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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Malgorzaty Cyzy, zatytulowanej ,, WlasciwoSci
spektroskopowe i fotochemiczne nowych fotosensybilizatoréw dla potrzeb terapii

fotodynamicznej”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostala wykonana w Zakladzie
Uniwersytetu Jagiellonskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Marii Nowakowskiej, w zespole,
ktéry ma udokumentowane osiggni¢cia w zakresie oceny przydatnosci fotosensybilizatorow
do terapii fotodynamicznej. Zwazywszy, ze w guzie nowotworowym zachodzi wzmozona
akumulacja fotouczulacza w stosunku do tkanek prawidlowych, a $§wiatlo jest dostarczane do
zmiany w sposob zlokalizowany, terapia fotodynamiczna (PDT) jest z zalozenia metoda
leczenia wykazujaca selektywno$¢ wobec zmiany nowotworowej i dlatego jej zastosowanie
pozwala w niektorych przypadkach znaczaco ograniczy¢ efekty niepozadane zwigzane
zleczeniem. Podjecie przez doktorantke wysitkow rzetelnego scharakteryzowanie
wlasciwosci fizykochemicznych nowych fotouczulaczy z grupy ftalocyjanin jest niezwykle
cenne i odpowiada zapotrzebowaniu spolecznemu na wprowadzenie nowych selektywnych

terapii przeciwnowotworowych.

Doktorantka opisata we wstepie kryteria, jakie powinna spetnia¢ substancja chemiczna,
aby mozna bylo ja uzna¢ za czynnik przydatny do PDT, obejmujace wlasciwosci
fizykochemiczne i efekty biologiczne wywolywane w organizmie. Zgodnie z tymi
zatozeniami, autorka postanowita oceni¢ reaktywnos$¢ fotochemiczng, zdolnos¢ do efektywne;j
produkcji tlenu singletowego i innych reaktywnych form tlenu oraz stabilno$¢ badanych
zwigzkéw. Rownoczesnie poddala analizie widma absorpcji zwracajac uwageg, czy nie

pokrywaja si¢ z pasmami absorpcji endogennych barwnikow wewnatrzkomorkowych.



Dziatanie biologiczne omawianych ftalocyjanin, w tym aspekt toksycznosci w ciemnosci,
selektywne zatrzymywanie w tkance nowotworowej przez kilkadziesigt godzin oraz brak
efektow fototoksycznych w zdrowych tkankach nie zostal w pracy poruszony i bedzie

przedmiotem dalszych badan.

Do najwazniejszych osiggnig¢ pracy zaliczam wnikliwe i rzetelne omoéwienie
wlasciwosci fizykochemicznych czterech zwigzkow z grupy ftalocyjanin oraz jednego
nalezacego do subftalocyjanin. Jako, ze zwigzki te stanowig nowe indywidua chemiczne,
niebadane wczesniej pod katem przydatnosci w PDT, Pani mgr inz. Cyza zajg¢la sig
okre$leniem ich widm absorpcji i emisji, wydajnosci kwantowej fluorescencji, wydajnosci
kwantowej generowania tlenu singletowego, fotostabilnoscia, a takze oddzialywaniem
z blonami lipidowymi. Doktorantka zaobserwowala, ze badane zwiazki wykazuja silng
absorpcj¢ promieniowania w obszarze okna terapeutycznego (wyjatkiem byla jedynie
subftalocyjanina) oraz charakteryzujg si¢ wysokimi molowymi wspdiczynnikami absorpcji,
wykazujac jedynie stabg fluorescencje. Badania Doktorantki pokazujg, ze omawiane
ftalocyjaniny charakteryzujg si¢ wysokg zdolno$cig generowania tlenu singletowego.
Jednoczesnie zwigzki te poddaja si¢ fotoblaknigciu, dzigki czemu mozna oczekiwac, ze nie
beda one nadmiernie trwale w organizmie i dzigki temu nie beda narazaly pacjenta na
dhugotrwate skutki uboczne po zakonczeniu leczenia. Ponadto, autorka uwzgledniajac
tendencj¢ badanych zwigzkow do tworzenia agregatow zaproponowala rozwiazanie
polegajace na zamknigciu ich w nosniku liposomalnym. Taka strategia moze miec
w przysztosci dodatkowa zalete oprocz zapobieganiu zmniejszeniu efektywnosci dziatania
fotouczulacza wynikajacego z jego agregacji, a mianowicie, o ile zastosuje si¢ odpowiednie
targetowanie liposoméw, mozna dodatkowo zwigkszy¢ selektywnos¢ dziatania fotouczulacza
na komorki nowotworowe. Wyniki analiz fizykochemicznych niewatpliwie zachecaja do
kontynuowania badan majgcych na celu okreslenie efektow biologicznych, jakie badane przez

Doktorantke fotouczulacze beda wywolywaé w zywym organizmie.

Mam jednak uwage dotyczaca braku danych fizykochemicznych potwierdzajacych
budowe badanych zwigzkow. Fotosensybilizatory badane w pracy zsyntetyzowat dr Lapoka
i mgr Guta, a metoda syntezy zostala opisana w rozdziale I11.1.2. Autorka podaje, ze strukture
badanych zwigzkow potwierdzono za pomoca spektroskopii 1H NMR, IR i analizy
elementarnej (str. 69). Takie stwierdzenie nie powinno jednak zwalnia¢ autorki rozprawy od

przedstawienia tych danych w pracy lub wskazania innych opracowan, w ktorych dane te



mogg by¢ dostepne. Na przyktad, zwiazek oznaczony jako MgPcl, jest scharakteryzowany w
publikacji naukowej, ktorej doktorantka jest wspotautorka (J.Photochem. Photobiol. A: Chem.
286, 55, 2014). Jezeli metoda syntezy pozostalych zwigzkéw jest opublikowana, to warto
przytoczy¢ odnosnik literaturowy. Podobna wuwaga odnosi si¢ do preparatyki

metaloftalocyjanin.

Kolejnym pytaniem jakie nasunglo mi si¢ po przeczytaniu rozprawy byto: dlaczego nie
poréwnano wydajnosci generowania tlenu singletowego tych zwiazkow z uzywanymi w PDT
tetrapirolowymi pochodnymi, na przyklad Photofrinem czy Foscanem? Wydaje sig, ze
zastosowanie tych zwigzkow jako zwigzkow referencyjnych mogloby utatwi¢ oceng badanych

zwigzkow jako potencjalnych fotouczulaczy.

Chciatabym takze prosi¢ Doktorantke o wyjasnienie pewnych szczeg6élow analizy
oddzialywania badanych ftalocyjanin i subftalocyjaniny z blonami liposoméw przy uzyciu
mikroskopu konfokalnego. Czy intensywnos$¢ sygnatu fluorescencyjnego postuzyla za
podstawe do stwierdzenia, ze ,najwigksza zdolno$¢ do penetracji blony lipidowej
zaobserwowano w przypadku ftalocyjaniny MgPcl; (Str. 171)? Czy autorka pordéwnata
zdolno$¢ penetracji blony pecherzyka przez ftalocyjaniny na podstawie wzrokowego
oszacowania intensywnosci sygnalu fluorescencyjnego ftalocyjaniny w obrebie pecherzyka,
czy tez mierzyla intensywnos$¢ sygnatu fluorescencyjnego (przeliczonego na przyklad na

jednostke powierzchni/objetosci pecherzyka) za pomocg narzedzi analizy obrazu?

Mam takze kilka dodatkowych drobnych uwag, ktére nie wptywaja na ostateczng oceng
pracy:

Str. 42. Protoporfiryna jest typowym przedstawicielem zwigzku amfifilowego lub nawet
hydrofilowego (posiada dwie grupy COOH), natomiast bakteriochloryn¢ czy feoforbid nalezy
raczej zaliczy¢ do zwigzkoéw hydrofobowych.

Str. 45. W tabeli 2: kwasy lewulinowe nie sg fotouczulaczami, lecz substratami do
syntezy przez organizm odpowiednich tetrapirolowych pochodnych, ktore stajg sie

fotouczulaczami.

Str. 77. Rysunek 18. Czy w tym przypadku zastosowano wzbudzenie przy dtugosci fali
342nm?



Str. 101. Nazwa DPBF jest podana nieprawidlowo: powinno by¢ izobenzofuran, a nie

benzoizofuran

Pomimo tych drobnych uwag musze¢ przyznaé, ze czytanie rozprawy doktorskiej Pani
mgr inz. Malgorzaty Cyzy sprawilo mi ogromna przyjemnos¢. Opisane wlasnosci
fizykochemiczne wskazujg, ze autorka odkryta atrakcyjne zwigzki o potencjalnym

zastosowaniu w PDT.

Rozprawa doktorska jest przygotowana w sposob niezwykle staranny, ukfad tresci jest
zasadniczo typowy dla prac doktorskich. Na poczatku pracy autorka wyjasnia stosowane
w pracy skroty i symbole, przez co znakomicie ulatwia rozumienie tekstu. Praca obejmuje
obszerny wstep (47 stron), opis czesci doswiadczalnej (102 strony) oraz podsumowania
i wnioski (5 stron). We wstepie autorka przedstawila obecny stan wiedzy na temat
fotosensybilizatorow stosowanych w terapii fotodynamicznej i poswigcita jeden rozdzial
liposomalnym no$nikom lekéw, ktérych zastosowanie zaplanowala w celu podniesienia
efektywnos$ci terapeutycznej badanych przez siebie fotouczulaczy. Rozdzial III. pracy,
prezentujacy czg$¢ doswiadczalng ma nieco mniej typowy dla wigkszosci prac doktorskich
uktad, gdyz autorka podzielita czes¢ doswiadczalng na niezalezne podrozdzialy tematyczne,
z ktérych kazdy zawiera opis metod, wynikéw, elementy ich dyskusji oraz wnioski. Tym
niemniej, takie rozwigzanie pod wieloma wzgledami ulatwia czytanie i zrozumienia toku

rozumowania dotyczacego poszczegoélnych aspektow analizowanych w pracy.

Autorka wykazata si¢ znakomita znajomosciag przedmiotu cytujac 222 pozycje
literaturowe, z ktorych 80% stanowig prace z ostatnich 10 lat. Na podkreslenie zastuguje
takze wysoka jako$¢ rysunkow i schematéw. Praca jest napisana poprawnym jezykiem
polskim i trudno mi bylo znalez¢ pojedyncze bledy edytorskie (np. str. 39.: beznoporfiryn
zamiast benzoporfiryn; str. 42. wiersz 9.: od okolo zamiast powyzej; str. 50. wiersz 7 i 8.:
cholesterolem niskiej gestosci (LDL) zamiast lipoproteinami niskiej ggstosci, (LDL); str. 57.:

H-agregaty i J-agregaty zamiast agregaty typu H i agregaty typu J).

Po zapoznaniu si¢ z rozprawg doktorska i publikacja w Journal of Photochemistry and
Photobiology A: Chemistry (2014), ktérej Pani Cyza jest druga autorka oraz majac na uwadze
jej liczne doniesienia konferencyjne moge stwierdzi¢, ze wykazuje ona wysokie
predyspozycje do planowania, prowadzenia i publikowania badan naukowych. Rozprawa

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. z 2003 r., nr

65 poz. 595 z p6zniejszymi zmianami.

W podsumowaniu, wzigwszy pod uwage zakres prac laboratoryjnych wykonanych
przez Doktorantke, doglebne przeanalizowanie otrzymanych wynikow oraz spelnienie
wszystkich kryteriow stawianych pracom doktorskim, zwracam si¢ do Wysokiej Rady

o dopuszczenie mgr inz. Malgorzaty Cyzy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z wyrazami szacunku,

Aleksandra Rusin



