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Tematyka badawcza, dotyczaca szeroko rozumianej chemii fotosensybilizatorow
makroczasteczkowych, ich oddzialywan z modelowymi dwuwarstwami lipidowymi, polimerowymi
i blonami komoérkowymi z uwzglednieniem zaawansowanych metod  syntetycznych,
fizykochemicznych i biologicznych, podjeta przez Panig mgr Ewe Rzad jest rozwijana z bardzo
interesujgcymi rezultatami w Zakladzie Chemii Fizycznej i Elektrochemii na Wydziale Chemii pod
kierunkiem promotora niniejszej pracy, Pani Prof. dr hab. Marii Nowakowskiej. Sformutowany
w temacie pracy problem badawczy dotyczacy oceny oddzialywan fetosensybilizatoréw
makroczasteczkowych z modelowymi dwuwarstwami lpidowymi, polimerowymi i blonami
komoérkowymi wybranych szczepow bakterii jest niezwykle wazny. Dotyka z jednej strony
zagadniefi poznawczych zmierzajacych do zrozumienia interakcji pomiedzy substancjami aktywnymi
biologicznie, a blonami bakteryjnymi. Z drugiej strony za$ strony podj¢te zagadnienia wykazuja duza

aplikacyjnosé, zblizajac nas do znalezienia substancji aktywnych, umozliwiajacych prowadzenie
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efektywnej terapii fotodynamicznej ukierunkowanej przeciw mikroorganizmom. Od kilkunastu lat
naukowcey i lekarze kreélg apokaliptyczng wizje dla ludzkosci zwigzang z dramatycznym spadkiem
ilodci antybiotykow wykazujacych skuteczno$é terapeutyczng. Wynika to z tego, ze w minionym
¢wieréwieczu mimo duzych wysitkéw specjalistow wielu dziedzin i wielomiliardowych nakiadéw
finansowych wprowadzono do terapii przeciwbakteryjnej zaledwie kilka nowych lekéw, Z tego
wzgledu podjeta tematyka badawcza jest bardzo aktualna, a dokonany przez Doktorantke wybor tematu
uwazam za jak najbardziej uzasadniony.

Rozprawa doktorska Pani mgr Ewy Rzad stanowi spdjne tematycznie 166 stronicowe

opracowanie, ktore zostalo napisane bardzo poprawnym jezykiem naukowym. Zawiera wszystkie



wymagane rozdzialy oraz szereg informacji uzupehiajgeych tj. informacje o finansowaniu, streszczenie
w jezyku angielskim, spisy tresci, tabel i rysunkéw, wprowadzenie i cele pracy, czeéé literaturowg, czesé
do$wiadczalng wraz z przedstawieniem materialéw, aparatury i procedur badawczych, wynikéw
1 dyskusji, ogolne podsumowanie i wnioski, zestaw danych skladajacych si¢ na dorobek naukowy
Doktorantki, a takze bibliografi¢. Kolejno$¢ rozdzialéw w rozprawie i cytowane pi§miennictwo nie budza
zastrzezen recenzenta. Rozprawa zawiera szereg starannie przygotowanych rysunkéw i tabel, ktore
znacznie utatwiaja zrozumienie omawianych wynikow. Pismiennictwo liczy 104 odnosniki literaturowe,
odpowiednio dobrane i pochodzace w wigkszosei z ostatnich 10 lat.
Prace czyta si¢ bez trudu i z przyjemnoscig. Doktorantka dokonata wiasciwego doboru tematyki do
~wprowadzenia i1 umigjetnie nakredlita cele pracy, w ktérych uzasadnila poszukiwanie metod
terapeutycznych mogacych zastgpi¢ lub uzupelnié terapie antybiotykowe. Podkreslita celowo$é
opracowywania terapii, ktérych stosowanie pozwala na uniknigcie rozwoju opornosci wsrdéd bakterii,
wskazujac na sens rozwijania antybakteryjnej terapii fotodynamicznej (aPDT), okreélanej tez niekiedy
jako terapia fotodynamiczna ukierunkowana przeciw mikroorganizinom (PACT). Zwrdcila stusznie
uwage, 2ze zdecydowana wigkszod¢ fotosensybilizatorow stosowanyc-h w tradycyjnej terapit
fotodynamicznej nie nadaje si¢ do leczenia zakazen bakteryjnych wywolanych przez bakterie G-. Tym
samym zasygnalizowala koniecznoéé poszukiwania fotosensybilizatoréw zdolnych do pokonywania
zewngtrznej blony lipidowej zlozonej z lipopolisacharydéw, stanowigcej wazny element budowy bakterii
G-. Pani mgr Rzad nakreslita cel pracy, ktérym mialo byé zaprojektowanie, synteza, charakterystyka
fizykochemiczna nowych kationowych fotosensybilizatorédw porfirynowych wraz z ocena efektywnosci
i mechanizmu dzialania w przeciwbakteryjnej terapii fotodynamicznej. Praca badawcza zostala podzielona
na nastepujgce etapy: (i) przylaczenie protoporfiryny IX (PpIX) do rozgatezionych laficuchéw
polietylenoiminy (PEI) o roznych masach czasteczkowych; (i) analiza oddzialywanr otrzymanych
zwigzkéw z liposomami, jako ukladami modelowymi dla blon komdorkowych/bakteryjnych; (iii) badania
biologiczne z wykorzystaniem szczepdw bakterii G+ i G-, w tym z uzyciem biofilmu, a takze fibroblastow
mysich; (iv) badania pordwnawcze z uzyciem wezesniej vzyskanych w Zespole niejonowych koniugatéw
porfiryn z laficuchami poli(glikolu etylenowego) oraz anionowych koniugatéw porfiryn z laficuchami
poli(kwasu metakrylowego); (v) opracowanie nanostrukturalnych nosnikéw fotosensybilizatoréw opartych
na kopolimerach amfifilowych oraz micelach polimerowych celem zwiekszenia efektywnosci
dostarczania fotosensybilizatoréw do komérek bakteryjnych i obnizenia toksycznosci ciemnej, wraz
z badaniami fizykochemicznymi oraz biologicznymi na szczepach bakterii i oceng cytotoksycznosei na
komérkach fibroblastéw. W czeci literaturowej, w rozdziale Terapia fotodynamiczna Pani mgr Rzad
zwrlcita uwage na wazne aspekty fizykochemiczne samej reakcji fotodynamicznej, schemat Jabloniskiego

oraz rozmach, ktéry dokonal si¢ w ostatnich latach w opracowywaniu nowych fotosensybilizatoréw. Dalej
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nakreslila temat aPDT, silnie akcentujac zagadnienia chemii lekéw w odniesieniu do poszukiwan
efektywnych fotosensybilizatorow. Nastgpnie wyczerpujaco omoéwita zwigzki, stanowiace elementy
strukturalne docelowych struktur, czyli nosniki dla fotouczulaczy stosowanych w aPDT, polietyleoimine
1 jej zastosowania, a takze porfiryny, w tym protoporfiryne IX. Drugi obszerny rozdziat Doktorantka
poswiecita morfologii i fizjologii bakterii, a takze patogenezie infekcji bakteryjnych, tematyce biofilmu
oraz zastosowaniu aPDT wzgledem bakterii G- i G+. Nastepnic Pani mgr Rzagd oméwita kierunki
opracowywania modeli blon biologicznych, koncentrujac si¢ na budowie liposomdw i ich wytwarzaniu,
modyfikacjach oraz zastosowaniach. Ostatni temat poruszony w czegsci literaturowej dotyczyt budowy,
wytwarzania i zastosowan polimerosoméw, bardzo nowoczesnej grupy tzw. bioinspirowanych
materiatow. Nalezy podkresli¢, ze zebrany material literaturowy stanowi zwarte oraz bardzo kompletne
kompendium. Sprawia ono, ze podjete w dalszych czesciach pracy zagadnienia, cze$¢ do$wiadcezalna,
wyniki i ich omdéwienie oraz wnioski wydaja si¢ naturalnie wpisywa¢ w poruszane problemy. Cze$§é
doswiadczalna jest zlozona z kilku niezaleznych podrozdzialéw autonomicznie zbierajgcych dane
eksperymentalne, wyniki i ich oméwienie oraz wnioski. Omawiane badania zostaly przeprowadzone wg
dobrze przemyslanego schematu i obejmowaty otrzymanie zwigzkow aktywﬁych, wraz z opracowaniem
odpowiedniej formulacji, badania fizykochemiczne i biologiczne w zakresie aPDT i cytotoksycznosci.
Najpierw Doktorantka oméwita preparatyke nowych makroczasteczkowych pochodnych protoporfiryny
IX. Przedstawila materialy, aparatur¢ i1 procedury badawcze oraz syntez¢ koniugatow PplX
z rozgatezionymi polietylenoiminami o masach czgsteczkowych 10 kDa (PElo) i 60 kDa (PElq¢). Warto
dodad, ze wydajnosc¢ obu procesow zostata dobrze zoptymalizowana i wynosila odpowiednio 90 i 80%.
Oba zwigzki zostaly poddane charakterystyce fizykochemicznej w zakresie UV-vis i fluorescencji,
oceniono ich wihasciwosci agregacyjne 1 zawarto$¢ procentowg PpIX w koniugacie PpIX-PEli.
Do okre§lenia masy czasteczkowej koniugatu Doktorantka zastosowata metode chromatografii zelowej
i na tej podstawie wywnioskowata, Zze érednia masa czgsteczkowa jest zblizona do ok. 10 kDa dla
koniugatu PpIX-PElLip. W dalszej czgéei przedstawita analize¢ NMR. Nalezy sie w tym miejscu zgodzié
z Doktorantka, ze z uwagi na zawarto§¢ PpIX w koniugacie, akurat ta technika moze pomodc jedynie
posrednio scharakteryzowad badany zwigzek, niemniej jednak przedstawione dane NMR, szczegdlnie
widma *C NMR wystarczajaco potwierdzajg uzyskanie koniugatu PpIX-PEIo. Uzupehieniem badan
fizykochemicznych bylo wykonanie pomiaréw dynamicznego rozpraszania §wiatla oraz potencjatu zeta
dla czastek PpIX-PElo, z ktorych jednoznacznie wynika, Ze uzyskany koniugat ulega agregacji. W tym
miejscu zastanowilo mnie, czy Doktorantka przeprowadzita podobne studia fizykochemiczne dla
koniugatu PpIX-PEls? Czy w przypadku oceny masy koniugatu Doktorantka rozwazala zastosowanie
techniki MS MALDI? Czy badany koniugat byl oceniany technikami IR? W kolejnym podrozdziale Pani |

mgr Rzad przeprowadzila studia w zakresie oddziatywan fotosensybilizatoréw z modelowg dwuwarstwg
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lipidows. Najplerw przedstawila materialy, aparature i procedury badawcze dotyczace otrzymywania
liposomoéw z fosfatydylocholiny, w tym modyfikowanych DOPA. Nastepnie omdwila metodyke
pomiaréw stalej przylaczania (K,), wygaszania fluorescencji i oceny stabilnodci liposomdéw. Bardzo
unikalna i wymagajgca duze] wiedzy warsztatowej jest opisana dalej metodyka w zakresie
przygotowywania fosfolipidéw do badan monowarstw przy uzyciu wagi Langmuira, jak i samych
liposomdéw do dalszych badan, a takze prowadzenia badan mikroskopowych i badaft przy uzyciu wagi
Langmuira, badan tekstury monowarstw z uzyciem mikroskopu kata Brewstera oraz skaningowej
kalorymetrii réznicowej. Stale przylaczania do liposoméw ekstrudowanych, jak i sonikowanych
wyznaczono z wykorzystaniem metody spektrofluorymetrycznej zaréwno dla PpIX, jak i dla koniugatu
PpIX-PEl1o. Srednie wartosci stalej przylaczania K, koniugatu na poziomie 5,73 (mg/ml)" byly istotnie
nizsze anizeli dla PpIX i kilku fotosensybilizatoréw referencyjnych, co jak zasugerowata Doktorantka
moze wynika¢ z utrudnionego wnikania porfiryny do liposomu. Doktorantka kontynuowala pogtebiong
analize tego problemu stosujac liposomy modyfikowane DOPA, jednak i tym razem nie zaobserwowata
poprawy wnikania porfiryn do liposoméw. Eksperymenty zostaly takze wykonane dla koniugatu
PpIX-PElso. Z uwagi na jeszcze nizszg warto$¢ stalej przylgczania Kb koniugatu na poziomie
3,41 (mg/ml)"! Doktorantka shusznie zauwazyla role zawady sterycznej, tworzonej przez PEL. W dalszych
badaniach Pani mgr Rzad okredlita mechanizm dynamicznego wygaszania fluorescencji dla koniugatu
PpIX-PElLy, opierajgc si¢ na zaleznosci Sterna-Volmera. Warto zauwazyé, ze stala Sterna-Volmera dla
probki liposomalnej jest 20 razy mniejsza niz dla koniugatu PpIX-PEl o, co potwierdza obecnos¢ PplX
w dwuwarstwie lipidowej. Ciekawg cze$¢ badaf, ktora §wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu
warsztatowym Doktorantki, stanowi ocena stabilnodci liposoméw 2z wykorzystaniem roztworu
Tritonu X-100, przeprowadzona zaréwno dla formulacji liposomalnej, formulacji liposomalnej z PEl,
jak i formulacji liposomalnej z koniugatem Pp-PEl 0. Bardzo interesujace sg wykonane przez Doktorantke
badania oddzialywania koniugatu PpIX-PElig z blona lipidows specjalnic w tym celu uzyskanych
liposoméw olbrzymich, z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej. Do kluczowych badan nalezy takze
ocena oddziatywan fotosensybilizatoréw z lipidami blony bakteryjnej, ktérg Dokiorantka przeprowadzila
na modelowych ukladach monowarstw lipidowych z wykorzystaniem wagi Langmuira i skaningowej
mikrokalorymetrii réznicowej. Eksperymenty =z uzyciem polikationowego koniugatu PpIX-PEl;
z monowarstwami o charakterze anionowym: DPPG i POPE/DPPG (3:1), a takze z monowarstwa
o charakterze zwitterjonowym POPE, trafnie pokazaly elektrostatyczna nature tych oddzialywas.
Uzyskane wyniki majg duza warto$¢ poznawcza i z pewnoscig sg dobrym punktem wyjscia do planowania
dalszych prac. Zaplanowane przez Doktorantke badania objely takze ocene oddzialywan otrzymanych
koniugatéw z komérkami bakteryjnymi oraz biofilmem bakteryjnym. Doktorantka najpierw przedstawila

materialy, aparatur¢ i procedury badawcze zwigzane z namnaZzaniem bakterii planktonicznych,
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tworzeniem biofilméw in vitro, wychwytem fotosensybilizatoréw przez bakterie w formie planktonu
i w biofilmie. Dalej omoéwita sposéb prowadzenia modelowego eksperymentu aPDT i oceny
cytotoksycznoéei  badanych  fotosensybilizatoréw. Przy okazji oceny wychwytu wolnego
fotosensybilizatora PplX oraz koniugatéw PplX-PEILo i PpIX-PEls, zaobserwowala ciekawe rdznice
pomigdzy planktonem i biofilmem w odniesieniu do koniugatéw, a wynikajace z wielkosci
polikationowego ugrupowania. Analogiczny eksperyment Pani mgr Rzad przeprowadzita dla bakterii
Gram-. Badania te wraz z wykonanymi dalej modelowymi eksperymentami aPDT dla bakterii Gram+
i Gram- w formie planktonu i biofilmu doprowadzity do bardzo ciekawych konkluzji. Doktorantka
stwierdzita wysoka efektywno$é niszczenia przez koniugat PpIX-PElgy komoérek Gram+ w formie
planktonu oraz biofilmu. Z kolei analogiczny eksperyment przeprowadzony dla bakterii G- wskazal na
wysoka efektywno$é obu koniugatéw. Doktorantka krytycznie przedyskutowala uzyskane wyniki,
stusznie wyciggajac wnioski na temat roli obu komponentéw koniugatu: PEl jako skfadnika
oddzialujgcego z blong komorkowsg bakterii i rozluzniajacego jej strukture oraz porfiryny jako elementu
generujgcego tlen singletowy wewnatrz blony bakteryjnej i prowadzacego do jej degradacji. Eksperyment
oceniajacy cytotoksycznos$é fotosensybilizatorow przeprowadzila na mysich fibroblastach NIH3T3.
Z danych eksperymentalnych wynika, ze zaréwno uzyte zwiazki, jak i dawki promieniowania nie dzialajg
szkodliwe na komorki. Zastanawiajg mnie dwie kwestie. Czy eksperyment kontrolny przy dawce 10 J
zostal celowo pominiety? W jaki sposdéb wytlumaczyé silny efekt proliferacyjny w hodowli podczas
stosowania koniugatu PpIX-PEIso, ktory przy dawce 20 J sigga niemal 160%? Ze sposobu prezentacji
badan daje sig zauwazy¢, ze badania nabieraly coraz wigkszego tempa, a Doktorantka w trakcie realizacji
pracy stawiala sobie nowe cele. Szczegé6lnie dobrze widaé to w dalej opisywanych badaniach dotyczacych
fototoksycznosei porfirynowych fotosensybilizatordw niejonowych i anionowych, dzieki czemu udato
poddaé weryfikacji hipotezg dotyczacag mechanizmu fototoksycznego dziatania koniugatéw PpIX-PEI
opartag na oddziatywaniach elektrostatycznych Doktoraﬁtka jednoznacznie wykazala, ze anionowe
1 nicjonowe fotosensybilizatory wykazuja ograniczong efektywno$¢ w procesie niszczenia bakterii
w formie planktonu i nie wykazuja efektu cytotoksycznego wzgledem badanych linii komorek mysich
i ludzkich fibroblastow. W ostatnim rozdziale Doktorantka podjela si¢ opracowania formulacji dla
fotosensybilizatoréw i oceny aktywno$ci w aPDT proponujac konkretne uklady do kontrolowanego
dostarczania i uwalniania fotosensybilizatoréw w komérkach bakteryjnych. Najpierw przedstawita
materialy, aparatur¢ i procedury badawcze zwigzane z otrzymaniem miceli polimerowych,
polimerosoméw i liposoméw, a takze badan biologicznych i fizykochemicznych. Fototoksyczno$é
fotosensybilizatoréw ocenita w roztworze wodnym oraz po enkapsulacji w micelach polimerowych,
polimerosomach i liposomach wzgledem E. faecalis, P. aeruginosa i S. aureus. Pani mgr Rzad zbadala

takze wptyw dhugosci fali $wiatla na efekt fototoksyczny naswietlajge probki w zakresie dlugofalowym
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powyzej 600 nm. Dopelnieniem tej czeéci badan bylo przeprowadzenie testdw cytotoksycznosci na dwoch
liniach komérkowych mysich i ludzkich fibroblastow. Czes¢ eksperymentalna zostala podsumowana
w podrozdziale Ogélne podsumowanie i wnioski, w ktérym Doktorantka jeszcze raz przedyskutowala
najwazniejsze wyniki badan. Dopelnieniem prac jest przedstawiony w kolejnym podrozdziale Dorobek
naukowy Doktorantki, na ktory skladajg si¢ 2 publikacje naukowe o lacznym IF 5,156 (punktacji MNiSW
62, cytowane 27 razy), 11 prezentacji konferencyjnych, 2 staze w renomowanych osrodkach naukowych
0 facznym czasie trwania 10 tygodni, a takze udzial w programie stypendiainym z POKL.

“Hipoteza zawarta na poczgtku badan dotyczaca w szerokiej perspektywie opracowania nowych
fotosensybilizatoréw na styku stosowania zaawansowanych metod chemii organicznej, fizycznej,
mikrobiologii i chemii lekéw, wydawala si¢ bardzo racjonalna. W miare postepu prac badawczych zostala
pozytywnie zweryfikowana i doprowadzita do bardzo interesujacych wynikdw, ktére majg duze znaczenie
poznawcze i aplikacyjne. Doktorantka przeprowadzila bardzo cieckawg analizg¢ pomiedzy struktura
uzyskanych zwigzkéw, a ich wlasciwodciami fizykochemicznymi oraz aktywnoscia w aPDT
1 cytotoksycznodcia, wykazujac zréznicowane efekty w zaleznosci od stosowania formy wolnej
fotosensybilizatora i koniugowanej z PEI, a takze po wbudowaniu w nosniki. Badania Doktorantki WnosZg
tym samym wazne przestanki dla chemii lekéw, w szczegdlnosci zwigzanej z projektowaniem nowych
fotosensybilizatorow o potencjalnym zastosowaniu w antybakteryjnej terapii fotodynamicznej. Tres$é
rozprawy doktorskiej Pani mgr Rzad jest zgodna z tezg postawiong w tytule. Podjety cel pracy zostat
poprawnie zrealizowany w czesci eksperymentalnej, przedstawiony w wynikach i ich omdwieniu, a takze
podsumowany we wnioskach oraz streszczeniu. Przedstawiona do recenzji praca doktorska posiada trzy
plaszczyzny pozwalajace jg analizowaé jako nowatorska: (i) podjecie zagadnien bardzo aktualnych
naukowo 1 spofecznie poprzez wlaczenie si¢ w nurt poszukiwania nowych i skuteczniejszych lekéw na
choroby bakteryjne, (if) zastosowany nowoczesny warsztat badawczy oraz (ii7) duzy potencjal poznawczy
1 aplikacyjny przeprowadzonych badan zwigzany z opracowaniem aktywnych fotosensybilizatoréw. Praca
napisana jest bardzo starannie, napotkalem zaledwie na kilka bledow edytorskich, ktére nie umniejszajg
mojej wysokiej oceny dysertacji. Zwracam uwage na drobne kwestie, ktore pojawily sie podczas czytania
dysertacji i poprosz¢ o ustosunkowanie si¢ do nich podczas publiczne] obrony: (i) zwigzane
z edycja/ttumaczeniem z jezyka angielskiego/forma zapisu: s. 8, 45 - Pseudomonas; s. 15, 29, 30 —
teksafiryna, purpuryna, Photofrin, zwracam tez uwagg, ze Foscan jest pochodng chloryn (Rys. 1-3),
cynowa etiopurpuryna zawiera w strukturze ester etylowy (Rys. 1-4), na Rys. 1-4 pokazano tylko jeden
z dwoch regioizomerdw wystgpujacych w preparacie Verteporfin, s. 23 — przy omawianiu celéw pracy
zalecam stosowanie czasu przyszlego, s. 28 — niezbyt czytelny sposéb przedstawienia profili widm
absorpeyjnych; s. 82 — zapis mg/ml, s. 103 — Langmuira, s 162 — zbedne dane umieszczone przy

cytowaniu 51, 63, 97; (i) s. 10 — blgd w numeracji podrozdziatdéw w obrebie 6.2.; (iii) s. 61 ~ brak
6



'Wy:j'a:éﬁiéﬁia: skrétu EDC; (iv) p.rzy widmach ﬂﬁorescencyjnych np. Rys. 5-4, 6-5, 6-6 nie znalazlem
. dlu'gos’ci féili W'zbudzenia' (v) s. 104 — Czy uzyty w badaniach szczep bakteryjny P. aeruginosa (P.a. 14)
| byl szczepem szpltalnym‘?

. Reasumu;qc uwazam, Zze Pani mgr Ewa Rzad doskonale zmierzyla si¢ z postawionym
| w temacle pracy problemem, wykazala si¢ znajomos$cia zagadnien teoretycznych i przygotowaniem

' ;'warsztatowym. -_ MO]a bardzo wysoka ocena warto§ci merytorycznej przedstawmnej dysertaql

zmlanaml, tym-lUstawq z dnia 28 kwietnia 2017 r. — O zmianie ustawy o stopniach naukowych

__ opma'chul tytule w zakresie sztuki — Dz.U. RP poz. 859 z 2017 r., dlatego tez wnosze

i do Wyso __eJ: Rady Wydz1alu Chemii o dopuszczenie mgr Ewy Rzad do dalszych etapéw przewodu

Z uwagl na wysoka merytorycznq wartosé przedlozonej do recenZJl dysertacji, zwracam sie¢

do Wyso iej. Rﬁdy Wydznalu ‘Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego z wnioskiem o wyréznienie

T B

dr hab. Tomasz Goélinski, prof. UM

przedmlotowej pracy doktorsklej.



