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Celem badar stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej pana mgr Pawta Bakuna
byto otrzymanie nowych pochodnych lub postaci zwigzkéw z grupy polifenoli nalezgcych do
podgrup flawonoiddéw i kurkuminoidéw o zoptymalizowanych wiasnosciach fizykochemicznych
oraz wysokiej cytotoksycznosci w stosunku do komdrek nowotworowych i niektérych szczepdw
patogennych bakterii. Prowadzone badania wpisuja si¢ w catoéci w zakres dziedziny nauk

medycznych i o zdrowiu, dyscypliny nauk farmaceutycznych.

Ocena celowosci podjecia tematyki badawczej

Poddawane przez Doktoranta modyfikacjom naturaine polifenole sa zwigzkami
niezwykle interesujgcymi z punktu widzenia potencjalnego zastosowania w lecznictwie:
sa aktywnymi antyoksydantami, dziataja przeciwzapalnie, spazmolitycznie, wykazuja tez
dziatanie przeciwnowotworowe oparte o wptyw na szlaki sygnatowe w komérkach, niektére
wykazujg wysokie powinowactwo do ugrupowan hydroksylowych i karboksylowych bitafek.
Bedace obiektem badari Doktoranta pochodne kwasu galusowego, w tym galusan
epigalokatechiny (EGCG), wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne a takie hamuja prolife%rach
komérek nowotworowych oraz indukujg ich apoptozg. Innym polifenolem stanowiqcyrﬁ dla

Doktoranta strukture wiodaca w projektowaniu  nowych zwigzkéw o dziataniu
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wykazujgca wielokierunkowe dziatanie o opisanym powyzej profilu. Zastosowanie naturalnych
polifenoli w lecznictwie ograniczajg jednak ich niekorzystne wiasnosci fizykochemiczne i niska
stabilnosé. Bioragc to pod uwage, Doktorant w swoich badaniach podjat sie modyfikacji struktury
naturalnych polifenoli, majacej na celu uzyskanie zwigzkéw o wyiszej aktywnosci
przeciwnowotworowej i przeciwbakteryjnej, przy réwnoczesnej wyzszej biodostgpnosci.

Obydwa kierunki zaprojektowanych badan uwazam za aktualne i w petni uzasadnione.

Ocena ukfadu rozprawy doktorskiej oraz zastosowanego pismiennictwa

Recenzowana dysertacja oparta jest na cyklu 4 publikacji z lat 2022-2024
opublikowanych w czasopismach z listy JCR o sumarycznym wskazniku IF= 16,2 (punk:cacja
MNISW= 520). Jedna z prac jest praca przegladowg tematycznie zwigzang z kierunkiem badar
eksperymentalnych Doktoranta, pozostate 3 to prace oryginalne. We wszystkich pra"cach
Doktorant jest pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym, co $Swiadczy o jego
wiodacym udziale w ich powstawaniu. Cykl publikacji Doktorant zaopatrzyt w 28 stroniéowy
komentarz zawierajgcy wstep teoretyczny uzasadniajacy podjecie badan, analize zafozeh
rozprawy, omoéwienie osiagnie¢ badawczych w kolejnych pracach wchodzacych w skfad cykly,
podsumowanie wynikéw i wnioski, przeglad pismiennictwa oraz streszczenie w jezyku
angielskim i polskim. Zataczony przeglad pismiennictwa obejmuje 38 pozycji, w wysokim
procencie opublikowanych w okresie ostatnich lat. Stanowi on, wraz z piSmiennictwem
cytowanym w publikacjach na ktérych oparta jest dysertacja, czytelng podstawe dla zaszeﬁ
pracy. Autor dotaczyt réwniez kopie artykutéw wchodzacych w sktad cyklu, pisemne
o$wiadczenia wspoétautoréw oraz orzeczenia komisji bioetycznych.

Podsumowujac stwierdzam, ze uktad pracy jest czytelny a cel badawczy oparty o széroka

analize najnowszego pismiennictwa.

Analiza zastosowanych metod badawczych i uzyskanych wynikéw

Ze wzgledu na szeroki zakres pracy i zréznicowane cele badan w kolejnych jej etapach,
metodologia zastosowana przez Doktoranta jest réwniez w kolejnych etapach rézna. Najbafdziej
czytelne bedzie w mojej ocenie oméwienie jej w odniesieniu do kolejnych prac tworzacych"cykl.

Ogdlne cele badan opisanych w 3 publikacjach oryginalnych sg sp6jne, niemniej bf,orac
pod uwage dwie rézne grupy polifenoli poddawanych modyfikacji i stosowane w tym celu rézne
metodyki, nasuwa sie wniosek, ze w analizowanej dysertacji mieszcza sig dwie moiliwé do
wydzielenia czedci: pierwsza obejmuje modyfikacje struktury pochodnych kwasu galusoWego
i galusanu epigalokatechiny (publikacje 1 i 2), druga - modyfikacje struktury kurkuifniny
(publikacje 3 i 4). :



Publikacja 1.

W pierwszej publikacji z cyklu opisano osadzenie polifenolu — kwasu galusoweg'o na
powierzchni nanoczastek tlenku tytanu(lV). Celem bylo uzyskanie materiatu o dziataniu
przeciwbakteryjnym. Uzyskany nanomateriat zostat doktadnie scharakteryzowany metodami
fizykochemicznymi, a nastgpnie zbadany pod katem toksycznosci i aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej. Otrzymane nanoczastki TiO; sfunkcjonalizowane kwasem galusowym
(GA) bedace nowym nanomateriatem (TiO»-GA) scharakteryzowano kilkoma metodami:
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM), transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM),
analizy wielkoéci nanoczastek (NTA), rentgenowskiej dyfraktometrii proszkowej {XRPD),
spektroskopii w podczerwieni (IR) i Ramana oraz termograwimetrii (TGA). Przeprowadiono
rowniez testy wtasciwosci fizykochemicznych oraz biologicznych: test wiasciwosci
przeciwutleniajgcych DPPH, test toksycznosdci ostrej Microtox®, test cytotoksycznosci MTT
wobec linii komorkowej prawidtowej fibroblastéw ludzkich MRC-5 pd19, a takie oceng
cytotoksycznosci wzgledem 3 gatunkéw mikroorganizmow (Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Candida albicans). Celem okreélenia dziatania fotocytotoksycznego materiatu,
przeprowadzono takze dodatkowe testy z ekspozycjg na $wiatto widzialne przy dtugosci fali
Amax 425 nm.

W wyniku prowadzonych badan uzyskano i scharakteryzowano nowy nanomateriat
(TiO2-GA) ktéry w teécie Microtox® w stezeniach do 0,1%. wykazat brak toksycznosci ostrej,
w teécie DPPH wykazat znaczace wiasciwosci przeciwutleniajace, powodowat znaczny spédek
przezywalnoéci komérek bakteryjnych S. aureus poddanych dziataniu $wiatta o diugosci fali 425
nm. Cytotoksycznoéé TiOx-GA in vitro oceniona testem MTT na hodowli ludzkich fibroblastow

byta nizsza niz GA.

Publikacja 2.

W drugiej z cyklu publikacji poddano analizie sposoby modyfikacji chemiéznej
modelowego polifenolu — galusanu epigallokatechiny i ich wptywu na aktywnos¢ biologiczna
tego zwigzku. Z analizy pismiennictwa wynika, ze w wyniku modyfikacji czasteczki EGCG mozliwe
jest uzyskanie pochodnych wykazujacych wyzszg aktywno$¢ biologiczng niz zwigzek wyjsciowy,
w czym mieszczg sie wiasciwosci przeciwzapalne, przeciwutleniajgce, przeciwdrobnoustro}owe
i przeciwnowotworowe. Autor opisat réwniez synergizm dziatania pochodnych IfGCG

z cytostatykami takimi jak pEGCG i cisplatyna, a takze zdolnosci tych zwigzkéw do odwrécenia
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opornosci  wielolekowej. Omawiana publikacja przegladowa jest uzasadnieniem

zainteresowania Doktoranta pochodnymi polifenoli, w tym galusanu epigalokatechiny

Publikacja 3. »

W trzecim artykule opisano synteze i charakterystyke serii 30 zwigzkdéw chemicznych
inspirowanych struktura chemiczng kurkuminy. Otrzymane nowe zwigzki zostaty szczegétowo
scharakteryzowane fizykochemicznie oraz poddane badaniom aktywnosci
przeciwnowotworowej. Nowe pochodne polifenolowe otrzymano z wysoka wydajnéécia
stosujac klasyczne i mikrofalowe metody syntezy, a nastgpnie poddano charakterystyce
fizykochemicznej metodami: NMR, HRMS, HPLC, UV-VIS, TLC i przez pomiar temperatury
topnienia. Nowe zwiazki poddano testom aktywnosci biologicznej: toksycznosc ostra okreslono
za pomoca testu Microtox®, oceng aktywnosci metabolicznej przeprowadzono w tescie MTT na
liniach komérkowych ludzkiego nowotworu pecherza moczowego a takie wychwytu w oparciu
o posiadane przez nie wiasciwosci fluorescencyjne. Analiza wynikéw badan biologicznych
wykazata, ze otrzymane symetryczne kurkuminoidy charakteryzujg sie wyzsza aktywnoscia
przeciwnowotworowa niz quasi-kurkuminoidy. Wykazano réwniez, ze modyfikacja motywu
B-diketonu w macierzystym zwigzku — kurkuminie z uzyciem grupy difluoroboranowej {BF.)
zwieksza efekt cytotoksyczny. Autor wyraznie stwierdza, ze wyniki badar powinny stanowic
podstawe do zaprojektowania dalszych  badan prowadzacych do  poznania
wewnatrzkomérkowego mechanizmu dziatania najaktywniejszych zwigzkéw | oceny ich

aktywnosci biologicznej in vivo.

Publikacja 4

W czwartej publikacji wchodzacej w sktad cyklu bedacego podstawa dysertacji opiSana
zostata synteza, badania wtasnosci fizyko-chemicznych oraz aktywnosci biologicznej nowej
czwartorzedowej amoniowej pochodnej kurkuminy. Zwigzek zostat zaprojektowan\j do
zastosowarh w terapii fotodynamicznej skierowanej przeciwko drobnoustrojom (AISDT).
Przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczna APDT opiera sig na mechani’zjzmie
fizykochemicznym w ktérym dochodzi do generowania reaktywnych form tlenu i rodniko'\';v, co
przyktada sie na wielokierunkowe efekty wewnatrzkomorkowe. Otrzymang pochédnq
kurkuminy z ugrupowaniami typu czwartorzedowych soli amoniowych (jodkéw
N-metylomorfolinioetoksylowych) oceniono pod wzgledem fotostabilnoéci, generowania tlenu
singletowego, agregacji i toksycznosci ostrej wobec prokariotycznych komérek Aliivibrio fischeri
w tedcie Microtox®. Zbadano réwniez wptyw zwiagzku na aktywno$¢ metaboliczng komérek

eukariotycznych w teécie MTT z uzyciem wybranych ludzkich linii komérkowych: komdrek
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nowotworu skoéry, prawidtowych fibroblastéw ptucnych oraz pierwotnych fibroblastéw skory
ludzkiej. Wstepne badania okreslajgce fotocytotoksycznosé, a tym samym potencjalng
uzytecznoéé w terapii APDT, przeprowadzono z wykorzystaniem kilku wzorcowych szczeypéw
drobnoustrojéw. Badania wykazaly, ze nowa pochodna kurkuminy jest potencjalnym
fotosensybilizatorem w terapii APDT ukierunkowanej przeciw bakteriom, nie wykazuje
natomiast aktywnosci wobec grzybéw. Godna uwagi jest wysoka aktywno$¢ badanego zwigzku
przeciwko szczepowi P. geruginosa wysoce opornemu na roine antybiotyki oraz na $rodki
dezynfekujgce i antyseptyczne. Badania testem MTT wykazaty, ze badany zwigzek nie wywiera
toksycznego wptywu na prawidtowe ludzkie linie komérkowe, ani na testowane nowotworowe
linie. Reasumujac, badany zwigzek wykazuje interesujgcy potencjat antybakteryjny i powinien
byé brany pod uwage w projektowaniu dalszych badan. Zgadzam sig z Autorem, ze wskazane sg
dalsze szczegdtowe testy, ktére pozwolityby doktadniej zrozumie¢ mechanizm dziatania nowej
pochodnej, a takze sprawdzi¢, czy obserwowana aktywnos¢ jest takze ukierunkowana przeciwko
innym szczepom drobnoustrojow.

Podsumowujac, Doktorant w swojej pracy zastosowat szeroki zakres zaawansowanych
metod badawczych z zakresu zaréwno syntezy nowych zwiazkéw o spodziewane]j aktywnosci
farmakologicznej, badania struktury molekut zaawansowanymi metodami fizykochemicznymi
jak tez badan aktywnosci biologicznej otrzymanych zwigzkéw. Na uznanie zastuguje zaréwno
zdolnoéé do zastosowania tych metod w praktyce, jak i umiejetno$¢ analizy uzyskanych

wynikéw.

Uwagi na temat catkowitego dorobku naukowego Doktoranta

7 uznaniem stwierdzam, ze catkowity dorobek naukowy Doktoranta jest bardzo
znaczacy: wspétautorstwo 15 publikacji (w tym réwniez publikacji z pierwszym autorstWem)
o facznym IF=51,227, 12 doniesieri zjazdowych, staze naukowe krajowe i zagraniczne, uidzia1t
w realizacji 4 projektéw, w tym jednego finansowanego przez NCN, indeks H=5. Dorobek tego
typu bytby w zasadzie wystarczajacy do otwarcia postgpowania w sprawie nadania stc;'pnia
doktora habilitowanego — oczywiécie gdyby dotyczyt osoby posiadajacej juz stopien naukowy

doktora.

Uwagi krytyczne i zagadnienia wymagajgce dodatkowego wyjasnienia przez Doktoranta |
Recenzujac dysertacje odniostam wrazenie, ze pomimo wspdinego nadrzednego_ccelu

prowadzenia badari w grupie pochodnych flawonoidéw i w grupie kurkuminoidéw, réznica

w podejéciu do problemu i zréznicowanie stosowanych metodyk dla publikacji 1i 2 oraz.3 i4

powoduje pewng niejednorodnos$é dysertacji. Chciatabym prosi¢ Doktoranta o wyjaéniénie,
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dlaczego zdecydowat sie na wigczenie obydwu tych watkdw badan do swojej rozprawy. Nie:byto
to konieczne dla poszerzenia materiatu badawczego objetego rozprawa, poniewaz obydwa te
watki mogtyby z powodzenie stanowi¢ podstawe niezaleznych dysertacji.

Chce rowniez zapytaé, czy Doktorant widzi celowos¢ prowadzenia dalszych poszukiwan
aktywnych cytostatykéw w grupie pochodnych kurkuminy, a jezeli tak — jakie widzi mozliwosci

dalszej modyfikacji struktury.

Podsumowanie

Podsumowujgc pragne stwierdzi¢, ze pan mgr Pawet Bakun przedtozyt wartoéc'iowq
prace, wnoszacg istotny wkfad do wiedzy na temat zaleznosci dziatanie — budowa pochodnych
polifenoli, w szczegélnoéci  pochodnych kwasu galusowego i kurkuminy o dziataniu
cytotoksycznym oraz przeciwdrobnoustrojowym, jak réwniez ich stabilnosci.

Doktorant wykazat sie szerokg wiedza teoretyczng dotyczacg dyscypliny w zakresie
ktérej prowadzi badania naukowe, umiejgtnoscia przeprowadzenia ztozonych eksperymentéw
zwigzanych zaréwno z synteza chemiczna jak i badaniem aktywnosci substancji farmakologicznie
czynnych. Wykazat réwniez wysokie kompetencje w zakresie analizy otrzyma nych wynikc’)wéoraz
formutowania wnioskéw. Rozprawa pana mgr Pawta Bakuna w mojej ocenie stanowi orygiﬁalne
rozwiazanie problemu naukowego, ma réwniez istotne aspekty aplikacyjne.

W mojej ocenie rozprawa doktorska pana mgr Pawfa Bakuna spetnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim zgodnie z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 2023 poz. 742), w zwigzku z czym zwracam sie do Kapituty Kolegium
Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Pozrianiu
z wnioskiem o nadanie mgr Pawtowi Bakunowi stopnia doktora nauk medycznych i nauk
o zdrowiu w dyscyplinie nauk farmaceutycznych.

Biorac pod uwage wysoki poziom recenzowanej pracy, szczegdlne walory poznawcze
i aplikacyjne, oryginalnos¢ i ztozono$¢ stosowanych metod badawczych, oraz wysoki catkowity
dorobek naukowy doktoranta zwracam si¢ do Wysokiego Kolegium z wnioskiem o wyrdznienie

rozprawy.
Warszawa 14 lutego 2025
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