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pt.: ,,Badania powstawania kompleksow inkluzyjnych cyklodekstryn z wybranymi
zwigzkami biologicznie aktywnymi”

autorstwa mgr Marty Biernackiej

Przedtozona do recenzji dysertacja zostata wykonana na Wydziale Chemicznym Uniwersytetu
Lodzkiego w Zaktadzie Chemii Biofizycznej pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Barttomieja
Patecza, promotora rozprawy oraz Pana dr Artura Stepniaka, pelnigcego funkcje promotora
pomocniczego.

Zgodnie z danymi Switowej Organizacji Zdrowia choroby uktadu krazenia wraz
z chorobami nowotworowymi sa najczestsza przyczyna $mierci. Dlatego tez priorytetowe ze
wzgledow zdrowotnych sa badania naukowe majace na celu zmniejszenie zapadalno$ci
I przedwczesnej umieralnosci osob dotknigtych tymi schorzeniami. W rozwigzywanie tych
probleméw, jakze waznych z punktu widzenia spotecznego, zaangazowali si¢ ludzie nauki
z takich dyscyplin jak: medycyna, farmacja, chemia czy biologia. Interdyscyplinarnosé¢
prowadzonych badan zaowocowata pojawieniem sie wielu nowych zwigzkoéw, ktore moga by¢
brane pod uwagg jako potencjalne, nowe leki. Jednakze okazato si¢, Ze nowe zwiagzki czgsto
charakteryzuja si¢ bardzo niska rozpuszczalno$cig w wodzie, co obniza ich walory lecznicze,
gdyz ogdlnie uwaza si¢, ze zwiazki o niskiej rozpuszczalnosci beda wykazywac ograniczone
wchianianie w warunkach in vivo, a tym samym wykazywac staba dystrybucje i transport do
miejsc docelowych. W takim przypadku istotnym celem badawczym, ktory stangt przed
wspotczesng nauka jest poprawa rozpuszczalnosci otrzymanych zwigzkéw w wodzie, a tym
samym zwigkszenie przyswajalnosci, CO wplynie na poprawe skuteczno$cCi terapeutycznej
potencjalnych lekow. W ostatnich latach dowiedziono, ze modelowanie wtasciwosci
fizykochemicznych zwigzkéw 0 juz zbadanych lub wyznaczonych in vitro cechach aktywnosci
biologicznej, mozliwe jest poprzez zwigzanie potencjalnego leku w zwigzek kompleksowy.
Zgodnie z danymi literaturowymi czynnikiem kompleksujacym, zwigkszajacym
rozpuszczalno$¢ zwigzku w wodzie czy medium biologicznym, a nie wplywajacym
na aktywno$¢, moga by¢ cyklodekstryny (CD). Tworzacy si¢ kompleks typu gosé-gospodarz,
oparty jest na oddziatywaniach typu: jonowego, van der Waalsa czy wigzan wodorowych,
hydrofobowego liganda z cyklodekstryng. Tak otrzymane kompleksy, nazywane rowniez
inkluzyjnymi, charakteryzujg si¢ lepszg rozpuszczalno$cig, Stabilno$cig, biodostepnoscia




substancji aktywnej jak rowniez cechuja si¢ lepszym smakiem. Co istotne, kompleksowanie
za pomocg CD usprawnia transport substancji aktywnej do miejsca docelowego i jest procesem
odwracalnym. Po podaniu doustnym lub za pomocg iniekcji, substancja aktywna jest uwalniana
z kompleksu, wchtaniana do tkanek, a CD jest szybko usuwana z organizmu.

Bioragc pod uwage powyzsze aspekty, prezentowana rozprawa doktorska Pani mgr
Marty Biernackiej wpisuje si¢ w nurt ciggle aktualnych badan dotyczacych opracowania
kompleksoéw inkluzyjnych o wigkszej rozpuszczalnosci substancji stosowanych w leczeniu,
a tym samym ich biodostgpnosci. W tym zakresie przedmiotem zainteresowania Autorki
niniejszej pracy bylo zbadanie powstawania komplekséw supramolekularnych wybranych
cyklodekstryn  (aCD, BCD, hydroksypropylocyklodekstryny (HPBCD) oraz eteru
sulfobutylowegocyklodekstryny (SBEBCD)) z: (1) dwoma lekami jako ligandami w procesie
kompleksowania, mianowicie (i) ezetymibem przeciwdziatajacym chipercholesterolemii oraz
(if) lekiem hipotensyjnym - cilostazolem, jak roéwniez (2) czterema potencjalnymi
cytostatykami zaliczanymi do grupy flawanonow (tj. niepodstawionego flawanonu,
4’-metoksyflawanonu, 4’-chloroflawanonu oraz 7-metoksyflawanonu).

Z formalnego punktu widzenia rozprawa liczy 150 stron, posiada strukture typowsa dla
prac eksperymentalnych i podzielona jest na nastgpujace rozdziaty: wprowadzenie, wstep
teoretyczny, cze$¢ eksperymentalng, omowienie wynikoéw, podsumowanie oraz bibliografig.
Wprowadzenie poprzedza wykaz uzywanych skrotow wraz ze spisem tresci. Na koncu
dysertacji zamieszczono réwniez: streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz zataczniki,
ktore zawieraja dodatkowe dane zebrane w formie wykresow i tabel. Calos¢ konczy
przedstawiony dorobek naukowy Autorki.

Oceniajac strone redakcyjng i edytorska pracy stwierdzam, ze napisana jest poprawng
polszczyzng z niewielka liczbg niefortunnych, a czasem zargonowych sformutowan. Kilka
z nich z obowiazku przytoczg: ,,analiza spektrum”, ,,procesy sa sterowane entalpowo”, ,,moga
naniza¢ si¢ wigcej niz 1 molekuta”. Dane zebrane w tabelach oraz przedstawiane w postaci
wykresow sg czytelne i dobrze opisane. Moje zastrzezenie budzi opis 0si y w jezyku angielskim
na wykresach dotyczacych badan kalorymetrycznych nad oddziatywaniami analizowanych
ligandow z cyklodekstrynami (np. rys. 53, 54, 55 itd) oraz termogramach
(rys. 76, 77, 78 itd.).

W rozdziale pierwszym zatytulowanym ,,Wprowadzenie” Doktorantka zawarta
informacje uzasadniajace celowo$¢ podjetych badan, cel pracy jak rowniez badania, ktore
pozwolily na zrealizowanie postawionego celu. Rozprawa zawiera bardzo syntetyczny wstep
teoretyczny, bedacy przegladem literaturowym, opartym na 74 pozycjach cytowanego
pismiennictwa. W rozdziale tym Autorka charakteryzuje badane cyklodekstryny i ich
pochodne, wybrane uktady gosé-cyklodektryna oraz ich zastosowanie. Dalej zebrane sa
informacje o zastosowaniu ligandow wybranych do badan, czyli lekow: ezetymibu i cilostazolu
oraz wybranych flawanonéw. Doktorantka w celu petnej charakterystyki obiektow badawczych
przygotowata szczegOlowe zestawienia zawierajgce: WzOry sumaryczne, masy molowe,
rozpuszczalno$ci oraz temperatury topnienia. Autorka przedstawita réwniez szczegdtows
charakterystyke dwoch rozpuszczalnikow: wody 1 dimetylosulfotenku. Uwazam, ze na
poziomie rozprawy doktorskiej podawanie tak podstawowych informacji, ktorych znajomosé
jest obowiagzkowa dla studentow pierwszych lat studiow obniza poziom naukowy pracy.
W kolejnym rozdziale, juz w czgsci eksperymentalnej, Autorka prezentuje teoretyczne




podstawy stosowanych metod badawczych oraz metodyke prowadzonych badan. Przytacza
wykorzystywang technike Higuchi-Connorsa tworzenia diagramoéw rozpuszczalnosci
na podstawie ktorych, oblicza state rownowagi tworzacego si¢ kompleksu cyklodekstryna-
ligand. Nastepnie w oparciu 0 model jednego rodzaju miejsc aktywnych
prezentuje parametry termodynamiczne procesu kompleksowania. Dodatkowo dla
otrzymanych probek stalych metodg réznicowej kalorymetrii skaningowej charakteryzuje
zachodzace przemiany fazowe oraz przedstawia identyfikacje poszczegolnych grup
funkcyjnych metoda spektroskopii w podczerwieni z transformacja Furiera. Rozdziat
,Omowienie wynikéw” to dyskusja majaca na celu poroéwnanie uzyskanych danych
dotyczacych dopasowania badanych dekstryn i uzytych ligandéw. Autorka w tym celu na
podstawie serii pomiarow spektrofotometrycznych dla wybranych mieszanin ligandow
i odpowiednio: aCD, BCD, hydroksypropylo-pB-cyklodekstryny (HPBCD) oraz eteru
sulfobutylowego-B-cyklodekstryny  (SBEBCD), udowodnita wzrost rozpuszczalno$ci
wszystkich ligandow w wodzie. Dla badanych ukladow na podstawie diagramow
rozpuszczalnos$ci zaproponowano tworzenie si¢ potgczen inkluzyjnych w stosunku molowym
1:1, za wyjatkiem potaczenia inkluzyjnego z cilostazolem, dla ktoérego zaproponowano
stechiometrie 1:1,5. Potwierdzeniem powstawania uktadéw gosé-gospodarz byty wyznaczone
state trwatosci. Nalezy zaznaczy¢, ze W przypadku potaczen z cilostazolem nie udato si¢
wyznaczy¢ eksperymentalnie ww. statych. Najsilniejszy efekt solubilizacji zaobserwowano
w przypadku zastosowania sulfabutylowej pochodnej BCD dla ezetymibu oraz cilostazolu.
Wszystkie flawanony rowniez zwigkszaly swa rozpuszczalno$¢ w roztworze wodnym
po dodaniu czynnika kompleksujacego, czyli odpowiedniej cyklodekstryny. Co ciekawe
w przypadku zwiazkow z grupy flawanonow to BCD okazala si¢ najlepszym czynnikiem
kompleksujacym, ktory jednoczesnie najefektywniej zwickszal rozpuszczalno$é tej grupy
ligandow. Efekty energetyczne towarzyszace procesom kompleksowania zostalty wyznaczone
w oparciu 0 izotermiczne miareczkowanie kalorymetryczne (ITC). Na podstawie
wyznaczonych efektow termodynamicznych, takich jak: zmiany molowych entalpii, entropii
oraz entalpii swobodnych, dla prawie kazdego z powyzszych uktadow stwierdzono, ze procesy
tworzenia kompleksow inkluzyjnych sa egzotermiczne i przebiegaja samorzutnie. Doktorantka
potwierdzita rowniez stechiometri¢ tworzacych si¢ polaczen za pomocg metody UV-Vis,
a w przypadku cilostazolu wyjasnita, ze przyczyna stosunku 1:1,5 moze by¢ tworzenie si¢
mieszaniny kompleksow o stosunku molowym, odpowiednio 1:1 i 1:2. Na szczeg6lng uwage
zashluguje fakt, ze Doktorantka zdecydowata si¢ na analize, otrzymanych metoda
wspotrozpuszezania, produktow kompleksowania w fazie stalej. Niestety przedstawione
w pracy widma FT-IR, dodatkowo w zawezonym zakresie od 1900 do 400 cm™, nie sg zbyt
czytelne, co utrudnia weryfikacje otrzymanych wynikéw. Nie mniej jednak, moim zdaniem
analiza poszczegdlnych pasm zostala wykonana prawidlowo o czym $wiadczy réwniez
publikacja danych eksperymentalnych dla ezetymibu w czasopismie Int. J. Mol. Sci., ktorego
wspotautorem jest Doktorantka. W przypadku widm FT-IR dla kompleksow z flawanonami
Doktorantka nie przedstawita analizy otrzymanych widm i nie przypisata pasm poszczegdlnym
grupom funkcyjnym. Pomiary metoda réznicowej kalorymetrii skaningowej pozwolity Autorce
rozprawy wysung¢ jednoznaczne wnioski potwierdzajace utworzenie kompleksow
inkluzyjnych w fazie statej. Parametrem wskazujacym na powyzszy proces byto przesuniecie




pasma dekompozycji/topnienia w kierunku wyzszych temperatur i dodatkowo ich
charakterystyczne rozmycie.

Doktorantka dysertacj¢ konczy zwigztym podsumowaniem osiggnigtych rezultatow
oraz jeszcze bardziej syntetycznym streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.
W zamieszczonych na koncu rozprawy ,,Zatgcznikach” Doktorantka umiescita dodatkowe dane
eksperymentalne do ktorych odnosi si¢ w czesci ,,Omdwienie wynikOw”, co znacznie ulatwia
czytanie pracy. Bibliografia, cytowana w czesci pracy moim zdaniem jest dobrana prawidtowo,
ale mam zastrzezenia do pozycji z zakresu 74-83, ktore odnosza si¢ do badan
fizykochemicznych nad modelami sieci polaczen czasteczek wody, ktora to tematyka nie
stanowi badan wchodzacych w zakres prezentowanej pracy doktorskiej. Prace konczy zebrany
dorobek naukowy mgr Marty Biernackiej, w ktorym nalezy zauwazy¢ jeden artykut
w czasopismie z listy JCR bezposrednio zwigzany z recenzowang rozprawg doktorska,
3 artykuly niepowigzane z pracg oraz udzial w 14 konferencjach o zasiegu krajowym
i miedzynarodowym.

Bioragc pod uwage caloksztalt przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej
do najwazniejszych osiagnig¢¢ pracy, stanowigcych element nowos$ci naukowej zaliczy¢ nalezy:

1) scharakteryzowanie pod katem termodynamicznym i stechiometrycznym potaczen typu
gos¢-gospodarz  dla  wybranych substancji leczniczych oraz potencjalnych
chemioterapeutykow,

i) wyizolowanie w fazie stalej metoda wspotrozpuszczania wszystkich kompleksow
inkluzyjnych,

iii) probe analizy widm FT-IR oraz termograméw DSC, potwierdzajacych odpowiednio
zajscie procesu samoistnej inkluzji ligandow do wneki wybranych cyklodekstryn oraz
zwigkszonej trwalo$ci termicznej powstalych kompleksow inkluzyjnych.

Majac na uwadze powyzsze w mojej ocenie postawione przez Doktorantke cele pracy zostaty
osiagniete. Zastosowane metody badawcze oraz opracowanie wynikow $§wiadczy o wiedzy,
umigje¢tnosciach i zaangazowaniu Pani Marty Biernackiej w badaniach nad poszukiwaniem
potencjalnych solubilizatorow dla wybranych ligandéow. W trakcie obrony poprosze
Doktorantke o wyjasnienie nastepujacych kwestii, ktére nasunely si¢ w trakcie czytania
niniejszej dysertacji:

i) w przegladzie literaturowym brakuje fragmentu dotyczacego stanu wiedzy na temat
wczesniej prowadzonych badan nad zwigkszeniem rozpuszczalnosci dla substancji
obnizajacych zawarto$¢ cholesterolu, by¢ moze hipotensyjnych
lub antynowotworowych, czy w literaturze takie dane mozna znalez¢, a jesli tak to
jakie wnioski z nich ptyng?

i) czy flawanon jest potencjalng substancjg cytotoksyczng? oraz czy badane podstawione
flawanony charakteryzujg si¢ brakiem toksyczno$ci wobec komorek prawidtowych?

iii) czy dla wyizolowanych w fazie stalej kompleksow inkluzyjnych przeprowadzono
badania potwierdzajace czystos¢, a takze sktad produktu? Jesli nie jak nalezatoby
to sprawdzic¢?

iv) dlaczego w przypadku grupy flawanonéw w badaniach nie wzigto pod uwage
SBEBCD, ktéra charakteryzuje si¢ najwigkszym potencjalem jesli chodzi
0 zwigkszenie rozpuszczalnosci ligandow?




v) wedlug mnie z przegladu literaturowego wynika, ze pracg bardzo wzbogacityby
badania technikami NMR i ESI MS, ktore nie zostaly zamieszczone w publikacji Int.
J. Mol. Sci. 2022, 23, 455, chociaz sg przytoczone w publikacji. Prosze o wyjasnienie
tej kwestii?

vi) czy Doktorantka mogltaby przedstawi¢ analize¢ widm FT-IR dla komplekséw
dekstryna-flawonony.

Podsumowujac uwazam, ze wyniki uzyskane przez Panig mgr Martg Biernacka w ramach
prezentowanej dysertacji doktorskiej wpisuja si¢ w aktualnie intensywnie prowadzone badania
nad poszukiwaniem lekoéw zwigzanych z chorobami uktadu krazenia, gdyz poszerzaja wiedzg
w zakresie nowych uktadow inkluzyjnych potencjalnie zwickszajacych efektywnos¢ dziatania
substancji trudno rozpuszczalnych w wodzie. Biorac pod uwage umiejgtnosci, zaangazowanie
i nabyte doswiadczenie Doktorantki stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji dysertacja
doktorska mgr Marty Biernackiej w peini spetnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim
okres$lone w art. 186 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2020 1. poz. 85 z p6zn. zm.) i w zwigzku z tym wnioskuje do Komisji Uniwersytetu
Lodzkiego do  spraw  stopni  naukowych ~w  dyscyplinie nauki chemiczne
0 przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Marty Biernackiej i dopuszczenie do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Laczac wyrazy szacunku

dr hab. Joanna Masternak prof. Uczelni




