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OCENA
rozprawy doktorskiej pt. ..Polietylenoglikolowe pochodne porfiryn i kurkuminy — synteza
oraz ocena wlasciwosci fizykochemicznych i aktywnoscei biologicznej” opracowanej
przez mgra farm. Dawida Eazewskiego ubiegajgcego sie o stopien naukowy doktora w
dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki farmaceutyczne, pod
kierunkiem naukowym promotoréw prof. dr hab, Marka Muriasa ora dr hab. Marcina
Wierzchowskiego.
Ocena rozprawy doktorskiej mgra farm. Dawida Lazewskiego zostala mi powierzona
przez Kanclerz Kolegium Nauk Farmaceutycznych prof. dr hab. Judyte Cielecka-Piontek
pismem z dnia 6 lutego 2023 r. (Nr KNN 160/2023), w oparciu o uchwale nr 9/2023
Kapituty Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego imienia Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu.
Pan mgr Dawid Lazewski jest absolwentem Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Ukonczyl studia na kierunku
farmacja, a w trakcie studiow byl czlonkiem Studenckiego Kola Naukowego
»~Projektowania i Syntezy Leku™ przy Katedrze i Zakladzie Technologii Chemicznej
Srodkéw Leczniczych. Tytul magistra farmacji uzyskal w 2014 roku bronige pracy pod
tytulem: . Synteza metoksylowych i hydroksylowych pochodnych trans-stilbenu oraz
ocena ich wplywu na aktywnos¢ aromatazy zaleznej od cytochromu P450™, Promotorem
pracy byl dr n. farm. Marcin Wierzchowski. Doktorant jest autorem 8 publikacji z listy
filadelfijskiej o sumarycznym wspélczynniku IF 39,202 oraz sumarycznej liczbie
punktow MNiSW - 890. Ponadto dorobek naukowy Doktoranta obejmuje 6 polskich
streszczen  zjazdowych. Otrzymal rowniez dofinansowanie projektu dla miodych
naukowcow i pracownikéw nauki UMP.

Przedstawiong do oceny rozprawg doktorska stanowi zbiér powigzanych tematycznie
artykutéw naukowych. Zbior obejmuje trzy prace - dwie prace oryginalne i jedna przegladowa
- opublikowane w latach 2022-2023 w czasopismach, ktore w roku opublikowania artykutu w
ostatecznej formie byly ujete w wykazie sporzadzonym zgodnie z przepisami wydanymi na
podstawie art. 267 ust. 2 pkt 2 lit. b. Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej byty
finansowane z grantow Narodowego Centrum Nauki: OPUS UMO-2021/43/B/NZ7/02476 oraz
OPUS 2019/35/B/NZ7/01165. Sumaryczny Impact Factor trzech publikacji wynosi 12,416, a

suma punktow MEIN — 300.



Wkiad Doktdranta w artykule przegladowym polegal na przegladzie literatury dotyczacej
tematyki ,.pegylacji”, przygotowaniu manuskrypiu oraz przygotowaniu rycin. Udzial
Doktoranta w pracach oryginalnych polegal na syntezie badanych zwigzkow, tj. porfiryn i
zwigzkoéw kurkuminowych, ich charakterystyce spektralnej i opisaniu struktury, analizie widm
i wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu, a takze wykonaniu pomiaréw generowania tlenu
singletowego. W kazdej z wymienionej pracy Doktorant jest pierwszym autorem. Biorac
powyzsze pod uwage nalezy uzna¢ wklad Pana mgra Dawida Lazewskiego zaréwno w
prowadzenie badan naukowych jak i powstanie artykulow za znaczacy. Warto rowniez
podkresli¢ interdyscyplinarno$¢ warsztatu naukowego Doktoranta.

W autoreferacie Kandydat zamiescil rowniez wykaz dodatkowych prac swojego
wspotautorstwa o wysokim IF (str. 11), wypelniajgc w ten sposéb kolejne kryterium formalne
w uzyskaniu stopnia doktora, wynikajace z zapisu art. 196 ust 1. P.3a, zgodnie z ktérym
kandydat (oprocz prac skladajacych si¢ na cykl) powinien posiada¢ w swoim dorobku co
najmniej jeden artykul naukowy opublikowany w czasopismie naukowym z wykazu objetego
zapisem ustawowym.

Celem rozprawy doktorskiej bylo zbadanie wplywu krétkich fancuchéw polietylenoglikolu
(PEG) na aktywnos¢ cytotoksyczna porfiryn i kurkumin przeciwko komérkom nowotworowym
w dwoch rodzajach terapii — fotodynamicznej i klasyczne;j.

Uzasadniony rozwdj badan in silico w ostatnich latach nad opracowaniem struktury chemicznej
przyszlego leku zwigksza, w porownaniu do metod tradycyjnych, prawdopodobienstwo
uzyskania zwigzku o pozadanej aktywnosci w odniesieniu do celu molekularnego. Uzyskanie
zwigzku o takiej aktywnosci nie rozwigzuje jednak problemu jego dostgpnosci do celu
molekularnego zlokalizowanego w komoree.

Opracowanie modyfikacji zwigzku o optymalnej rozpuszczalnodci zarbwno w wodzie jak i
lipidach poprawia biodostepno$¢ i zwigksza prawdopodobienstwo osiagnigcia celu
molekularnego i tym samym oczekiwanego efektu cytotoksycznego/farmakologicznego.
Doktorant postanowil przebadaé, czy aktywnos¢ cytotoksyczna porfiryn i kurkumin w
odniesieniu do komorek nowotworowych poprawi sie gdy ich struktura chemiczna zostanie
zmodyfikowana przez wprowadzenie glikolu polietylenowego (tzw. ,,pegylacja™). Z uwagi na
to, ze glikol polietylenowy sklada sie¢ z tancuchéw zawierajacych naprzemiennie grupy
etylenowe i atomy tlenu mozna oczekiwaé, ze zwigkszy si¢ rowniez rozpuszcezalnosé takich
pochodnych zaréwno w wodzie jak 1 lipidach. O skutecznosci ,pegylacji” przekonuje
zastosowanie kliniczne wielu lekow zarejestrowanych przez FDA (Tab. 1), Cel pracy jest zatem
dobrze zdefiniowany. a tematyka jest wazna i aktualna.

Réwnoczesnie pojawia si¢ pytanie czy taka modyfikacja poprawiajaca rozpuszczalnosé nie
pogorszy oddzialywania na cel molekularny. W odniesieniu do zwigzkéw wybranych w pracy
doktorskiej — porfiryn i kumaryn - ktorych cytotoksycznosé jest aktywowana $wiatlem (terapia
fotodynamiczna) te obawy Autor rozwiewa stwierdzeniem, ze zwigekszenie dlugos$ci lancucha
zwigksza cytotoksycznos¢ po naswietlaniu, nie ma jednak wplywu na cytotoksyczno$é w
ciemnosci.
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Trwale polacZenie fotouczulacza z PEG zapewni lepsza biodostepnosé, ale czy selektywnosé -
wybiodrczos¢ dziatania? Autor wspomina, ale nie wyjasnia (str. 19) w jaki sposéb pokonujemy
., problem selektywnosci dzialania w stosunku do komérek nowotworowych. Ponadto pozostaje
Jjeszcze jedna wazna kwestia do wyjasnienia — do jakiej glgbokosci w tkance promieniowanie
podczerwone bedzie w stanie skutecznie aktywowac czasteczke proleku.

Troche kontrastuja ze soba ostatnie zdanie wprowadzenia oraz cel pracy: Autor z jednej strony
wskazuje na potrzebe bardziej szczegolowych badan poréwnujacych efekty stosowania
roznych dlugoscei i liczby tancuchdw, ale za cel pracy obral wplyw jedynie krotkich lancuchow
PEG na aktywnos¢ cytotoksyczng porfiryn 1 kurkumin.

Celem pierwszej publikacji byl przeglad literatury dotyczacej ,.pegylacji”, ze szczeg6lnym
uwzglednieniem roznic pomiedzy biatkami, no$nikami lekow, fotouczulaczami i lekami
maloczasteczkowymi. W artykule zwrécono uwage na wykorzystanie glownie lancuchow PEG
o masie kilku kDa. Opisano metody laczenia PEG z modyfikowanymi czasteczkami.
Porownano takze réznice w wykorzystywanych modyfikacjach. W artykule Autor zwraca
uwage rowniez na stabe strony .pegylacji”, w tym za jedna z najwazniejszych uznaje
powstawanie przeciwcial skierowanych przeciwko PEG u pacjentéw po otrzymaniu pierwszej
kuracji ,,pegylowanym™ lekiem. Moze to doprowadzi¢ do wytworzenia opornosci na kolejne
terapie i zaprzepasci¢ lata badan wlozonych w rozwdj tej obiecujacej modyfikacji. We
wnioskach podkres§lono potrzebe dalszych bardziej szczegotowych badan nad wplywem
diugosci tancucha oraz ilosci taficuchéw wprowadzanych do czasteczek, zwlaszcza w
przypadku bardzo krétkich tancuchéw PEG. Artykul stanowi bardzo dobre wprowadzenie do
zalozen badan opublikowanych w kolejnych dwéch pracach.

W pierwszej oryginalnej publikacji o zwiazkach porfirynowych Doktorant opisal
otrzymywanie zwiazkéw tej grupy, modyfikowanych krétkimi tancuchami PEG. Nastepnie ich
charakterystyke fizyko-chemiczna. badania fotochemicznych wlasciwosci otrzymanych
porfiryn, symulacje wlasnosci spektralnych oraz badania aktywnosci fotodynamicznej
w modelu hodowli komérkowych in vitre na liniach komorek - raka pecherza
moczowego (5637), gruczolakoraka prostaty (LNCaP), oraz czerniaka (A375). Kandydat w
opublikowanych badaniach wykorzystal zaawansowane technologicznie i metody:

1. w celu uzyskania charakterystyki otrzymanych zwigzkow - spektrometri¢ mas,
spektroskopie 1D i 2D NMR, spektroskopie UV-Vis oraz spektroskopie IR;

2. czystosé uzyskanych zwigzkow potwierdzono technikg HPLC:

3. symulacje widm absorpcyjnych z zastosowaniem teorii funkcjonatu gestosei (DIT)
programem Gaussian 09 oraz poréwnanie ich z widmami eksperymentalnymi, a takze
obliczenia  okreslajgce udzial poszczegélnych orbitali  molekularnych  w
obserwowanych przejsciach w UV-vis;

4. do pomiaréw wydajnosci generowania tlenu singletowego wykorzystal metodg
bezposredniego pomiaru luminescencji w podczerwieni.

Ostatnim etapem bylo badanie aktywnosci fotodynamicznej na trzech liniach komorek
nowotworowych (5637 — rak pecherza moczowego, LNCaP — gruczolakorak prostaty. A375 -
czerniak) z wykorzystaniem testu MTT. W badaniach aktywnosci biologicznej potwierdzono
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silne dzialanié porfiryn wolnych i cynkowych przeciwko dwém liniom komérkowym LNCaP
i 5637. Komorki badanej linii czerniaka okazaly si¢ najbardziej oporne na dzialanie
fotouczulaczy. Na szczegdlng uwage zastuguje wartosé IC50 dla komorek linii 5637, ktora dla
najbardziej aktywnego zwiazku wynosila 8 nM po naswietleniu komérek dawka swiatla 10
Jem?.

W mojej ocenie w przeprowadzonych badaniach trochg brakuje symetrii w wysilku nad
wiarygodnoscig otrzymanych rezultatow. Z jednej strony bardzo duzy naklad pracy i bardzo
zaawansowane techniki w celu otrzymania zwigzkow do badan biologicznych, z drugiej strony,
badania biologiczne oparte jedynie na teScie MTT. Wiarygodnos¢ tego testu, w Srodowisku
wolnych rodnikow, co ma miejsce przy generowaniu tlenu singletowego, moze byc
ograniczona. Majac powyzsze na uwadze zalecalbym potwierdzenie otrzymanych rezultatow
uzyskanych w tescie MTT innym testem cytotoksycznosci, 0 innym mechanizmie dzialania.
Ponadto wyjasnienia wymaga liczebnos¢ prob uzytych do testow statystycznych — wydaje sig,
ze wyliczanie rozkladu normalnego tam gdzie uzyto tylko dwoéch lub trzech préb moze by¢
malo wiarygodne. Szkoda nie doceni¢ wysitku wloZzonego w pierwszym etapie badan —
uzyskanie zwiazkéw do badan biologicznych, poprzez badanie ich aktywnosci biologiczne)
jedynie procedura o ograniczonej wiarygodnosci. Na tym etapie pojawia si¢ jeszcze kolejne
pytanie — jakie kryteria przyjeto przy wyborze linii nowotworowych do badan.

Glownym celem ostatniej publikacji bylo otrzymanie zwigzkéw kurkuminowych
zawierajacych krotkie tancuchy PEG skladajace si¢ z trzech jednostek glikolu. Nastgpnie ich
charakterystyka  fizyko-chemiczna, symulacje wlasciwosci ADMET  (absorpcja,
dystrybucja, metabolizm, eliminacja, toksyczno$¢), badania aktywnosci cytotoksycznej na
liniach komérkowych. Nastepnie szersze badania poréwnawcze majace wyjasni¢ wplyw
wprowadzenia lancuchow PEG na aktywno$¢ biologiczng kurkumin. Oprécz metod
zastosowanych w poprzedniej publikacji dodatkowo wykonano symulacje wlasciwosci
ADMET dwoma dostepnymi modelami (ProTox-II i admetSAR) oraz badania wchlaniania
komodrkowego dla kurkuminy i jej .,pegylowanego™ odpowiednika. W kolejnym etapie
wykonano badania aktywnosci biologicznej wobec dwoch linii komérek nowotworowych raka
pecherza moczowego (5637 oraz SCaBER) oraz linii komorek prawidlowych MRC-5. Badania
cytotoksycznosci  przeprowadzone w warunkach normoksji i hipoksji pozwolily na
wyselekcjonowanie najbardziej obiecujacej struktury ,,pegylowanej” kurkuminy. Hipoksji w
opublikowanym artykule po$wigcono bardzo duzo miejsca, jednak to zagadnienie nie znalazlo
sie w celu rozprawy przedstawionym w autoreferacie, a dalej, w opisie do publikacji jest jedynie
na ten temat wzmianka. Zagadnienie to wymaga szerszego komentarza. Czy hipoksja jest tu
wprowadzona jako czynnik aktywujacy prolek do leku, podobnie jak w przypadku
promieniowania podczerwonego w metodzie fotodynamicznej?

Doktorant na podstawie badan przeprowadzonych na pochodnych porfiryn i kurkuminy
konkluduje, ze:

1. Pozycja, w ktorej wprowadzone sa tancuchy ma znaczacy wplyw na aktywnosc
biologiczng zaréwno w przypadku porfiryn jak i kurkumin.



2. Pozycja lancucha nie ma znaczgcego wplywu na wihasciwosci fotofizyczne
porfiryn ani zdolno$¢ do generowania tlenu singletowego. Znaczgcy wplyw na
produkcje tlenu singletowego ma natomiast atom w centrum pierscienia
makrocyklicznego.

3. .Pegylacja” zmniejsza wchlanianie kurkumin przez blong komérkowa.

4. Lancuchy PEG moga zwigksza¢ selektywnos¢ kurkumin wobec komorek
nowotworowych.

5. .Pegylacja” moze zmienia¢ mechanizm dziatania kurkumin w kierunku modulacji
szlakow aktywnych w hipoksji. Wykazano wzrost ekspresji szesciu bialek (HIF-
la, HIF-2a, ADAMTS-1, fosfo-INK, p21 i fosfo-HSP27) po podaniu ,,pegylowanej”
kurkuminy w warunkach hipoksji w poréwnaniu z niemodyfikowang kurkumina.

Whioski sg dobrze udokumentowane i wywazone,

Rozprawa doktorska zostala wykonana w ramach uczestnictwa w projekcie
Interdyscyplinarne Studia Doktoranckie wspolnie przez trzy jednostki: Politechnike
Poznanska, Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu oraz
Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w ramach Umowy o
dofinansowanie nr POWR.03.02.00-00- 1011/16. Projekt Interdyscyplinarne Studia
Doktoranckie byl wspolfinansowany przez Uni¢ Europejska z Europejskiego Funduszu
Spolecznego w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwoj 2014 —2020.

Podsumowanie

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgra farm. Dawida
Lazewskiego, pt. ,,Polictylenoglikolowe pochodne porfiryn i kurkuminy — synteza oraz ocena
whasciwosci fizykochemicznych i aktywnosci biologicznej”, ze wzgledu na dojrzalos¢ z jaka
zostala przeprowadzona analiza badanych probleméw, sposob ujmowania zagadnien przez
Doktoranta, szczegotowosé przeprowadzonych badan, a takze ich wieloplaszezyznowosc,
$wiadezy o opanowaniu przez Pana mgra farm. Dawida Lazewskiego metod prowadzenia
badan naukowych oraz umiejetnosei wiasciwego ich prezentowania. Recenzowana rozprawa
doktorska prezentuje ogolng wiedzg teoretyczna Kandydata w dyscyplinie nauki
farmaceutyczne oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W peini wige
odpowiada wymogom stawianym rozprawom doktorskim przez art. 187 ust. 1 i 2 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2022.574 1.j.). Na
podstawie tego przepisu wnosze o przyjgcie rozprawy i dopuszczenie Pana mgra farm.
Dawida Lazewskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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