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RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ
Pani mgr inz. Joanny Klebeko
pt: "Amino acid ionic liquid as carrier systems for non-steroidal antiinflammatory drugs”
(Aminokwasowe ciecze jonowe jako nosniki dla niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych”)

Recenzja pracy doktorskiej zostata przygotowana na podstawie pisma (ZUT/RDICh/54/2024)
przewodniczacej Rady Dyscypliny Inzynieria Chemiczna Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie Pani prof. dr hab. inz. Zofii Lendzion-Bielun z dnia 16 pazdziernika 2024
roku, zgodnie z uchwatg podjetg w dniu 15 pazdziernika 2024 r.

Tematyka rozprawy

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) to substancie o dziataniu przeciwbdlowym,
przeciwgorgczkowym i przeciwzapalnym. Ze wzgledu na fagodzenie szeregu objawdéw chorobowych majg
duze znaczenie w medycynie a wiele z nich dostepnych jest w szerokim obiegu bez recepty. Do
najstarszych lekébw z tej grupy ofrzymywanych na drodze syntezy chemicznej nalezy kwas
acetylosalicylowy. Jego dziatanie, jak i innych zwigzkow, okreslanych jako klasyczne niesteroidowe leki
przeciwzapalne — np. ibuprofenu — polega na hamowaniu aktywnosci cyklooksygenaz. Wykazano
zalezno$¢ pomiedzy budowg chemiczng lekéw zaliczanych do tej grupy a selektywnos$cig w stosunku do
enzyméw COX-1 oraz COX-2. Dla klasycznych NLPZ charakterystyczna jest obecnosé grupy kwasowej
oraz jednego, lub wiecej, pierscienia (hetero)aromatycznego. Grupa karboksylowa moze by¢ potgczona
bezposrednio z pierscieniem aromatycznym (pochodne kwasu 2-hydroksybenzoesowego) lub tez by¢
zlokalizowana w odlegtosci jednego atomu wegla: profeny (pochodne kwasu 2-fenylopropionowego). Te
ostatnie sg chiralne i dostepne na rynku gtéwnie, z kilkoma wyjatkami, jako racematy. Elementy strukturalne
NLPZ przypominajg wiec grupe kwasowg i obszar lipofilowy substratu COX — kwasu arachidonowego.
Wiele NLPZ dostepnych jest jako leki OTC w r6znych formulacjach i formach. Mozna je wiec zakupi¢ nie
tylko w aptece, ale praktycznie w kazdym sklepie, drogerii czy nawet na stacji benzynowej. Ma to dwie
strony - dobrg i gorsza. Szeroka dostepnos¢ lekéw jest niewatpliwie zaletg przy ich prawidtowym
stosowaniu. Niestety taki nieograniczony dostep do substancji leczniczych moze mie¢ takze negatywne
skutki, wynikajgce chociazby z przedawkowania leku (jedna i ta sama substancja, przyjmowana w formie
réznych preparatéw) czy tez dtugotrwatego stosowania. Szeroki obieg NLPZ to takze konsekwencje dla
srodowiska naturalnego — substancje te, o umiarkowanej w wiekszosci przypadkéw biodegradowalnosci,
w znacznych iloéciach przedostajg sie do ekosystemu, takze w Sciekach komunalnych.

Wykazano szereg efektow niepozadanych NLPZ, do ktérych nalezy na przykiad dziatanie wrzodotworcze,
uszkodzenia nerek, a réwniez objawy ze strony o.u.n. Efekty te zalezg m.in. od budowy chemicznej
substancji aktywnej. Negatywny wptyw mozna ograniczy¢ na przyktad zmieniajgc formulacje leku (proleki),
a takze droge jego podania. Wspéiczesna farmacja korzysta bardzo chetnie z osiggnieé inzynierii
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materiatowej, dzieki czemu mozliwe jest opracowywanie systemdw dostarczania lekow, ktére poprawiajg
nie tylko na bezpieczenstwo stosowania substancji leczniczych, ale takze — co nie jest bez znaczenia —
zwiekszajg komfort pacjenta. NLPZ poza srodkami doustnymi, bardzo czesto stosowane sg jako preparaty
uzytku zewnetrznego (naskérnie) jako masci, zele czy kremy. Znane sg takze rozwigzania, w ktorych
zaproponowano stopniowe uwalnianie tych substancji w transdermalnych systemach kontrolowanego
dostarczania lekéw.

Projektowanie i otrzymywanie zupetnie nowych substancji o okreslonych wiasciwosciach stanowi obecnie,
wyzwanie, a i tak niewielki odsetek z tych nowych substanc;ji trafia na rynek. Dla zwigkszenia skutecznosci
terapii poszukuje sie wiec innych rozwigzan, np. wykorzystujgcych znane juz substancje lecznicze. Wiele
z nich stosowanych jest w formie soli, co stwarza mozliwosé modyfikowania ich wiasciwosci
fizykochemicznych i biofarmaceutycznych poprzez dobér odpowiedniego przeciwjonu. Tutaj ciecze jonowe
stanowig jedno z aktualnych podejs¢é. Ciecze jonowe stosowane w technologiach farmaceutykow
(katalizatory, rozpuszczalniki) mogg by¢ takze wykorzystywane do otrzymywania substancji leczniczych
w formie soli. Skutkuje to czesto poprawg wtasciwosci takich jak rozpuszczalno$¢ substancji czynnych, co
z kolei wptywa na biodostepnosé leku. Efektem moze byé rowniez zwiekszenie stabilnosci chemicznej
i termicznej leku. Ze wzgledu na bezpieczenstwo farmaceutykow istotne jest zastosowanie nietoksycznego
przeciwjonu, ktéry moze wywodzi¢ sie na przyktad od naturalnych substanciji, takich jak aminokwasy.

W ten, zdecydowanie interdyscyplinarny i aktualny nurt tematyczny wpisuje sie recenzowana praca
doktorska, Pani mgr inz. Joanny Klebeko zatytutowana: ,Amino acid ionic liquid as carrier systems for non-
steroidal antiinflammatory drugs/Aminokwasowe ciecze jonowe jako nos$niki dla niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych”. Promotorem pracy jest dr hab. inz. Ewa Janus, prof. ZUT, natomiast promotorem
pomocniczym dr hab. inz. Paula Ossowicz-Rupniewska, prof. ZUT.

Celem pracy byto otrzymanie i zbadanie szeregu wtasciwosci fizykochemicznych oraz biologicznych soli
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych i estréw alkilowych L-aminokwasow o charakterystyce cieczy
jonowych. Zatozeniem byto otrzymanie uktadéw o zwiekszonej biodostepno$ci i przenikalnosci przez skére
w stosunku do macierzystych substancji aktywnych: ibuprofenu, ketoprofenu, naproksenu oraz kwasu
salicylowego.

Opis i ocena pracy

Przedstawiona do recenzji praca zostata i napisana w klasycznym uktadzie, w jezyku angielskim. Rozprawa
zawiera streszczenie w jezyku angielskim oraz polskim, a takze wykaz skrétow. Jest to niezwykle obszerne
opracowanie (w sumie 244 strony), na ktére sktada sie cze$¢ literaturowa oraz czesc¢, w ktérej Doktorantka
przedstawita i przedyskutowata wyniki uzyskanych prac eksperymentalnych, zakonczona wnioskami.
W czeéci eksperymentalnej Doktorantka przedstawita metodyke prowadzonych badan z uwzglednieniem
czesci preparatywnej oraz studiow nad badaniem wtasciwosci fizykochemicznych i biofarmaceutycznych
otrzymywanych uktadéw. W pracy zostalo zacytowanych 296 pozycji literaturowych. Cato$¢é zamyka
dwuczesciowy, blisko stustronicowy suplement. W czesci koncowej pracy, Doktorantka zaprezentowata Jej
osiggniecia naukowe: wykaz publikacji, patentéw oraz zgtoszen patentowych; udokumentowata aktywnosé
konferencyjng, a takze wykazata udziat w projektach naukowych. Zawarta jest takze informacja o odbytych
zagranicznych stazach naukowych.

Ogolng strone edytorskg i graficzng recenzowanej rozprawy doktorskiej oceniam wysoko. Konstrukcje
pracy uwazam za poprawng i logicznie spdjna.

We wstepie Doktorantka, na tle ogéinych rozwazan dotyczgcych niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych,
przedstawia zatozenia pracy. Hipoteze badawczg dotyczacg otrzymywania i zastosowania soli NLPZ i
estréw alkilowych (o roznej dtugosci i rozgatezieniu tancucha weglowego) egzogennych L-aminokwasow
(L-izoleucyny, L-metioniny, L-treoniny oraz L-waliny) jako uktadéw o charakterystyce cieczy jonowych. Plan
badan dowodzgcych stusznosci hipotezy uwazam za sformutowany poprawnie.
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W czesci literaturowej (Rozdziat 1), ktérg uwazam za bardzo dobre i wyczerpujgce opracowanie,
Doktorantka przedstawita aktualne problemy zwigzane 2z otrzymywaniem i wykorzystaniem
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych. Autorka przedstawita klasyfikacje NLPZ oraz mechanizm ich
dziatania. Zwrécita uwage na zalety i ograniczenia stosowania tradycyjnych form oraz innych form tych
substancji z uwzglednieniem trandermalnych systemoéw dostarczania lekéw (TDDS). Doktorantka omowita
wihasciwosci cieczy jonowych, a wskazujac odpowiednie przykfady, przedstawita mozliwosci otrzymywania
i korzysci wynikajgce z zastosowania ich w formulacjach farmaceutycznych réznych generacji. Doktorantka
wskazata takze na istotnos¢ cieczy jonowych dla przemystu farmaceutycznego, zaréwno stosowanych
w operacjach i procesach jednostkowych, jak i wptywu wprowadzenia cieczy jonowych jako strukturalnej
modyfikacji lekow na przebieg tychze. W aspekcie przemystowym zwrécita takze uwage na srodowiskowe
konsekwencje wprowadzania do technologii farmaceutycznych substancji o charakterze cieczy jonowych.
Wazne sg aspekty badan podstawowych, niezbednych do oceny wiasciwosci nowych formulacji substanc;ji
leczniczych, co Doktorantka przedstawita skupiajgc sie na preparatach naskérnych oraz transdermalnych.

Czese I, ,Wyniki i dyskusja” to obszerne opracowanie, w ktérym doktorantka w systematyczny sposéb
zaprezentowata wyniki badan. W kazdym z podrozdziatéw wskazuje cel ich podjecia. Kazdy podrozdziat
zawiera podsumowanie. Uzyskane wyniki sg zilustrowane duzg liczbg odpowiednich wykreséw, co uftatwia
analize tekstu oraz wizualizuje badane zaleznosci. Podsumowanie po kazdym z podrozdziatéw jest bardzo
dobrym posunieciem.

W rozdziale 1 czesci Il Autorka szczegdtowo opisata synteze serii estrow alkilowych odpowiednich
aminokwasow (otrzymano 24 pochodne, w tym 14 nowych) zaréwno metodami klasycznej chemii
organicznej jak i z wykorzystaniem reakcji wspomaganych ultradzwiekami. Chlorowodorki estrow
alkilowych aminokwaséw zostaty otrzymane, jak podaje Autorka, z dobrymi wydajnosciami, przy czym
wykazano istotny wptyw ultradzwiekéw na wzrost wydajnosci. Metoda otrzymywania chlorowodorkow
aminokwasow zostata opatentowana, a Doktorantka jest wspdtautorkg patentow.

Struktura finalnych zwigzkéw zostata potwierdzona metodami spektroskopowymi ('H, 3C NMR, FTIR) oraz
podparta wynikami analizy elementarnej. Charakterystyka spektroskopowa UV-Vis oraz podanie wartosci
skrecalnosci optycznej stanowi uzupetnienie charakterystyki. W badaniach strukturalnych zostata
wykorzystana takze spektroskopia dyfrakcji rentgenowskiej. Strukture soli mozna wiec uznaé za
wiarygodna.

Obszerng czes¢ pracy stanowi opis badan i prezentacja wynikow dotyczgcych charakterystyki
fizykochemicznej soli stanowigcych przedmiot rozprawy doktorskiej. W pracy zostaty zaprezentowane
wyniki dotyczace badan takich wtasciwo$ci jak: rozpuszczalnos¢ w rozpuszczalnikach organicznych oraz
w wodzie i wodnych roztworach buforowanych, odzwierciedlajgcych warunki fizjologiczne. Doktorantka
wyznaczyta rowniez wazne dla substancji rozwazanych jako substancje lecznicze parametry takie jak
lipofilowos¢, wihasciwosci termiczne pochodnych (réwniez stabilnosé termiczng), aktywnosc
przeciwutleniajgca. We wspétpracy z Pomorskim Uniwersytetem Medycznym w Szczecinie dla badanych
soli przeprowadzono badania dotyczace ich przenikalnosci przez skoére oraz zdolnosci do akumulacii
w  skorze. Na podkreslenie zastuguje takze fakt, przeprowadzenia badan aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej otrzymanych pochodnych i poréwnania jej z wlasciwosciami macierzystych
lekéw.

Przeprowadzone interdyscyplinarne badania, w tym uwzgledniajgce wazny aspekt $rodowiskowy —
badania biodegradowalnosci — pozwolity na sformutowanie wnioskéw koncowych, wykazujgcych
zaleznosé¢: struktura soli - wiasciwosci. To jedno z waznych pytan na kitdre poszukuje sie odpowiedzi
projektujgc nowe uktady cechujgce sie aktywnoscig biologiczng. Doktorantka wykazata, mozliwos¢
sterowania okreslonymi wtasciwosciami fizykochemicznymi oraz aktywnoscig biologiczng niesteroidowych
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lekdw przeciwzapalnych poprzez dobdér odpowiedniego przeciwjonu. Wykazata zaleznos¢ szeregu
wiasciwosci potgczen jonowych NLPZ w zaleznosci od rodzaju uzytego aminokwasu oraz dtugosci
tancucha alkilowego w ugrupowaniu estrowym.

Podsumowanie, zawierajgce wnioski stanowi tre$¢ Rozdziatu Ill. Jest to wazna i w mojej ocenie dojrzata
analiza uzyskanych wynikéw wskazujgca na umiejetno$¢ wyciggania wnioskéw przez Doktorantke.

Kilka uwag i pytan, ktére nasunety mi sie podczas czytania recenzowanej pracy zamieszczam ponizej.
Wskazuje réwniez na (nieliczne) potkniecia edytorskie.

Strona 15: Autorka podaje nazwy lekéw: ibuprofen, ketoprofen, naproksen, kwas salicylowy,
ktérymi postuguje sie konsekwentnie w pracy. Uwzgledniajgc cel pracy i jej charakter rozumiem
stosowanie takich nazw, skadingd poprawnych. Uwazam jednak, ze korzystne bytoby podanie
nazw systematycznych tych substanciji, chociaz w jednym miejscu pracy doktorskiej. Nazwy takie
pojawiajg sie dopiero w suplemencie, przy charakterystyce odpowiednich soli.

Ibuprofen, naproksen oraz ketoprofen sg pochodnymi okres$lanymi jako profeny, ktorych
charakterystyke mozna rozwazac¢ w relacji struktura-wtasciwosci. Jak Autorka uzasadni wybér
kwasu salicylowego (2-hydroksybenzoesowego) jako obiektu badan poza przynaleznoscig tej
substancji do NLPZ?

Rys. 1., strona 16. Na rysunku przedstawione sg wzory aminokwaséw. Podpisy do wzoréw L-waliny
i L-treoniny sg zamienione miejscami.

Rys. 5., strona 28. ,diclofenac ester with benzofuroxan as NO donor” — btednie jest podany wzoér
diklofenaku.

Rys. 8., strona 38. Btednie podany jest wzér ranitydyny.

Rys. 11., strona 43. Wz6r nie przedstawia diklofenaku jak sugeruje podpis. Podpis wskazuje, ze
po prawej stronie przedstawiony jest wzér 1-(2-hydroksyetylo)pirolidyny, wzoér natomiast
przedstawia 1-(2-hydroksyetylo)-2-pirolidon.

Rys. 12., strona 45. Ostatni etap reakcji, jak zaznaczono na schemacie w pracy (ale rowniez w
odpowiednio cytowanych oryginalnych pracach), przebiega w ciemnosci. Czy Doktorantka ma
pomyst dlaczego?

Strona 47/48. Edytorskie usterki; rozsuniecie sformutowan ,Step I” itd.

Strona 50. Autorka pisze: "The characteristic reflections were shifted with respect to the
diffractogram of the unmodified acid (ibuprofen (PDF 96-230-0213), naproxen (PDF 00-052-1902),
ketoprofen (PDF 00-051-1988) and salicylic acid (PDF 00-014-0882).” Co oznaczajg odnosniki w
nawiasach?

Materiat eksperymentalny jest niezwykle bogaty i zdaje sobie sprawe, ze zamieszczanie kompletu
widm wptynetoby znaczgco na objetos¢ pracy doktorskiej. Moze podczas obrony pracy doktorskiej
Doktorantka mogtaby zaprezentowac przyktadowe, oryginalne widma (NMR, FTIR, wyniki analizy
elementarnej) na podstawie, ktérych potwierdzita strukture i czystosé soli.

Strona 57. Autorka pisze: ,ethyl and diethyl ether”, prosze o wyjasnienie.

W badaniach rozpuszczalnosci Doktorantka wykazata zréznicowang rozpuszczalnos¢ okreslonych
soli oraz badanych NLPZ w rozpuszczalnikach organicznych. Czy Doktorantka widzi zaleznos¢
pomiedzy wiasciwosciami rozpuszczalnikdw a strukturg badanych substancji? Dlaczego kwas
salicylowy jest dobrze rozpuszczalny w wodzie?

Strona 92. Rysunek 37 nie ma odwotania w tekscie.

Strona 94-96. Doktorantka pisze: ,The highest permeation rates were observed for
[ThrOBU][KETO] (85.670 ugKETO/(cm?h)) — at intervals of 3—4 h, for [ThrOiPr][KETO] (86.832
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MgKETO/(cm2h)) — at intervals of 4-5 h and for [ThrOPr][KETO] (75.078 ugKETO/(cm2h)) — at
intervals of 5—6 h.” W tekscie podany jest przedziat czasowy 5-6 godzin, na wykresach zas (rysunki
38 oraz 39) 5-8 godzin.

e Strona 99. Badanie aktywnosci przeciwutleniajgcej, Doktorantka pisze: ,(...) alkyl ester salts tested
showed the ability to reduce DPPH to the DPPH form” prosze o sprawdzenie poprawnosci tego
fragmentu.

e Strona 115. W punkcie 1.3 Doktorantka opisuje sposob otrzymywania soli. W jaki sposéb
Doktorantka okreslata czystosé soli, czy byly to jedynie metody spektroskopowe? Czy odparowanie
rozpuszczalnika byto ostatnim etapem procedury czy stosowano dodatkowe metody oczyszczania,
otrzymywania pozgdanej formy, na przyktad krystalizacji? Doktorantka podaje czas, prowadzenia
reakgji jako 5-15 minut. Od czego ten czas zalezat i czy réznit sie dla poszczegdlnych soli?

e Pytanie ogdlne. Biorgc pod uwage niezwykle bogaty materiat eksperymentalny prositabym o
informacje czy wszystkie badania zostaty przeprowadzone osobiscie przez Doktorantke. Z formy
osobowej pracy to nie wynika.

¢ Nasuwa mi sie pytanie czy Doktorantka poréwnywata wtasciwosci otrzymanych i badanych soli z
analogami, ktore zostaty otrzymane i zbadane przez inne zespoty?

e W jakiej skali prowadzone byty reakcje syntezy odpowiednich substratow i otrzymywanie soli (mg,
g, kg)? Nie doszukatam sie takiej informacji w pracy. Nie doszukatam sie rowniez informacji o
konkretnej wydajnosci poszczegélnych etapdw, poza ogdlnym okresleniem zakresu wydajnosci na
stronach 48 oraz 49. Prositabym, by podczas obrony pracy doktorskiej Doktorantka odniosta sie
do problemu zmiany skali. Jakie sg, zdaniem Doktorantki, gtdwne wyzwania zwigzane
z przeniesieniem skali dla procesu otrzymywania proponowanych form jonowych niesteroidowych
lekéw przeciwzapalnych stanowigcych przedmiot pracy?

o Wykaz literatury. W wiekszosci cytowane;j literatury Doktorantka podaje petne nazwy czasopism, w
kilku przypadkach (na przyktad [225], [227], [231], [245]) podane sg ich skroty.

Powyzsze uwagi i wynikajgce z nich pytania nie umniejszajg wartosci recenzowanej pracy doktorskiej, ktérg
oceniam wysoko. Na podkreslenie zastuguje zaprezentowany bardzo bogaty materiat eksperymentalny
i interesujgce, majgce wymiar praktyczny, wyniki.

Pozytywnie oceniam bogaty dorobek publikacyjny Doktorantki. W bazie Scopus aktualnie (na dzien 20
grudnia 2024 r) znajdujg sie 24 publikacje. Doktorantka jest réwniez wspétautorkg patentéw i zgtoszen
patentowych. Catoksztatt wskazuje na dojrzato$¢ naukowa Doktorantki i umiejetno$¢ pracy w zespole,
réwniez miedzynarodowym.

Podsumowanie recenz;ji

Podsumowujac, stwierdzam, ze w mojej ocenie, praca doktorska Pani mgr inz. Joanny Klebeko ,Amino
acid ionic liquid as carrier systems for non-steroidal antiinflammatory drugs/Aminokwasowe ciecze jonowe
jako nosniki dla niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych”, spetnia zardwno zwyczajowe jak i formalne
wymogi stawiane pracom doktorskim opisane w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z pézniejszymi zmianami).

W przedstawionej do recenzji pracy zostata zaprezentowana ogodlna wiedza teoretyczna dotyczgca
waznych i aktualnych zagadnien zwigzanych z rozwojem przemystu farmaceutycznego, a konkretnie
otrzymywania nowych form lekéw i badania ich witasciwosci. Doktorantka, przedstawiajgc dobrze
udokumentowane wyniki zrealizowanych prac, wykazata umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia badan
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naukowych. Wykazata sie takze umiejetnoscig konstruktywnego wyciggania wnioskéw na bazie réznych
eksperymentéw oraz krytycznej oceny uzyskiwanych rezultatow. Praca doktorska Pani mgr inz. Joanny
Klebeko prezentuje oryginalne rozwigzanie problemu naukowego o duzym znaczeniu utylitarnym.

Majac powyzsze na uwadze, zwracam sie do Rady Dyscypliny Inzynieria Chemiczna
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie o dopuszczenie Pani mgr inz.
Joanny Klebeko do dalszych etapéw postepowania w przewodzie doktorskim.
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