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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr. farm. Pawta Bakuna

Synteza i charakterystyka fizykochemiczna modyfikowanych polifenoli
o potencjalnym zastosowaniu w medycynie i farmacji

wykonanej w Katedrze i Zaktadzie Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych

pod kierunkiem Prof. dr. hab. Tomasza Goslirskiego i Dr. hab. Tomasza Koczorowskiego.

Polifenole, to liczna grupa zwigzkéw chemicznych pochodzenia roslinnego, ktére zyskaty
duza popularnoéé ze wzgledu na szeroki wachlarz ich korzysci zdrowotnych. Oproécz roli silnych
przeciwutleniaczy — chronigeych komorki przed stresem oksydacyjnym — polifenole s3
badane pod katem ich potencjatu w zapobieganiu i leczeniu szeregu choréb, w tym chordb

uktadu krazenia, nowotwordw, cukrzycy i zaburzer neurodegeneracyjnych.

W miare jak nasza wiedza na temat mechanizméw dziatania polifenoli poszerza sie
naukowcy badaja, jak zwiazki te moina wykorzysta¢ w warunkach klinicznych, jako

samodzielne terapeutyki lub uzupetnienie innych lekdw.

To, co sprawia, e polifenole sg szczegdlnie interesujace jako potencjalne terapeutylki,
to ich niska toksycznos¢ i fakt, ze mozna je spoiywac naturalnie w diecie, dzigki czemu s3
dostepne dla szerokiej populacji. Pomimo silnych wiasciwosci przeciwutieniajacych,
przeciwzapalnych i przeciwnowotworowych, polifenole majg istotne ograniczenia, ktére

wplywaja na ich skutecznosc jako srodkéw terapeutycznych.



Jednym z gtéwnych wyzwan jest ich staba biodostepnosc. Chociai polifenole sg
powszechnie spozywane z poiywieniem, czesto nie s skutecznie wchtaniane w przewodzie
pokarmowym, co oznacza, ze tylko niewielkie ilosci docierajg do krwiobiegu i tkanek

docelowych. Ogranicza to ich skutecznosé¢ terapeutyczng i utrudnia ich stosowanie w leczeniu.

Metabolizm i stabilno$é rowniez stanowiag problem. Wiele polifenoli ulega szybkiemu
metabolizmowi w watrobie, przeksztatcajac sie w mniej aktywne metabolity, zanim beds
mogly wywierad swoje dziatanie terapeutyczne. Ponadto niektdre polifenole sg wrazliwe na
czynniki rodowiskowe, takie jak éwiatlo, ciepto, tlen, podatnoéc na hydrolizg, etc. kidre moga

obnizy¢ ich skutecznosé. Ziozonos¢ interakeji polifenoli z lekami rowniez budzi obawy.

Podsumowujac, podczas gdy potencjal terapeutyczny polifenoli jest bardzo duzy,
wspomniane powyzej wyzwania podkreslaja potrzebe dalszych badan w celu optymalizacji ich
stabilnosci, biodostepnodci | ogdlnej efektywnosci, zapewniajac, e mozna je bedzie
bezpiecznie i skutecznie zintegrowac ze strategiami opieki zdrowotnej. Wtasnie tym waznym

zagadnieniom poswiecone byly badania mgr. Pawta Bakuna.

Rozprawa doktorska Pana magistra Pawta Bakuna ma postac cyklu 4 publikacji,
opatrzonych komentarzem Doktoranta i skrétowym omodwieniem wynikow poszczegolnych
prac. Taka forma rozprawy doktorskiej spetnia wymagania ustawowe w tym zakresie. Artykuty
sktadajace sie na cykl prac wchodzacych w sktad rozprawy ukazaty sig w miedzynarodowych
czasopismach naukowych: Materials (Publikacja 1), European Journal of Medicinal Chemistry
(Publikacja 2}, Medicinal Chemistry Research (Publikacja 3), i w Molecules (Publikacja 4). Trzy
z nich maja charakter prac oryginalnych, a jedna (opublikowana w European Journal of
Medicinal Chemistry) jest praca przegladowa, w ktdrej zawarto rowniez autorskie komentarze.
Wszystkie publikacje pochodzg z ostatnich kilku lat, s3 wieloautorskie, ale z mgr. Pawlem
Bakunem jako pierwszym autorem i, co nalezy podkreslié jako wyjatkowe, rowniez z
Doktorantem jako autorem do korespondencji, wraz z promotorem, Prof. Tomaszem
Goslinskim. Zataczone oswiadczenia Doktoranta, Promotorow i wszystkich wspotautorow
jednoznacznie wskazuja nie tylko na wiodacg role mgr. Pawfa Bakuna we wszystkich

wymienionych pracach, ale rowniez jako inicjatora podjgtych badan.

Komentarz Doktoranta do cyklu publikacji jest zwiezly ale bardzo jasny i sktada sig, m.

in. (i) z wykazu publikacji wchodzacych w sktad pracy doktorskiej, (i) opisu aktywnosci




naukowe]j Doktoranta, (i) ogélnego opisu badar wraz z oméwieniem osiggniec¢ badawczych
w poszczegdlnych publikacjach, {iv} pismiennictwa, (v) streszczenia w jezyku polskim i

angielskim, oraz {vi) kopii artykutow wchodzacych w skiad cyklu.

Celem pracy doktorskie] mgr. Pawia Bakuna byfo (i) otrzymanie nowych pochodnych
substancji naturalnych z grupy polifenoli — kurkuminoidow i flawonoidow, o
zoptymalizowanych parametrach fizykochemicznych oraz cytotoksycznosci ukierunkowanej
na komoérki nowotworowe i bakteryjne oraz (i) préby potaczenia wybranych polifenoli z
nanoczgstkami o okreslonej budowie i aktywnosci biologicznej. Cele te udato sig Doktorantowi
w pelni osiggnaé. W efekcie prowadzonych badan uzyskano nowe pochodne polifenoli o
wzmocnionym dziataniu biologicznym i zoptymalizowanych parametrach fizykochemicznych,
a wyniki opisano we wspomnianych juz publikacjach wehodzacych w skiad niniejszej rozprawy

doktorskiej.
Skrotowa tematyka poszczegdlnych publikaciji:

1. W Publikacji 1 opisano osadzenie polifenolu — kwasu galusowego na powierzchni
nanoczastek tlenku tytanu{lV) (TiO:-GA}). Uzyskany materiat zostat dokiadnie
scharakteryzowany, a nastepnie zbadany pod katem toksycznosci i aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej. Wykazywat on bimodalny efekt polegajacy na tym, ze w
obecnosci niebieskiego $wiatla prezentowal wiasciwosci przeciwbakteryjne, podczas
gdy w ciemnosci posiadat wlasciwosci przeciwutleniajgce. Taka obserwacja skfania do
whiosku, ze TiO»-GA moze by¢ rozwazany jako dodatek do opatrunkéw i zawiesin do
ptukania w leczeniu trudno gojacych sig ran.

2. Publikacja 2 jest artykutem przegladowym przedstawiono aktualny stan wiedzy na
temat modyfikacji chemicznych i ich wptywu na aktywno$c biologiczng popularnego
modelowego polifenolu — galusanu epigallokatechiny (EGCG), obficie wystgpujgcego w
lisciach zielonej herbaty. Ta praca, moim zdaniem, stanowi wartoé¢ dodang cyklu
publikacji, bedac réwniez ciekawym wprowadzeniem do chemii i biochemii zwiazkow,
ktorymi zajmowat sie Doktorant .

3. Publikacja 3 opisuje badania, ktdre doprowadzity do otrzymania biblioteki blisko 30
zwigzkéw chemicznych inspirowanych strukturg chemiczng kurkuminy. Zwigzki te
zostaty szczegotowo scharakteryzowane fizykochemicznie oraz przebadane pod kgtem
ich aktywnosci przeciwnowotworowej. Najaktywniejsze pochodne (Z4 i Z6}
charakteryzowaly sie dobrymi parametrami ICso w tescie MTT na liniach
nowotworowych ludzkiego nowotworu pecherza moczowego, wysokg selektywnoscig
i nie wykazaly ostrej toksycznosci w tescie Microtox®.

4. W Publikacji 4 zawarto wyniki obejmujgce synteze i charakterystyke fizykochemiczng
nowej, czwartorzedowej amoniowej pochodnej kurkuminy, zaprojektowanej do
zastosowan w terapii fotodynamicznej skierowanej przeciwko drobnoustrojom
(APDT). Na drodze syntezy chemicznej otrzymano i scharakteryzowano
czwartorzedowg amoniowg pochodna kurkuminy {zwigzek Z9), ktéra wykazywata



korzystne cechy fotostabilnoéci i wtasciwosci generowania tlenu singletowego, co
kwalifikowalo ja do dalszych badan biologicznych. Co godne uwagi, pochodna ta nie
wykazywata toksycznosci wobec normalnych i rakowych linii komorek ludzkich przy
rownoczesnej silnej fotocytotoksycznosci wobec S, aureus, S. pyogenesi P. geruginosa.

Badania i analizy opisane ww. artykutach stanowigcych podstawe rozprawy doktorskie]
megr. Pawta Bakuna s3 bardzo ciekawe i poznawczo wazne. Nie mam zadnych watpliwosci, ze
stanowia one bardzo dobry przykfad rozwigzywania problemow naukowych i wskazujg na
umiejetnoé¢ samodzielnego prowadzenia prac badawczych przez Doktoranta. Publikacje te
wraz z komentarzem sa dowodem, ze Doktorant posiada odpowiednia wiedze teoretyczng |
praktyczna w zakresie prowadzonych badan. Stwierdzam zatem spetnienie przez mgr. Pawet

Bakuna warunkéw merytorycznych wymaganych od kandydatow to stopnia doktora.

Podczas lektury publikacji i Komentarza nasunety mi sie jednak pewne kwestie, co do

ktérych chciatbym poznaé opinie doktoranta, a mianowicie:

1. W badaniach nad polifenclami, a szczegdlnie kurkuming, czgsto podnoszony jest
problem: AIC (ang. assay intereference compound), PAINS (ang. pan-assay
intereferene compound) i IMP (ang. invalid/imprpbable metabolic panacea). Proszg o
wyjaénienie tych kwestii.

2. Odnoénie terapii fotodynamicznej. Dlaczego tlen singletowy {w stanie singletowym)
jest bardziej reaktywny niz tlen trypletowy (w stanie trypletowym]}, ktory jest
dwurodnikiem?

3. Wiadomo, ze polifenole tworza kompleksy z jonami metali. Jaki wptyw moze to miec
na ich wtasciwosci antyoksydacyjne?

4. Na Rys. 2 kurkumina przedstawiona jest w formie enolowej, natomiast na Rys. 4,
pochodna kurkuminy 25 i Z7, w formie ketonowej. Prosze wyjasnic, ktdra z tych form
dla kurkuminy jest trwalsza | w jaki sposéb rownowaga keto-enolowa zalezy od
warunkow reakciji.

5. Jakie s3 przyczyny chemicznej niestabilnosci kurkuminy i gléwne Sciezki jej degradacji?
Dlaczego nowe pochodne kurkuminy opisywane w niniejszej pracy sg bardziej stabilne
niz kurkumina? Diaczego wykazujga wigksza biodostepnosc? Czy w organizmach
zwierzecych istnieja jakies receptory/cele molekularne kurkuminy?

6. Publikacja 3, Fig. 1, etap ii. Prosze o wyjasnienie roli boranu tributylu i n-butyloaminy
w mechanizmie tego etapu.

7. Publikacja 4, str. 3, zdanie: ,Firstly, we wanted to avoid unexpected side reactions,
mainly substitution reactions.” Prosze o wyjasnienie i rozwinigcie tego stwierdzenia.

8. Publikacja 4, str. 3, zdanie: “... BF2 protection improves the chemical stability of the
curcumin scaffold and thus often increases biological octivity.” Czy mozna oczekiwac
podabnego efektu w przypadku pochodnych zawierajacych grupe BClo, BBr2 albo BIz?
Czy takie pochodne 53 znane?

e



Przechodzac do podsumowania mojej oceny pracy doktorskiej stwierdzam, ze temat
podjety przez Doktoranta jest zagadnieniem o wainym znaczeniu z punktu widzenia
poznawczego i aplikacyjnego, a zaproponowane modyfikacje w strukturze polifenoli znaczgco
zwiekszajg potencjat aplikacyjny tej klasy zwigzkow w zastosowaniach terapeutycznych.
Sposdb prezentacji materiatu, interpretacja wynikéw eksperymentalnych, dobor metod
badawczych w zaleinoéci od rozwigzywanego problemu, wskazuja na duza wiedze Doktoranta
w dziedzinie syntetycznej chemil organicznej, a w szczegdlnosci chemii polifenoli.
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia wiec warunki okreslone w Ustawie z
dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce {Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze
zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.} i dlatego wnioskuje do Rady Kolegium Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu o

dopuszczenie mgr. Pawfa Bakuna do dalszych etapdw postgpowania o nadanie stopnia

doktora.

Z uwagi na wysoka merytoryczng wartos¢ przedtozonej do recenzji pracy doktorskie]

zwracam sie takze do Wysokiej Rady z wnioskiem o wyréznienie przedmiotowej pracy.

Jacek Stawinski/—
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Przewodniczgcy

Rady Kolegium Nauk Farmaceutycznych

Biuro Rad Kolegidw Nauk

Kolegium Nauk Farmaceutycznych

Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
ul. Fredry 10

61-701 Poznan

Poland

re: wniosek o wyrdznienie pracy doktorskiej mgr. Pawta Bakuna.

Szanowny Panie Profesorze:

Jako recenzent pracy doktorskiej mgr. Pawta Bakuna pt. ,Synteza i charokterystyka
fizykochemiczna modyfikowanych polifenoli o potencjalnym zastosowaniu w medycynie i
farmacji” miatem okazje oceni¢ rozprawg pod katem Jej oryginalnosci, naukowej rzetelnosci i
wkladu w obszarze opracowywania nowych terapeutykéw na bazie polifenoii. Po dokfadnym
zapoznaniu sie z publikacjami wchodzacymi w skiad pracy doktorskiej i Komentarzem Doktoranta,
z przyjemnoscig rekomenduje przyznanie rozprawie wyrdznienia.

Rozprawa doktorska bazuje na 4 pracach opublikowanych w prestizowych migdzynarodowych
czasopismach naukowych, ktérych Doktorant byt pomystodawca, pierwszym autoremi, co nie jest
czesta sytuacja, autorem do korespondencji, wraz z promotorem pracy, Prof. Tomaszem
Goélikskim. Publikacje wchodzace w skiad recenzowanej pracy doktorskiej posiadajg wysoka
wartoéé merytoryczna i znaczaco poszerzaja wiedze na temat projektowania nowych zwigzkdw o
dziataniu terapeutycznym na bazie polifencli.

Jak zaznaczytern w recenzji, sposob prezentacji materiatu, interpretacja wynikow
eksperymentainych, dobér metod badawczych w zaleznosci od rozwigzywanego problemu,
wskazujg na duza wiedze Doktoranta w dziedzinie projektowania nowych zwigzkow o znaczeniu
terapeutycznym, a osiggniete wyniki, na duza bieglos¢ eksperymentalng.

Biorac pod uwage rygor akademicki, oryginalny wkiad jaki wnosi do projektowania nowych
analogow polifenoli jako potencialnych terapeutykéw, multidyscyplinarne podejscie do
rozwiazywania probleméw naukowych uwazam, ze rozprawa w petni spetnia kryteria wyréinienia.
Praca ta pokazuje nie tylko naukowe zdolnosci kandydata, ale takie Jego potencjat do przysziych
badari naukowych. Jego dorobek naukowy i parametry bibliometryczne, jak na mfodego
naukowca, 53 rowniez znakomite, o czym $wiadczy opis Aktywnosci Naukowe] zalaczonej do
rozprawy doktorskiej.

W zwigzku z powyiszym, goraco polecam przyznanie wyrdiznienia za te rozprawg doktorsky i
gratuluje Panu mgr. Pawtowi Bakunowi tego waznego osiggnigcia naukowego.

Dzieku]e za rozwazenie tej rekomendacji.
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