Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Roberta Gaweckiego pt.

»Chelatory zelaza z grupy tiosemikarbazonu w terapii fotodynamicznej —

biofizyczne i molekularne podstawy w kontekscie terapii nowotworéw”

Diagnostyka i terapia nowotworéw stanowig obecnie jedno z najwazniejszych
wyzwan wspotczesnej medycyny. Mimo znaczgcego postepu naukowego
i rosngcych naktadow finansowych, uzyskiwane dotychczas rezultaty nadal w wielu
przypadkach sg niezadowalajgce. Ograniczona skutecznos¢ dostepnych terapii
oraz pojawiajgca sie lekoopornos¢ sprawiaja, ze poszukiwania innowacyjnych
rozwigzan koncentrujg si¢ na opracowaniu strategii wielokierunkowych, ktére
poprzez roznorodne mechanizmy biologiczne skutecznie bedg dagzy¢é do
Zniszczenia nowotworu.

Jednym z obiecujacych podejs¢ terapeutycznych jest terapia fotodynamiczna
(PDT), polegajgca na dostarczeniu do komorki nowotworowej fotouczulacza, czyli
zwigzku ktéry po ekspozycji na promieniowanie o okreslonej mocy i dtugosci fali
generuje reaktywne formy tlenu, bezposrednio odpowiedzialne za destrukcje
struktur komoérkowych w naswietlonym obszarze. Aby terapia fotodynamiczna byta
skuteczna, fotouczulacz musi spetniac okreslone kryteria, takie jak wysoka
wydajnos¢ generowania tlenu singletowego, silna absorpcja Swiatta w zakresie
podczerwieni oraz wybiorcza akumulacja w tkankach zmienionych chorobowo.
Niestety, dostepne obecnie na rynku zwigzki fotouczulajgce nie spetniajg
wszystkich wymienionych kryteriéw, co motywuje do intensywnych badan nad
nowymi zwigzkami fotouczulajgcymi lub poprawy efektywnosci zwigzkéw obecnie
dostepnych.

Jednym z najbardziej znanych i szeroko stosowanych fotouczulaczy w PDT jest
protoporfiryna I1X (PPIX), ktéra powstaje naturalnie w organizmie w procesie
biosyntezy hemu, a jej stezenie w komorkach nowotworowych mozna zwiekszy¢
poprzez podanie prekursoréw, takich jak kwas 5-aminolewulinowy (5-ALA). Jednak
mechanizm PPIX zwlaszcza w kontekscie zwigzkéw zwiekszajacych jej stezenie
w komorkach, pozostaje nadal niedostatecznie zbadany.

W te luke badawczg wpisuje sie rozprawa doktorska Pana mgr Roberta
Gaweckiego, ktéra wnosi istotny wkiad w zrozumienie zioZzonych proceséw
zwigzanych z PDT. Praca Pana Gaweckiego koncentruje sie na mechanizmach
syntezy i metabolizmu hemu oraz na roli zelaza, wykorzystujgc przy tym
innowacyjne podejscie w postaci nowatorskich chelatorow zelaza. Jest to badanie
interdyscyplinarne, w ktéorym przyjeto nowatorskie podejscie do zwiekszania
skutecznosci fotouczulacza, takiego 5-ALA. Nowo zsyntetyzowane pochodne
tiosemikarbazonu (TSC) uzyte w badaniach, wykazaty potencjalnie unikalne
wlasciwosci, prowadzac do zwiekszonej akumulacji PPIX w komdrkach
nowotworowych oraz wzrostu efektywnosci 5-ALA-PDT.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Gaweckiego skfada sie
ze spoéjnego tematycznie cyklu trzech petnotekstowych artykutdw naukowych,
obejmujgcych nastepujgce publikacje:

1. Impact of thiosemicarbazones on the accumulation of PpIX and the
expression of the associated genes; Gawecki R., Malarz K., Rejmund M.,
Polanski J., Mrozek- Wilczkiewicz A.; Journal of Photochemistry and
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2. AThiosemicarbazone Derivative as a Booster in Photodynamic Therapy—A Way to Improve
the Therapeutic Effect; Gawecki R., Polanski J., Mrozek- Wilczkiewicz A.; International
Journal of Molecular Sciences, 2022, 23(23), 15370; DOI: 10.3390/ijjms232315370

3. Iron Metabolism in Aminolevulinic Acid-Photodynamic Therapy with Iron Chelators from the
Thiosemicarbazone Group; Gawecki R., Rawicka P., Rogalska M., Serda M., Mrozek-
Wilczkiewicz A.; International Journal of Molecular Sciences, 2024, 25(19), 10468; DOI:
10.3390/ijms251910468

Przedstawiony cykl publikacji zostat zrealizowany pod naukowym kierunkiem dr hab. Anny Mrozek-
Wilczkiewicz, prof. US, w Zespole Biofizyki Farmaceutycznej na Wydziale Nauk Scistych
i Technicznych Uniwersytetu Slgskiego.

taczny wspédtczynnik IF dla catego cyklu publikacji wynosi 14,88, a suma punktéw przyznanych
przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW) to 380. Wszystkie prace zostaly
opublikowane w recenzowanych czasopismach naukowych, tworzgc spdjny i logiczny cigg,
wspierajgcy realizacje zatozonych celéw badawczych. We wszystkich wymienionych artykutach
Doktorant petni role pierwszego autora, co wskazuje na jego dominujacy wktad w przygotowanie
publikacji. Jest to roéwniez potwierdzone stosownymi oswiadczeniami wspoétautorow,
zamieszczonymi na koncu dysertacji. Catosciowy dorobek Doktoranta obejmuje ponadto 15 prac
opublikowanych w uznanych czasopismach naukowych, jeden patent oraz jedno zgtoszenie
patentowe. Indeks Hirscha (Web of Science) mgr Gaweckiego wynosi 10.

Wartym podkreslenia jest fakt, iz Doktorant byl laureatem konkursu PRELUDIUM 18
(2019/35/N/NZ7/02780) oraz wykonawca w projekcie SONATA 13 (2017/26/D/ST8/01117),
grantéw finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, co niewatpliwie pozwolito na realizcje
prezentowanych badan i poszerzenie jego horyzontéw naukowych.

Praca mgr Gaweckiego zostata zbudowana zgodnie z obowigzujgcymi standardami i kryteriami dla
rozprawy doktorskiej. Rozprawa zawiera:

e wprowadzenie sygnalizujgce problematyke przedstawiong w pracy,
e cele pracy, sformutowane w sposéb przejrzysty i jednoznaczny,

o  krotki opis materiatéw i metod,

e wyniki oraz dyskusje,

e podsumowanie i wnioski,

e oryginaly trzech publikacji sktadajgcych sie na dorobek Doktoranta,
e o$wiadczenia wspoétautorow publikacji bedgcych podstawg cyklu,

e wykaz dorobku naukowego Doktoranta.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi ambitny projekt badawczy, a artykuty sktadajgce
sie na rozprawe przeszty proces recenzji zgodnie z wymogami redakcji czasopism: Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology oraz International Journal of Molecular Sciences.

Niemniej jednak, z obowigzku Recenzenta chciatbym zwréci¢ uwage na kilka kwestii, ktére mogtyby
przyczyni¢ sie do dalszego udoskonalenia warsztatu badawczego Doktoranta.
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Mgr Gawecki przebadat 20 nowych pochodnych TSC, poréwnujac je do referencyjnego zwigzku
Cp94. Dwie pochodne, TSC-34 i TSC-113, wykazaly szczegdlne wiasciwosci, ktére istotnie
poprawiaty efektywnosé PDT na kilku liniach komérkowych in vitro.

Prezentacja wynikow oraz ich dyskusja w pracy sg w duzej mierze poprawne, cho¢ pewne elementy
mogtyby byé bardziej precyzyjnie opisane. W szczegdlnosci w opisach tabel brakuje istotnych
informacji, takich jak stezenia zwigzkéw oraz czasy inkubacji, po ktérych wykonano np. badania
cytotoksycznosci. Brakuje rowniez wyjasnienia skrotow, takich jak RFU. Aby przeanalizowa¢ dane,
czytelnik musi siega¢ do oryginalnych publikacji lub rozdziatu opisujgcego materiaty i metody, co
znacznie utrudnia interpretacje wynikow.

Waznym elementem cyklu prac byto przeprowadzenie eksperymentéw majgcych na celu okreslenie
wptywu pochodnych TSC na akumulacje PPIX w komdrkach. Uwazam, ze doktorant powinien
rozwazyC¢ przeprowadzenie badan w réoznych przedziatach czasowych dla wybranych zwigzkéw lub
wyjasni¢ czytelnikowi, dlaczego efekt oceniano wytgcznie po 24 godzinach. Podobnie, zastanawia
mnie, dlaczego efekt fototoksyczny badano tylko przy jednej dawce $wiatlta i w jednym punkcie
czasowym. W dyskusji pracy wskazane bytyby dodatkowe odniesienia literaturowe, a takze
staranniejsza redakcja tekstu. Przyktadowo, w opisie testow cytotoksycznosci Doktorant stwierdza,
ze testowane zwigzki nie wykazaly istotnego efektu cytotoksycznego na panelu linii ludzkich komorek
nowotworowych; warto jednak zaznaczy¢, ze odnosi sie to wytgcznie do badanego zakresu stezen.
Na stronie 29 nie jest jasne, czy Doktorant opisuje wyniki swoich badan, czy tez odnosi sie do
wczesniej opisanych w literaturze.

Analiza ekspresji genéw zaangazowanych w produkcje PPIX oraz metabolizm zelaza jest
jednym z najistotniejszych osiggnie¢ przedstawionej pracy, szczegdlnie ze wzgledu na jej
oryginalno$¢ i nowatorstwo. Doktorant bardzo trafnie zwrécit uwage na réznice w ekspresji genéw
takich jak FECH oraz HO-1 w linii komérkowej Hs683, co moze sugerowac specyficzne mechanizmy
regulacyjne wptywajgce na zachowanie komérek w kontekscie metabolizmu zelaza. Jest to aspekt
niewystarczajgco zbadany w literaturze, a uzyskane wyniki moga stanowi¢ podstawe do dalszych
badan nad rosnaca rolg transporteréw takich jak ABCG2 w mechanizmach opornosci na PDT.

Kolejnym ciekawym zagadnieniem poruszonym w pracy jest analiza mitochondrialnej ferrytyny
(FTMT) i jej potencjalnego wplywu na akumulacje zelaza. Zauwazony przez Doktoranta wzrost
ekspresji FTMT w odpowiedzi na traktowanie pochodng TSC34 sugeruje, ze zwigzek ten moze
wplywacé na homeostaze zelaza w komdrkach nowotworowych, co mogtoby miec istotne znaczenie
dla skutecznosci terapii 5-ALA-PDT. Cho¢ Doktorant hipotezuje o mozliwym powigzaniu roli FTMT
z kompleksem MICOS, wydaje sie to obiecujgcym tropem badawczym, ktory w przysztosci wymaga
dalszych, bardziej szczegdtowych analiz.

Uwzglednienie gendw takich jak FXN, ABCB8 oraz DMT1 swiadczy o szerokim zakresie badan
przeprowadzonych przez Doktoranta, ukazujgc jego holistyczne podejscie do analizy szlaku
biosyntezy hemu i metabolizmu zelaza. Wzbogacito to istniejgcg wiedze na temat terapii 5-ALA-PDT,
szczegolnie w kontekscie stosowania chelatoréw zelaza jako czynnikéw wspomagajacych.

Podsumowujgc, praca doktorska Pana Roberta Gaweckiego wykazuje znaczace elementy
nowatorskie. Wszelkie wczesniej zgtoszone uwagi majg charakter opinii subiektywnych lub dotyczag
kwestii redakcyjnych, ktére nie wptywajg na mojg pozytywng ocene catosci rozprawy. Z petnym
przekonaniem stwierdzam, ze praca spetnia wymagania okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.
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W zwigzku z tym, wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Slgskiego
w Katowicach o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Uwazam ponadto, ze z uwagi na naktad pracy, wszechstronny warsztat badawczy oraz uzyskane
wyniki, rozprawa ta w petni zastuguje na wyréznienie.

Gabriela Kramer-Marek, prof. dr hab.n.med.
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