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RECENZJA

pracy doktorskiej Pani mgr farm. Katarzyny Malec
pt. ‘Drug-surfactant interactions in micellar carriers of active pharmaceutical ingredients’

Praca doktorska Pani mgr farm. Katarzyny Malec zostata przygotowana pod kierunkiem dr
hab. Bozeny Karolewicz, profesor uczelni, na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu. Dotyczy ona tworzenia, analizy i
potencjalnych zastosowan leczniczych uktadéw lek-zwiazek powierzchniowo czynny. Musze
przyznac, ze jest to pierwsza w mojej karierze tego typu dysertacja, ktora stanowi tak
niezwykle szerokie podejscie do problemu badawczego, poczawszy od zastosowania
zaawansowanych metod spektroskopii NMR do badai uktadéw micelarnych, poprzez
poszukiwanie nowych metod NMR-owych do opisu oddziatywan obecnych w micelach, a takze
wykorzystanie obliczert dynamiki molekularnej do walidacji wynikow uzyskanych z analizy
spektroskopowej, az do pogtebionej analizy dziatania biologicznego wytworzonych uktadéw,
uwzgledniajacej nie tylko moc i kinetyke takiego dziatania, ale i jego mechanizm.
Jednoczesnie nalezy zaznaczyé, ze wybrana tematyka jest bardzo aktualna i wpisuje sie w
trend szukania nowych formulacji lekéw istniejacych juz na rynku farmaceutycznym, w celu
poprawy lub modyfikacji ich dziatania, biodostepnosci, rozpuszczalnosci, stabilnosci lub
innych parametréw fizykochemicznych. W dobie gdy tak trudno o wprowadzenie na rynek
nowych substancji leczniczych opracowywanie lepszych postaci farmaceutycznych oferuje
nowe zycie dobrze znanym i stosowanym lekom. Taka role spetniaja formulacje uzyskane w
pracy mgr Malec: wykazuja one zwigkszong aktywnosc przeciwgrzybicza oraz rozszerzaja
wachlarz dostepnych postaci farmaceutycznych badanego leku (flukonazolu). Warto
podkresli¢, ze aktualnos¢ tej tematyki badawczej potwierdza przyznany Doktorantce przez
Narodowe Centrum Nauki grant ETIUDA.

Podstawa pracy doktorskiej sa dwie publikacje opublikowane w znakomitych
czasopismach o zasiggu miedzynarodowym (oba czasopisma Q1) oraz aplikacja patentowa.
Nalezy podkresli¢ ten aplikacyjny wymiar pracy, co nie zdarza sie czesto w tego typu
rozprawach, tym bardziej, ze Doktorantka umiejetnie oferuje ptynne przejscie od badan
podstawowych do aplikacji, tak bardzo potrzebne dzisiaj nauce. Praca napisana jest po
angielsku, co uznaje za jej zalete, poniewaz jako taka moze stanowic cenng pozycje
literaturowa dla spotecznosci miedzynarodowej. Zgodnie z wymogami Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668) Doktorantka
zamieszcza w niej streszczenia w jezykach polskim i angielskim, zwiezle prezentuje we
wstepie waznos¢ i aktualno$¢ podejmowanej tematyki w $wietle istniejacej wiedzy, a
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nastepnie podsumowuje najwazniejsze wyniki i wnioski opisane w publikacjach. Opis ten
obejmuje wraz z pozycjami literaturowymi 70 stron. Do pracy dotaczone sa teksty obu
publikacji stanowiacych trzon rozprawy wraz z materiatami uzupetniajacymi.

W publikacji 1 (“Unravelling the mechanisms of drugs partitioning phenomena in micellar
systems via NMR spectroscopy” Journal of Colloid and Interface Science, 2023, 638, 135-
148) mgr Malec postawita sobie za cel opracowac nowe metody analizy oddziatywan lekow z
wybranymi zwiazkami powierzchniowo czynnymi, tworzacymi micele. Zadanie to jest
niezwykle trudne z uwagi na dynamike takich uktadéw, niewielkie stezenie leku w stosunku
do stezenia surfaktantu oraz przejsciowy charakter oddziatywan wystepujacych miedzy
czasteczka leku a zwiazkiem powierzchniowo czynnym. Aby zmierzy¢ sie z tym wyzwaniem
Doktorantka siegneta po zaawansowane metody spektroskopii NMR. W pierwszej kolejnosci
analizowata dane spektralne uzyskane ze standardowych eksperymentow jednowymiarowych
(zmiany w przesunieciach chemicznych ™H i F wraz ze zmieniajacym sig¢ stezeniem
surfaktantu), nastepnie z eksperymentow dwuwymiarowych (oddziatywania miedzy- i
wewnatrzczasteczkowe w widmach 'H-'H NOESY i 1H-°F HOESY, widma 'H-"C HSQC do
przypisania sygnatow rezonansowych), a wreszcie z eksperymentow STD-NMR,
pozwalajacych na jednoznaczne wskazanie czy badane czasteczki lekow wchodza w
interakcje z czasteczkami surfaktantéw zagregowanymi w micele. Ponadto, Doktorantka po
raz pierwszy zastosowata do analizy uktadow micelarnych metode DEEP-STD-NMR,
opracowana kilka lat wczesniej do opisu oddziatywa biatko-ligand. Metoda ta polega na
na$wietlaniu  wybranych czestosci odpowiadajacych larmorowskim  czestosciom
rezonansowym hydrofilowej i hydrofobowej czesci czasteczek surfaktantéw i obserwowaniu
ktére sygnaty leku w wyniku tego naswietlania ulegaja ostabieniu. Dzieki temu mozliwe jest
okreélenie preferowanych przez badane czasteczki leku miejsc oddziatywan z tworzonymi
przez surfaktanty micelami. Zestawienie tych danych z danymi z widm NOESY i wsparte
symulacjami dynamiki molekularnej ukazuje petna i szczegbtowa mape interakcji w uktadach
lek-surfaktant. Stosujac opracowana metodologie Doktorantka udowodnita, ze:

e Micele tworzone przez surfaktany polioksyetylenowe nie odpowiadaja typowo
saktadanemu w literaturze uktadowi rdzen-powtoka, w ktorym to hydrofobowe czesci
czasteczek skierowane sa do wnetrza miceli, za$ hydrofilowe na zewnatrz, zamiast tego

zaproponowane zostaty modele z domenami hydrofilowymi i hydrofobowymi obecnymi na
powierzchni miceli;

o Lek o wiekszej hydrofilowosci (flukonazol) wykazywat mniejsza tendencje do
oddziatywania z micelami, za$ lek o wigkszej hydrofobowosci  (indometacyna)
preferencyjnie gromadzit si¢ na powierzchni miceli;

o Uktady micelarne znacznie zwigkszaty rozpuszczalno$¢ indometacyny, leku stabo
rozpuszczalnego w wodzie, ale w niewielkim stopniu wptywaty na rozpuszczalnosc
flukonazolu, leku o wiekszej rozpuszczalnosci w wodzie;

e Zaden z badanych lekéw nie wykazywat wyraznej preferencji do oddziatywania z
hydrofilowymi lub hydrofobowymi domenami miceli; zamiast tego wybrane fragmenty
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czasteczek lekow preferencyjnie ustawiaty sie w kierunku hydrofilowych lub

hydrofobowych domen obecnych na powierzchni miceli;

e Zmiany parametrow NMR, w szczegdlnosci tych opisanych z zastosowaniem DEEP-STD-
NMR, pozwalajg na doktadny opis trudnych do uchwycenia, przejsciowych oddziatywan w
uktadach lek-micela.

W moim odczuciu sa to duze osiagniecia. Ich wage podkre$la réwniez fakt, ze omawiana
praca ma na dzien dzisiejszy juz 5 cytowan, cho¢ opublikowana zostata zaledwie rok temu.
Musze jednak przyzna¢, Ze choc jestem pod wrazeniem uzyskanych przez mgr Malec wynikéw
badan, ich opis przedstawiony w pracy doktorskiej jest w moich oczach nieco mniej godny
podziwu. W zamysle Ustawodawcy wstep literaturowy i krétki ,przewodnik” po
opublikowanych pracach stanowiacych podstawe pracy doktorskiej ma czytelnikowi utatwic
ich czytanie i umiescic w szerszym kontekscie catej pracy i dostepnej literatury. O ile mozna
uzna¢, ze ten drugi cel zostat spetniony, o tyle ten pierwszy w moim odczuciu nie jest,
zwtaszcza w odniesieniu do publikacji 1. Zamiast bowiem stanowi¢ zwiezte podsumowanie
uzyskanych wynikdw i przede wszystkim ptynacych z nich wnioskéw jest on w zasadzie do$¢
chaotycznym i miejscami trudnym do zrozumienia powtérzeniem rezultatéw opisanych w
publikacji. Umiejetno$¢ zwieztej prezentacji uzyskanych wynikéw badan, wyboru ktore z
nich sg istotne i warte podkreslenia, a takze jasnego wskazania ptynacych z nich wnioskow
jest jedna z waznych cech dojrzatego naukowca. W moim odczuciu takiej dojrzatosci nieco
zabrakto w ,,przewodniku”. Dodatkowo, jedyna ilustracja w tym opisie (rysunek 5) jest mato
czytelna z uwagi na swoja ,hastowosc¢” i maty druk, a do tego umieszczona jest na samym
poczatku tekstu, co bardzo utrudnia ptynne jego czytanie. Dzieje sie tak chociazby dlatego,
ze Doktorantka czesto odnosi sie do konkretnych atoméw badanych czasteczek, co wymusza
ciggte powracanie do pierwszej strony opisu.

Z merytorycznych kwestii w odniesieniu do publikacji 1 moja szczegolna uwage zwrdcita
interpretacja widm NOESY. W kilku miejscach pracy Doktorantka wspomina, Ze nie
obserwowano korelacji miedzyczasteczkowych lek-surfaktant w widmach NOESY (m.in. dla
flukonazolu i nizszych stezen Pluronic F-127 czy indometacyny i flukonazolu z Tween 20 w
stezeniach bliskich CMC) i wyciaga z tego faktu wnioski dotyczace oddziatywan w tych
uktadach. Tymczasem, efekt NOE zalezy od wtc (co zreszta Doktorantka dobrze wykorzystuje
w rozroznieniu oddziatywan wewnatrz- i miedzyczasteczkowych) i dla pewnych wartosci
czasow korelacji moze wynosi¢ 0. Teoretycznie wiec brak sygnatu korelacyjnego moze
wynikac nie tylko z braku oddziatywania, ale tez z przypadkowego znalezienia sie w rezimie
»zerowego” NOE. Czy taka mozliwos¢ byta rozwazana przez Doktorantke? Ponadto, czy jest
jaka$ przyczyna dla ktérej Doktorantka postuguje sie niezbyt zrecznym w mojej ocenie
sformutowaniem ,,sygnaty o fazie tej samej co diagonala” lub ,sygnaly o fazie przeciwnej
niz diagonala” zamiast postugiwac sie terminami ,,dodatni efekt NOE” i ,,ujemny efekt NOE"?
Wreszcie, nie rozumiem skad wziat sie wniosek o oddziatywaniu pomiedzy agregatami SLS na
podstawie obserwowania sygnatow korelacyjnych o obu fazach w widmach NOE - czy nie
moze to po prostu $wiadczy¢ o oddziatywaniu wewnatrzczasteczkowym w obrebie
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swobodnych czasteczek SLS (dodatni NOE) i migdzyczasteczkowych w obrebie czasteczek
zaangazowanych w tworzenie miceli (ujemny NOE)?

W publikacji 2 (,Pluronic® F-127 enhances antifungal activity of fluconazole against
resistant Candida strains.” ACS Infectious Diseases 2024, 10, 215-231) Doktorantka opisuje
pogtebiona analize wptywu jednej z badanych w publikacji 1 formulacji (Pluronic F127 z
flukonazolem) na wzrost drozdzakéw z rodzaju Candida. Przedstawione badania obejmuja
nie tylko badania reologiczne i opis wptywu formulacji na oporne i wrazliwe na flukonazol
szczepy drozdzy, ale tez jego zaleznosci od stezenia flukonazolu i surfaktanta, kinetyki,
wplywu samego surfaktanta oraz, co warte podkreslenia, mechanizmu dziatania. Tak
kompleksowe podejsicie wymagato od Doktorantki opanowania szerokiego wachlarza technik
eksperymentalnych i doprowadzito m.in. do nastepujacych odkryc¢:

e flukonazol i Pluronic F-127 stosowane razem wykazuja istotnie lepsze dziatanie
przeciwgrzybicze przeciwko opornym na flukonazol szczepom drozdzy w poréwnaniu do
czystego flukonazolu, przy jednoczesnym braku hamowania wzrostu komorek drozdzy pod
wptywem samego surfaktanta; tym samym mozna postulowac synergistyczne dziatanie
badanej formulacji;

e obserwowane dziatanie przeciwgrzybicze trwato nawet do 20 h i byto zalezne od dawki;

e Pluronic F-127 wykazywat dwojakie dziatanie na komorki drozdzy: zmniejszat ekspresje
gendéw kodujacych transmembranowe biatka usuwajace z komorek toksyczne dla niej
flukonazol i werapamil oraz zmniejszat integralnos¢ bton komorkowych grzyba; drugi z
obserwowanych mechanizméw dziatania sufraktanta zostat uznany za mniej istotny w
synergistycznym dziataniu z flukonazolem.

W tej czesci pracy doktorskiej nieco zabrakto mi szerszego odniesienia do wynikow

uzyskanych w publikacji 1. Czy wglad w interakcje lek-micela uzyskany w publikacji 1

pomaga w jakié sposéb lepiej zrozumie¢ wyniki badan uzyskanych w publikacji 27 Jedyne

odniesienie w tym temacie jakie znalaztam znajduje sie w dyskusji wynikéw w publikacji 2 i

w ,przewodniku” na stronie 52, ale przyznam szczerze, ze nie jest dla mnie do konca

zrozumiate. Prositabym Doktorantke o wyjasnienie tego zagadnienia podczas obrony pracy

doktorskiej. Dodatkowo, jako ze nie jestem specjalista od mikrobiologii i mowiac szczerze
nie znam dobrze mechanizméw opornoéci komérkowej na leki przeciwgrzybicze, bytabym
ciekawa ustysze¢ czy juz sam fakt, ze Pluronic F-127 zwigksza przepuszczalno$¢ btony
komorkowej nie mégtby wptynaé na zwiekszenie ekspresji genéw CDR1/2? Innymi stowy, czy

i w jaki sposob dwa mechanizmy dziatania surfaktanta na komorki drozdZy sa ze soba

powiazane?

Oprocz wspomnianych wyzej kwestii merytorycznych, z obowiazku recenzenta wskazuje
pewne drobne niedociagniecia znalezione w pracy Pani Katarzyny Malec, nadmieniajac
jednoczesnie, ze nie maja one wigkszego wptywu na moja wysoka jej ocene. A sa to m.in.:
o Uzywanie w streszczeniu nie tak szeroko rozpowszechnionych skrotow bez ich wyjasnienia

(SLS, STD-NMR, API);

« W moim odczuciu tytut rozprawy nie w petni oddaje jej zawartos¢; zwraca on szczegdlng
uwage na interakcje w uktadzie lek-surfaktant, podczas gdy to nie interakcje znajduja sie
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w centrum pracy, a raczej nowe formulacje leku, dla ktorych (a) szczegotowo opisane sa
owe interakcje i (b) ich dziatanie biologiczne poddane jest doktadnej analizie;

e Niezbyt precyzyjne sformutowania, np. , The detected saturation concerns the saturated
ligand molecules accumulated in bulk solution in the free state.” (str. 18) - to sygnaty
receptora sa wysycane, a nie ligandu; rozumiem, ze tu Doktorantce chodzito o sygnaty
ligandu, na ktére przeniesione zostato nasycenie (?), jednak nie wynika to z zacytowanego
zdania; ,,micelles were created using a variety of molecules” (str. 30) - rozumiem, ze tu
chodzi o rézna liczbe czasteczek, a nie o rézne czasteczki, jak jest napisane?

e Niezbyt precyzyjne oznaczenia na rysunkach, np. na najnizszym panelu rysunku 9 w
publikacji 1 pomiedzy micela a biatkiem narysowana jest obustronna strzatka; domy$lam
si¢, ze ma to obrazowac fakt pewnego podobiefistwa miedzy uktadem biatko-ligand a
micela-lek, jednak strzatka sugeruje wzajemne przechodzenie w siebie, a nie
podobienstwo; podobnie mylacy wg mnie znak zostat zastosowany na rysunku 7 w
»przewodniku” (podobny rysunek znajduje sie tez w publikacji 2) - tu réwniez chodzi o
najnizszy panel i jego fragment dotyczacy ekspresji genéw - czerwona strzatka
umieszczona przy genie ERG11 sugeruje, Ze jego ekspresja jest przez badane zwiazki
obnizana, co nie ma miejsca; zamiast tego mozna byto zastosowac pozioma kreske, co
bytoby bardziej zgodne z uzyskanymi wynikami; ponadto panel dot. analizy statystycznej
jest ledwo czytelny;

* W tekscie odwotujacym sie do rysunku 4 Doktorantka uzywa skrétu ,,MDR1” czy ,,CDR” na
okreslenie gendw kodujacych biatka ABCB1 (réwniez w literaturze zwane MDR1) i CDR,
za$ biatka nie sa okreslone za pomoca skrétéw, tylko opisowo. Tymczasem na rysunku 4
skroty MDR i CDR wyraznie odnosza si¢ do biatek transportowych. Osoba postronna moze
mie¢ zatem wraZenie, ze rysunek 4 sugeruje, iz to geny sa wbudowane w membrane.
Dobrze bytoby postugiwac sie bardziej precyzyjnymi opisami, zeby zapobiec powstawaniu
pomytek w stylu: ,,Gen MDR1 to biatko transportowe ...” (jest to rzeczywisty cytat ze
strony internetowej). Jako naukowcy mamy obowiazek wypowiedzi w sposéb na tyle
precyzyjny, aby unikna¢ sytuacji w ktérych osoba niezwiazana z nauka, na podstawie
naszego tekstu wyciagnie btedne wnioski. Ponadto, w naukach biologicznych jest dobra
praktyka pisania nazw genéw kursywa, za$ nazw biatek wielkimi literami - ten prosty
zabieg pozwala uniknac nieporozumien;

o literowki i btedy jezykowe, np. ‘intramolecular drug-surfactant cross-peaks’ zamiast
‘intermolecular drug-surfactant cross-peaks’(str. 16), ‘Heterogonous’ (str. 38) ->
‘Heterogenous’, ‘In SLS solutions, similarly the results observed for block copolymer’ (str.
37);

e Czy rzeczywiscie czestosci rezonansowe trzech réznych magnesow sa takie same z
doktadnosécia do dwoch miejsc po przecinku? (str. 29) Nie jest to niemozliwe, ale bytoby
sporym zbiegiem okolicznosci.

Ostatnia rzecz, ktora chciatabym poruszy¢ w niniejszej recenzji dotyczy wktadu
Doktorantki w powstanie omawianych publikacji. Zgodnie z wymaganiami dotyczacymi
publikacji wieloautorskich Pani mgr Malec zamiescita w swojej dysertacji o$wiadczenia
wspétautoréw o ich wktadzie w powstanie kazdej z nich. Mozna na ich podstawie domniemac,
ze Doktorantka byta odpowiedzialna za przeprowadzenie i analize ogromnej czesci
eksperymentow NMR, przygotowanie miceli, badania mikrobiologiczne, przygotowanie
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wniosku do NCN o finansowanie badan i by¢ moze inne aspekty opisanych badan, jednak
nigdzie nie znalaztam jasnej deklaracji o wktadzie Doktorantki w omawiane prace. Analiza
oéwiadczen wspétautoréw pozwala sie domyslac, ze byt on znaczacy, tym bardziej, ze
Doktorantka w publikacji 2 jest jednym z autoréw korespondujacych (jedynym z polskiej
instytucji), nie powinno to jednak pozostawac w sferze domystow. Prosze o uzupetnienie
informacji na ten temat w czasie obrony pracy doktorskiej.

Przechodzac do konkluzji, chciatabym jeszcze raz podkresli¢, ze mimo pytan i niektorych
krytycznych uwag oceniam przedstawiona do recenzji prace bardzo wysoko. Jest ona
niezwykle interdyscyplinarna: rzadko si¢ zdarza, aby doktorant czy doktorantka prowadzili
tak kompleksowe badania obejmujace zaréwno zastosowanie i rozwéj zaawansowanych
metod analizy struktury i oddziatywan badanych uktadéow, ich wtasciwosci fizykochemiczne
oraz pogtebiona analize dziatania biologicznego, wtaczajac w to okreslenie potencjalnego
mechanizmu dziatania. Jest dla mnie jasne, ze aby tego dokona¢ Pani mgr Katarzyna Malec
musiata opanowa¢ wiele niezwykle réznych technik badawczych, wykazujac si¢ przy tym
dojrzatoscia naukowa i otwartoscia na odmienne spojrzenia z perspektywy kazdej z nich.
Nalezy jeszcze raz doceni¢ réwniez umiejetno$é ptynnego przejscia od badan podstawowych
do aplikacyjnych w wynikach Doktorantki. Z uwagi na przytoczone argumenty, uwazam, ze
przedstawiona praca doktorska prezentuje szeroka wiedze Pani mgr Katarzyny Malec w
dyscyplinie nauki farmaceutyczne oraz stanowi oryginalne rozwiazanie problemu
naukowego. Spetnia tym samym warunki okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. z 2017 roku poz. 1789 ze zm.) w zwiazku z art. 179 ust. 2 i 3 Ustawy z 3 lipca 2018
roku Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018
r. poz. 1669 ze zm.). Wnosze zatem z przekonaniem do Rady Dyscypliny Nauki
Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie rozprawy mgr
Katarzyny Malec do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczeénie, majac na uwadze warto$¢ naukowa przedstawionych wynikow oraz
niezwykle interdyscyplinarny charakter pracy wnioskuje o jej wyréznienie, pod warunkiem
jednak, ze Doktorantka przedstawi w trakcie obrony w satysfakcjonujacy sposob brakujaca
informacje o Jej wktadzie w powstanie publikacji stanowiacych podstawe pracy.
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