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Recenzja pracy doktorskiej mgr Marty Biernackie;j
wykonanej w Zakladzie Chemii Biofizycznej w Katedrze Chemii Fizycznej
na Wydziale Chemii Uniwersytetu 1.0dzkiego,
ktorej Promotorem jest prof. dr hab. Bartlomiej Patecz,
a Promotorem pomocniczym dr Artur Stepniak,
pt: ..Badania powstawania komplekséw inkluzyjnych cyklodekstryny
z wybranymi zwigzkami biologicznie aktywnymi”

Recenzja wykonana na podstawie Uchwaly Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni
naukowych w dyscyplinie nauki chemiczne z dn. 27 kwietnia 2022 r.

Wartod¢ mervtorvezna rozprawy

Przeglad literatury dokonany w sposob dojrzaly i umiejetny przez Panig mgr Biernacka
wprowadza w podjeta tematyke badawcza. Najwazniejsze wnioski wynikajace z krytycznej analizy
literatury przedmiotu opracowanej przez Doktorantke wskazuja, ze staba rozpuszczalno$é w wodzie
i niewystarczajaca szybkos¢ rozpuszczania to dwa kluczowe czynniki, ktére ograniczajg proces
opracowywania lekow i ich zastosowania terapeutyczne. W tym kontekscie, cyklodekstryny posiadajace
wneke hydrofobowa oferuja odpowiednie Srodowisko wewnetrzne do interakcji, dzieki ktorym tworza
kompleksy inkluzyjne z szeroka gama bioaktywnych zwigzkéw hydrofobowych, zmieniajac ich
wiadciwosci fizykochemiczne i biologiczne. Zmiany te moga zwigkszy¢ potencjal terapeutyczny lekow
poprzez wzrost rozpuszczalnosci i zmniejszenie ich degradacji przed dostarczeniem do tkanek.
Wykorzystanie nosnikéw farmaceutykow jest mniej czasochlonne i bardziej oplacalne niz
opracowywanie nowych lekow.

Pierwsze doniesienia o cyklodekstrynach pojawity sie w latach 60-tych ubieglego wieku. Od lat
80-tych mozemy moéwi¢ o akeeleracji badan z wykorzystaniem cyklodekstryn, ktéra trwa do dzi$, ze
wzgledu na wysoka uzytecznos¢ otrzymywanych komplekséw w przemysle farmaceutycznym
i w produkeji zywnosci. W ostatnich latach rocznie pojawia si¢ ponad 2000 publikacji dotyczacych tego
zagadnienia i ponad 4000 réznych rekordéw, wlaczajac na przyklad patenty. Nie pozostawia to
watpliwosci, ze badanie zdolnodci kompleksowania rdznych zwiazkow  bioaktywnych
z cyklodekstrynami jest zagadnieniem bardzo aktualnym i uzasadnionym. Na podstawie przegladu
literatury mgr Biernacka sformutowala cel pracy doktorskiej, ktérym byla ,.proba charakterystyki
komplekséw inkluzyjnych wybranych cyklodekstryn ze zwigzkami biologicznie aktywnymi”, w ktérym
to celu watpliwosci budzi uzycie okreslenia ,,proba”, wszak zaplanowane i zrealizowane dzialania
umozliwily dokonanie charakterystyki, a nie bylo tylko ,,przymiarka" do charakteryzowania, a ponadto
w celu brakuje zawezenia spektrum badanych ligandéw, Autorka badata tylko sze$é zwiazkow.
Doktorantka nie przedstawila hipotez badawczych zwiazanych z wyznaczonym celem badan.

Praca obejmuje od strony metodycznej utworzenie kompleksow inkluzyjnych czterech
pochodnych cyklodekstryny, rézniacych sie wielkoscia wneki lub rozpuszczalnoscia w wodzie
wynikajaca z derywatyzacji, z dwoma lekami dedykowanymi terapii chordb uktadu krazenia oraz
z czterem flawanonami o pochodzeniu naturalnym lub modyfikowanymi chemicznie, o potencjalnym
dziataniu przeciwnowotworowym. Zdolnoéé¢ cyklodekstryny do tworzenia kompleksu inkluzyjnego jest




funkcjg czynnikow sterycznych i termodynamicznych. Sita napedowa kompleksacji sa oddzialywania,
ktore ksztaltujg sie w rozny sposob w zaleznosci od wlasciwosci cyklodekstryny i liganda. Wiekszo$é
prac dotyczgcych kompleksowania lekoéw z cyklodekstryna i jej pochodnymi dotyczy badan zmiany
wlasciwosci ligandow na skutek inkludowania i obejmuje zwiekszenie rozpuszczalnosci i stabilnosci
ligandéw podczas przechowywania i trawienia, wzrost biodostepnosci, zmniejszenie toksycznosci oraz
modyfikacje cech fizykochemicznych. Autorka w pracy doktorskiej skupila sie na potwierdzeniu
tworzenia wspomnianych komplekséw w roztworach i w formie stalej, na analizie parametrow
termodynamicznych kompleksowania, okresleniu stechiometrii i trwatosci komplekséw, zwiekszeniu
rozpuszczalnosci zwigzkéw bioaktywnych, ktore prowadzita metodami izotermicznej kalorymetrii
miareczkowej i spektroskopii UV-vis, ponadto scharakteryzowala otrzymane kompleksy pod wzgledem
stabilnosci termicznej metodg réznicowej kalorymetrii skaningowej oraz okreslita specyfike dokowania
czgsteczki goscia we wngee gospodarza metoda spektroskopii w podezerwieni.

Wartos¢ naukowa rozprawy

W rozdziale dotyczacym Omowienia wynikéw Doktorantka przytoczyla siedem publikacji.
Do$¢ oszczgdne potraktowanie dorobku innych autoréw spowodowalo, 7e Pani mgr Biernacka nie
mogla w petni wyeksponowaé nowatorstwa swoich badan, wskaza¢ ich wplywu na rozwdj dyscypliny
naukowej. Niemniej Autorka potwierdzila tworzenie kompleksow inkluzyjnych badanych ligandéw
z cyklodekstrynami oraz wzrost rozpuszczalnosci tych ligandéw na skutek inkludowania do wneki
cyklodekstryn. Badanie kalorymetryczne wykazato samorzutny charakter tworzenia sie kompleksow.
Otrzymane kompleksy charakteryzowaly si¢ wysoka trwaloscia. Analiza stalej trwaloéci utworzonych
komplekséw umozliwila Pani mgr Biernackiej scharakteryzowanie wplywu réznych podstawnikéw, na
przykladzie pochodnych flawanonu, na mechanizm tworzenia i stabilizacj¢ kompleksu. Sposrad
badanych cyklodekstryn, na podstawie wynikéw swoich badan, Doktorantka wytypowala beta-
cyklodekstryng i jej pochodne, w szczegolnosci hydroksypropylowa, jako najodpowiedniejsza do
otrzymywania komplekséw inkluzyjnych analizowanych zwigzkow, ze wzgledu na lacznie
rozpatrywany wzrost rozpuszczalnosci ligandu i trwatos¢ powstajacych komplekséw. Jest to
indywidualny istotny wktad Doktorantki w rozwéj nauk chemicznych.

Uwagi krytvezne

Niektore fragmenty pracy doktorskiej wymagaja wyjasnien badz uszczeg6lowienia. Pierwszy
z nich dotyczy badania wzrostu rozpuszezalnoscei zwiazkéw bioaktywnych na skutek kompleksowania
z cyklodekstrynami, ktére bylo analizowane metoda pomiaru absorbancji fali o dlugosei wyznaczonej
Jjako absorbowanej w maksymalnym stopniu przez sam rozpuszczony ligand. Otéz spektrometria UV-
vis jest przydatnym testem potwierdzajacym wystepowanie kompleksowania powodujacego wzrost
stezenia liganda w roztworze. Nalezy przy tym zauwazy¢, ze precyzja technik spektrofotometrycznych
pozwala na odnotowanie niewielkich zazwyczaj zmian wystepujacych w absorbancji, towarzyszacych
inkluzji liganda do cyklodekstryny. W widmach UV-vis pojawiaja sie przesunigcia pikow absorbancji
rzedu kilku nm i zmiany wspélezynnikéw ekstynkeji wynoszace zazwyczaj ponizej dziesigciu procent.
Zmiany te mogg wynika¢ migdzy innymi z przemian sterycznych ligandow wywotanych
mikrosrodowiskiem we wngee i ze specyficznych interakeji gosé-gospodarz, ktére moga i najczesciej
powodujg zmiany spektralne i zmiang widma UV-vis liganda po inkluzji. Prosze zatem o wyjasnienie,
czy Autorka analizowal widmo nie tylko samych ligandow, ale takze kompleksow cyklodekstryn
z poszczegdlnymi ligandami i czy badala ewentualne przesunigcie maksimum absorbancji
1 weryfikowata niezmienno$¢ wspdlezynnika ekstynkeji po inkluzji.

Druga uwaga dotyczy zakwalifikowania przez Autorke cyklodekstryn do zwigzkdéw
makromolekularnych, cho¢ zwyczajowo makromolekutami okresla sie zwigzki o liczbie atomow




powyzej 1000, podczas gdy badane kompleksy byly zbudowane z okolo 300 atoméw.

O makromolekufach mozna méwi¢ racze] w odniesieniu do tworzgcych sie opcjonalnie agregatéw

kompleksoéw inkluzyjnych, ktére moga by¢ formami slabiej rozpuszczalnymi w wodzie. Innymi

przykfadami makromolekul sg anionowe polimery B-cyklodekstryny, czy kopolimer beta-
cyklodekstryny-epichlorohyvdryny.

Uwaga odnoszaca si¢ do stosowania wiasciwych jednostek dotyczy tego, ze przy opisywaniu
predkosci wirowania stosuje sig¢ zwyczajowo jako jednostke krotnosé przyspieszenia ziemskiego,
poniewaz odleglos¢ probki od rdzenia wirdwki moze byé rézna, co determinuje predko$é katowa.
Predkos¢ w obrotach na minutg podaje sie raczej w odniesieniu do ruchu mieszadta.

Kolejna uwaga dotyczy precyzji uzyskanych wynikéw. Dla przykiadu ezetymib tworzyl wg
Autorki kompleks w stosunku molowym 1:1 (str. 47), a jego rozpuszczalno$é wzrosta o 21,2 mM,
podczas gdy stezenie beta-cyklodekstryny w roztworze wynosito maksymalnie 15 mM. Skad zetem
wzrost stezenia formy skompleksowanej wigkszy niz stezenie gospodarza? Podobnie, stosujac podczas
kompleksowania stg¢zenie innych pochodnych cyklodekstryny wynoszace 90 mM Doktorantka
otrzymata wzrost rozpuszczalnosci tego samego zwiazku nawet o ponad 200 mM przy jednoczesny
opisaniu stechiometrii powstajacych komplekséw jako 1:1. Podobng uwage mozna odniesé do
wyznaczenia  wzrostu  rozpuszcezalnosci  4’-metoksyflawanonu  w  obecnos$ci  pochodne;j
hydroksypropylowej beta-cyklodekstryny. Moze czg$¢ zwigzku bioaktywnego nie tworzyta kompleksu,
moze przylaczala si¢ do cyklodekstryny w inny sposéb niz przez inkluzje, moze tworzyly sie takze
kompleksy o innej stechiometrii? Bardzo prosz¢ o uzasadnienie otrzymanych wynikow,

Na liczbg 98 zacytowanych pozycji literaturowych 37 z nich zostalo opublikowanych
w ostatnim dziesigcioleciu. Biorac pod uwage imponujgcg liczbe doniesien naukowych ukazujacych sie
kazdego roku, dotyczgcych kompleksowania lekow z cyklodekstrynami, mozna bytoby nadaé¢ dyskusji
wynikow wiekszg aktualnosé wlasnie poprzez liczniejsze cytowanie prac z ostatniej dekady. Przyklady
ponizej:

—~ Yoshioka C, Ito Y, Nagai N. An oral formulation of cilostazol nanoparticles enhances intestinal drug
absorption in rats. Exp Ther Med. 2018; 15:454-460.

— Srivalli K.M., Mishra B. Improved aqueous solubility and antihypercholesterolemic activity of
ezetimibe on formulating with hydroxypropyl-p-cyclodextrin and hydrophilic auxiliary substances.
AAPS PharmSciTech. 2016;17:272-283.

W czedei dotyczacej Metod badawczych i aparatury brak jest odniesiefi do literatury. Czy
zastosowana metodyka jest autorskim opracowaniem Doktorantki?

W podsumowaniu Pani mgr Biernacka odwotala si¢ do bardzo ogdlnego wniosku z wynikow
badain metoda MALDI-TOF/MS i wstgpnych badan biologicznych, ktére to wyniki nie zostaly w zaden
sposOb opisane w pracy, zatem wniosek ten nie jest w sposdb przekonujacy uzasadniony.

Poprawnos¢ redakevina rozprawy

Cel pracy zamieszczony zostal we Wstgpie, jest niewystarczajaco wyeksponowany i malo
precyzyjny.

W tresci pracy pojawilo sie sformutowanie ,,zakres promieniowania elektromagnetycznego dla
swiatla” zamiast po prostu ,zakres promieniowania elektromagnetycznego $wiatta” (str. 30 i inne
podobne).

Bardziej czytelne wydaje si¢ zastosowanie warto$ci 10 min niz 600 s (str. 43).

Rozdzial Podsumowanie zawiera tabele 1 wykresy, ktére stanowig powielenie weze$nie
zaprezentowanych danych.

Bibliografia w opinii recenzenta powinna by¢ zamieszczona przed Zalacznikami, nie jest
ponadto w ogole wymieniona w spisie tresei.




Na str. 20 wystapil pleonazm ,,profilaktyka zapobiegania” podczas gdy profilaktyka to nic
innego jak zapobieganie.

Doktorantka nie stosowala kursywy do przedrostka para- opisujacego polozenie podstawnika
w czgsteczee flawanondw, co wprowadza zamieszanie z rzeczownikiem para, rozumianym jako dwie
w okresleniu ,,para flawanonow™, wszystko na str. 22.

Autorka wielokrotnie uzywata kropek jako separatora w liczbach tam, gdzie powinny byé
przecinki.

Ocena koncowa

Stwierdzam, ze Doktorantka wykazala si¢ umigj¢tnosciami oryginalnego rozwigzywania
problemu naukowego i zrealizowata cel postawiony w pracy. Recenzowana rozprawa doktorska mgr
Marty Biernackiej spetnia warunki okreslone Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce, i wnioskuje do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni naukowych w
dyscyplinie nauki chemiczne o dopuszezenie Pani mgr Marty Biernackiej do dalszych etapdw przewodu
doktorskiego.

\.&J@ - %%(“2%




