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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Jerzego Bazaka

pt. »Rola tlenku azotu w odpowiedzi komérek nowotworowych na stres terapii
fotodynamicznej; efekt sasiedztwa” wykonanej w Zaktadzie Biofizyki, Wydziatu Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytetu Jagielloniskiego pod kierunkiem Pana Prof. dr hab. Witolda

Korytowskiego.

Terapia fotodynamiczna (PDT, photodynamic therapy) jest jedng z wielu metod stosowanych
w leczenia choréb nowotworowych. W technice tej reaktywne formy tlenu generowane przez
wzbudzony przez $wiatlo fotouczulacz (sensybilizator) niszczg komorki nowotworowe na drodze
apoptozy lub nekrozy. Stosuje si¢ fotouczulacze endo- lub egzogenne, a $wiatlo laserowe o
odpowiedniej diugosei fali doprowadza si¢ w sgsiedztwo guza $wiatlowodem. Wzbudzony $wiatlem
fotouczulacz, w zaleznoscei od typu reakeji, generuje z obecnego tlenu w komérkach i tkankach, tlen

singletowy lub/i anionorodnik ponadtlenkowy prekursor innych reaktywnych form tlenu (RFT).

Skuteczno$é terapii fotodynamicznej zlezy w duzym stopniu od wiasciwosci zastosowanego
fotouczulacza, ktory powinien wykazywaé¢ wysokg selektywnos¢ akumulacji w tkankach
nowotworowych oraz wysoka wydajnos¢ wytwarzania tlenu singletowego oraz RFT.

Przekladami zwigzkow stosowanych w terapii fotodynamicznej s hematoporfiryny, photoftrin-
syntetyczna pochodna hematoporfiryny, kwas 5-aminolewulinowy (ALA), ktory jest biologicznym
prekursorem protoporfiryny IX (PpIX), wewngtrznego fotouczulacza, oraz wiele innych. Terapia ta
stosowana jest rowniez w leczeniu schorzen nienowotworowych o réznej etiologil.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Jerzego Bazaka wpisuje si¢ w nurt
badan prowadzonych przez wiele lat w zespole Pana Profesora Witolda Korytowskiego, zwigzanych

2 zastosowaniem metody fotodynamicznej w badaniach komorek nowotworowych.

W swojej pracy doktorskiej mgr J. Bazak zajal si¢ indukowaniem stresu fotodynamicznego w

komorkach docelowych (targetowych) i ich wplywie na nienaswietlone komorki sasiadujace.




Rozprawa doktorska ma typowy ukiad przyjety dla prac doktorskich i obejmuje streszczenie
w jezykach: polskim i angielskim, wprowadzenie, cele pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje i
wnioski koncowe.

W czesci Wprowadzenie, Autor przedstawil aktualny stan wiedzy, Scisle zwigzany z
realizowang praca do$wiadczalng. Omowil efekt sasiedztwa, czyli odpowiedzi komorek
sasiadujgcych niepoddanych stresowi na sygnaty wysylane przez komorki docelowe, poddane
stresowi fotodynamicznemu. Autor postawit hipoteze, ze komorki nowotworowe, ktore przezyly
stres mogg wysylaé sygnaty stymulujgce proliferacje i migracj¢ komorek sgsiadujgcych. Jedng z
czasteczek sygnatowych jest tlenek azotu (NO) generowany przez odpowiednie syntazy tlenku azotu:
nNOS, eNOS i iINOS, ktéry zwieksza przezywalno$é i progresjg¢ nowotworow.

Nastepnie przedstawit zalozenia terapii fotodynamicznej oraz mechanizmy zwigzane ze
wzbudzaniem fotouczulaczy i generowaniem tlenu singletowego oraz reaktywnych form tlenu.
Omowione zostalo zastosowanie kwasu 5- aminolewulinowego w terapii. W dalszej czgsci pracy
Autor przedstawil szlaki sygnatowe uruchamiane w czasie terapii prowadzace do apoptozy oraz
wplyw tlenku azotu na sygnalizacj¢ wewngtrzkomérkowa w inicjowaniu lub hamowaniu apoptozy.
Tlenek azotu w stezeniach nM ma dziatanie cytoprotekcyjne, natomiast w stgzeniach uM
cytotoksyczne oraz onkogenne. Dziatanie onkogenne NO zwigzane jest z aktywacja kaskady
sygnatowej, w ktorej biorg udziat liczne biatka, takie jak cyklaza guanylowa (cyklaza guanylanowa),
czynnik indukujacy hipoksje (HIF-1at), kinaza 3-fosfoinozytydu i inne, ktore przyczyniaja si¢ do
przetrwania komorek nowotworowych oraz wptywaja na ich proliferacjg i migracje. Dodatkowo
tlenek azotu poprzez tworzenie zwigzkow silnie reaktywnych moze powodowac modyfikacje biatek
prowadzac do ich nitrozowania i/lub nitrowania. Okazuje sig, ze NO wplywa w istotny sposob na
odpornoé¢ nowotworéw traktowanych metodg PDT, a skutecznos¢ terapii mozna poprawi¢ stosujac
inhibitory syntaz lub zmiatacze tlenku azotu.

Cel rozprawy doktorskiej zostal przedstawiony w postaci czterech zagadnien, ktore uwazam,
za interesujace, poniewaz przyblizq poznanie odpowiedzi pojawiajgcych si¢ w komorkach
sgsiadujgeych. By zrealizowaé postawione cele, Autor opracowal metodg separatorow, by nie
dochodzito do fizycznego kontaktu miedzy komérkami docelowymi a komoérkami sgsiadujgcymi, co

miato kluczowe znaczenie w prowadzonych doswiadczeniach.

W rozdziale ,Materialy i metody” Autor na wstgpie omowit stosowane w badaniach
odezynniki. Dziwnie wygladaja ich nazwy chemiczne podane tylko w jezyku angielskim. Przedstawit
stosowane ludzkie linie komorkowe (raka prostaty PC3, raka piersi MDA-MB-231 oraz COH-BR-1,

gliblastomy U87 i czerniaka BLM, RPMI-1640) oraz omowit ich pochodzenie i warunki hodowli.




Komorki byly uczulane kwasem 5- aminolewulinowym 1 napromieniowane $wiatlem
pochodzacym z LED-owego zrodla wiatla, ale Autorowi umknat zakres promieniowania. Nie
wiadomo, czy bylo to $wiatlo biale, czy monochromatyczne. OdpowiedZ na to pytanie znalaztem na
stronie 44 pod rysunkiem 8. Mam nadzieje, Ze Autor ten rodzaj $wiatta stosowal rowniez we
wszystkich przeprowadzanych doswiadczeniach. Zastosowanie roznorodnych technik badawczych,
jak spektrofluorymetria, mikroskopia z kontrastem faz, metoda WesternBlot i in., ktére umozliwity
Autorowi realizacje wytyczonych celéw. Otrzymane wyniki poddat wlasciwie zastosowanej analizie

statystycznej.

Rozdzial Wyniki otwiera opis uktadu doswiadczalnego opracowanego przez Autora; napisany
jest rzeczowo i udokumentowany licznymi rysunkami, zaopatrzonymi w przejrzyste opisy. Wyniki

uzyskane z badan przedstawione na rysunkach zostaly poddane dokladnej analizie.

Badajac przezywalnos¢ komorek réznych linii w zaleznosci od dawki $wiatla (J/em?) przy
zastosowaniu tego samego stezenia kwasu S-aminolewulinowego oraz czasu naswietlania. Autor
wykazal ograniczong $miertelno$¢ badanych komorek réznych linii na poziomie 20-30% dla dawki 1
J/em?. Jedynie linia raka piersi MDA-MB231 charakteryzowata sie znacznie wyzsza wrazliwoscig na
promieniowanie. Przezywalno$¢ byta okreslona testem MTT, ktory jest najczesciej stosowanym w

analizie aktywnosci metabolicznej komorek.

Wykorzystujac fotouczulone, naswietlone komorki PC3 Autor wykazal znaczng ekspresje
syntazy iNOS w komorkach docelowych, ktoremu towarzyszyt podobny wzrost ekspresji tego
enzymu w komorkach sgsiadujgcych. Wprowadzenie zmiatacza tlenku i/lub ditlenku azotu,
nitronylo-nitroksydu, cPTIO, hamowato ekspresje iNOS o prawie 90%. Natomiast brak

fotouczulacza w badanym uktadzie nie prowadzil do indukeji iNOS.

7 kolei zastosowanie inhibitora Bay11-7082, czynnika transkrypcyjnego NF-kB, prowadzito

do spadku ekspresji syntazy iNOS zaréwno w komoérkach docelowych PC3, jak i sgsiadujgcych.

Ekspresja iNOS w komoérkach docelowych spowodowana byla przez RFT, generowane przez

wzbudzony fotouczulacz, natomiast w komoérkach sgsiadujgcych przez tlenek azotu.

Zastosowanie specyficznej sondy fluorescencyjnej na tlenek azotu, DAF-FM-DA, wykazalo
znaczacy wzrost fluorescencji po naswietlaniu, co $wiadezy o generowaniu NO i dobrze koreluje ze
wzrostem ekspresji syntazy iNOS. Wzrost fluorescencji obserwowano rowniez w komorkach
sasiadujgcych, co $wiadezy o jego migracji do tych komérek. Ponadto tlenek azotu prowadzit do

istotnego wzrostu proliferacji komorek sasiadujacych, a wprowadzenie inhibitora iNOS, 1400W




hamowato wzrost tych komorek. Indukeja wzrostu komorek sasiadujacych byta rowniez silnie

hamowana przez zmiatacz tlenku azotu cPTIO.

Naswietlone z fotouczulaczem komoérki docelowe PC3, ktére przezyly fotodynamiczny

indukowaty w komérkach sgsiadujacych zwiekszong proliferacje, ale rowniez wigksza inwazyjnos¢
i szybko$¢ migracji. Procesy te byly hamowane przez inhibitor syntazy iNOS, 1400W.

Cheac potwierdzi¢ kluczows role syntazy iNOS w proliferacji i migracji komorek
sasiadujgcych, Autor zastosowat siRNA oraz scrRNA o losowej sekwencji w celu wyciszenia tego
enzymu w komorkach docelowych, Zastosowanie siRNA zamiast scrRNA prowadzito do
zahamowania wzrostu ekspresji iNOS. Zgodnie z oczekiwaniami, w przypadku komorek
sasiadujacych hodowanych z komérkami docelowymi traktowanymi siRNA, obserwowano spadek
proliferacji o 50% w poréwnaniu z komérkami docelowymi traktowanymi scrRNA. Podobny efekt

obserwowano w przypadku migracji komorek sgsiadujacych.

Kolejnym badanym przez Autora enzymem byta cyklooksygenaza-2 (Cox-2), ktorej
ekspresje obserwuje sie w réznych typach komorkach nowotworowych. Z enzymem tym, zwigzany
jest wzrost migracji oraz odpornosci komorek na apoptoze, jak rowniez wzrost angiogenezy w tkance

nowotworowej. Zwykle podwyzszonej ekspresji syntazy iNOS towarzyszy ekspresja COX-2.

Opierajac si¢ na tych przestankach, Autor stosujgc metodg¢ WesternBlot wykazat 7-krotny wzrost
ekspresji COX-2 w naswietlonych komérkach docelowych w poréwnaniu z nienaswietlonymi.
Nizszg ekspresje tego enzymu obserwowal w komorkach sgsiadujgcych. Zmiatacz tlenku azotu

cPTIO hamowat ekspresje COX-2 zarowno w komorkach docelowych, jak i sasiadujgcych.

Nastepnym biatkiem analizowanym przez Autora byla kinaza biatkowa B (PKB/Akt), ktora

odgrywa wazng role w sygnalizacji promujgcej przetrwanie oraz migracj¢ komorek nowotworowych.

W naswietlonych komérkach docelowych jej aktywacja zwigzana z fosforylacjg wzrastata 2-3 razy
w stosunku do komdrek nienaswietlonych. Natomiast jej aktywacja byta nieznacznie nizsza w
komorkach sgsiadujacych. Zmiatacz NO, c¢PTIO obnizat w komorkach sgsiadujacych aktywacje Akt

ok. 33%.

Aktywacje w komorkach docelowych oraz sgsiadujgcych Autor obserwowal rowniez w
przypadku kinaz biatkowych ERK1/2 aktywowanych mitogenem. Obecnos¢ ¢PTIO nieznacznie
hamowalo aktywacje kinaz ERK1/2w komorkach docelowych oraz ok. 60% w przypadku komorek

sasiadujgcych, co $wiadezy, o wptywie NO na aktywacje tych biatek.




W dalszej czesci pracy Autor poddat analizie komorki ludzkiego raka piersi linii MDA-MB-
231, w ktérych po naswietleniu z ALA obserwowat wzrost ok. 7-krotny syntazy INOS, a w

komérkach sasiadujacy ok. 4-krotny. Efekt ten byl mniejszy niz w komérkach linii PC3.

Przeprowadzajac badania zwigzane z proliferacjg i migracja komorek linii MDA-MB-231 Autor
obserwowal wzrost obu tych proceséw po stresie fotodynamicznym w komoérkach docelowych oraz
w komorkach sasiadujgcych. Zastosowanie inhibitoréw syntazy iNOS -1400W oraz zmiatacza tlenku
azotu ¢cPTIO prowadzito w obu przypadkach do spowolnienia proliferacji i migracji komorek
sasiadujacych. Natomiast uzycie wewnetrznego donora tlenku azotu DETA-NONOate w zawiesinie
komérek MDA-MB-231 prowadzito do znaczacego wzrostu proliferacji i migracji komoérek
sasiadujgcych, co $wiadezy o jego kluczowej roli sygnalizacyjnej w stymulowaniu agresywnosci

tych komorek.

Kolejng badang linia komoérkowg byla ludzka glioblastoma U87, ktorg poddano stresowi
fotodynamicznemu. Autor wykazal wzrost ekspresji syntazy iINOS w komorkach docelowych oraz
komorkach sasiadujacych. Natomiast wzrost proliferacji i migracji byt mniejszy, ale istotny
statystycznie w poréwnaniu z liniami komérkowymi PC3 i MDA-MB-231. Zastosowanie inhibitora

1400W lub zmiatacza cPTIO znacznie obnizato oba te procesy.

Autor poddat réwniez analizie komoérki ludzkiego czerniaka (BML) obserwujac najnizsza
ckspresjg iNOS w naswietlonych z kwasem S-lewulinowym preparatach w pordéwnaniu z liniami
komoérkowymi wezesniej przedstawionymi, zarowno w komorkach docelowych jak i sgsiadujacych.
W odréznieniu od innych badanych komérek nowotworowych nie obserwowat istotnego wzrostu

zmian w ich proliferacji i migracji.

Ostatnia badang linig komérkowa byty komorki ludzkiego raka piersi COH-BR1, w ktorej po
stresie fotodynamicznym obserwowano 3-krotny wzrost ekspresji syntazy iNOS w komorkach
sasiadujgcych. Wprowadzenie inhibitora 1400W prowadzito do 2-krotnego spadku tego efektu.

Autor obserwowat takze wzrost migracji komoérek sasiadujgcych.

Rozdzial Wyniki zamyka poréwnanie podstawowej (konstytutywnej) ekspresji iNOS w
badanych liniach komérkowych. Najnizsza Autor obserwowat w komorkach raka prostaty PC3, a

najwyzsza w komérkach ludzkiego czerniaka BLM (wzrost 8-krotny).



W rozdziale Dyskusja Autor, uzyskane wyniki konfrontuje z rezultatami otrzymanymi przez

innych badaczy stosujacych gtownie radioterapie.

Dyskusja jest obszerna i napisana rzeczowo. Dodatkowo, Autor umiescit w niej schemat
pokazujacy odpowiedz komoérek sgsiaduj acych na tlenek azotu uwalniany przez komorki docelowe
poddane stresowi fotodynamicznemu. Niewatpliwym osiagnieciem Autora jest wykazanie, ze
ekspresja syntazy iNOS oraz zwigzana z nim nadprodukcja tlenku azotu po stresie fotodynamicznym
w komérkach docelowych odgrywa istotng role w ekspresji INOS w komorkach sasiadujacych, ale
decyduje rowniez o wzroscie ich tempa proliferacji oraz migracji, a takze agresywnosci. Ponadto,
wykazal, ze wprowadzenie inhibitoréw iNOS, szczegélnie wplywajgcych na jej transkrypcjg, moze
hamowaé wyzej wymienione procesy. Autor wprowadzit do tego rozdziatu trzy rysunki, na ktorych
pokazat korelacje migdzy wzrostem szybkosci proliferacji i migracji komérek sgsiadujacych a
ekspresjg syntazy iNOS w komorkach docelowych badanych linii komérkowych. Interesujaca
zaleznoscig jest szybkos¢ proliferacji w badanych liniach komorkowych od ich konstytutywnej
ekspresji syntazy iINOS oraz spodziewana diugos¢ zycia, co moze by¢ rowniez przetozone na

dhugos¢ zycia pacjentow z danym typem nowotworu.
Podsumowaniem wynikéw sg liczne wnioski jakie wyciggnat Autor z dokonanych badan.

Mimo, ze rozprawa jest napisana dobrym jezykiem polskim i zredagowana bardzo starannie.
Autor nie ustrzegt sie kilka bledow:

str. 18 czgsteczka NHy

str. 22 nadtlenek azotu (ONOO")

str. 24 grupy sulthydrylowe

str. 24 N20Os — trojtlenek diazotu

str. 28 dioksyhemoglobina

str. 69 brak informacji nt. drugiego z donoréw tlenku azotu DETA/O, wlasciwa nazwa ang.

DETA-NONOate
str. 83 peroksynitryt
oraz kilku literowek.

Wyzej wymienione niedociagnigcia nie obnizaja wartosci pracy, a moga by¢ uzyteczne dla

Autora przy opracowaniu publikacji.



Badania prowadzone przez mgr Jerzego Bazaka majg nie tylko duze znaczenie poznawcze,
ale rowniez aplikacyjne. Dostarczajg wielu nowych informacji o sygnalizacji miedzy komorkami,
ktore przezyly stres fotodynamiczny, a komérkami sasiadujgcymi. Na uwage zastuguje
opublikowanie wynikow uzyskanych w pracy w czterech dobrych czasopismach naukowych, w

ktorych mer Jerzy Bazak jest pierwszym autorem:

1. ]. Bazak, J.M.Fahey, K. Wawak, W. Korytowski, A.W. Girotti. Enhanced aggressivness of
bystander cells in anti-tumor photodynamic therapy model: Role of nitric oxide produced by

targeted cells. Free Radic Biol Med. 102, 111-121(2016).

2. J. Bazak, J.M.Fahey, K. Wawak, W. Korytowski, A.W. Girotti. Bystander effects of nitric oxide

in anti-tumor photodynamic therapy. Cancer Cell and Microenvironment 4,1(2017).

J. Bazak, W. Korytowski, A.W. Girotti. Bystander effects of nitric oxide in of cellular models in

d

anti-tumor photodynamic therapy. Cancer 11 (11) 1674 (2019).

4. 1. Bazak, W. Korytowski, A.W. Girotti. Nitric oxide-mediated bystander effects of in in anti-
tumor photodynamic therapy. Trends in Photochemistry and Photobiology 18, 59-67, (2020)

Rozprawa doktorska mgr Jerzego Bazaka jest oryginalnym opracowaniem, a realizacja
postawionych celéw badan wskazuje na duzy wklad pracy, Jego duza wiedzg, umiejgtnos¢
samodzielnego planowania i prowadzenia badaf naukowych. Wystawia to Autorowi dobrg opinig i
$wiadezy o Jego kompetencji jako badacza, co rowniez jest niepodwazalng zastugg promotora, Pana

Prof. dr hab. Witolda Korytowskiego.

Podsumowujac, z pelnym przekonaniem uwazam, Ze rozprawa doktorska mgr Jerzego Bazaka
spelnia wszelkie wymogi stawiane pracom doktorskim okredlonym w art. 13 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o tytutach i stopniach naukowych oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. Ust. Nr 65, poz.
595: 2 2005 r. Nr. 164, poz. 1365, z 2010 Nr. 96, poz. 620, Nr. 182, poz. 1228,z 2011 r. Nr.84, poz. 455)
dla rozpraw na stopien doktora.

W oparciu o przedstawiong ocen¢ pracy, jej wysoki poziom metodyczny 1 merytoryczny oraz
warto$¢ ze wzgledu na aktualng tematyke badan, zwracam sie do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Jerzego Bazaka do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Skladam rowniez wniosek o wyrdznienie pracy stosowng
nagroda Jego Magnificencji Rektora Uniwersytetu Jagiellonskiego.
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