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RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr farm., inz. Dominika Zyro
pt. ,Synteza, charakterystyka spektroskopowa i rentgenostrukturalna komplekséw srebra(l)
z metronidazolem wykazujacych aktywnosé przeciwbakteryjna i cytotoksyczng”
wykonanej w Zaktadzie Chemii Bionieorganicznej, Katedrze Chemii Medycznej Uniwersytetu
Medycznego w todzi pod kierunkiem Prof. dr hab. n. farm. Justyna Ochockiego
i dr n. farm. Matgorzaty Fabijanskiej

Problem lekoopornosci przez szereg mikroorganizméw wzrasta na catym sSwiecie, stajac sie
coraz powazniejszym zagrozeniem dla globalnego zdrowia publicznego. Wyjatkowo wysokie
wskazniki infekcji szpitalnych spowodowanych przez bakterie o wysokiej opornosci, takie jak np.
oporne na metycyline szczepy gronkowca Staphylococcus aureus (MRSA) oraz bakterie Gram-ujemne
oporne na wiele lekow stanowig powazne zagrozenie dla zdrowia ludzkiego. Rowniez czestosc
wystepowania opornych na leki infekcji grzybiczych zwiekszyta sig znaczgco, co staje sig powaznym
problemem medycznym, nie ograniczonym jedynie do pacjentéw z obnizong odpornoscia. Nowe
mechanizmy opornosci pojawiaja sie i rozprzestrzeniaja globalnie, co sprawia, ze pospolite infekcje
stajg sie nieuleczalne, powodujac wzrost smiertelnosci lub niepetnosprawnos¢ pacjentéw. Wobec
powyzszego, obecnie bardzo intensywnie poszukuje sie nowych, wysoce specyficznych lekéw, ktére
pokonajg opornos¢ wsrdod mikroorganizmow.

Zwigzki koordynacyjne srebra z szeregiem rdznych ligandéw (np. N-heterocyklicznych
i innych) posiadajag szereg wtasciwosci, od przeciwbakteryjnych, przeciwzapalnych i antyseptycznych,
po przeciwnowotworowe. Posiadajg rowniez potencjat jako zwigzki zdolne do pokonania
lekoopornosci i odpornych na antybiotyki bakterii, grzybow i pasozytéw. Pomimo duzej liczby badan
podejmowanych w tej dziedzinie i syntezy kilku nowych komplekséw srebra, wiekszos¢ z nich nadal
pozostaje w sferze badan akademickich, a niewiele z nich zostato faktycznie zatwierdzonych do
leczenia ludzkich chordb. W zwigzku z tym, mozna $miato stwierdzi¢, ze w przestrzeni tego metalu
szlachetnego ciagle jest jeszcze miejsce na ciekawos$¢ naukowg prowadzacg do nowatorskich
rozwigzan poprawiajgcych skutecznos¢ dostepnych jego zwigzkéw, ich wiasciwosci, zrozumienie
sposobdw dziatania i potencjalnych zastosowan klinicznych i terapeutycznych.

W podobnym nurcie badawczym miesci sie praca doktorska Pana mgr farm., inz. Dominika
Zyro, ktéry w ramach rozprawy podjat sie syntezy, przeprowadzenia analizy strukturalnej, fizyko-
chemicznej oraz trwatoéci dwéch komplekséw srebra(l) z metronidazolem, tj. [Ag(MTZ),]JNOs] oraz
[Ag(MTZ),;].S04. Ponadto, dla obu zwigzkéw okreslone zostaty wtasciwosci cytotoksyczne oraz
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przeciwbakteryjne. Celem prowadzonych badan byto uzupetnienie i poszerzenie danych dostepnych
w literaturze dla pierwszego ze zwigzkow oraz uproszczenie jego sciezki syntezy, bardzo istotne przy
ostatecznym celu badan, tj. opracowaniu formulacji czterech postaci lekéw: masci do uzytku
zewnetrznego, zelu do uzytku zewnetrznego, masci ocznej i kropli do oczu. Co bardzo cenne,
aktywnos$¢ przygotowanych produktéw leczniczych zostata przetestowana na kilku pacjentach, co
sprawia ze przedstawione badania maja duze znaczenie poznawcze. Tematyka dysertacji jest nadal
bardzo aktualna i wypetnia zapotrzebowanie na badania ukierunkowane na rozwdj i ulepszenie
metod formulacji lekow, ktére nie wykazujg sie wystarczajgcg stabilnoscig i nie moga by¢
przygotowane w zaktadach farmaceutycznych oraz przechowywane i dostarczone do pacjenta.
Rozprawa doktorska zostata wykonana w grupie Profesora Justyna Ochockiego, w Katedrze Chemii
Medycznej Uniwersytetu Medycznego w todzi, ktéry od wielu lat prowadzi badania z zakresu chemii
bionieorganicznej kompleksow metali w aspekcie wykorzystania ich wtasciwosci terapeutycznych.
Promotorem pomochiczym rozprawy jest dr n. farm. Matgorzata Fabijanska.

Rozprawa doktorska mgr farm., inz. Dominika Zyro przedstawiona zostata w formie
opracowania (158 stron), w ktérym zaprezentowane zostaty tezy oraz najwaziniejsze osiggniecia
rozprawy. Doktorant zamiescit rowniez wykaz swoich publikacji i osiagnie¢, tj. liste publikacji
zwigzanych z tematyka rozprawy doktorskiej (5 artykutow naukowych opublikowanych w
czasopismach z listy JCR), komunikaty zjazdowe i materiaty konferencyjne, publikacje tematycznie
niezwigzane z rozprawg doktorska (2 artykuty w czasopismach z listy MNiSW), udziat w konferencjach
oraz projektach naukowych, jak réwniez przyznane nagrody.

W obszernym opracowaniu Doktorant przedstawit wstep teoretyczny, cel pracy, czesc
eksperymentalng, wyniki wraz z dyskusjg oraz wnioski, po ktdérych znajduje sie bibliografia
zawierajgca 239 pozycji literaturowych. Podoba mi sie sposéb prezentacji informacji, ktéry we
wstepie wyposaza czytelnika w podstawowa wiedze dotyczaca azoli i ich pochodnych oraz srebra
i jego soli, a wszystko w kontekscie ich wtasciwosci przeciwmikrobiologicznych. Autor dysertacji
przedstawia réwniez pofstate i ptynne postaci leku, wskazujgc najwazniejsze sktadowe mozliwych
formulacji, zwracajgc uwage na mozliwosci oraz ograniczenia stosowanych podtozy oraz korelacje
sktadowych i substancji czynnych. W rozdziatach poswieconych opisowi czesci praktycznej (rozdz. 3),
a potem opisowi wynikéw (rozdz. 4) Doktorant w sposob zwiezty przedstawit metody syntezy
zwigzkéw kompleksowych, [Ag(MTZ),]JNOs] oraz [Ag(MTZ),],SO4 - 5H,0, wskazujac, ze dla pierwszego
z nich celem byfta modyfikacja metody do jednego kroku, a zmiana rozpuszczalnika na wode skrécita
czas reakcji do dwéch minut. Sktad obu komplekséw potwierdzono wykorzystujgc standardowe
metody analityczne (spektroskopie NMR oraz podczerwieni), a zwigzek drugi dodatkowo opisano za
pomocgy analizy rentgenograficznej. Dalej, Doktorant w sposdb szczegétowy, bardzo uporzgdkowany
i klarowny przeprowadza czytelnika przez opis przygotowania kilku formulacji postaci leku (masci,
zelu do uzytku zewnetrznego na skére/btony sluzowe oraz masci i kropli do oczu), niejednokrotnie
powtarzajgc procedure w warunkach laboratoryjnych oraz funkcjonowania rzeczywistej apteki. Opis
postepowania zostat opatrzony odpowiednimi zdjeciami, ktére potwierdzajg trwatosé¢ formulacji
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przez okres 4 tygodni. Dla przygotowanych postaci komplekséow Autor przeprowadzit réwniez
badania ich trwatoéci w réznych warunkach przechowywania (w $wietle dziennym na powietrzu, w
ciemnosci), analizujgc wyniki w poréwnaniu do wyj$ciowych soli azotanowych i metronidazolu.
Otrzymane wyniki zinterpretowat jako zwiekszenie stabilnosci i odpornosci komplekséw na
promieniowanie UV-A. Ponadto, dla przygotowanych zwigzkéw przeprowadzit testy cytotoksycznosci
(na wybranych pieciu liniach komérkowych) oraz badania mikrobiologiczne (dla kilkunastu rodzajow
bakterii), kompleksowo dyskutujgc najwazniejsze osiggniecia wynikajagce z poszczegolnych
eksperymentéw i jednoznacznie wskazujagc na wyisza aktywnos¢é przeciwmikrobiologiczng dla
wybranych kilkunastu szczepéw bakterii tlenowych i fakultatywnie beztlenowych, Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych w stosunku do metronidazolu, oraz poréwnywalng z lekiem referencyjnym
(kompleksem srebra z sulfadiazyng). Ta czes¢ opracowania zawiera wiele wykreséw, obrazéw
i zestawien w formie tabel — przygotowanych w bardzo staranny i przemyslany sposob, utatwiajgcych
czytelnikowi zrozumienie procesu analizy uzyskanych wynikéw.

Uwazam, ze cze$¢ doswiadczalna pracy doktorskiej zostata dobrze zaplanowana,
a interpretacja, prezentacja i omdwienie wynikow sg przeprowadzone w bardzo systematyczny
i czytelny sposéb. Uproszczona, efektywna sciezka syntezy, otrzymanie kompleksow oraz trafny
wybdr metod potwierdzenia sktadu i struktury kompleksdw, okreslenie ich wtasciwosci biologicznych
oraz przygotowanie odpowiednich formulacji lekéw pozwolit na uzyskanie preparatow o wysokiej
stabilnoéci i trwatosci, a takze wstepnie wykazanej skutecznosci u pacjentéw. Na podstawie
przedstawionej analizy i dyskusji mozna z cata pewnoscig stwierdzi¢, iz Doktorant zdobyt warsztat
badawczy w zakresie prowadzonych eksperymentdéw oraz umiejetnos¢ prezentacji otrzymanych
wynikéw. W ostatnim rozdziale dysertacji mgr Zyro podsumowat wyniki swoich badar oraz
przedstawit wynikajace z nich wnioski.

Do najwazniejszych osiggnie¢ pracy doktorskiej mgr farm. Dominika Zyro, stanowigcych
jednoczesnie element nowosci naukowej zaliczam:
- Opracowanie szybkiej, jedno-etapowej, wygodnej drogi syntezy i otrzymanie kompleksow
metronidazolu z jonami Ag(l), szczegdlnie nowe] postaci [Ag(MTZ),],SO4 - 5H,0, oraz okreslenie ich
sktadu, struktury oraz wtasciwosci fizyko-chemicznych; zwigzki wykazujg zwiekszong rozpuszczalnos¢
w poréwnaniu do MTZ oraz Ag,SOs, co ma istotne znaczenie w aspekcie ich wykorzystania
w preparatach farmaceutycznych.
- Wykazanie zwiekszonej stabilnosci (na promienie UV-A, pH, temperatura) obu zwigzkow w stosunku
do soli Ag(l).
- Okreslenie wtasciwosci biologicznych obu komplekséw, tj. aktywnosci cytotoksycznej oraz
przeciwmikrobiologicznej;  wykazanie zréinicowanego dziatania cytotoksycznego komplekséw
[Ag(MTZ),].S0s - 5H,O0 oraz  [Ag(MTZ);IJNOs], oraz ich zwiekszonego  dziatania
przeciwmikrobiologicznego wobec wielu szczepdw bakterii w stosunku do sktadowych kompleksow
(soli srebra oraz metronidazolu), bedacych konsekwencjg wyzszej biodostepnosci i przediuzonego
uwalniania jonow Ag(l) z komplekséw.
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- Przygotowanie czterech postaci lekéow zgodnie z recepta lekarza oraz wskazanie najbardziej
optymalnych parametréw zapewniajgcych utrzymanie niezmienionej postaci otrzymanych
preparatéw podczas przechowywania; wykorzystanie NaOH do stabilizacji pH kropli do oczu
(rozwigzanie innowacyjne w stosunku do zalecanego w farmakopei polskiej w recepturowej
preparatyce kropli do oczu).

- Zastosowanie przygotowanych formulacji u pacjentdw i pozytywny wynik ich dziatania.

Nalezy podkreslic, ze rozprawa doktorska opiera sie na wynikach opublikowanych
w renomowanych czasopismach naukowych o miedzynarodowym zasiegu, tj. Molecules (2 artykuty),
Biomedicines, Journal of Trace Elements in Medicine and Biology, Cancers (taczny IF = 24.247, 460
punktow MNiISW), i przedstawione wyniki byty juz poddane gruntownej ocenie merytorycznej przez
recenzentow poszczegolnych artykutow.

Ponizej, raczej z ciekawosci, wymieniam pytania ogdlne pojawiajace sie po lekturze rozprawy
doktorskiej i prac:
1. Jaki jest mechanizm przenikania jondw srebra przez btony biologiczne, i czy moze on by¢ inny
u bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych i grzybéw?
2 Czy mikroorganizmy wypracowaty mechanizmy pozbywania sie srebra z organizmu i jak to sie
ma do dziatania tzw. ,bakterii zombi”?
3. Czy obecny stan wiedzy ewidentnie wyklucza synergizm srebra i lekow
przeciwdrobnoustrojowych, ktére to jony mogtyby poprawiaé np. wchtanianie ligandéw w formie
kompleksow wtasnie?
4, Czy znana jest trwato$¢ termodynamiczna kompleksow Ag(l) z metronidazolem? | czy
poprawiajgc trwatos¢ kompleksdw mozemy jeszcze poprawic efekt przeciwmikrobiologiczny?

Na koniec, zwracam uwage na duzg starannos¢ edytorskg, ktdra sprawita, ze w pracy pojawity
sie bardzo nieliczne btedne zapisy czy sformufowania stylistyczne, ktorych nie bede tutaj nawet
wymieniac.

Reasumujac, uwazam, ze cel pracy zostat zrealizowany, a uzyskane z duzg starannoscig wyniki
nalezy uznad za istotny wktad w poszerzenie wiedzy dotyczgcej wtasciwosci komplekséw srebra(l)
z metronidazolem. Pan mgr farm., inz. Dominik Zyro wykazat, ze zaréwno kompleksy, jak i ich
formulacje oferujg wiele potencjalnych korzysci.

Praca powstata w ramach projektu OPUS8 finansowanego przez NCN, ktérego kierownikiem
jest prof. dr hab. n. farm. Justyn Ochocki, a w ktérym Doktorant byt wykonawca.

Biorgc pod uwage powyzsze fakty z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedtozona
do oceny rozprawa spetnia w petni ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w art. 187 ust. 1 i 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 2018r., poz. 1668), i wnosze do Rady Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w
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todzi o dopuszczenie Pana mgr farm., inz. Dominika Zyro do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie stawiam wniosek o wyrdznienie rozprawy z uwagi na bardzo ciekawe i rzetelne wyniki
oraz wysoki poziom naukowy prowadzonych badan.



