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Recenzja pracy doktorskiej Pana mgra Dariusza T. Mlynarczyka pt. »Tribenzoporfirazyny o
potencjalnym zastosowaniu w terapii fotodynamicznej- synteza i charakterystyka

fizykochemiczna”

Recenzowana praca powstata w Katedrze i Zakladzie Technologii Chemicznej Srodkéw
Leczniczych Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu pod kierunkiem prof.
dra hab. Tomasza Goslinskiego oraz dra Wojciecha Szczolko. Tematyka badan podjetych przez
Doktoranta jest kontynuacjg wieloletnich prac nad nowymi zwigzkami makrocyklicznymi do zastosowan
biomedycznych prowadzonych na Wydziale Farmaceutycznym UMP.

Jednym z gléwnych probleméw wspblczesnej medycyny jest obserwowany wzrost opornosci
wielolekowej (MDR) zaré6wno na cytostatyki i leki antyproliferacyjne, jak tez leki przeciwbakteryjne i
przeciwgrzybicze. Obecny stan wiedzy na temat choréb nowotworowych oraz infekcji bakteryjnych
pozwala wnioskowaé, ze do osiagniecia catkowitego sukcesu terapeutycznego konieczne jest
zastosowanie innowacyjnych strategii medycznych dziatajacych wielokierunkowo, poprzez zréznicowane
mechanizmy biologiczne, ukierunkowane na zniszczenie nowotwordw i patogenow. Do takich rozwigzan
nalezag omawiane w recenzowanej pracy doktorskie; terapia fotodynamiczna nowotworéw (PDT) oraz
fotodynamiczna inaktywacja  mikroorganizméw (PDI). Umiejetne wykorzystanie  proceséw
fotofizycznych oraz reakeji fotochemicznych, jakim ulegajg fotosensybilizatory po ich wzbudzeniu
promieniowaniem elektromagnetycznym z zakresu widzialnego lub bliskiej podczerwieni, daje
mozliwos¢ skutecznego leczenia nowotwordw 1 niszczenia drobnoustrojéw chorobotwoérezych.
Wiasciwymi czynnikami aktywnymi w PDT i PDI sg reaktywne formy tlenu (ROS), bedace zasadniczo
produktami fotoindukowanego przeniesienia elektronu lub/i przekazania energii ze wzbudzonego stanu
trypletowego czasteczek fotosensybilizatora na czasteczke tlenu w stanie podstawowym. Mozliwosé
kontrolowanego generowania ROS zalezy w duzym stopniu od whasciwosci chemicznych i
fotochemicznych zastosowanych fotosensybilizatoréw. Prowadzone sg intensywne poszukiwania nowych
zwiazkéw absorbujacych promieniowanie z zakresu bliskiej podczerwieni, charakteryzujacych sie
zwigkszong  selektywnoscia wobec  komérek nowotworowych/bakteryjnych, —efektywnoscia w

generowaniem zar6wno tlenu  singletowego jak i wolnych rodnikéw tlenowych (anionorodnik
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ponadtlenkowy, rodniki hydroksylowe) oraz duza skutecznoscia terapeutyczng. Praca doktorska mgra
Dariusza Miynarczyka Wpisuje si¢ w ten nurt poszukiwat i dotyczy waznego i interdyscyplinarnego
kierunku badan. Doktorant wykazal si¢ znajomoscia zagadnien z zakresu syntezy organicznej,
spektroskopii molekularnej, fotochemii i fotobiologii. Przedstawiony do oceny materiat doswiadczalny
jest obszerny, a jego powstanie nie bytoby mozliwe bez wieloletniej wspétpracy zespotéw naukowych
posiadajacymi duze do$wiadczenie badawcze w réznych dziedzinach i dysponujgcymi Zaawansowang,
specjalistyczna aparatura naukowsa,

Rozprawa doktorska zatytulowana »Iribenzoporfirazyny o potencialnym zastosowaniu w terapii
Jotodynamicznej- synteza i charakterystyka fizykochemiczna” zostala zredagowana na 120 stronach
maszynopisu i skiada sie z 12 rozdziatéw, przy czym trzy ostatnie rozdzialy to spis rysunk6w, schematdw,
tabel i cytowanej literatury (129 pozycji) oraz suplement zawierajacy widma NMR badanych zwigzkow.
Praca ma typowy dla opracowan z zakresu chemii organicznej format i zawiera: 1) krotki wstep; ii)
rozdzial, w ktérvm Doktorant definiuje cele badan; iii) czesé literaturows; iv) rozdzial poswigcony
oméwieniu wynikéw badan oraz ich analizie i dyskusji; v) podsumowanie rozprawy i zwiezle
sformufowane wnioski; vi) czes¢ doswiadczalng zawierajaca opis stosowanych materialéw, metod
badawczych i procedur. Merytoryezna czesé rozprawy konczy streszczenie w jezyku polskim i
angielskim.

Przedstawione przez Autora cele pracy doktorskiej zostaty jasno i poprawnie sformufowane i sg
adekwatne do podjetego tematu rozprawy. Giéwng koncepcja pracy jest synteza organiczna i
charakterystyka spektroskopowa nowych pochodnych sulfanylotribenzoporfirazyn i azotowych
tribenzoporfirazyn modyfikowanych podstawnikami peryferyjnymi, m. in. dendrymerami. Ponadto celem
przeprowadzonych badan bylo sprawdzenie, w jaki spos6b przeprowadzona modyfikacja
fotosensybilizatoréw wplywa na wybrane wiasciwosci fizykochemiczne (agregacja, fotogenerowanie
tlenu singletowego) i aktywno$¢ biologiczna warunkujacg ich zastosowanie w terapii fotodynamicznej
nowotworow i fotodynamicznej inaktywacji mikroorganizméw.

W' czedei literaturowej Autor przedstawia aktualny stan wiedzy na temat metod syntezy i
wlasciwoscei fizykochemicznych porfirazyn. Oméwione sa tu miedzy innymi problemy zwigzane z
izolacja tej grupy zwigzkéw, ocena ich reaktywnosci i mozliwosciami potencjalnych aplikacji.
Dodatkowo, na podstawie wnikliwego przegladu literaturowego, Autor zebrat informacje na temat
sposobOw funkcjonalizacji dendrymeréw i ich wykorzystaniem w PDT. Do najwazniejszych whasciwosci

dendrymeréw Doktorant zaliczyt minimalizacje zjawiska agregacji oraz ulatwianie transportu lekow, w
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tym lekéw przeciwnowotworowych i przeciwbakteryjnych. Nastepnie mgr Mtynarczyk scharakteryzowat
istote terapii fotodynamicznej zwracajagc uwage na wiladciwosci fizykochemiczne i biologiczne
fotosensybilizatoréw pierwszej, drugiej i trzeciej generacji. Pokrétce oméwione sg konsekwencje
fotowzbudzania fotosensybilizatoréw, przy czym Doktorant zwraca uwage na znaczenie efektywnego
fotogenerowania tlenu singletowego dla skutecznej terapii fotodynamicznej nowotworéw. Niestety
opisany zostat tu jedynie mechanizm typu IT (przekazanie energii ze wzbudzonego fotosensybilizatora na
Czgsteczke tlenu). Szkoda, ze mechanizm typu I polegajacy na przeniesieniu elektronu lub atomu wodoru
zostat pominiety, gdyz wedlug mojej wiedzy ma on zasadniczy wptywa na sukces terapii w warunkach in
vivo. W kolejnej czesci zostata krétko opisana fotodynamiczna chemioterapia skierowana przeciwko
drobnoustrojom (PACT). Zgadzam sig ze stwierdzeniem, ze duzym atutem fotodynamicznej inaktywacji
jest brak mozliwosci wyksztalcenia mechanizméw opornosci na tlen singletowy, jednak zabraklo mi
glebszego rozwiniecia tej problematyki. Nastepnie zostaly opisane potencjalne zastosowanie
azaporfinoidéow w terapii fotodynamiczne;j, fotodiagnostyce i diagnostyce metodg rezonansu
magnetycznego. Kolejny podrozdzial dotyczy mozliwosci wykorzystania dendrymeréw w PDT, w
szczegolnosci w celu zwiekszenia rozpuszezalnosci fotosensybilizatoréw oraz ich zastosowanie jako
promotoréw przejécia przezskérnego. Czgs¢ literaturowa koriczy krétkie podsumowanie. Uwazam, ze
wstep literaturowy jest $wiadectwem dobrego przygotowania teoretycznego Doktoranta do realizacji
zroznicowanych badan. Material ten zostat opracowany w sposéb zwiezly i zrozumialy i zawiera Jjedynie
drobne niescistosci. Na stronach 1 i 32 Doktorant niepopranie definiuje tlen singletowy, jako czynnik
fizyczny, podczas gdy jest to jedna ze wzbudzonych form tlenu Cczasteczkowego. Autor pisze tez o
terapiach opartych na tlenie singletowym, a byé moze lepiej méwié¢ o terapiach wykorzystujacych
zjawisko stresu oksydacyjnego. w kt6rym nie tylko tlen singletowy, ale tez inne reaktywne formy tlenu
(anionorodnil ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru, rodnik hydroksykowy) odgrywaja kluczowa role.
Rysunek 21 jest mato czytelny, by¢ moze lepiej byloby tu przedstawi¢ elektronowe widma absorpcyjne
wybranych endogennych chromoforéw oraz widma stosowanych fotosensybilizatoréw. Z kolei do
rysunku nr 23 przedstawiajacego struktury fotosensybilizatorow, wkradl si¢ z pozoru drobny bigd.
Redaporfin nalezy do grupy bakteriochloryn, a nie jest jak przedstawiono na rysunku chloryng. Zamiast
jednego zred ukowanego pirolu powinny by¢ dwa zredukowane pirole PO przeciwnej stronie makrocyklu.
Rozdzial czwarty zawiera opis przeprowadzonych syntez, charakterystyke fizykochemiczng
opisanych zwigzkéw oraz ocene aktywnosci biologicznej wybranych tribenzoporfirazyn. Przebieg
prowadzonych reakcji kontrolowano za pomocg pomiaru widm absorpcyjnych, a czystos¢ otrzymanych
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produktéw potwierdzono metodg spektrometrii mas (MS) oraz Jjadrowego rezonansu paramagnetycznego
(NMR). W wyniku reakcji cyklotetrameryzacji odpowiednich pochodnych maleonitrylowych uzyskano
tribenzoporfiryny siarkowe, diazepinoporfirazyny oraz pirazynoporfirazyny. Otrzymano réwniez
pochodne tribenzoporfirazyn na drodze modyfikacji peryferium makrocykla. Mimo napotkanych
trudnosci w charakterystyce fizykochemicznej, w szczegOlnosci metoda NMR, to wiasnie wnikliwa
analiza i interpretacja widm NMR oraz widm masowych zastuguje na docenienie. Kolejnym etapem byto
zbadanie zjawiska agregacji  badanych tribenzoporfirazyn. Rozbudowa czesci  peryferyjnej
tribenzopofrirazyn doprowadzila do poprawy ich rozpuszczalnosci jak réwniez zmniejszenia zjawiska
agregacji. W celu wyznaczenia wydajnosci kwantowych generowania tlenu singletowego, Autor postuzyl
si¢ metoda posrednia z zastosowaniem 1,3-difenyloizobenzofuranu (DPBF). Badane zwigzki
charakteryzujg sie zréznicowana tendencjg do generowania tlenu singletowego (wydajnosci kwantowe
wynosity od 5% do 27 %). Najwigkszg wartos¢ wydajnosci kwantowej uzyskano dla pochodnej 14
(Q@a=27%), co autor poprawnie thumaczy oksydatywnym otwarciem pierscienia porfirazynowego.
Szkoda, ze pomiary zaniku absorpcji DPBF byly Jjedyna metods wyznaczenia wydajnosci kwantowych
10,. Pomiary polegajace na bezposredniej detekeji fosforescencji tlenu singletowego przy dhugosci fali
1270 nm w réznych rozpuszczalnikach znacznie wzbogacityby cze$é fotochemiczng pracy. Zastanawiam
si¢ tez jak wyznaczone wartodci @, majg si¢ do procesow zachodzacych w komérkach
nowotworowych/bakteryjnych. Byé moze warto tez przemysle¢ rozszerzenie tych badan o pomiary
detekcji innych ROS t. j. anionorodnika ponadtlenkowego czy rodnika hydroksylowego.

Do oceny wlasciwosci biologicznej in vitro wybrano szesé zsyntezowanych zwigzkéw. Pierwszy
etap badan biologicznych dotyczyt okradlenia fotocytotoksycznosci badanych zwigzkow wobec komérek
raka kolczystokomérkowego jamy ustnej (HSC-3 i Cal 27) oraz raka jajnika (HeLa). F otosensybilizatory
dostarczano do komoérek albo w postaci 0.1 % roztworéw DMSO lub w postaci liposomalne;.
Zastosowane liposomy okazaly sie skutecznymi noénikami badanych zwiazkéw, gdyz pozwolity na
uzyskanie stabilnych i biokompatybilnych formulacji. W zaleznodci od zastosowanego sktadu formulacji,
liposomy zwiekszaty lub zmniejszaly fotocytotoksycznogé badanych zwigzkéw. Ponadto wykazano, ze
aktywnos$¢ badanych zwiazkéw in vitro jest zalezna od wydajnosci kwantowej generowania tlenu
singletowego. jednak nie zawsze jest to zalezno$é liniowa. Z przedstawionych wynikéw badan wynika, ze
pochodna 12 prowadzi do najwigkszego efektu fotodynamicznego in vitro. Przedstawione w pracy wyniki
badan biologicznych przeprowadzone na komoérkach nowotworowych mozna traktowaé jako badanie

pilotazowe. Bardzo ciekawe byloby uzupehienie tych badan o okreslenie zaleznosci przezywalnosci
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komoérkowej w zaleznosci od dawki $wiatla, a wyniki badas w warunkach hipoksji i normoksji mozna by
skorelowaé¢ z mechanizmami generowania réznych reaktywnych form tlenu in virro.

Ostatni  podrozdziat Wynikéw i Dyskusji to badania aktywnosci przeciwdrobnoustorjowej
wybranych zwiazkéw wobec szczepow bakterii gram dodatnich (S. aureus), gram ujemnych (E. coli) oraz
grzybow (Candida albicans). Najlepsze wyniki uzyskano dla pochodnych 6 i 12 wobec bakterii gram
dodatnich S. Aureus, gdyz odnotowano spadek przezywalnosci bakterii o okolo szegé logarytméw. Autor
prawidlowo zauwaza, ze réznice w aktywnoscei fotodynamicznej badanych zwiazkéw wobec bakterii
gram dodatnich i gram uj emnych oraz grzybéw zwigzane $3 z réznicami w budowie $cian komérkowych i
tatwiejszym wnikaniem tych fotosensybilizatoréw do komérek bakterii gram dodatnich niz gram
ujemnych i grzybdw.

Pomimo iz dyskusja otrzymanych wynikéw przeprowadzona jest w sposéb szczegbtowy i
dojrzaly, zabrakio mi w niej poréwnania uzyskanych w pracy wynikéw z analogicznymi wynikami

badan nad fotosensybilizatorami stosowanymi w praktyce klinicznej.

Do najwazniejszych osiagnie¢ uzyskanych przez mgra Dariusza Mlynarczyka zaliczam:

o Synteze biblioteki zwiazkéw nalezacych do grupy tribenzoporfirazyn oraz ich
charakterystyke fizykochemiczng z wykorzystaniem technik elektronowej spektroskopii
absorpeyjnej, jadrowego rezonansu paramagnetycznego (NMR) oraz spektrometrii mas
(MS).

* Wyznaczenie wydajnosci kwantowych generowanie tlenu singletowego dla dziewieciu
otrzymanych  zwiazkéw oraz  zbadanie aktywnosci  biologicznej wybranych
fotosensybilizatoréw (w postaci wolnej jak i w formulacjach liposomalnych) wobec
komérek nowotworowych trzech linii komérkowych (HSC-3, CAL27, HelLa) w
warunkach normoksji i hipoksji.

e Wykazanie, ze pochodne 12 i 6 sg skutecznymi fotosensybilizatorami w fotodynamicznej
inaktywacji baterii gram dodatkach (po wzbudzeniu badane pochodne generuja efektywnie

ROS. prowadzac do obnizenia ilosci komérek S. aureus o 6 rzeddéw logarytmicznych).

Przedstawiona do oceny prace oceniam bardzo wysoko. Praca zostala napisana jezykiem
poprawnym i zrozumiatym. Opréez dobrej znajomosci syntezy organicznej i technik spektroskopowych,
Doktorant wykazat sie umiejetnoscia wspélpracy z réznymi zespotami badawezymi. Uwazam, ze sama
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Zaawansowana synteza 12 nowych zwigzkéw makrocyklicznych oraz ich charakterystyka
spektroskopowa w zupetnosci wystarczy do nadania stopnia doktora nauk farmaceutycznych. Jednak
dodatkowe badania biologiczne pozwalaja Autorowi spojrze¢ w Szerszy sposéb na problematyke PDT i w
istotny sposéb wzbogacajg przedstawiong do oceny dysertacje.

Na wyréznienie zastuguje fakt, iz wyniki badas wchodzacych w zakres rozprawy opublikowano w
postaci pieciu pelnotekstowych artykuléw w bardzo dobrych czasopismach naukowych specjalizujacych
si¢ w publikacji mterdysc-yplinamych wynikéw badan (Eur. J. Med Chem., New J. Chem., J. Inorganic
Biochem., ChemPlusChem). Warto dodaé, ze praca, w ktérej Doktorant jest pierwszym autorem:
Dendrimeric Sulfanyl Porphyrazines: Synthesis, Physico-Chemical Characterization, and Biological
Activity for Potential Applications in Photodynamic Therapy, byta juz cytowana 16 razy. Ponadto autor
realizuje projekty badawcze finansowane przez Narodowe Centrum Nauki (NCN), ktérych wyniki zostaty
zamieszczone w ocenianej rozprawie.

Podsumowujac uwazam, ze recenzowana rozprawa prezentuje wysoki poziom badan i zawiera
elementy nowosci naukowej. Na podkreélenie zashuguje umiejetnogé wykorzystania zdobytej wiedzy
teoretycznej do praktycznego rozwigzywania skomplikowanych probleméw naukowych w zakresie
:interdysc_vplinamej tematyki. Wiekszogé zarzutow, ktére podniostem w niniejszej recenzji nalezy
traktowaé jako zaproszenie do dyskusji podczas obrony doktorskiej, nie za$ Jako istotne bledy
merytoryczne wplywajace na koicows ocene dysertacji. Uwazam, ze jest to wartosciowa praca,
zawierajgca obszerny materiat dos$wiadczalny o niewatpliwej wartosci naukowej, ktéry w przysziosci by¢é
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 pozn. zm.) i wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego we Wroctawiu 0

dopuszczenie Pana mgra Dariusza Miynarczyka do dal szych etapdw przewodu doktorskiego.
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