Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Krzysztofa Chmiela
»Badania rozpuszczalnosct amorficznych substancii leczniczych w matrycach polimerowych
z wykorzystaniem spektroskopii dielektrycznej”

Za zasadniczy cel rozprawy doktorskiej mgr Krzysztofa Chmiela mozna uznaé
opracowanie nowej metody pomiaru rekrystalizacji farmakologicznie czynnej substancji z
przesyconego roztworu polimerowego dla oszacowania jej st¢zenia po zakonczeniu procesu,
juz w roztworze nasyconym, a takze okreslenie zmian granicznej wartosci rozpuszczalnosci
leku pod wplywem wzrostu cisnienia. Zagadnienia te sg wazne nie tylko jako cickawy temat
badawczy ale rdwniez ze wzgledu na mozliwo$¢ uzyskania amorficznego leku, o najbardziej
efektywnym stezeniu w polimerze, znacznie lepiej rozpuszczalnego w organizmie pacjenta
niz stosowana forma krystaliczna. W tym kontekscie istotne sg tez przeprowadzone
obserwacje dotyczace stabilnosci termodynamicznej amorficznego uktadu lek - polimer pod
wplywem zmian temperatury i z uptywem czasu. Wyniki uzyskane przez pana mgr
Krzysztofa Chmiela maja zasadnicze znaczenie zaréwno dla badaczy glassformeréw jak i dla
srodowiska farmaceutow oraz potencjalnych pacjentow, zainteresowanych otrzymywaniem
skutecznej, ale jak najmniejszej dawki leku, aby zminimalizowac tzw. efekty uboczne terapii.

Praca doktorska pana mgr Krzysztofa Chmicla przedstawiona jest jako cykl trzech
artykutdw Al, A2 i A3, ktdre sg spdine tematycznie i dotyczg substancii zwanej flutamidem
(FL). Powstaty w okresie od maja 2017 r. do sierpnia 2019 r. 1 zostaly opublikowane w
Molecular pharmaceuticals (IF = 4.556) oraz European Journal of Pharmacetics
Biopharmaceutics (IF = 4.708). Prace sa wicloautorskie (odpowiednio 6-, 4- i 3-autorskie).
We wszystkich mgr Krzysztof Chmiel jest pierwszym autorem i autorem do korespondencii.
Wspolautorami  sa czlonkowie grupy badawczej kierowane] przez pana profesora Mariana
Palucha, promotora pracy doktorskiej, przygotowanej na Uniwersytecie Slaskim. Promotorem
pomocniczym jest pani dr inz. Justyna Knapik-Kowalczuk. Badania prowadzone w ramach
pracy doktorskiej byly finansowanie z Narodowego Centrum Badan (udzial w projekcie
Symfonia 3). Rozdziat 1 pracy doktorskiej stanowi ciekawie napisany Wstep, zakonczony
listg 16 prac, w ktorych pan mgr K. Chmiel jest wspotautorem, a ktdre nie zostaly wiaczone
do rozprawy doktorskiej oraz lista 7 prezentacji uzyskanych wynikéw na konferencjach
miedzynarodowych - niestety zostalty wymienione jedynie nazwy konferencji a brak tytulow
referatéw. Trzy paragrafy Rozdziatu 2 sg krétkim omowieniem artykutéw Al-A3. Rozdziat 3
to kopie tych publikacji wraz =z o$wiadczenmiami mgr Krzysztofa Chmiela o jego wkladzie
pracy do poszczegdlnych publikacji oraz o$wiadczeniami promotora i promotora
pomocniczego o nadzorowaniu prowadzonych analiz i dyskutowaniu wynikow, a takze o
korekcie manuskryptéw przez promotora. Rola 3-ech pozostatych wspdlautoréw polegata na
wykonaniu pomiardow XRD (K.Jurkiewicz) i dyskusji wynikdéw (W.Sawicki i R.Jachowicz).
Rozdziat 5 przedstawia bardzo krotkie Podsumowanie otrzymanych rezultatdw, a Rozdziat 6
zawiera Bibliografie, ktdrg stanowi 50 pozycji literaturowych, w tym 8 przedstawiajacych
wyniki grupy profesora Palucha. W Rozdziale 2 przedstawiono jasno najwaznicjsze aspekty
nieizotermicznego oraz izotermicznego procesu krystalizacji FL w polimerowym roztworze w
oparciu o obserwacje metodg spektroskopii diclektrycznej, rowniez dla cisnienia 20 MPa i1 50
MPa. Omowienie wynikow, bardzo lakoniczne (8 stron), jest ciekawe w czytaniu i napisane
dobrym jezykiem cho¢ wyraznie brakuje szerszego kontekstu poruszanych probleméw a takze
ilustracji finalnych rezultatow pracy - autor powoluje sie na rysunki z publikacji A1-A3.



Wyraznie brak rysunku ze schematem budowy chemicznej molekuty flutamidu oraz
informacji o skltadowych momentu dipolowego molekuly. Na pewno niedosyt pozostawia
jednostronnicowe Podsumowanie bo prace dotycza aktualnego zapgadnienia a wyniki sg
ciekawe, opublikowane w dobrych czasopismach w oparciu o bogaty materiat doswiadczalny.
Niemnie} wydaje si¢, ze praca doktorska mgr Krzysztofa Chmiela jest dobrym
przewodnikiem zachgcajacym do szezegdtowej lektury samych publikacji.

Wiele syntetyzowanych farmaceutykow to substancje organiczne tatwo ulegajace
zeszkleniu ale stosowane w leczeniu w formie krystalicznej ze wzgledu na jej stabilnosc
termodynamiczng. Dla flutamidu, ktoérego whasnosciami fizykochemicznymi zainteresowat si¢
mgr Krzysztof Chmiel, zarowno biodostgpnodé jak 1 rozpuszezalno$é w wodzie formy
krystalicznej sg niskie, co narzuca duze dawki, gdyz jedynie 50% leku jest wchianiane w
organizmie pacjenta. Stwierdzono rownoczesnie, ze amorficzny flutamid podgrzany do
temperatury pokojowej ulega pelnej krystalizacji juz po 150 minutach, a wiec jego stabilnos¢
jest niewielka. Naturalng strategia w badaniach nad lekami jest poszukiwanie takiej
amorficznej formy leku w matrycy, aby przy optymalnej zawartosci aktywnego leczniczo
skiadnika nie ulegala ona rekrystalizacji, czyli byla stabilna w warunkach okreslanych przez
normy farmaceutyczne. W pracy doktorskiej badania podjeto dla amorficznego ukladu lek —
polimer o zmieniang] zawarto$ct skladnikow, tak aby wykry¢ jaki sktad zapewnia optymalng
stabilnos¢ 1 dzialanie terapeutyczne. Odpowiedz na pytanie kierowane do fizyka o to przy
jakie] zawartosci rozpuszezanego leku, proces rekrystalizacji bedzie wyeliminowany byta
dotgd formutowana na bazie zmudnych obserwacji kalorymetrycznych. W pracy Al pokazano
PO Taz pierwszy, Ze oszacowanie graniczne] rozpuszezalnosci leku w polimerze mozna
uzyskaé prosciej poprzez zastosowanie spektroskopii dielektrycznej. W trakcie obserwacji
zmian dynamiki przy ogrzewaniu dia wyjsciowego uktadzie FI1 + 12.5% wagowych polimeru
PVP/VA, stwierdzono najpierw zanikanie relaksacji strukturalnej, co odzwierciedlalo proces
rekrystalizacji czesci FL.. W amorficznej reszcie probki o wigkszym stezeniu polimeru przy
dalszym ogrzewaniu nie obserwowano juz procesu krystalizacji a przy ochtadzaniu przejscie
szkliste nastepowalo w lemperaturze znacznie wyzszej. Ciekawa obserwacja bylo
stwierdzenie w takim ukladzie procesu relaksacyjnego o innych parametrach co przypisano
przejsciu z roztworu przesyconego flutamidem (o proporcjach lek — polimer 5:1) w roztwor
nasycony (o proporcjach 1:1). Ten sam stan roztworu nasyconego o dobrej stabilnosci
uzyskiwano réwniez w roztworach znacznie bardzie] przesyconych wiasnie dzieki
krystalizacji nadmiaru FL. podczas ogrzewania. Graniczne stezenie FL w roztworze FL +
PVP/VA ustalono na 59 %. Amorficzne whasnosci fizyczne, wartos¢ Tg i obraz relaksacyjny
dla nowo sporzadzonego roztworu o takim skiadzie zostaly potwierdzone, a w trakcie
czteroletnich obserwacji rentgenowskich nie stwierdzono w nim oznak krystalizacji. Badania
pokazaly, ze uklad lek — polimer jest stabilny, gdy jest w nim odpowiednia proporcja
skladnikow i ukliad jest w danej temperaturze roztworem nasyconym. W badaniach
roztworow o rdznym stezeniu wykazano, ze wraz ze wzrostem udzialu polimeru rosnie
temperatura przejécia szklistego, a takze krystalizacji, ktdra zanika zawsze gdy proporcje FL
i polimeru PVP/VA w prébee sa 59% : 41%. Mozna tez zauwazy¢, ze od stezenia FL w
ukladzie FL — polimer zalezy tempo reorientacji molekut FL - im mniej polimeru PVP/VA w
probee tym ruchy FL sg szybsze (z pordwnania wynikow na Fig.6a (dla 5:1 T, = 280 K zas
dla I:1 Tg = 317 K) oraz na Fig.9b (10:1, T, =273 K)).

W pracy A2 przedstawiono wyniki badan z udziatem polimerow PVP oraz PVAc
proponowanych jako stabilizatory dla amorficznego ukladu FL - polimer. Bardzo ciekawym
rezultatem jest wykrycie, ze tym mniejsze jest stezenie polimeru potrzebne do uzyskania
roztworu nasyconego im wigksza wartosé jego temperatury zeszklenia (bogaty w  wyniki



rysunek Fig.9 w pracy A2). Tym samym najlepszym stabilizatorem uktadu FL-polimer okazat
si¢ polimer PVP, gdyz eliminacje krystalizacji zapewnia jego 29% udzial w roztworze. Nieco
slabszy efekt stabilizujgey amorficzny uklad wykazuje PVP/VA, (potrzeba 41%). Natomiast
dla PVAc pozadany efekt wymaga az 65% polimeru w roztworze. Wazne jest stwierdzenie,
ze zaleznos¢ temperatury przej$cia szklistego od stezenia polimeru spelnia rownanie
Gordona-Tylora/ Kelly-Bueche jedynie dla PVP/VA oraz PVAc. Natomiast w przypadku
PVP zaobserwowano wyrazne odchylenia od liniowej zaleznosci, co wskazuje na silniejsze
oddziatywania molekut polimeru z FL, podobnie jak w roztworach z kilkoma innymi lekami.
Problem jak to koreluje z fakiem, ze PVP (o najwyzszej wartosci Tp) jest najlepszy jesli
chodzi o eliminacjg rekrystalizacji FL. z roztworu pozostaje do zbadania.

Znang wieloletnig specjalnoscia grupy badawczej promotora pracy doktorskiej mgr
Krzysziofa Chmiela sa badania dielektryczne przy wysokich cis$nieniach, szczegolnie dla
ukladéw molekularnych latwo tworzacych szkio. Problem wplywu cisnienia na wlasnosci
fizyczne jest rozpatrywany dla wielu zwigzkow takich jak izotropowe i anizotropowe fazy
typu van der Waalsa, ciecze jonowe, uklady z silnym wigzaniem wodorowym rowniez w
matrycach czy polimery. W pracy A3 zamiarem autorow jest odpowicdz na pytanie w jaki
sposob wysokie ci$nienie zmienia rozpuszczalno$¢ graniczng flutamidu  w roztworze
PVP/VA. Prébkami wyjsciowymi bylo kilka mieszanin o stezeniu od 13 % do 55 %
wagowych polimeru. Poniewaz efekt wplywu cisnienia na proces rekrystalizacji nie jest
uniwersalny — wzrost upakowania molekul moze powodowaé poprawe  stabilnosci
amorficznego ukladu ale moze tez zwigkszac tendencje do zarodkowania fazy krystalicznej -
tym ciekawsze sg wyniki uzyskane dla FL w PVP/VA, ktore pokazuja, ze pod wyzszym
ci$nieniem stabilny roztwdr polimerowy uzyskujemy przy mniejszej dawce leku. Pomiary
izotermiczne rekrystalizacji pokazaly, ze wzrost cisnienia zmniejsza warto$¢ graniczng
rozpuszczalnosci FL co sprawdzono dla kilku ustalonych temperatur. Na przyktad przy
najnizszej temperaturze obserwacji (343 K) wzrost cisnienia do 50 MPa powoduje, ze udziat
procentowy FL w stabilnym roztworze nasyconym maleje z 59 % do 54 %. Réwniez przy
wysokim ci$nieniu potwierdzono fakt, ze podwyzszaniu temperatury obserwacji towarzyszy
wzrost granicznej wartosci sigzenia FL (przy 50 MPa z 54 % dla 343 K do 57% dia 363 K).

Za najwazniejsze osiggniecia mgr Krzysztofa Chmiela, przedstawione w
recenzowanej przeze mnie pracy doktorskiej, uwazam:

1/ Wybor do badan ciekawej substancji farmaceutycznej tworzacej szkio i ulegajace;
zimnej krystalizacji.

2/ Przebadanie ztozonej dynamiki flutamidu pod normalnym oraz podwyzszonym
cisnieniem.

3/ Zaproponowanie spektroskopii dielektrycznej jako metody wyznaczania granicznej
rozpuszezalnosci leku w matrycy polimerowej, a takze otrzymanie stabilnej formy
amorficznej o optymalnym sktadzie do zastosowan farmakologicznych.

4/  Wyznaczenie metoda spektroskopii  dielektrycznej wplywu cidnienia na
rozpuszezalnosé leku w polimerowej matrycy oraz na temperature zeszklenia ukladu
amorficznego uzyskanego po izotermicznej krystalizacji.

Z obowigzku recenzenta zebralam ponizej pewne nieseistosci 1 bledne sformutowania,
na kiére natrafitam podczas lektury pracy doktorskiej. Na przyklad zamiast ,,wyznaczenie
maksimum procesoéw .....ich ksztall” powinno byé ,,...wyznaczenie maksimum krzywych
strat dielektrycznych 1 ich ksztaltu”. Zauwazylam tez uchybienia w tekscie publikacii Al: we
wstegpie brak jest objasnienia skrotu ,,API”, za$§ w abstrakcie ,,API-polymer system”. We
wzorze 1 parametr €o, przenikalnos¢ w prozni, nie wystepuje a jest w objasnieniu, tymczasem
nie jest napisane co oznacza ,,dielectric strength”, uzyte we wzorze. W tekscie pracy uzywane



jest okreslenie ,molecular mobility” jako wielko$¢ odpowiedzialna za relaksacje
dielektryczng a zjawisko to jest uwarunkowane zmianami rzutu momentu dipolowego
molekuly ma kierunek pola mierzacego czyli ruchami reorientacyjnymi. W podpisie do Fig.8
zamiast ,red circle” powinno by¢ red star. W podpisie rysunku Fig.11 brak oznaczen dla
ilustracji a i ¢, zas przy (b) napisano, Zze straty dielekiryczne sg obserwowane przed
krystalizacja a roztwor o stezeniu 1:1 jest nasycony i krystalizacja nie nastepuje. W podpisie
pod Fig.12 napisano o trzech roznych obserwacjach a na rysunku jest ilustracja tylko dwach
wynikdw. W pracy A2 napis na rysunku Fig.8 mowi o 15% udziale PVP w roztworze a dane
sg dla 7% udziatu PVP w probee tak jak napisano w podpisie i w tekscie pracy. W pracy A3
zamiast znaku rownosci ,.p = 1/T” powinien byé znak proporcjonalnosei. Ponadto w
podpisach pod rysunkami Fig.5 i Fig.6 zamiast ,royal lines” powinno by¢ royal blue lines.

Na zakonczenie cheiatam podkredlié, ze w pracy doktorskiej otrzymano bardzo
cickawe wyniki, istotne zaré6wno z punktu widzenia badan fundamentalnych jak i zastosowan
farmaceutycznych. Czg$¢ rezultatow ma charakter pionierski. Do oceny granicznej
rozpuszezalnosel leku w polimerze zaproponowano metode, ktorg wyrdéznia szereg atutéw
takich jak latwe wyznaczanic temperatury przejscia szklistego oraz mozliwo$¢ zarowno
obserwacji krystalizacji w czasie rzeczywistym jak i poroéwnania stabilizujacego dziatania
roznych polimerdéw. Spekiroskopia dielektryczna dostarcza tez bezposrednio informacji o
dynamice dipolowych molekut leku i jej zmianach z temperaturg i cisnieniem. Mgr Krzysztof
Chmiel Swietnie przedstawit zagadnienia poruszane w pracy doktorskiej na Seminarium
Oddziatu Fizyki Materii Skondensowanej Instytutu Fizyki Jadrowej PAN,

Uwazam, ze przeslana do recenzji rozprawa czyni zado$¢ wymogom stawianym
pracom doktorskim i kieruje wniosek do Rady Naukowej Instytutu Fizyki Uniwersytetu
Slaskiego o dopuszezenie mgr Krzysztofa Chmiela do dalszych etapdéw przewodu
doktorskiego. Rownoczesnie jestem przekona, ze rezultaty pracy zashiguja na jei
wyroznienie
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