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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra Macieja Piotra Franta: ” Ocena aktywnosci
wybranych porfiryn w stosunku do ludzkich komérek raka jelita grubego w badaniach

in vitro”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska to dobrze wykonane badanie
laboratoryjne, w ktorym Autor testowat hipotez¢ badawcza oparta na zalozeniu, ze wybrane
pochodne porfiryn po ekspozycji na $wiatlo biate moga wykazywaé istotng aktywnos¢
przeciwnowotworowg w komoérkowym modelu raka jelita grubego. W tym celu Autor
dokonat analizy cytotoksycznosci porfiryn, ich lokalizacji w komorkach oraz oceng
mobilnosci i wydzielania czynnikow prozapalnych przez komorki w srodowisku zwierajgcym

porfiryny.

Uklad pracy jest typowy. Autor rozpoczyna wstgpem, w ktorym omawia
epidemiologie, klasyfikacje i sposoby leczenia nowotwordw jelita grubego oraz biologiczne
tto rozwoju tych guzow. Nastepnie omdwione zostaty budowa, sposoby syntezy porfiryn oraz
ich fizyko-chemiczne i biologiczne wiasciwosci. Na konicu tego rozdziatu Autor umiescil
informacje dotyczace terapii fotodynamicznej jako postulowanego sposobu leczenia guzow,

takze przy zastosowaniu porfiryn.

Kolejny rozdziat dotyczy metod i opisuje techniki jakimi postugiwat si¢ Doktorant.
Rozdzial jest napisany bardzo szczegétowo i pozwala w duzej mierze na odtworzenie

doswiadczen na podstawie przedstawionych opisow.

Nastepnie Autor przedstawil uzyskane wyniki. W pierwszym rozdziale pokazano
wyniki cytotoksycznosci badanych zwigzkow przy uzyciu dwoch metod (MTT i NR). Autor

wykazal, ze porfiryna manganowa charakteryzowala si¢ istotng cytotoksycznoscia w stosunku
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do komérek nowotworowych oraz prawidlowych juz po 24 godzinach hodowli niezaleznie od
warunkow, przy czym byla bardziej toksyczna dla komorek prawidtowych anizeli dla
nowotworowych. W przypadku porfiryny wolnej nie zaobserwowano zwigzku czasowego z
jej cytotoksycznoscig, przy czym byla ona bardziej toksyczna dla komérek nowotworowych
anizeli dla prawidlowych. Kolejne testy ocenialy interakcje badanych porfiryn ze stosowanymi
powszechnie cytostatykami — gléwnie wptyw na zywotnos¢. W przypadku porfiryny manganowe;
w polaczeniu z analizowanymi mieszaninami cytostatykow dla obu linii komoérkowych
dominowaty odzialywania typu antagonistycznego, jedynie w stezeniu 5 uM w potaczeniu z Cyt3,
dla linii CCD 841 CoTr pojawily sie oddziatywania typu addytywnego dla obu warunkow
$wietlnych. Dla porfiryny wolnej, wszystkie analizowane stgzenia porfiryny w pofaczeniu z
klinicznie stosowanymi mieszaninami cytostatykéw, wykazaty dziatanie antagonistyczne. Obie
porfiryny, wydhuzaty czas potrzebny do podziatéow komérek, przy czym bylo to istotniejsze dla
komorek prawidtowych niz nowotworowych. Zwiazki w sposéb dos¢ ograniczony (na granicy tfa)
indukowaty $mieré komérek — zarowno apoptoze, jak i nekrozg — oraz autofagie. Z drugiej strony
wykazano w hodowlach traktowanych porfirynami wysokg zawartos¢ mono- i
oligonukleosoméw, ktore sg produktami degradacji jadrowych nukleoprotein podczas apoptozy.
Kolejnym etapem badan bylta analiza lokalizacji badanych porfiryn w komoérce oraz ich
wplyw na cytoszkielet. Nie wykazano obecno$ci porfiryny manganowej w komodrkach
analizowanych linii komorkowych. Stwierdzono natomiast obecno$¢ porfiryny wolnej.
Poczatkowo lokalizowata sie¢ ona na obrzezach cytoplazmy, pozniej w przestrzeni
okotojadrowej. Nie stwierdzono zmian w budowie cytoszkieletu w obecnosci badanych
porfiryn. Kolejng badang aktywnoscig byla migracja komoérek oraz okreslenie odlegtosci
transportu badanych substancji przez kanaly koneksonalne w hodowlach. W testach uzytych
do analizy migracji wykazano, iz zastosowane st¢zenia porfiryn nie wplynely w istotny
sposob na migracje komorek linii nowotworowej. W przypadku komorek prawidtowych
zaobserwowano istotne statystycznie hamowanie migracji przez oba analizowane zwigzki w
polaczeniu z dziataniem S$wiatlta. Nie wykazano istotnych zmian w migdzykomoérkowym
przekaznictwie po inkubacji z badanymi substancjami. Ostatnia cz¢$¢ wynikéw to analiza wptywu
badanych zwigzkéw na zapalenie. Doktorant potwierdzil, ze komoérki nowotworowe uwalniajg
mniejsze ilosci IL6 niz komorki prawidlowe, natomiast w obu hodowlach wytwarzane sg
niewielkie ilosci IL1B oraz IL10. Naswietlanie hodowli z porfirynami powodowato zmniejszenie
wytwarzania IL-6 bez wplywu na poziom IL1B oraz IL10. Ekspresja receptora IL6Ra zostata
potwierdzona gtéwnie w komdrkach nowotworowych, natomiast COX-2 byla obecna zaréwno w
komorkach nowotworowych jak i prawidtowych.
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Ostatnim duzym rozdziatem rozprawy doktorskiej jest dyskusja. Doktorant w sprawny
spos6b omowil tu swoje wyniki w konfrontacji z dostgpnymi danymi innych zespotow.
Podobnie jak we wstepie jest to dobrze napisany rozdziatl z odniesieniami do aktualnej i
adekwatnej literatury cytowanej w bibliografii. Prac¢ konczy generalny wniosek, iz
analizowane pochodne porfirynowe mogtyby znalez¢ praktyczne zastosowanie w leczeniu raka
jelita grubego, przy czym tylko porfiryna wolna mogtaby zosta¢ uzyta w terapii fotodynamicznej

tego nowotworu wykorzystujac swiatto biate.

Nie znajduje w pracy zasadniczych btedow. W krytycznych uwagach do uzyskanych
wynikéw chciatbym sie odnie$¢ przede wszystkim do sposobu przygotowania pochodnych i
zastosowanych w zwigzku z tym kontroli. Na stronie 49 Autor pisze, ze ,,do kazdego
dos$wiadczenia wykonano kontrole DMSO (rozpuszczalnika porfiryn — stock solution), w ktérych
wykazano brak wptywu tej substancji na przebieg badania” - DMSO z definicji jest substancja
toksyczng, ktorej dziatanie pojawia si¢ w ciggu minut w hodowli komdrkowej. Jest dos¢ dziwne,

ze nie obserwowano dziatania tej substancji w kilkudniowych hodowlach.

W badaniach toksycznosci obliczono ED50 natomiast nie oszacowano LDS50, co

bytoby wazng informacja w kontekscie planowania badan in vivo z badanymi zwigzkami.
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Zauwazytem tez dwa niefortunne okreslenia: na stronie 18 ,.infekcje mikrobiologiczne’
oraz na stronie 12 ,,zmiana potztosliwa™. W kilku przypadkach wigkszej uwagi wymagatby takze

opis rycin (np. rys 14 i 15 brak podpisu osi y).

Oceniajagc prace catosciowo nalezy uwypukli¢ jej adekwatnos¢ do wspdlczesnych
poszukiwan nowych sposobow walki z nowotworami. Chciatbym tez podkresli¢ duzy wkiad
pracy w uzyskanie przedstawionych wynikow oraz bieglos¢ Autora w réznorodnych
technikach laboratoryjnych. Stwierdzam, ze praca spelnia wymogi stawiane rozprawie
doktorskiej i wnioskuje o dopuszczenie magistra Macieja Piotra Franta do dalszych czegsci

przewodu doktorskiego.
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