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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgra farm. Daniela Zientala

pt. ,,Fotouczulacze porfirynoidowe o potencjalnym zastosowaniu w
przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej do zwalczania patogenéw
0 znaczeniu epidemicznym”

wykonanej w Katedrze i Zaktadzie Chemii Nieorganicznej i Analitycznej na
Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu pod kierunkiem
dr hab. n. farm. inz. tukasza Sobotta

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Kolegium Nauk Farmaceutycznych
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

1. Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska mgra farm. Daniela Zientala, pt. ,Fotouczulacze porfirynoidowe
o potencjalnym zastosowaniu w przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamicznej do
zwalczania patogenéw o znaczeniu epidemicznym” stanowi zbiér opublikowanych i
powigzanych tematycznie 3 artykutéw naukowych, jednej pracy przeglagdowej opublikowanej
w czasopi$mie Nanomaterials (wyd. MDPI, rok 2021, IF 5,719) oraz 2 prac eksperymentalnych
opublikowanych w Dyes and Pigments (wyd. Elsevier, rok 2022, IF 5,122) i Pharmaceutics
(wyd. MDPI, rok 2022, IF 6,525). We wszystkich pracach Pan Daniel Ziental jest pierwszym
autorem.

Praca doktorska sktada sie z wykazu publikacji stanowigcych podstawe postepowania
w sprawie o nadanie stopnia naukowego doktora, opisu aktywnosci naukowej Pana mgra farm.
Daniela Zientala, wstepu, zatozen badawczych rozprawy, omoéwienia prac wchodzacych w cykl
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publikacji oraz podsumowania i wnioskow. Wstep teoretyczny opisuje problem narastania
lekoopornosci wsrod istotnych klinicznie drobnoustrojow oraz alternatywne podejscie
terapeutyczne — przeciwdrobnoustrojowg terapie fotodynamiczna, ktéra moze stanowié
potencjalne narzedzie do ich eradykacji. Ta czesS¢ wstepu wraz z zatozeniami badawczymi
rozprawy wprowadza czytelnika w zadania badawcze podjete w ramach rozprawy doktorskie;.
Doskonatym uzupetnieniem wstepu jest praca przeglgdowa opisujgca przeprowadzone
dotychczas badania, zaréwno in vitro, jak i in vivo, dotyczgce wykorzystania terapii
fotodynamicznej w walce z zakazeniami grzybiczymi.

Osobny rozdziat stanowi omowienie prac wchodzacych w sktad cyklu publikacji.
Rozdziat ten wprowadza czytelnika w zagadnienia poruszane w ramach kazdej
z przedstawionych publikacji, przedstawia problem badawczy oraz podsumowuje uzyskane
wyniki.

Istotnym elementem rozprawy doktorskiej jest streszczenie pracy w jezyku polskim
i angielskim, ktore jednak nastepuje dopiero po wymienionych wczesniej czesciach
sktadowych pracy. W mojej ocenie, streszczenie pracy doktorskiej powinno znalez¢ sie na
samym poczatku rozprawy. '

Oswiadczenia wspotautoréw prac okreslajgce indywidualny wktad w powstanie publikacji
zostaty umieszczone na koncu rozprawy doktorskie;.

Przeprowadzajgc formalng ocene rozprawy doktorskiej musze zwrdoci¢é uwage na brak
istotnego rozdziatu, tj. przedstawienia jasnej i konkretnej hipotezy oraz zatozonych celow
badawczych. Co prawda, w ramach rozprawy umieszczono rozdziat opisujacy zatozenia
badawcze, niemniej, nie sformutowano w nim konkretnych celéw badawczych dysertacji.
W podrozdziale ,Podsumowanie i wnioski” zamieszczono wprawdzie zdanie, ze
.przedstawiona praca doktorska miata na celu udowodnienie niepowtarzalnego potencjatu
terapii fotodynamicznej w leczeniu zakazen powierzchniowych wywotanych przez bakterie
i grzyby oporne na klasyczng antybiotykoterapie”, ale w mojej ocenie jest to zbyt ogdlny
i niefortunnie sformutowany cel badawczy. De facto, doktorant nie przeprowadzat zadnych
badan dotyczgcych leczenia zakazen powierzchniowych. Prosze, by w trakcie publicznej
obrony Doktorant sformutowat hipoteze i cele badawcze pracy doktorskiej.

Odnoszgc sie do tej czesci rozprawy doktorskiej chciatbym prosi¢ doktoranta
0 wyjasnienia dotyczace ponizszych kwestii:

- We Wstepie rozprawy doktorant sugeruje, ze poddawanie bakterii dawkom subletalnym
PACT nie powoduje zwiekszenia ich opornosci ani na antybiotyki, ani na oddziatywanie tlenu
singletowego. Chciatbym pozna¢ zdanie doktoranta na temat opisywanego wielokrotnie
zjawiska rozwoju tolerancji drobnoustrojéw na stres oksydacyjny powodowany terapig
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fotodynamiczng wskutek wielokrotnego traktowania mikroorganizméw subletalnymi dawkami
PACT.

- W Zatozeniach badawczych doktorant sugeruje, ze wskutek synergistycznego
oddziatywania PACT =z antybiotykoterapig, mozliwe jest przywrocenie wrazliwosci
drobnoustrojéw na niektére grupy antybiotykéw. Czy doktorant jest w stanie wskaza¢ dane
literaturowe potwierdzajgce tak dalece idgcy efekt uwrazliwienia drobnoustrojéw wywotany
zastosowaniem metody PACT skutkujacy zmiang kategorii lekoopornosci.

- W Podsumowaniu i wnioskach doktorant sugeruje, ze PACT moze stanowi¢ bardzo
dobrg opcje terapeutyczng w przypadku panopornych szczepow Candida auris. Czy
stosowany w ramach rozprawy doktorskiej szczep C. auris rzeczywiscie charakteryzowat sie
profilem opornoéci typu PDR?

- Prosze o wyjasnienie dotyczace doboru antybiotykéw do badania synergii miedzy
PACT a klasyczng antybiotykoterapig. Dlaczego do badania synergii w przypadku S. aureus
wybrano ceftazydym, ktéry generalnie nie jest rekomendowany do stosowania w przypadku
zakazen wywotanych tym drobnoustrojem? Dlaczego, zaréwno dla S. aureus jak i E. coli,
skupiono sie na badaniu jednej grupy antybiotykéw (z wyjagtkiem meropenemu),
tj. cefalosporyn a nie wybrano lekéw I-go i ll-go rzutu, np. amoksycyliny, cefuroksymu,
klarytromycyny, azytromycyny, ciprofloksacyny czy trimetoprimu z sulfametoksazolem?

2. Ocena osiggniecia naukowego rozprawy doktorskiej
Na rozprawe doktorskg sktada sie jedna praca przegladowa oraz dwie pracy
o charakterze eksperymentalnym.

Publikacja nr 1 to praca przegladowa (Ziental Daniel, Mlynarczyk Dariusz,
Czarczynska-Goslinska Beata, Lewandowski, Konrad, Sobotta Lukasz; Photosensitizers
Mediated Photodynamic Inactivation against Fungi. Nanomaterials. 28 paZdziernika
2021;11(11):2883), ktéra stanowi przeglad literatury dotyczacej mozliwosci wykorzystania
PACT w walce z zakazeniami grzybiczymi. W pracy przeanalizowano dane literaturowe
dotyczace 29 gatunkéw grzyboéw oraz ponad 70 zwigzkéw fotouczulajgcych wykorzystanych
w badaniach PACT zaréwno w modelach in vitro jak i in vivo. Opisane wyniki daty podstawe
do dalszych badan doktoranta nad wykorzystaniem PACT z uzyciem najbardziej obiecujgcych
grup fotosensybilizatoréw, tj. chloryn i ftalocyjanin, w walce z wielolekoopornymi
drobnoustrojami o znaczeniu klinicznym.

Publikacja nr 2 to praca eksperymentalna (Ziental Daniel, Zajac Justyna, Lewandowski
Konrad, Dlugaszewska Jolanta, Potrzebowski Marek, Sobotta Lukasz, Oxospirochlorins as
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new promising photosensitizers against priority pathogens. Dyes Pigments. maj
2022;201:110240), opisujgca zastosowanie  oksospirochloryn jako obiecujgcych
fotosensybilizatoréow w walce z patogenami alarmowymi na przyktadzie metycylinoopornych
Staphylococcus aureus, Escherichia coli z opornoscia wynikajacg z beta-laktamaz
0 rozszerzonym spektrum oraz opornego na flukonazol Canida albicans.

W pierwszym etapie badan dokonano syntezy oraz petnej charakterystyki
fotochemicznej czterech nowych zwigzkéw fotouczulajgcych, ktoérych aktywnosé
fotodynamiczng badano w stosunku do wymienionych wyzej drobnoustrojéw. W celu
zwigkszenia rozpuszczalnosci badanych zwigzkéw w $rodowisku wodnym, doktorant
przeprowadzit inkorporacje fotosensybilizatoréw w liposomy. Ponadto, doktorant podjat probe
oceny oddziatywania synergistycznego miedzy metodg fotodynamiczng a klasyczna
antybiotykoterapig na przyktadzie wybranych antybiotykéw. Uzyskane wyniki dowodza, ze
badane oksospirochloryny sg obiecujacymi fotosensybilizatorami, ktére z powodzeniem
mozna stosowac¢ w terapii fotodynamicznej drobnoustrojow stanowigcych duze wyzwanie
wspoétczesnej medycyny. Obserwowany efekt synergistyczny prowadzacy do obnizenia
stezenia stosowanych antybiotykéw oceniam za niezwykle istotny element przedstawionej
pracy, ktéry moze mie¢ wazny wptyw na ograniczenie rosnacej lekoopornosci drobnoustrojow.

Czy doktorant moze uzasadni¢, ze badanie wykorzystujace pojedynczy szczep
kazdego z gatunkéw drobnoustrojow to dobre podejscie eksperymentalne? Czy
doktorant nie obawia sie, ze zaprezentowane wyniki maja matg wartos¢ aplikacyjna
skoro nie wiemy jak prezentowalaby sie aktywnos$¢ bakteriobojcza stosowanych
fotosensybilizatorow na wiekszej liczbie przedstawicieli tego samego gatunku
mikroorganizmow?

Publikacja nr 3 to praca o charakterze eksperymentalnym (Ziental Daniel, Mlynarczyk
Dariusz, Kolasinski Emil, Gizel Emre, Dlugaszewska, Jolanta, Popenda tukasz, Jurga Stefan,
Goslinski Tomasz, Sobotta Lukasz; Zinc(ll), Palladium(ll), and Metal-Free Phthalocyanines
Bearing Nipagin-Functionalized Substituents against Candida auris and Selected Multidrug-
Resistant Microbes. Pharmaceutics. 12 sierpnia 2022;14(8):1686), w ktoérej doktorant opisuje
zastosowanie cynkowej, palladowej oraz niezawierajgcej metalu ftalocyjanin podstawionych
nipaginami w walce z grzybem z gatunku Candida auris oraz wybranymi drobnoustrojami,
tj. metycylinoopornym S. aureus, E. coli produkujgcg beta-laktamazy o rozszerzonym
spektrum, C. albicans, Trichophyton rubrum i Trichophyton mentagrophytes.

W ramach przedstawionej pracy badano trzy nowo syntetyzowane ftalocyjaniny
(cynkowa, palladowg oraz demetalowang) podstawione symetrycznie nipaginami. Doktorant
w sposéb rzetelny opisat proces syntezy badanych fotosensybilizatoréw oraz ich petng
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charakterystyke fotochemiczng. Podobnie jak w przypadku badanych w publikacji nr 2 chloryn,
doktorant przeprowadzit inkorporacje syntetyzowanych ftalocyjanin w liposomy, co umozliwito
ich zastosowanie w roztworach wodnych. Uzyskane wyniki dowodzg wysokiej aktywnosci
bakteriobdjczej badanych zwigzkéw w metodzie fotodynamicznej. Za szczegdlne osiggniecie
uznaje wykazanie wysokiej aktywnosci bojczej metody PACT z wykorzystaniem badanych
ftalocyjanin w stosunku do C. auris, ktéry wykazuje wyjatkowg oporno$¢ na wiekszosc
dostepnych lekéw przeciwgrzybiczych.

Badanie aktywnosci bakteriobdjczej badanych fotosensybilizatoréow (podobnie
w publikacji nr 2) przeprowadzono w buforze PBS. Wielu badaczy obserwuje znacznie
nizsza aktywnos¢ bodjcza zwigzkéw fotouczulajagcych, gdy testowane sa one
w pozywkach mikrobiologicznych. Czy doktorant podejmowat probe oceny aktywnosci
badanych zwigzkéw w zaleznosci od srodowiska? Jesli nie, to prosze doktoranta
o przedstawienie swojego zdania na temat potencjalnej redukcji aktywnosci badanych
zwigzkow w zaleznosci od srodowiska reakcji.

3. Dodatkowe komentarze i pytania

Dobrze opracowana metodologia jest podstawg uzyskania wiarygodnych wynikow
badan. W pracy zastosowano jedynie podstawowg metodyke badawczg dla potwierdzenia
synergii miedzy metodg fotodynamiczng a antybiotykoterapia, tj. badanie minimalnego
stezenia hamujgcego (MIC). Prosze o wskazanie innych mozliwych testéow, ktore
potwierdzityby zaobserwowany przez doktoranta efekt synergistyczny.

Rozprawa doktorska Pana mgra farm. Daniela Zientala w duzej mierze dotyczy badania
nowo syntetyzowanych zwigzkéw fotouczulajgcych. Czy doktorant moze przytoczyé jakies
dane (wtasne lub literaturowe) dotyczace potencjalnej cyto- i fototoksycznosci badanych
zwigzkéw w stosunku do komérek eukariotycznych, ktére sugerowatyby, ze proponowana
metoda PACT z zastosowaniem wspomnianych zwigzkéw moze by¢ bezpiecznym podejsciem
terapeutycznym.

4. Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pana mgra farm. Daniela Zientala oparta jest na trzech wysokiej
jakosci publikacjach, ktére zostaty docenione przez recenzentéw i edytora w czasopismach
naukowych. Kazda z prac podnosi wazne aspekty i problemy badawcze, wnosi znaczacy
wkiad w badania nad wykorzystaniem metody fotodynamicznej w walce z wielolekoopornymi
drobnoustrojami, opisuje wykorzystanie rzetelnej metodologii i dokumentuje uzyskane wyniki.
Na podstawie zatgczonych oéwiadczen wspotautoréw oceniam udziat koncepcyjny jak
i wykonawczy Doktoranta w powstaniu prac bardzo wysoko.
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5. Whniosek koncowy

Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska Pana mgra farm. Daniela Zientala spetnia
wszystkie warunki zgodnie z artykutem 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. (z pdzniejszymi
zmianami) o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki. Zwracam sie do Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu o dopuszczenie Pana mgra farm. Daniela Zientala do
dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
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