Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Justyny Pacuit
»Poprawa rozpuszcezalnosci w wodzie oraz stabilnosci bikalutamidu w formie amorficznej -
wykonanie statych rozproszen w matrycach polimerowych”

Praca doktorska pani mgr Justyny Pacult jest oparta o cykl trzech spojnych
tematycznie artykulow Al, A2 i A3, ktore dotycza badan nad substancjg lecznicza zwang
bikalutamidem (BIC). Praca powstata na Uniwersytecie Slaskim pod kierunkiem profesora
Mariana Palucha a role promotora pomocniczego pelnita pani dr Marzena Rams-Baron.
Badania, finansowane z Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu Symfonia 3, mialy
na celu poprawe biodostepnosei leku poprzez przygotowanie amorficznych mieszanin z
wybranymi polimerami w odpowiednich proporcjach. Wyniki badan zostaly opublikowane w
Molecular Pharmaceuticals (IF = 4.556, 40 punktow ministerialnych, prace Al i A2) oraz w
European Journal of Pharmaceutical Sciences (IF = 3,532, 100 punktow ministerialnych,
praca A3). Prace sa wieloautorskie (odpowiednio 9-, 5- i 9- cio autorskie). We wszystkich
publikacjach mgr Justyna Pacult jest pierwszym autorem, za$ autorem do korespondencji jest
dr Marzena Rams-Baron. Zagadnienia przedstawione w pracach sg wazne nie tylko jako
cickawy temat badawczy ale rowniez ze wzgledu na mozliwosé¢ uzyskania amorficznego leku
o efektywnym stezeniu w polimerze, znacznie lepiej rozpuszczalnego w organizmie pacjenta
niz stosowana forma krystaliczna. W tym kontekscie istotne byly obserwacje dotyczace
stabilnosci termodynamicznej amorficznego ukladu lek — polimer, a takze mieszaniny
bikalutamidu z innym lekiem, pod wplywem zmian temperatury i wraz z uplywem czasu.
Wyniki otrzymane przez panig Pacult majg znaczenie nie tylko dla $rodowiska farmaceutow
oraz pacjentow, zainteresowanych otrzymywaniem jak najmniejszej skutecznej dawki leku,
ale sg rowniez istotne dla specjalistow w dziedzinie uktadow tatwo ulegajacych zeszkleniu.

Rozdzial 1 pracy doktorskiej stanowi bardzo krétki zawierajacy cel pracy Wsiep,
zakoficzony lista prac A1-A3 oraz prac Bl i B2, w ktérych pani mgr Justyna Pacult jest
wspodtautorem, a ktore nie zostaly wlaczone do rozprawy doktorskiej, oraz uzupetniony lista
miedzynarodowych konferencji C1-C3, na ktérych jej wyniki byly przedstawiane - niestety
wymieniono jedynie nazwy konferencji a brak tytulow referatow. Trzy paragrafy Rozdziatu 2
sg omowieniem wynikow obserwacji metodg spektroskopii dielektrycznej dynamiki
molekularnej leku réwniez w mieszaninie z poliwinylopirolidynem (PVP) oraz badan
stabilnosci kilku amorficznych mieszanin leku z polimerami o réznej dtugosci lancucha
alkylowego, a takze ukladu bikalutamid z innym lekiem o nazwie flutamid. Prezentacja
zagadnien cho¢ bardzo lakoniczna (8 stron, jeden rysunek z dwoma dodatkowymi panelami)
Jest ciekawa, napisana dobrym jezykiem i zacheca do lektury zalaczonych publikacji. Brakuje
mi jednak rysunku ze schematem budowy chemicznej molekut bikalutamidu i flutamidu oraz
informacji o sktadowych momentu dipolowego tych molekul. Rozdzial 3 to kopie publikacji
Al, A2 i A3 wraz z o$wiadczeniami mgr Justyny Pacult o jej wkladzie pracy do
poszezegolnych publikacji oraz oswiadczeniami promotora i promotora pomocniczego o
przedyskutowaniu ~ wynikéw i poprawie manuskryptow, a takze o nadzorowaniu
prowadzonych analiz przez promotora pomocniczego. W pracach Al1-A3 pani mgr Justyna
Pacult ma w sumie 12 wspolautorow. Ich rola polegala na wykonaniu badan nad
rozpuszczaniem leku w wodzie (dr A. Antosik-Rogéz, dr 1. Szafraniec—Szczesny i mgr M.
Kurek) oraz badan rentgenowskich (dr inz. KJurkiewicz), a takze  pomiaréw
spektroskopowych w podezerwieni, badan kalorymetrycznych oraz pomiaréw metoda PALS i



czesel badan technikami DSC oraz BDS badanych probek (kolejno dr M. Dulski, J. Knapik-
Kowalczuk, mgr inz. B. Chrzgszez i mgr K. Chmiel) oraz na dyskusji wynikow (prof. dr hab.
R. Jachowicz i dr W. lJamréz). Rozdzial 5 przedstawia krotkie pdhorastronnicowe
Podsumowanie otrzymanych rezultatow, co wobec tego, ze prace dotycza aktualnego
zagadnienia a wyniki sg cickawe i opublikowane w dobrych czasopismach mozne nieco
zaskakiwaé. Rozdzial 6 to Bibliografia, ktora stanowi 36 pozycii literaturowych, w tym 7
prac dotyczacych badan prowadzonych przez czlonkow grupy profesora Palucha.

Chociaz liczne organiczne farmaceutyki latwo przechodza w nierdwnowagowy stan
szklisty to terapia farmakologiczna nadal bazuje glownie na ich stabilnej formie krystaliczne;
t jest mato efektywna ze wzgledu na niska rozpuszezalnosé w wodzie. Jednym z gléwnych
celow badan nad substancjami aktywnymi farmakologicznie jest poprawa stabilnosci i
rozpuszezalnosei, aby lek spelnial normy farmaceutyczne. Jest to mozliwe np. poprzez
tworzenie stabilnych ukladow amorficznych w formie odpowiednich mieszanin leku i
polimeru o wysokiej temperaturze przejécia szklistego, gdzie rekrystalizacja jest utrudniona.
Wowczas, dzigki procesowi antyplastyfikacji spowalniana jest dynamika molekul amorficzne;
mieszaniny co mozna rejestrowacé doskonale przy uzyciu spektroskopii dielektrycznej. Sposob
odpowiedzi ukladu na przylozone zmienne pole elekiryczne o czestotliwosdei z zakresu
charakterystycznego dla tempa reorientacji molekul leku pozwala wnioskowaé réwniez o
wystepowaniu/zaniku specyficznych oddziatywan pomiedzy molckutami mieszaniny co moze
sprzyjaé efektowi stabilizacji fazy amorficznej dodatkowo. Uzywany w  terapii
antyandrogenowej enancjomer R racemiczne] mieszaniny bikalutamidu (BIC), ktorg bada
pani Pacult, nalezy do klasy Il systemu klasyfikacji biofarmaceutycznej o slabej
biodostepnosei. Rezuitaty badan dielektrycznych 1 DSC dla czystego amorficznego BIC
przedstawione w pracy Al pokazuja, 7e amorficzna forma BIC jest malo stabilna bo
wykazuje silng tendencje do zimnej krystalizacji. Ta tendencja maleje po dodaniu polimeru
PVP i dla mieszaniny lek-polimer w proporcji wagowej 2:1 otrzymano uklad stabilny.
Wzrostowi udzialu polimeru w amorficznym ukladzic towarzyszy wyraZny wzrost wartosci
temperatury przejscia szklistego (od 325 K dla czystego BIC do 438 K dla czystego PVP) co
stwicrdzono metoda DSC. Uzyskano dobra zgodno$¢ zaleznosei Tp od skladu mieszaniny z
modelem Gordona-Tylora. Wykazano, ze dodanie polimeru spowalnia dynamike molekul
BIC, wplywa na spadek parametru tzw. kruchodei (z wartosci m=84 do m=74) i wydluza
okres stabilno$ci przy przechowywaniu w temperaturze pokojowej (z kilku dni dla czystego
BIC do 2 miesigcy dla proporeji wagowych lek-polimer 10 : 1), Dla ukladu o proporcji 2:1
duze przewodnictwo elektryczne uniemozliwilo oszacowanie czasu relaksacji z samych
obserwacji dielektrycznych ale dzigki wykorzystaniu wartodci w temperaturze pokojowej z
wynikéw DSC, stwierdzono ze wzrost stabilnosci przewyzszal 145 lat. Bardzo cickawy
wynik pochodzi z badan spektroskopowych w podezerwieni, ktore pokazaly jak przy
wzrodcie udziatu sktadnika polimerowego w ukladzie wzrasta sila wigzan wodorowych
pomiedzy molekufami BIC i PVP — stwierdzono przesuwanie maksimum pasma przypisanegoe
drganiom grupy karbonylowej od 1694 cm™ do 1650 cm’!, 1ys.9. Waznym rezultatem pracy
Al sg wyniki pomiaréw rozpuszczalnosci w wodzie badanych wezeéniej uldadéw.
Stwierdzono, ze roznica w rozpuszezalnosci formy krystalicznej i amorficznej czystego leku
BIC jest nieznaczna (3.8 i 4.6 mg/ml). Dopiero dla ukladu BIC-PVP (2:1) rozpuszczalnosé
si¢ wyraznie poprawia i po godzinie porcja rozpuszcezonego leku jest blisko 8 razy wieksza
niz uzyskana, gdy rozpuszczano lek w czystej postaci. Jest to bardzo obiecujace ze wzgledu
na przydatnos$¢ mieszaniny BIC-PVP (2:1) do terapii.

Badania mieszanin lek - polimer kontynuowano dla prébek o 90% udziale leku,
zmieniajgc w polimerze PVP diugos¢ lancucha aby przeanalizowaé jak ich rézna organizacja



przestrzenna wplywa na tendencje do krystalizacji czyli na stabilno$¢ probek oznaczonych
jako K10, K30 oraz K90. W pracy A2 pokazano, ze obraz temperaturowej zaleznosci
dynamiki molekul leku jest dla wszystkich mieszanin jednakowy. Réwnoczesnie analiza
izotermicznych obserwacji krystalizacji metoda dielektryczng pozwolila stwierdzié, ze jej
przebieg jest najszybszy dla mieszaniny o najdtuzszym lancuchu polimerowym. Co ciekawe
najmniejsza tendencje do krystalizacji wykazuje mieszanina oznaczona jako K30 o posrednie;j
dlugosci tancucha sktadnika polimerowego. Tym samym wykazano, 7e mozna poszukiwacé
takiej mieszaniny lek — polimer, aby tafcuch polimerowy byl odpowiedni dla lepszej
stabilnosci probki. Waznym elementem tej czgsci badan pani Pacult bylo wykorzystanie
techniki anihilacji pozytonow do wyjasnienia co jest przyczyng tego, ze pewna dlugosé
lancucha jest optymalna. Pokazaly one korelacje pomigdzy tendencja do krystalizacji uktadu
lek-polimer a wielko$cig tzw. objetosci swobodnej dla ruchéw reorientacyjnych molekut leku,
ktora jest tutaj istotnym parametrem zaleznym od organizacji lancuchéw. Rzeczywiscie
najwiekszg wartos¢ tego parametru stwierdzono dla czystego leku, ktory tatwo krystalizuje -
stabilny czysty polimer PVP30 o posredniej dlugosci fancucha charakteryzuje najmniejsza
wiclkos¢ objetosci swobodnej. Praca przynosi wazny wniosek, ze aby poprawi¢ stabilizacje
ukfadu nalezy zapewnic obnizenie wielkosci objetosci swobodnej.

W pracy A3 przedstawiono wyniki badan stabilnosci dla amorficznych mieszanin
dwuskladnikowych bikalutamidu z flutamidem (FL,) oraz trojskladnikowych, dodatkowo z
udzialem polimeru PVP lub MMA/EA jako stabilizatora. Metoda dyfrakcji rentgenowskiej
sprawdzono, ze zaden z lekéw w formie amorficznej nie spetnia norm farmaceutycznych:
BIC przechodzi w forma krystaliczng po mniej niz 3 dniach, a FL. po mniej niz 14 minutach.
Pokazano wykorzystujac techniki DSC i BDS, ze co ciekawe krystalizacji mozna unikna¢
tworzgc mieszanine amorficzng lekow, w ktorej udziat FL (o nizszej temperaturze zeszklenia
niz BIC) nie przekracza 35%. Taki sam rezultat otrzymano poprzez sprawdzenie metoda
zaproponowang niedawno przez Krzysztofa Chmiela jaka stabilna forma amorficzna
pozostaje po wytraceniu fazy krystalicznej z mieszaniny o wiekszej zawartoscei FL. W pracy
przedyskutowano mechanizm stabilizacji w takim ukladzie lek-lek w konfrontacji z
podobnymi wynikami literaturowymi. Wykazano tez jak zmiany skladu mieszaniny FL-BIC
wplywaja na obraz dynamiki, czyli na tzw. mape rejestrowanej relaksacji dielektrycznej, oraz
na temperature zeszklenia (od 271 K dla czystego FL do 325 dla czystego BIC). Kolejnym
krokiem w podjetych badaniach byla charakterystyka stabilnosci i rozpuszezalnosci, gdy do
mieszaniny lekow BIC i FL dodano 30 % polimeru. Stabilng przez okres 182 dni mieszanine
trojsktadnikows uzyskano po dodaniu PVP, stwierdzono tez jej dobra rozpuszczalno$é i
odpowiednie tempo rozpuszczalnosci. Dla tego polimeru juz wezesniej wykryto iz jest
dobrym stabilizatorem lekéw. Natomiast dla MMA/EA nie udato sie wyeliminowanie zimnej
krystalizacji. Co ciekawe dla takiej mieszaniny zidentyfikowano dwa przejscia szkliste w
temperaturach nizszych niz Ty dla PVP.

Za najwazniejsze dokonania przedstawione w pracy doktorskiej mgr Justyny Pacult
uwazam:

1/ Przebadanie zmian dynamiki dla czystego BIC, a takze dla mieszanin BIC-PVP
oraz BIC-FL 1 procesu zimnej krystalizacji dla tych uktadow.

2/ Uzyskanie stabilnych amorficznych mieszanin BIC i PVP oraz BIC i FL, dwoch
lekéw o podobnym dziataniu, a takze BIC, FL i PVP.,

3/ Wykorzystanie techniki anihilacji pozytonéw do oceny objetosci swobodnej
reorientujacych molekut leku i wyjasnienia jaka jest optymalna dlugo$é tancucha
polimerowego w stabilnej mieszaninie lek-polimer o sktadzie odpowiednim do zastosowan
farmakologicznych.



4/ Przeprowadzenie obserwacji stabilnosci probek metoda dyfrakeji rentgenowskiej.

Publikacje A1-A3 sg bardzo dobrze napisane, maja ciekawy obszerny wstep i wazne
konkluzje. 7 obowiazku recenzenta zebralam ponizej pewne niedociagniecia zauwazone w
tekscie pracy doktorskiej i publikacji Al-A3. Na przyklad zamiast stowa
»przekonwertowanie” moze lepiej uzy¢ stowa ,,przeksztalcenie”. Angielska nazwa techniki
FT-IR to Fourier Transform Infrared Spectroscopy (w pracy jest Transformer). W tekscie
pracy Al brak jest objasnienia skrétu ,,API” tam gdzie zostal on pierwszy raz uzyty. W kilku
miejscach zamiast ,.correlated” powinno by¢ ,related”. Na rysunku 6 zamiast skrotu HF
powinien by¢ skrot HN. Zamiast ,,70 different samples” powinno byé¢ ,,70 different
substances”. Fraza ,interaction between both materials” jest skrotem myslowym bo
oddzialywania dotycza molekut. Podobna uwaga dotyczy frazy ,, molecular dynamics of BIC-
PVP samples” w publikacji A2. W tekscie pracy A2 napisano, ze rtysunek 3a przedstawia
..dielectric loss spectra” podczas gdy pokazuje on ,relaxation map”. Na rysunku 6 blednie
oznaczono warto$¢ czasu relaksacji. W pracy A3 wida¢ wyraznie brak starannej redakcji
tekstu. Zaskakuje, ze przy wszystkich danych liczbowych pojawiaja sie znaki zapytania. Brak
tez czcionki z literami greckimi o, 3,1, Aoraze. Nie uwzgledniono, ze oznaczenia
parametrow wielkosci fizycznych powinny by¢ pisane pochylg czcionka.

Na zakonczenie chcialam podkreslié, ze w pracy doktorskiej mgr Justyny Pacult
otrzymano bardzo ciekawe wyniki, wazne zaréwno w dziedzinie fizyki materii migkkiej jak i
w aspekcie zastosowan farmaceutycznych. Zwraca uwage wykorzystanie w badaniach
szeregu metod eksperymentalnych. Przebadano stabilno$¢ 1 rozpuszezalnosé kilku
wykonanych amorficznych mieszanin dwu i tréjsktadnikowych, wybierajac kompozycje z
dwoéch rodzajow lekéw i dwoch polimeréw. Metodg dielekiryczng uzyskano informacje o
zmianach temperaturowych dynamiki dipolowych molekut leku i o procesie zimnej
krystalizacji. Sprawdzono réwniez poprawno$¢ tej techniki do oceny graniczne]
rozpuszczalnosci leku w polimerze w zaproponowany wczesniej sposob. Zagadnienia
poruszane w pracy doktorskiej pani mgr Pacult zreferowata niezwykle jasno na Seminarium
Oddzialu Fizyki Materii Skondensowanej Instytutu Fizyki Jadrowej PAN,

Uwazam, ze przestana do recenzji rozprawa czyni zado$¢ wymogom stawianym

pracom doktorskim i kieruje wniosek do Rady Naukowej Instytutu Fizyki Uniwersytetu
Slaskiego o dopuszczenie mgr Justyny Pacutt do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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Prof. dr hab. Maria Massalska-Arodz
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