢ prace fotochemikéw, ktére z pewnoScia umozliwiajg lepsze zrozumienie istoty
mechanizméw PDT. Po lekturze tego opracowania nie mam pewnosci czy Autorka rozumie czym sg
przejscia elektronowe, jakie sg $ciezki dezaktywacji stan6w wzbudzonych czasteczek i co to znaczy,
ze czasteczki fotosensybilizatora znajduja sie we wzbudzonym stanie singletowym czy
trypletowym. Jestem jednak przekonany, Zze moje watpliwosci zostang rozwiane podczas egzaminu
doktorskiego.

Na stronie 32 oraz 35 Autorka pisze o podwojnej selektywnosci PDT, uzyskanej poprzez
specyficzng akumulacje PS w komoérkach zmienionych chorobowo oraz poprzez dostarczanie
zlokalizowanego przestrzennie Swiatla. Zgadzam sie ze stwierdzeniem odnos$nie selektywnoSci
wynikajgcej z naswietlania okreSlonego obszaru chorobowego, jednak z zastrzezeniem, iz
niezbedne jest zastosowanie odpowiedniego marginesu naswietlania guza, podobnie jak w leczeniu
chirurgicznym. Tylko takie podejScie umozliwi efektywne dostarczanie fotonéw, a tym samym
generowanie ROS w catej powierzchni guza (réwniez na jego brzegach). Preferencyjna akumulacja
PS w komdrkach nowotworowych nie zawsze jest czynnikiem krytycznym, szczegdblnie w
badaniach in vivo. O ile w przypadku nowotwordéw takich jak glejaki, czy nowotwory trzustki
selektywno$¢ jest kluczowym elementem, to w przypadku dobrze unaczynionych guzéw (np.
nowotwory prostaty), nie ma ona zasadniczego znaczenia. Dla przyktadu, palladowa pochodna
bakteriofeoforbidu w ogéle nie wnika do komérek nowotworowych (czas od podania PS do
naswietlania to tylko 10-15 min), a jest jednym z najbardziej skutecznych fotosensybilizatoréw
stosowanych obecnie w praktyce klinicznej. Tabela 2 na stronie 36 zawiera sporo btedow w
nazewnictwie fotosensybilizatoréw/preparatéow i jest juz nieaktualna. Przyktadowo, Padoporfin

(Tookad, WST09) po nieudanej III fazie badan klinicznej zostal zastapiony bardziej hydrofilowa

4
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pochodng o nazwie INN Padeliporfin (Tookad Soluble, WST11), ktéra zostata zaakceptowana do
stosowania w terapii fotodynamicznej w wielu krajach na §wiecie.

Dalsza cze$¢ wstepu poswiecona jest aspektom biologicznym PDT. Ze zrozumiatych
wzgledéw zagadnienia dotyczace immunogennej $mierci komdrkowej (ICD) oméwione sg bardziej
doktadnie. Jest to rzetelne opracowanie zagadnien dotyczacych ICD i w zasadzie nie mam
wiekszych zastrzezen, poza niefortunnymi sformutowaniami wynikajagcymi z bezposredniego
ttumaczenia z jezyka angielskiego, np. ,limfocyt T naiwny’. Zapewne Doktorantka miata na mysli
tzw. limfocyty T dziewicze, czyli takie, ktore nie mialy jeszcze kontaktu z okreslonym antygenem.
Na koniec omdéwiono podstawy fotoimmunoterapii oraz diagnostyki fluorescencyjnej. Nie
rozumiem tylko dlaczego tematyka poswiecona ‘chirurgii wspomaganej obrazowaniem’ jest
podrozdziatem ‘Fotoimmunoterapii’. Mimo wymienionych btedéw i pewnych niezrecznosci,
rozdziat ten speinia swoja role, gdyz umozliwia czytelnikowi rozprawy doktorskiej zrozumienie
istoty podjetych przez Nig badan i stanowi odpowiednie wprowadzenie w ich ztoZong tematyke.
Wstep jest rowniez Swiadectwem dobrego przygotowania teoretycznego Doktorantki do realizacji
ambitnych i zr6znicowanych badan.

W rozdziale ,Materiaty i metody” znajduje sie krotki opis stosowanych procedur badawczych,
hodowli komérkowych oraz doSwiadczen przeprowadzonych na modelu zwierzecym. Ponadto
zamieszczono informacje dotyczace charakterystyki linii komorkowych pod wzgledem ekspresji
receptora HER2Z, opis metodologii okre$lania stezenia, czystoSci, specyficzno$ci wigzania oraz
wyznaczania statej dysocjacji koniugatu. W czeSci poSwieconej metodyce badan biologicznych,
doktorantka opisuje stosowane przez Nig testy do okreslania przezywalnosci komérek poddanych
dziataniu badanego koniugatu w warunkach stresu fotodynamicznego oraz metodologie detekcji ROS
in vitro. Rozdziat ten konczy sie opisem badan in vivo, w ktérym znajduje sie informacja o implantacji
guzéw doswiadczalnych u myszy, pomiarze kinetyki wzrostu guzéw, pomiarach biodystrybucji
fotosensybilizatoréw oraz stosowanych protokotéw terapeutycznych u zwierzat doswiadczalnych.
Uwazam, Ze opis stosowanych materiatéw i metod spetnia swojg zasadnicza role, poniewaz zawiera
niezbedne informacje umozliwiajace odtworzenie warunkéw badan przez niezaleznych badaczy.
Nasuneto mi sie jednakowoz kilka uwag o charakterze dyskusyjnym, wynikajacych z czystej
ciekawosci badacza. Charakterystyka wybranych linii komérkowych by¢ moze mogtaby zosta¢

uzupetniona o informacje pod katem ekspresji badanych receptorow. Warto bytoby tu od razu
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napisa¢, ze cecha charakterystyczng komoérek MDA-MB-231 jest wtasnie brak receptoréw dla
estrogenow, progesteronu i HER-2, przez co okresla sie je mianem komoérek linii potréjnie
negatywnej (TNBC). Z drugiej strony, komérki BT-474 posiadaja ekspresje antygenu Her-2/neo i
receptora progesteronu, przy jednoczesnym braku ekspresji receptora dla estrogenu. Bardzo dobra
do tego typu badan bytaby tez linia komérek SK-BR-3 (ludzki rak sutka z charakterystyczng ekspresja
antygenu Her-2/neo, przy braku ekspresji receptorow dla estrogenu i progesteronu), jedna z
najbardziej popularnych linii stosowana w badaniach nad HER-2. Na stronie 54 zostata opisana
metoda hodowli sferoidow na ptytkach o nadzwyczaj stabej przyczepnosci (ultra-low attachement
plates). Czy sprawdzano mozliwo$¢ tworzenia sfer przez komorki wybranych linii metodg hodowli
rotacyjnej, z dodatkiem np. rusztowania takiego jak Zele biatkowe lub mieszanina biatek macierzy
zewnatrzkomorkowej typu Matrigel GelTrex? Szkoda, Ze nie ma podanej Srednicy sfer, ktdre
wybierano do eksperymentu oraz ich podstawowej charakterystyki. Zabrakto réwniez opisane;j
metody selekcji wybranej czasteczki sposrod biblioteki peptydow randomowych, co jest standardowe
w tego typu badaniach. Nie ma tez podanej struktury i sekwencji aminokwasowej, ktéra rozpoznaje
receptory, nie wyjasniono mechanizmu powinowactwa i wigzania tej konkretnej czasteczki affibody
do wybranego receptora. Zastanawiajag mnie rowniez warunki naswietlania komorek oraz sfer 3D.
Czy nasSwietlanie prowadzono w medium komorkowym, czy w zbuforowanym roztworze soli
fizjologicznej, po wczesSniejszym ich przeptukaniu? Zastosowane techniki w procedurze
wyznaczania statej dysocjacji sag komplementarne i nie budza moich watpliwosci, jednak najczesciej
w tego typu badaniach K¢ wyznacza sie w testach z danym receptorem (na czystym biatku
rekombinowanym), a dopiero podZniej potwierdza sie w uktadzie in vitro, na komodrkach
wykazujacych ekspresje receptora. Nasuwa sie tez pytanie dlaczego wybrano takie warunki
eksperymentu (1 h inkubacji w temperaturze 4°C)? Wydaje mi sie, ze po godzinnej inkubacji bez
surowicy w 4°C cze$¢ komoérek moze by¢ martwa. Czy byly przeprowadzone réwnolegle testy
zywotno$ci komérek w tych warunkach? Warto na to zwrdéci¢ uwage, poniewaz przy zmianach w
btonie komérkowej (obkurczenia komoérek, wczesna apoptoza), 'targetowana’ jest tylko domena
zewnatrzkomoérkowa receptora HER2. W paragrafie 3.4.3. opisujacym eksperymenty detekcji ROS in
vitro nie podano szczegétowych warunkéw hodowli komérek. SOSG nie przechodzi przez btony
komorkowe, i generalnie nie wnika do komorki. Aby byto to mozliwe, nalezy zastosowac procedure

opisang w pracy Gollmer et al Photochem. Photobiol 2011. Z opisu nie wynika czy komorki przed
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pomiarem przeptukiwano, aby usung¢ niezwigzang sonde. Do detekcji pozostatych ROS Autorka
zastosowata sonde fluorescencyjng DCFDA, co oczywiscie nie jest btedem, ale sugerowatbym
zastosowanie bardziej selektywnych wobec rodnikéw hydroksylowych sond takich jak APF czy HPF.

Na wyro6znienie zastuguje bardzo doktadny opis badan in vivo, w szczego6lnosci procedura
naswietlania guzéw, obejmujacy réwniez zdjecia myszy podczas zabiegu terapii fotodynamiczne;j.
Dzieki tak doktadnej dokumentacji, mozliwe jest znalezienie popeinionych btedéw, a nastepnie
odpowiednia korekta protokotéw PDT. Jak juz wcze$niej wspominatem, aby PDT byta efektywna,
nalezy stosowa¢ odpowiedni margines naswietlania. W przeciwnym razie zar6éwno gtebokos¢
penetracji, jak i stezenie ROS na obrzezach guza sa niewystarczajace do petnego sukcesu PDT. Moze
doj$¢ wéwczas do ponownego wzrostu guzéw kilka dni po terapii, co prawdopodobnie miato miejsce
w przypadku opisanego w pracy eksperymentu. Ostatnia uwaga do tej czeSci pracy dotyczy
stosowanej terminologii. Na stronie 70 Autorka pisze, ze ,badano farmakokinetyke Affiner2- IR700”
podczas, gdy w pracy nie ma informacji, ani o pobieraniu prébek krwi, ani tym bardziej o
wyznaczaniu parametroOw farmakokinetycznych. To co zostato opisane w pracy to badania
biodystrybucji. By¢ moze w przyszioSci warto byloby rozszerzy¢ zakres badan i pordéwnac
parametry farmakokinetyczne czystej ftalocyjaniny i koniugatu.

Dla skutecznosci PDT istotne znaczenie majg zaréwno farmakokinetyka i farmakodynamika
fotosensybilizatorow, ale réwniez ich wtasciwosci spektroskopowe i fotofizyczne. Na samym
poczatku opisu wynikdw zabrakto mi przedstawienia elektronowych widm absorpcyjnych i
emisyjnych badanej ftalocyjaniny oraz koniugatu. Ich wtasciwosci optyczne bylty poézniej
wykorzystywane zaréwno do wyznaczania Kgq jak tez do badan metodag mikroskopii
fluorescencyjnej oraz do badan biodystrybucji, dlatego zamieszczenie takich danych utatwitoby
interpretacje uzyskanych wynikéw. Przeprowadzone przez Autorke badania przy pomocy
skaningowej mikroskopii konfokalnej wskazaty na gromadzenie sie badanego koniugatu
poczatkowo w btonie komoérkowej, a po 4 godzinach ich inkubacji z komérkami réwniez w
lizosomach. Zastanawia mnie dlaczego nie sprawdzono lokalizacji subkomérkowej w innych
organellach, szczeg6lnie w ER, co ma znaczenie w kontekScie poézZniejszych badan nad
immunogenng $miercig komorki. Mechanizm ICD zalezy od aktywno$ci marker6w HMGB1, biatek
szoku cieplnego, a to z kolei zwigzane jest z uszkodzeniami i kaskada sygnalizacyjna

charakterystyczna dla stresu siateczki endoplazmatycznej (Kepp, Garg et al. Consensus guidelines for



Dr hab. Janusz M. Dabrowski
&}6 Senat Uniwersytetu Jagielloniskiego

" Wydziat Chemii U]
UNIWERSYTET JAGIELLONSKI Gronostajowa 2, 30-387 Krakéw
W KRAKOWIE P4l jdabrows@chemia.uj.edu.pl

& (+48)126862750

the detection of immunogenic cell death, Oncoimmunology 2014). Dodatkowo, dobrym
potwierdzeniem bytoby wykazanie, Ze po PDT z zastosowaniem affibody-IR700 wystepuja
indukowane terapia zmiany w ekspresji EIF2A, BAX, BAK, VAMP czy SNAP25.

Badania biologiczne in vitro Doktorantka przeprowadzita na komdrkach charakteryzujgcych
sie zréznicowanym poziomem ekspresji receptora HER2 tj. SKOV-3, BT-474, MDA-MB-175, MDA-
MB-231 i MDA-MB-468. W celu okreSlenia ich przezywalnosci po efekcie fotodynamicznym
postuzyta sie metoda bioluminescencyjng z zastosowaniem testu CellTiter-Glo®. Pierwszy raz
spotykam sie z zastosowaniem tego testu i interesuje mnie jakie s3 jego zalety w poréwnaniu do
tradycyjnych testéw typu MTT, Alamar Blue czy LDH? Wyniki, jakie otrzymata Autorka pozwolity
stwierdzi¢, iz opracowany koniugat Affiner2-IR700 wykazuje brak cytotoksyczno$ci oraz duza
fototoksyczno$¢ wobec komorek badanych linii komoérkowych. Zaobserwowany efekt
fotodynamiczny zalezny byt od dawki promieniowania oraz rodzaju linii komérkowej, przy czym
komoérki charakteryzujgce sie zwiekszong ekspresja receptora HER2 charakteryzowaty sie wieksza
wrazliwo$¢ na dzialanie stresu oksydacyjnego zwigzanego ze wzbudzaniem Affiner2-IR700
promieniowaniem z zakresu bliskiej podczerwieni.

Prace konczy dyskusja wynikow i wnioski. Pomimo iz dyskusja przeprowadzona jest w
sposob szczegbétowy i dojrzaty, zabrakto mi w niej poréwnania uzyskanych w pracy wynikéw z
analogicznymi wynikami badan nad fotosensybilizatorami stosowanymi w praktyce klinicznej. Z
obowigzku recenzenta musze zwrdci¢ uwage na dos$¢ liczne literowki, przeoczenia redakcyjne i
drobne btedy gramatyczne, ktére z calg pewnoscia wynikaty z pospiechu Doktorantki w
przygotowaniu rozprawy doktorskiej. Przyktadowo, na stronach 32 i 56 jest odpowiednio anion
ponadtlenkowy (027) oraz 02°-, a powinien by¢ anionorodnik ponadtlenkowy (02°-). Na stronie 46
pojawito sie niefortunne stwierdzenie ,ze wzgledu na fluorescencyjnos$¢”, a na stronie 59 ,wysoka
fluorescencja” oraz ,producent tlenu singletowego”. Na stronie 35 natomiast Autorka zaliczyta
kwas 5-aminolewulinowy do fotosensybilizatoréw drugiej generacji, podczas gdy zwigzek ten nie
jest fotosensybilizatorem, a jedynie prekursorem protoporfiryny IX. Wszystkie pozostate,
szczegOtowe uwagi przekazatem Doktorantce w formie suplementu do niniejszej recenzji.

Podsumowujac uwazam, zZe recenzowana rozprawa prezentuje wysoki poziom badan i
zawiera elementy nowos$ci naukowej. Na podkreslenie zastuguje umiejetnos¢ wykorzystania

zdobytej wiedzy teoretycznej i nowoczesnych technik pomiarowych do praktycznego
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rozwigzywania skomplikowanych probleméw naukowych w zakresie interdyscyplinarnej tematyKki.
Ponadto na wyrdznienie zastuguje bogata szata graficzna pracy. Wiekszo$¢ zarzutéw, ktére
podniostem w niniejszej recenzji nalezy traktowac jako zaproszenie do dyskusji podczas obrony
doktorskiej, nie za$ jako istotne btedy merytoryczne wptywajace na koncowa ocene dysertacji.
Uwazam, zZe jest to wartoSciowa praca, zawierajgca obszerny material do$wiadczalny o
niewatpliwej wartos$ci naukowej, ktéry po odpowiedniej korekcie protokotéw terapeutycznych in
vivo powinien zosta¢ opublikowany w prestiZzowym czasopi$mie naukowym, a w przysztosci by¢
moze znajdzie zastosowanie praktyczne. Stwierdzam, Ze rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdZn. zm.) i wnosze do
Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we
Wroctawiu o dopuszczenie Pani mgr Justyny Maczynskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

okedis | R 01,2013, @Sﬁmsti )



