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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Klebeko
pt. ,,Amino acid ionic liquids as carrier systems for non-steroidal anti-inflammatory drugs”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska pt. ,,Amino acid ionic liquids as carrier
systems for non-steroidal anti-inflammatory drugs”, zostata wykonana na Wydziale Technologii
i Inzynierii Chemicznej Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego (ZUT) w Szczecinie,
pod kierunkiem dr hab. inz. Ewy Janus, prof. ZUT oraz Promotor Pomocniczej dr hab. inz. Pauli
Ossowicz-Rupniewskiej, prof. ZUT. Podstawg do wykonania recenzji byta Uchwata Rady Dyscypliny
Inzynieria Chemiczna ZUT z dnia 15.10.2024 r. oraz pismo Przewodniczacej Rady Dyscypliny
Inzynieria Chemiczna ZUT, prof. dr hab. inz. Zofii Lendzion-Bielur (nr ZUT/RDICh/53/2024).

Praca dotyczy kompleksowych, interdyscyplinarnych badan majgcych na celu otrzymanie
i charakterystyke pochodnych wybranych niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (NLPZ; w pracy
w j.ang. NSAIDs) o zwiekszone]j biodostepnosci i przenikalnosci przez skére. Mgr inz. Joanna Klebeko
poruszyta bardzo waine i aktualne zagadnienia, zaréwno z punktu widzenia naukowego jak
i praktycznego. Wielkos¢ swiatowego rynku niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych szacuje sie w
2024 r. na okofo 23 mld USD i prognozuje sie roczng stope wzrostu na poziomie 7,3%. Leki te sg
szeroko dostepne i czesto mozna je kupi¢ bez recepty. Stosowane sg w wielu schorzeniach i w
roznych formach: tabletek, kapsutek, masci, zeli, czopkdw oraz preparatéw do stosowania
dozylnego. Dzieki réznym postaciom preparatow fatwo je dostosowac do potrzeb pacjenta. Chociaz
NLPZ sg skuteczne i tatwo dostepne, ich stosowanie moze sie wigzaé¢ z powaznymi skutkami
ubocznymi, miedzy innymi z uszkodzeniem przewodu pokarmowego, w przypadku podania
doustnego. Dlatego tez bardzo istotne jest opracowanie skutecznych i mniej szkodliwych
preparatéw o szybkim dziataniu, w tym lekéw podawanych miejscowo i transdermalnych systemoéw
terapeutycznych. W tym swietle praca p. mgr Joanny Klebeko stanowi cenne zrédto informacji na
temat nowoczesnych rozwigzan, pozwalajgcych na opracowanie bardziej skutecznych srodkéw
przeciwzapalnych i przeciwbdélowych oraz obnizenie dawki leku, a co za tym idzie réwniez poziomu
skutkow ubocznych.

Ocena uktadu pracy:

Rozprawa doktorska liczy 244 strony, jest napisana w jezyku angielskim, z zachowaniem
prawidtowych proporcji poszczegdlnych rozdziatéw. Uktad pracy jest typowy i zawiera streszczenie
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w jezyku polskim i angielskim, stowa kluczowe, wyjasnienie symboli i skrétéw, wprowadzenie, cel
pracy i zadania badawcze, czes¢ literaturowg (28 stron), omdéwienie wynikdw (64 strony), wnioski (3
strony), cze$¢ doswiadczalng (10 stron), bibliografie oraz zataczniki (tacznie 95 stron), a takze spis
publikacji i osiggnie¢ Doktorantki. Cytowanych jest 296 pozycji literaturowych, w duzej czesci
opublikowanych w ostatnich kilku latach.

Ocena merytoryczna pracy:

Prace rozpoczyna krétki wstep (,Introduction”), w ktorym Doktorantka nakreslita sytuacje
panujgca w dziedzinie niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych, w tym kwestie rozpuszczalnosci
w srodowisku wodnym, biodostepnosci i transportu przez btony biologiczne oraz problem efektéw
ubocznych ich stosowania. Podkreslita rowniez koniecznos¢ ciggtego poszukiwania nowych form
lekéw bardziej skutecznych i mniej szkodliwych dla pacjentow. Wstep ten bardzo dobrze wprowadza
czytelnika w rozdziat ,Objective and scope of the thesis”, w ktérym mgr inz. Joanna Klebeko jasno
przedstawita ambitny cel swojej pracy oraz zatozone etapy realizacji. Celem pracy byto otrzymanie
i charakterystyka nowych pochodnych, nalezgcych do cieczy jonowych, wybranych lekéw
niesteroidowych, o zwiekszonej rozpuszczalnosci w ptynach ustrojowych oraz lepszej przenikalnosci
przez btony biologiczne. Doktorantka wytypowata ibuprofen, naproksen, ketoprofen oraz kwas
salicylowy jako kwasy z grupy NLPZ i modyfikowata je estrami wybranych aminokwaséw. Wybor
aminokwasow zostat jasno uzasadniony, zaréwno ich budowag, jak i rolg, jakg petnig w organizmie.

Bardzo dobrze napisana jest kolejna czes¢ , Theoretical framework”, gdzie na podstawie
najnowszej literatury, przedstawiony zostat stan wiedzy z dziedziny lekdw z grupy NLPZ. Na poczatku
Autorka podata klasyfikacje lekéw z tej grupy oraz mechanizm ich dziatania. Nastepnie okreslone
zostaty wady i zalety lekdw w postaci statej oraz kierunki ich modyfikacji. Majac na uwadze wady
dostepnych na rynku doustnych preparatdw przeciwzapalnych, Doktorantka wskazata na nowe
formy lekdéw oraz alternatywne drogi ich podania, w tym miejscowe i przezskdrne. Podkreslita
réowniez, ze opracowanie takich formulacji wymaga uwzglednienia wielu aspektow, takich jak
aktywnosé i stabilnosc leku przez caty okres trwatosci produktu, fatwe przenikanie przez skére oraz
uzyskanie okreslonego stezenia we krwi. W tym Swietle przedstawita mozliwosé zastosowania
nowoczesnej metody dostarczania lekdw w postaci cieczy jonowych (Active Pharmaceutical
Ingredient — lonic Liquids; API-ILs). Autorka przeprowadzita szczegdétowq dyskusje dotychczasowych
osiggnieé¢ w tym zakresie, przedstawiajgc metody otrzymywania, budowe i zalety API-ILs. Szczegdlng
uwage poswiecita nowym metodom dostarczania lekow z grupy NLPZ, bazujgcym na cieczach
jonowych.

Dyskusja poszczegdlnych watkéw zwigzanych z lekami z grupy NLPZ poparta zostata licznymi
rysunkami i schematami, ktore utatwity zapoznanie sie z najwazniejszymi aspektami tego szerokiego
zakresu tematycznego. Dobor literatury i wnikliwa analiza stanu wiedzy, swiadczg o bardzo dobrym
rozeznaniu Autorki zarowno w tematyce dostepnych niesteroidowych lekdow przeciwzapalnych,
problemdw zwigzanych z ich otrzymywaniem, stabilnoscig, skutkami ubocznymi, jak i nowoczesnych
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rozwigzan w tej dziedzinie. Nalezy podkresli¢, ze przeglad literatury stanowi bardzo dobry wstep do
czesci badawcze;j.
Rozdziat ,Results and discussions” zawiera omdéwienie ogromnej ilosci uzyskanych wynikow.
W kolejnych rozdziatach Doktorantka bardzo dobrze i jasno przedyskutowata poszczegdlne grupy
zagadnien, a najwazniejsze wyniki przedstawita w postaci rysunkéw. Komplet wszystkich uzyskanych
wynikéw zostat umieszczony w postaci tabel i rysunkéw w Zatgcznikach. Na podkreslenie zastuguje
rowniez to, ze kazda czes$¢ dyskusji konczy sie krdotkim podsumowaniem, co daje mozliwosc
szybkiego zapoznania sie z najwazniejszymi wnioskami. Autorka najpierw przedstawita wyniki
uzyskane na etapie otrzymywania i charakterystyki estrow wybranych aminokwaséw, a nastepnie
odpowiednich soli czterech NLPZ: ibuprofenu (mieszaniny racemicznej R,S, jak rowniez czystego
enancjomeru S), naproksenu, ketoprofenu ikwasu salicylowego. Wszystkie otrzymane zwigzki
zostaty bardzo doktadnie scharakteryzowane (m.in. metodami 'H- i 3C-NMR, FT-IR, analizy
elementarnej, potencjometryczng, dyfrakcji rentgenowskiej XRD, polarymetryczng, UV-Vis), a dane
umieszczone w Zatgcznikach mogg postuzyé przysztym badaczom jako gotowa baza informacji na
temat tych pochodnych. Autorka podata, ze w ramach pracy otrzymata 24 estry aminokwaséw w
postaci chlorowodorkéw (z wydajnosciami 75-95%), ktére nastepnie przeksztatcita w liczne sole
niesteroidowych srodkéw przeciwzapalnych. Bardzo cenne jest, ze Doktorantka jasno wskazata,
ktdre zwigzki zostaty otrzymane w ramach pracy doktorskiej, a ktére otrzymata wczesniej. Pani
mgr Klebeko podkreslita rowniez, ze gtdwng nowoscig w pracy jest szczegdétowe okreslenie
wtasciwosci badanych zwigzkéw pod katem ich zastosowania jako leki, w tym testy rozpuszczalnosci,
przenikalnosci przez skére, akumulacji w skorze, aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
i przeciwutleniajgcej, biodegradowalnosci oraz stabilnosci w réznych warunkach przechowywania.
Dlatego tez w kolejnym rozdziale Autorka przedstawita wtasciwosci fizykochemiczne badanych
zwigzkéw, takie jak rozpuszczalnos¢ w wodzie, w buforach o réinym pH, rozpuszczalnikach
organicznych, a takze lipofilowos$¢, degradacje termiczng oraz stabilnosé termiczng. Tutaj réwniez
przedstawita szczegétowe dane w postaci licznych tabel w zataczniku I, natomiast w tekscie
umiescita rysunki przedstawiajgce najwazniejsze zaleznosci badanych parametréw od budowy
badanych zwigzkéw. Wykazata miedzy innymi, ze otrzymane sole charakteryzowaty sie lepsza
rozpuszczalnoscig w wodzie i buforach o pH 5,4 i 7,4 oraz nizszg lipofilowoscig niz wyjsciowe kwasy.
Na podstawie kolejnych badan doktorantka dowiodta réwniez, ze wiele z otrzymanych pochodnych
ma nizszg stabilnosé termiczng, a zwiekszajgc dtugos¢ fancucha alkilowego w czesci bedacej
kationem cieczy jonowej, mozna zwiekszy¢ stabilnosé termiczng i obnizy¢ temperature topnienia
otrzymanych soli. Wykazata réwniez, ze wiekszos¢ z otrzymanych pochodnych ketoprofenu,
ibuprofenu i kwasu salicylowego oraz niektére pochodne naproksenu, mozna na podstawie
uzyskanych wynikéw zaliczy¢ do cieczy jonowych. Bardzo waznym fragmentem pracy jest opis
wtasciwosci takich jak przenikalno$¢ przez skére, akumulacji w warstwie skory, dajgcych mozliwosé
okreslenia przydatnosci danych pochodnych jako substancji aktywnych w preparatach do
stosowania miejscowego lub w transdermalnych systemach terapeutycznych. Doktorantka
wykazata, ze przenikanie przez skére zalezy od struktury anionu i kationu w badanej cieczy jonowej,
ale generalnie obserwuje sie znaczng poprawe tego parametru w poréwnaniu z klasycznymi NLPZ.
3
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Najlepsze wyniki Autorka uzyskata dla soli ztozonych z estrow propylowych/izopropylowych
treoniny oraz badanych NLPZ. Badane sole znacznie gorzej akumulowaty sie w skdrze, w poréwnaniu
z wyjsciowymi kwasami. Moja drobna sugestia dotyczy uzywanych w tej czesci licznych symboli,
skrotéow i parametrow. Dobrze bytoby zebra¢ w jednym miejscu wszystkie skréty i symbole
oznaczanych wielkosci, wraz z wyjasnieniem ich znaczenia. W niektérych fragmentach pracy
uzywane sg tylko symbole, a wyjasnienia trzeba szukaé w innych czesciach pracy.

Pani mgr Klebeko okreslita takze witasciwosci przeciwutleniajgce badanych soli podkreslajac, ze
formulacje o dziataniu miejscowym i przezskdrnym, opracowane na bazie tych najbardziej
aktywnych, mogg dodatkowo chronié¢ skére przed stresem oksydacyjnym. Uzyskane wyniki
pokazaty, ze wszystkie zwigzki redukowaty rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowy. Najwieksza
poprawe wiasciwosci przeciwutleniajgcych Autorka obserwowata dla soli ibuprofenu z estrami
propylowym i izopropylowym izoleucyny. Waznym aspektem w opracowaniu nowych postaci lekéw
jest rowniez ich wptyw na srodowisko naturalne. Doktorantka zajeta sie réwniez tym tematem,
wykazujac, ze pochodne kwasu salicylowego i estrow propylowych metioniny i waliny oraz
pochodne ibuprofenu i estru propylowego treoniny byty najlepiej biodegradowane. Autorka
wskazata rowniez zalezno$é pomiedzy lipofilowym charakterem zwigzkéw a stopniem degradacji.
Ostatni podrozdziat w tej czesci dotyczyt badan wtasciwosci przeciwbakteryjnych w stosunku do
trzech szczepdéw bakterii zarédwno Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych. Tutaj takze Autorka
wykazata przewage wielu otrzymanych zwigzkéw nad wyjsciowymi lekami. Badane pochodne
wykazywaty podobne lub lepsze wtasciwosci antybakteryjne w stosunku do bakterii Gram-
dodatnich, natomiast w przypadku Gram-ujemnej Escherichia coli najlepsze byty pochodne
wszystkich NLPZ z estrem izopropylowym metioniny.

W czesci ,Conclusions” Autorka podsumowata najwazniejsze rezultaty uzyskane w trakcie
realizacji postawionego na poczatku celu oraz omdéwita wynikajgce z nich wnioski. Potwierdzita raz
jeszcze, ze przeksztatcajgc powszechnie znane niesteroidowe zwigzki przeciwzapalne do soli na
bazie estréw alkilowych aminokwaséw, mozna znacznie poprawi¢ ich wiasciwosci niezbedne do
otrzymania skutecznych preparatow farmaceutycznych o zwiekszonej biodostepnosci
i przenikalnosci przez skore.

Czesc eksperymentalna (Experimental section) jest napisana poprawnie i zawiera opis licznych
procedur i technik analitycznych stosowanych w pracy. Pragne jednak zaznaczy¢, ze moim zdaniem
korzystniej bytoby umiesci¢ spis materiatéw i odczynnikéw w czesci eksperymentalnej (rozdziat 1V),
a nie w zatgczniku Il. Nie mogtam réwniez znalez¢ pochodzenia kilku materiatéw (np. skad wzieto
skére do badan przenikalnosci otrzymanych zwigzkdw przez skore).

Strona merytoryczna pracy nie budzi zastrzezen, jednak przy tak obszernym zakresie badan
nieuniknione sg pewne niedopatrzenia, czy btedy edytorskie. Z obowigzku recenzenta podaje
wybrane uwagi oraz niescistosci, ktore zauwazytam podczas analizy rozprawy oraz pytania, ktore mi
sie nasunety, z prosbg o komentarz/odpowiedz:

1. Str.30 — odnosnik [81] nie bardzo odpowiada rysunkowi 6.
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2. Jak sie ma dobér rozpuszczalnikéw w badaniach rozpuszczalnosci do ich toksycznosci (np.
dichlorometan, chloroform). Skoro otrzymane sole majg by¢ stosowane jako leki, jest to wazny
aspekt.

3. Str. 61, Rys.19. Na wykresach przydatyby sie dane dotyczgce rozpuszczalnosci
niemodyfikowanych NSAID, zeby tatwiej byto okresli¢ jak zmienity sie te wartosci w otrzymanych
solach.

4. Str. 61. Rys. 19. Nie do konca zgadzajg sie wartosci rozpuszczalnosci pochodnych ibuprofenu w
pH 7,4 przedstawione na wykresie 19 A, z tymi podanymi w tabeli A3 (zatacznik Il); ta sama
uwaga dotyczy pochodnych waliny i izoleucyny oraz kwasu salicylowego w pH 5,4 (rys. 19 D).

5. Str. 86 — nie wszystkie punkty na wykresie 31 zgadzajg sie z wartosciami podanymi na
poprzednich wykresach (np. wartosci CUM dla pochodnych: ThrOiPr i ThrOPr ibuprofenu oraz
ThrOiPr i ThrOBu kwasu salicylowego inne na rys. 29i 31).

6. Str. 100, Rys. 41 — Wtasciwosci przeciwutleniajgce pochodnych ibuprofenu, ketoprofenu i kwasu
salicylowego z estrami izopropylowym, propylowym i butylowym aminokwaséw byty
poréwnywalne lub nieznacznie sie réznity. W przypadku tych samych pochodnych naproksenu,
obserwujemy znaczng rdéznice pomiedzy estrami propylowym i butylowym izoleucyny. Czy
mozna to jako$ wyjasnic?

7. Czy zastanawiata sie Pani jakie moze by¢ wyttumaczenie tak znacznych réznic w przenikaniu przez
skére kwasu salicylowego i jego pochodnych, w poréwnaniu z innymi NSAID i ich pochodnymi.
(np. narys. 33, dla pochodnych IBU, NAP, KETO uzyskano poréwnywalne lub maksymalnie okoto
1,5 razy wyzsze wartosci wspotczynnika przeptywu statego Jss, w poréwnaniu z wyjsciowymi
kwasami. Tymczasem w przypadku pochodnych kwasu salicylowego (SA) sg to wartosci prawie
6 krotnie wyzsze (dla [ThrOiPr][SA]) w poréwnaniu z samym SA.

8. Bardzo prosze o wskazanie w spisie dorobku, ktére publikacje i patenty sg wynikiem realizacji
pracy doktorskiej. Wprawdzie w dyskusji wynikdw mozna znaleZ¢ informacje na ten temat,
jednak przydatoby sie jasno wskaza¢ to réwniez w czesci, gdzie znajduje sie spis licznych
osiggnie¢ Doktorantki.

Wybrane drobne btedy, w tym edytorskie i skroty myslowe (nie wymagajgce komentarza

Doktorantki):

Str. 16 Fig. 1 nazwy aminokwasow nie odpowiadajg przedstawionym strukturom (zamienione
wzory waliny i treoniny)

Str. 19, Fig. 2. Jest: acetylalicylic acid, powinno by¢ acetylsalicylic acid; wzor tez jest btedny.

Str. 20 — pierwsze zdanie jest niedokoriczone.

Str. 28 Fig.5. Jest: fluribuprofen — powinno by¢: flurbiprofen; We wzorze NO-NSAIDs (diclofenac
ester with benzofuroxan as NO donor)—jest jedna nadmiarowa grupa -CH, w czesci 2,6-
dichlorofenylowej wzoru.
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5. Str. 38 Fig. 8 — ranitidine hydrochloride i ranitidinium docusate— brakuje grupy -CH, we wzorze.

6. Str. 43. Fig. 11. We wzorze przedstawiajgcym diklofenak brakuje dwéch -Cl; nazwa 1-(2-
hydroxyethyl)- pyrrolidine nie zgadza sie ze wzorem przedstawiajgcym 1-(2-Hydroxyethyl)-2-
pyrrolidone.

7. Numeracja i kolejnos¢ tabel i rysunkow w Appendix Il nie zawsze odpowiada kolejnosci oméwienia
ich w tekscie (np. tabele A7-A12 oméwione przed tabelami A2-A6; tab. A38 omdwiona przed tab.
A18-A37; Fig. A4-A23 omdwione przed Fig. A1-A3).

Pragne podkresli¢, ze przedstawione powyzej uwagi nie wptywajg na mojg ostateczng bardzo
wysoka ocene pracy.

Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zawiera bardzo wiele cennych
wynikéw kompleksowych badan interdyscyplinarnych, dotyczacych nowych pochodnych
niesteroidowych lekdéw przeciwzapalnych. Szeroki zakres bardzo dobrze zaplanowanych
i udokumentowanych badan i analiz, popartych wnikliwg analizg wynikéw i konkretnymi wnioskami,
potwierdzajg ogromny naktad pracy wiozonej w realizacje zatozonego na poczatku celu oraz
zdolnosci i dojrzato$¢ naukowa pani mgr inz. Joanny Klebeko. Doktorantka wykazata sie nie tylko
znajomoscig problematyki zwigzanej z realizowang pracg, ale takze wysokimi umiejetnosciami
postugiwania sie szerokg gamag metod badawczych, wykazujac sie przy tym niezwyktg doktadnoscia
i wnikliwoscia.

Dorobek Doktorantki jest rowniez ponadprzecietny i bardzo imponujgcy. Obejmuje on
wspotautorstwo az 22 publikacji z listy JCR (w 4 Doktorantka jest pierwszym autorem) oraz 12
patentow i 3 zgtoszen patentowych. Dodatkowo pani Klebeko jest wspdtautorkg 6 rozdziatow
w monografiach, 16 opracowan w wydawnictwach pokonferencyjnych, 2 wystgpien ustnych
na konferencjach naukowych oraz 9 posteréw. Odbyta 2 staze zagraniczne oraz brata udziat w
4 projektach  naukowych jako wykonawca i uzyskata badawczy grant Rektora
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie.

Uwazam, ze rozprawa doktorska pt. ,Amino acid ionic liquids as carrier systems for non-
steroidal anti-inflammatory drugs” spetnia wszystkie wymogi merytoryczne i formalne okreslone w
art.187 ust. 1-2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce; Dz. U.2018
poz. 1668 z pdzniejszymi zmianami, w zwigzku z czym zwracam sie do Rady Dyscypliny Inzynieria
Chemiczna Zachodniopomorskiego Uniwersytety Technologicznego w Szczecinie, z prosbg o
przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Joanny Klebeko do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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Whiosek o wyréznienie:

Biorgc pod uwage wartos$¢ merytoryczng pracy i osiggniecia Doktorantki, w tym szczegdlnie:

stworzenie biblioteki licznych, nowych soli niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych
i estrow alkilowych aminokwaséw,

bardzo dobrze udokumentowang i wszechstronng charakterystyke otrzymanych
zwigzkow, z wykorzystaniem licznych metod analitycznych; szczegétowe okreslenie ich
witasciwosci pod katem zastosowania jako leki (m.in. okreslenie rozpuszczalnosci w
réznych rozpuszczalnikach, przenikalnosci przez skoére, akumulacji w skérze, aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej i przeciwutleniajgcej, biodegradowalnosci oraz stabilnosci
w roznych warunkach przechowywania),

potencjat aplikacyjny niektérych z omawianych pochodnych,

ponadprzecietny dorobek naukowy Doktorantki,

zwracam sie do Wysokiej Rady Dyscypliny Inzynieria Chemiczna, Zachodniopomorskiego
Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie z prosbhg o wyrdinienie przedstawionej mi
rozprawy doktorskiej pani mgr inz. Joanny Klebeko.
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