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Recenzja pracy doktorskiej na stopien doktora
mgr biotechnologii Sebastiana Makucha

Pod tytulem: ,,Cukrowa pochodna cynkowej ftalocyjaniny jako innowacyjne narzedzie
terapii fotodynamicznej w leczeniu huszczycy”, wykonanej pod merytoryczna opieka
promotora: Prof. dr hab. n. med. Piotra Ziélkowskiego oraz promotora pomocniczego
Pani dr n. med. Marty Wozniak, procedowanej przez Rad¢ Dyscypliny Nauk

Medycznych Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu.

Rozprawa doktorska mgr biotechnologii Sebastiana Makucha obejmuje cykl czterech
prac, w ktorych Doktorant jest pierwszym autorem, O sumarycznej punktacji: IF: 17,03 i
MEIN: 520. Sa to:
1. Glycoconjugation as a promising treatment strategy for psoriasis, Makuch Sebastian,
Wozniak Marta, Krawczyk Monika, Pastuch-Gawotek Gabriela, Szeja Wieslaw, Agrawal
Siddarth: Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 2020, vol. 373, nr 2, s. 204-
212,
2. The impact of proinflammatory cytokines and imiquimod on GLUT1 in HaCaT keratinocytes
- a potential anti-psoriatic therapeutic target?, Makuch Sebastian, Kupczyk Piotr, Makarec
Alicja, Chodaczek Grzegorz, Zidtkowski Piotr, Wozniak Marta: Cellular Physiology and
Biochemistry, 2023, vol. 57, nr 2, s. 54-62,
3. In vitro and in vivo antipsoriatic efficacy of protected and unprotected sugar-zinc
phthalocyanine conjugates Makuch Sebastian, Kupczyk Piotr, Wozniak Marta, Makarec
Alicja, Lipinska Maja, Klyta Magdalena, Sulecka-Zadka Joanna, Szeja Wiestaw, Gani
Mariachiara, Rapozzi Valentina, Ziotkowski Piotr, Smolenski Piotr:, Pharmaceutics, 2024, vol.
16, nr 6, art.838 [20 s.],
4. An update on photodynamic therapy of psoriasis - current strategies and nanotechnology as a
future perspective Makuch Sebastian, Dr6zdz Mateusz, Makarec Alicja, Zidtkowski Piotr,
Wozniak Marta:, International Journal of Molecular Sciences, 2022, vol. 23, nr 17, art.9845
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Przedstawiona rozprawa doktorska zostata przedstawiona na 101 stronach, w 10 rozdziatach,
obejmujgcych spis tresci, wykaz skrotow, wstep, cel pracy, materiaty i metody, wyniki 1
wnioski, cykl publikacji stanowigcych rozprawe doktorska, streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, zgode¢ Komisji Etycznej, CV i dorobek naukowy Autora oraz o$wiadczenia
wspolautorow.

W rozprawie doktorskiej mgr Sebastian Makuch dokonal oceny metody glikokoniugacji
cynkowej ftalocyjaniny oraz jej potencjalnego zastosowania w terapii fotodynamicznej
tuszczycy, poprzez wykorzystanie nadekspresji transportera glukozy GLUT1. Ponadto celem
pracy Doktoranta bylo zbadanie wptywu cytokin prozapalnych na ekspresje GLUT1 w
keratynocytach z wykorzystaniem tuszczycopodobnego modelu in vitro oraz in vivo. Na
powyzsze badania Doktorant otrzymat zgod¢ Lokalnej Komisji Etycznej, ktora zalgczyt do
dysertacji. Gléwnym celem pracy doktorskiej mgr Sebastiana Makucha byla ocena, czy
nadekspresja transportera glukozy GLUT! w keratynocytach stymulowana przez cytokiny
prozapalne moze by¢ skutecznie wykorzystana w celu zwigkszenia selektywnosci
glikokoniugatow cynkowej ftalocyjaniny.

Aby zrealizowa¢ cel glowny Autor wyznaczyl cele szczegdtowe, a mianowicie

przedstawienie metody glikokoniugacji jako potencjalnej strategii terapii celowanej uszezycy,
majgcej na celu zwigkszenie selektywnosci lekow poprzez wykorzystanie transportera glukozy
GLUTI w proliferujacych keratynocytach, oceng wptywu cytokin prozapalnych (IL-6, IL-17,
IL-23, IL-36, TNF-0) oraz imikwimodu (IMQ) na ekspresj¢ transportera GLUTI w
keratynocytach HaCaT. analiz¢ mechanizméw transportu glikokoniugatéw cynkowej
ftalocyjaniny w keratynocytach HaCaT stymulowanych cytokinami, ocene skuteczno$ci terapii
fotodynamicznej z wykorzystaniem glikokoniugatéw cynkowe;j ftalocyjaniny na tuszczyco-
podobnym modelu in vitro oraz in vivo, przedstawienie aktualnego stanu wiedzy na temat
terapii fotodynamicznej w leczeniu tuszczycy oraz omowienie potencjalnych przysztych

zastosowan nanotechnologii w tej dziedzinie.

Podsumowujac t¢ czg$¢ recenzji, nalezy skonstatowaé, ze rozprawa mgr Sebastiana Makucha
dobrze prezentuje 0og6lng wiedzg teoretyczng Doktoranta, znajomos$é nowatorskich form terapii
z wykorzystaniem terapii fotodynamicznej, pokazuje umiejetno$¢ prowadzenia pracy
naukowej, a tym samym demonstruje spelnienie w tym wzgledzie wymagan ustawowych, ktore

dotycza rozpraw na stopien doktora nauk.




Pierwsza pracg w cyklu dysertacji doktorskiej Doktoranta jest artykut przegladowy, dotyczacy
mozliwosci zastosowania glikokoniugacji w leczeniu tuszczycy jako potencjalne; metody

terapii celowanej, wykorzystujacej przylaczania lekow przeciwhuszezycowych do cukrow.

Druga publikacja ocenia wplyw stymulacji cytokinami prozapalnymi ( IL-6, IL-17, IL-23, IL-
36 i TNF-0), a takze imikwimodem na ekspresj¢ transportera GLUT1. Do badan Doktorant
wykorzystatl unie$miertelniong lini¢ komoérkowa ludzkich keratynocytow HaCaT. Komorki
stymulowane byly cytokinami lub imikwimodem, po czym sprawdzona byta ekspresja genow
za pomocg qPCR oraz poziom biatka GLUT1 przy uzyciu immunofluorescencji oraz metody
Western blot. Dodatkowo, Doktorant sprawdzat poziom wychwytu glukozy przez komorki

HaCaT po stymulacji i poréwnano go z niestymulowanymi komorkami kontrolnymi.

Trzecia praca z cyklu przedstawia syntez¢ chemiczna, charakterystyke oraz oceng aktywnosci
biologicznej cukrowych pochodnych cynkowe;j ftalocyjaniny na tuszczycopodobnym modelu
komoérkowym oraz mysim. Do badan in vitro Doktorant wykorzystal unie$miertelniong linig
komorkows ludzkich keratynocytow HaCaT, badania in vivo przeprowadzit na modelu mysim
z wywotanym zapaleniem skory (60 myszy) przy uzyciu imikwimodu przez 7 dni. Zwierzgta
podzielil na sze$¢ grup: a) grupa kontrolna; b) IMQ z DMSO; c¢) kontrola naswietlania; d) grupa
z niska dawka Glu-4-ZnPc-P-PDT (0,30 mg/kg); e) $rednia dawka (0,60 mg/kg) i f) wysoka
dawka (1,20 mg/kg). Myszom podawane byly dozylnie koniugaty cynkowej ftalocyjaniny
rozpuszczone w DMSO, a nastgpnie po 4h naswietlany byt ogolony obszar skory laserem o w
dawce energii 15 J/cm? przez 7 minut. Zmiany skérne po terapii Doktorant ocenial za pomoca
skali PASI codziennie przez 7 dni, a nastgpnie pobrane byly do dalszych badan probki skory,
§ledziony, watroby oraz krwi, w tym do badan histologicznych i do pomiaru poziomow cytokin

(IL-6, IL-17A, IL-23) metoda ELISA.

Analizy statystycznej wynikéw Doktorant dokonat przy uzyciu oprogramowania Prism 8.0.1
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) oraz Anova. Test t zastosowat dla prob
niezaleznych, a wyniki badan in vitro oraz pozyskanych z materiatu biologicznego myszy
przedstawit jako $rednig + SD z trzech niezaleznych eksperymentow. Do okreslenia liczby
zwierzat uzyt obliczenia wielko$ci proby i analiz¢ mocy testu; wartosci p mniejsze niz 0,05

uznal za statystycznie istotne.
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W opisie wynikow badan Autor przedstawia rezultaty analizy qPCR ktore wykazaly, iz
stymulacja komorek HaCaT IL-6, IL-17. IL-23 oraz IL-36, prowadzita do wzrostu ekspresji
genu SLC2AI1 kodujgcego GLUTI, podczas gdy TNF-a nie wplynat znaczgco na jego
ekspresj¢. Analiza immunofluorescencyjna dodatkowo potwierdzita uzyskany wynik. Ocena
densytometryczna analizy Western blot z kolei wykazala, iz wszystkie z badanych cytokin oraz
imikwimod, zwigkszaja poziom biatka GLUT].

Wyniki badan przeprowadzonych przez Doktoranta i przedstawionych w kolejnej pracy
jednoznacznie potwierdzily, iz tetra- substytuowana glukozowa pochodna cynkowej
ftalocyjaniny z zabezpieczeniami acetylowymi (Glu-4-ZnPc-P) wykazuje najwyzsza
fotocytotoksyczno$¢ wobec komorek HaCaT stymulowanych cytokinami (IC50 = 2.55 uM), w
poréwnaniu do Glu-4-ZnPc (IC50 = 22.7 uM), Gal-4-ZnPc-P (IC50 = 7.13 pM) oraz ZnPc
(IC50 =5.842 uM) po 24 godzinach. Ponadto Doktorant wykazat, ze po 24-godzinnej inkubacji
komorek ze zwigzkami w ciemnosci bez naswietlania, aktywno$¢ cytotoksyczna koniugatow
ZnPc z cukrami byta nizsza w poréwnaniu do ZnPc.

Dalsze badania Doktoranta dowiodly, iz stymulacja cytokinami prozapalnymi 1L-6, IL-17A i
IL-23, zwigksza wewnatrzkomdrkowa akumulacje zwigzkow Glu-4-ZnPc i Glu-4-ZnPc-P,
podczas gdy selektywny dla GLUT1 inhibitor BAY-876 zmniejsza akumulacje obu zwigzkoéw
w komoérkach HaCaT, a sposrod cytokin IL-17A wykazala najwigkszy wptyw na akumulacje
zwigzkow przez keratynocyty, powodujac wzrost wychwytu Glu-4-ZnPc o 56.3% oraz Glu-4-
ZnPc-P 0 27.6%. Autor dysertacji wykazat, ze w przeciwienstwie do Glu-4-ZnPc i Glu-4-ZnPc-
P, $rednia intensywno$¢ fluorescencji komorek HaCaT traktowanych zwigzkami Gal-4-ZnPc-
P oraz ZnPc nie ulegla zmianie, zar6wno po stymulacji cytokinami, jak i po inkubacji z
inhibitorem BAY-876, natomiast zgodnie 2z oczekiwaniami Badacza, wychwyt
wewngtrzkomérkowy koniugatu Glu-4-ZnPc z niezabezpieczong czgécig cukrowg byt znacznie

wydajniejszy od pozostatych zwigzkow.

Obserwacje prowadzone przez mgr Sebastiana Makucha za pomoca mikroskopii
fluorescencyjnej potwierdzity, ze wszystkie z badanych ftalocyjanin, a w szczegblnosci Glu-4-
ZnPc, lokalizowaly si¢ preferencyjnie w mitochondriach komorek HaCaT. Pozostate pochodne,
czyli Glu-4-ZnPc-P oraz Gal-4-ZnPc- P, wykazaly nizsza wewnagtrzkomorkowa akumulacje w
mitochondriach, w poréwnaniu do Glu-4-ZnPc¢ oraz nieskoniugowanej ZnPc. Subkomdrkowa
kolokalizacja wszystkich testowanych zwigzkow z barwnikiem specyficznym dla lizosoméw
byla znikoma. Zgodnie z hipoteza badawcza Doktoranta, glukozowa pochodna z

niezabezpieczonymi resztami cukrowymi charakteryzowata si¢ najwyzsza wydajnoscig
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wychwytu komérkowego, co byto spdjne z wynikami uzyskanymi przez Badacza metoda
cytometrii przeptywowe;.

Naswietlanie badanych ftalocyjanin, zgodnie z zalozeniami Autora Dysertacji, prowadzito do
produkcji reaktywnych form tlenu (ROS), jednego z gléwnych mediatorow $mierci
komorkowej indukowanej przez PDT. W badaniu okre$lajagcym poziom produkcji ROS mgr
Sebastian Makuch wykazat, iz preinkubacja komérek HaCaT z IL-17A znaczaco zwigkszata
produkcje ROS po zastosowaniu Glu-4-ZnPc-P.

Kolejne badania Doktoranta przeprowadzone na mysim modelu fuszczycy indukowanej
imikwimodem (IMQ) z zastosowaniem dozylnej iniekcji koniugatu Glu-4-ZnPc-P z
nastepowym naswietlaniem, wykazywaly istotna redukcj¢ wskaznika PASI , przywrdcenie
prawidtowej morfologii skory w analizie histopatologicznej ze zmniejszeniem naciekow
leukocytarnych i grubo$ci naskorka oraz spadek poziomu IL-6 oraz IL-17A w surowicy. Tym
samym otrzymane przez Doktoranta wyniki potwierdzily dziatanie przeciwzapalne tego

zwiazku na tuszczycopodobnym modelu zapalenia skory indukowanym imikwimodem.

Wyniki pracy doktorskiej mgr Sebastiana Makucha podkre$laja wysoki potencjat
terapeutyczny cukrowych pochodnych cynkowych ftalocyjanin, w szczegdlnosci Glu-4-ZnPc-
P, w kontekécie celowanej terapii fotodynamicznej tuszczycy. Opisane w niniejszej rozprawie
wyniki mogg stanowi¢ solidng podstawe dla przysztych badan klinicznych nad zastosowaniem
koniugatow glukozy w leczeniu tuszczycy oraz innych chordb skory.

Doktorant w czesci eksperymentalnej dokladnie opisat materiaty i metody badawcze.
Przedstawione do recenzji prace wchodzace w sklad dysertacji cechuje trafno$¢ doboru metod
i narzedzi badawczych oraz ich szeroki wachlarz. Metodyka jest aktualna i nowoczesna i
uznana jako standardowo stosowana w badaniach eksperymentalnych. Doktorant wykazat sig
umiej¢tnoscia przeprowadzenia m.in. testu MTT do oznaczen aktywno$ci metaboliczne;j
komorek (a tym samym zywotnoéci), cytometrii przeptywowej, mikroskopii fluorescencyjne;j,
mikroskopii konfokalnej, immunofluorescencji, analizy Western blot, PCR, spektrometrii
NMR, metod immunoenzymatycznych ELISA oraz oceny preparatow histopatologicznych.
Doktorant udowodnit umiejetnosci ich zastosowania. Wyniki badan zostaly przedstawione
przez Doktoranta w publikacjach w formie tabel i wykresow, jak tez zdje¢ spod mikroskopu

fluorescencyjnego i konfokalnego.
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W zataczonych publikacjach Autor przeprowadzil umiejgtnie dyskusje, w ktorej profesjonalnie
porownat otrzymane wyniki badan do rezultatdw opisanych przez innych badaczy. Bibliografia
zostala trafnie dobrana 1 wigkszos$¢ stanowig aktualne publikacje z ostatnich lat.
Uwzgledniajac powyzsze mozna stwierdzi¢, ze nadrz¢dny cel rozprawy doktorskiej zostat
przez Doktoranta zrealizowany.

Calos¢ pracy doktorskiej mgr Sebastiana Makucha oceniam bardzo wysoko.
Doktorant przedstawit ciekawe wyniki badan w oparciu o dobrze dobrany model badania. Autor
pracy dowiodl tym samym, ze potrafi przeprowadzi¢c wzorowo eksperyment naukowy a
nastgpnie opracowa¢ uzyskane wyniki badan i w sposob przejrzysty przedstawié je
czytelnikowi.

Z obowigzku recenzenta pragne zwrdci¢ uwage na pewne aspekty dysertacji, ktére warto
byloby udoskonali¢. Nalezg do nich:

1/ korekta sformutowan w opisie metodyki: ,,stosowano naswietlanie skory czerwonym laserem
o fluencji 15 J/ecm? ,

Zreczniej bytoby opisa¢ ten proces jako: naswietlanie $wiatlem czerwonym o dlugoéci.. i
gestosci (dawki) energii.. ,,”

2/ korekta bledoéw ortograficznych, edytorskich i stylistycznych (np. ,,Z pos$rod”)

3/ lapidarny opis wybranych zdjg¢, tabel i rycin, ktorych dokladniejsza legenda pozwolitaby
czytelnikowi na sprawng ich analize
Powyzsze zastrzezenia nie umniejszaja wysokiej oceny, ktérg wystawiam Doktorantowi, a
Jednoczesnie daja mi argumentacj¢ do zadania pytan i zaproszenia do eksperckiej dyskusji
dotyczgcg nastepujgcych kwestii:
po pierwsze:

1. czym bylfa podyktowana decyzja o wyborze ftalocyjanin jako fotouczulacza, czy znane
sa Doktorantowi inne fotouczulacze, o udowodnionym skuteczneym dzialaniu
leczniczym w przypadku tuszczycy

2. czy oprocz mechanizmu cytotoksycznego, Doktorant rozwazal przeprowadzenie
eksperymentu z dawkami subletalnymi PDT dla oceny innych mechanizméw dziatania

fotodynamicznego, w tym immunoregulacyjnego i naczyniowego.
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Podsumowujac pragne podkresli¢ oryginalno$¢ tematyki i wkladu naukowego Doktoranta,
ktdra polega na:
1/ udowodnieniu, ze stymulacja keratynocytow HaCaT cytokinami prozapalnymi oraz
imikwimodem zwieksza poziom ekspresji transportera GLUT1
2/ wykazaniu, ze glukozowa pochodna cynkowej ftalocyjaniny z zabezpieczeniami
acetylowymi Glu-4- ZnPc-P wykazuje wyzsza fotocytotoksyczno$¢, w porownaniu do wolne;
cynkowej ftalocyjaniny (ZnPc)
3/ udowodnieniu, ze glukozowa pochodna cynkowej ftalocyjaniny z niezabezpieczong resztg
cukrowg Glu-4-ZnPc charakteryzuje si¢ najefektywniejszym transportem
wewnatrzkomorkowym sposréd badanych ftalocyjanin oraz preferencyjna akumulacja w
mitochondriach
4/ odkryciu, ze koniugat Glu-4-ZnPc-P, po podaniu dozylnym i na$wietlaniu ma wysoki
potencjat terapeutyczny, a potwierdza tg tezg redukcja wskaznika PASI, zmniejszenie poziomu
cytokin prozapalnych (IL-6, IL-17, IL-23) we krwi oraz do poprawa ogdlnej kondycji skory u

myszy z luszczycopodobnym zapaleniem skory indukowanym imikwimodem.

Ponadto pracg cechuja:

1. Poprawno$¢ w sformutowaniu zalozen badawczych, tez, celu pracy i wnioskow,

2. Poprawnoé¢ formalno-jezykowa, Doktorant w publikacjach postuguje si¢ poprawnym
stownictwem, charakterystycznym dla prac naukowych, medyczny jezyk angielski jest
prawidlowy,

3. Trafnoéé doboru metod i narzedzi badawczych, umiejgtnosci ich zastosowania - Doktorant
przedstawia dokladny opis calej procedury badawczej oraz oznaczef z poszczegodlnych
etapow eksperymentu. Przedstawiona charakterystyka wymienionych metod nie budzi
zastrzezen,

4. Doskonala oprawa graficzna publikacji, jasny i przejrzysty, pomimo skomplikowanego
tematu, sposob przedstawienia wynikow.

5. Bibliografia jest trafnie dobrana i adekwatna do prezentowanych tresci.
Whniosek koncowy

Rozprawa $wiadczy o odpowiedniej wiedzy Doktoranta w zakresie projektowania badafi i

umiejetnoéci analizy osiggnigtych wynikoéw. Dysertacja jest poprawnie zredagowana, a drobne
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»lapsusy” jezykowe nie umniejszajg rangi osiggnigtych wynikow. Analizujac strukture pracy i
opisy, nalezy stwierdzi¢, ze Doktorant orientuje si¢ w tematyce rozprawy, opanowat pisanie
tekstow. Szczegétowa i wnikliwa ocena osiggnig¢ naukowo-badawczych mgr Sebastiana
Makucha upowaznia mnie do wyrazenia wysoce pozytywnej opinii. Dojrzato$é naukowa
Doktoranta poparta jest zdolnoscig do analitycznego my$lenia i trafnego wyciggania wnioskow.
Rozprawa doktorska udowadnia, ze mgr Sebastian Makuch jest dojrzatym pracownikiem
naukowym, w pelni zdolnym do realizowania samodzielnych, twérczych koncepcji naukowych
zashugujacych na stopien naukowy doktora. Na podstawie wymienionych przeze mnie
wysokich aspektow naukowych i poznawczych powyzszej dysertacji uwazam, ze rozprawa
doktorska mgr Sebastiana Makucha spetnia warunki okre$lone w art. 187 ust. 1 ust. 1-4
ustawy z dnia 20 lipca 2018r r Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. 2018 poz.
1668). Rozprawa zostata sumiennie przygotowana, a otrzymane wyniki sa wazne z punktu
widzenia przysztych badan podstawowych i klinicznych. Doktorant rozwigzal rozwazany w
pracy problem naukowy, stosujac przy tym poprawny warsztat badawczy. W zwigzku z tym
wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu o
kontynuowanie postgpowania o nadanie mgr Sebastiana Makucha stopnia doktora.
Jednoczesnie skladam wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej, z uwagi na wysokg
warto$¢ naukowsa, poziom merytoryczny, oryginalno$é zastosowanych metod badawczych,
publikacje w renomowanych periodykach oraz mozliwosé przysztego wdrozenia do praktyki
klinicznej a przez to istotny wkiad uzyskanych wynikow w rozw0j nauk medycznych i nauk o
zdrowiu. Do warto$ci naukowych i poznawczych powyzszej dysertacji, zastugujgcych na
wyrdznienie, zaliczam:

1/ Trafnos¢ podjetej problematyki badawczej i jej oryginalnogé

2/ Duze znaczenie uzyskanych rezultatéw dla nauki i praktyki, w tym mozliwoséci ich
bezposredniego przetozenia na codzienng praktyke kliniczng i bezposrednie zastosowanie
praktyczne, zwlaszcza w aspekcie chordb cywilizacyjnych,

3/ Nowatorski i aktualny temat,

4/ Perspektywiczny i rozwojowy charakter pracy.

/ j{um»a&» %m/, 6&%

Bytom, 14.10.2024r Aleksandra Kawczyk-Krupka
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