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Recenzja pracy doktorskiej
mgr inz. Daniela Kramarczyka
n»Mechanizmy odpowiadajace za poprawe fizycznej stabilnosci amorficznych
farmaceutykéw po zastosowaniu krzemionkowych materiatéw
nanoporowatych”
wykonana pod kierunkiem dr ini. hab. Justyny Knapik-Kowalczuk, prof. US

Praca doktorska mgr iniz. Daniela Kramarczyka zostata napisana w oparciu o trzy
wieloautorskie artykuly, ktdére opublikowane zostaty w recenzowanych czasopismach
naukowych z listy filadelfijskiej:

Al: ). Knapik-Kowalczuk, D. Kramarczyk, K. Chmiel, J. Romanova, K. Kawakami, M. Paluch,
Importance of Mesoporous Silica Particle Size in the Stabilization of Amorphous
Pharmaceuticals - The Case of Simvostatin, 2020 Pharmaceutics, 12, 384,

A2: D. Kramarczyk*, §. Knapik-Kowalczuk, W. Smalka, M. Ferreira Monteiro, L. Tajber, M.
Paluch, Inhibition of celecoxib crystallization by mesoporous silica - Molecular dynamics
studies leading to the discovery of the stabilization origin. 2022 European lournal of
Pharmaceutical Sciences 171, 106132,

A3 D. Kramarczyk®, J. Knapik-Kowalczuk, J. Kiimontko, M. Kurek, R. Jachowicz, M. Paluch,
Tuning the Physical State of Aripiprazole by Mesoporous Silica. 2024 Molecular Pharmaceutics
21,5, 2315-2326.

Tematyka rozprawy obejmowata badania wptywu nanoporowatych materiatéw
krzemionkowych (NMK) na stabilno$¢ fizyczng amorficznych postaci trzech substancji
aktywnych (APIs): normalizujgcej cisnienie krwi symwastatyny (SVT), dziatajgcego
przeciwbodlowo i przeciwzapalnie celekoksybu {CEL) oraz wykazujgcego wiasciwosci
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przeciwpsychotyczne arypiprazolu (ARP), a takie okreslenie mechanizméw molekularnych
odpowiedzialnych za zmiane tej stabilnosci pod wptywem zastosowanego NMK,

Jako gléwne techniki pomiarowe zastosowano szerokopasmowg spektroskopie
dielektryczng (BDS) oraz rdinicowg kalorymetrie skaningowg (DSC). Komplementarnymi
metodami eksperymentalnymi byly: mikroskopia optyczna, spektroskopia w podczerwieni z
transformatg Fouriera (FTIR) oraz rentgenografia proszkowa (XRD),

Praca doktorska zostata przygotowana zgodnie z wymogami ustawowymi. Obejmuje
ona wstep wraz z celem badan i wykazem publikacji wchodzacych (a takie niewchodzacych)
w sklad rozprawy, omoéwienie najwainiejszych osiggnigé zawartych w artykutach A1-A3, kopie
tych prac wraz z o$wiadczeniami Autora i wspdtautorow dotyczace ich wkiadu w powstawanie
publikacji, podsumowanie uzyskanych wynikow i zawierajacg 41 pozycji bibliografie. W czedci
koricowe] wstepu podane sg takie informacje o Zrodtach finansowania badan
przeprowadzonych na potrzeby pracy (granty NCN: SYMFONIA i OPUS) oraz o konferencjach
naukowych, na ktérych Autor prezentowat uzyskane w ramach doktoratu wyniki.

Temat podjety przez mgr inz, Daniela Kramarczyka jest w mojej opinii ciekawy i aktualny
z uwagi na fakt, iz zdecydowana wiekszos¢, tj. ponad 70% krystalicznych substancji aktywnych
(APIs) obecnych na rynku, wchodzacych w skiad statych postaci lekdw, jest nierozpuszczalnych
lub tei trudno lub bardzo stabo rozpuszczalnych w wodzie, czego konsekwencjg jest ich niska
biodostepnos¢. Amorficzne farmaceutyki, w odréinieniu od swych krystalicznych
odpowiednikow, szybciej sie rozpuszczaja, co ma zwigzek m.in. z ich wyizszg energia wewnetrzna.
Cechujg sie ponadto wiekszg reaktywnoscia i parametrami tabletkowania. Istotnym jednak
ograniczeniem APIs w tej postaci jest ich niestabilno$¢ fizyczna, przejawiajgca sie tendencjg do
rekrystalizacji i utraty wszystkich ww. korzystnych wiasciwosdci warunkowanych przez stan
amorficzny. Celem ustahilizowania tych uktaddw, wykorzystuje sie liczne substancje pomochicze,
zarowno nisko-, jak i wielkoczasteczkowe. Nowoczesng grupe stabilizatoréw dla amorficznych
farmaceutykdow stanowig wybrane przez Doktoranta nanoporowate materiaty krzemionkowe
(NMK). Wykonane przez niego badania pozwolity po pierwsze wykazaé, ie NMK stanowig
wartosciowe materiaty do hamowania rekrystalizacji wybranych APls z fazy amorficznej (w
niektérych przypadkach, np. arypiprazolu, takze modyfikowania rekrystalizacji celem uzyskania
konkretnych form polimorficznych). Po drugie natomiast, umoiliwity poznanie mechanizméw
molekularnych odpowiedzialnych za to zachowanie.

Omoéwienie wynikow zawartych w artykutach A1-A3 (Rozdziat 2) Autor rozpoczat od opisu
przygotowania amorficznych form trzech APIs tj. SVT, CEL oraz ARP. Przedstawil nastepnie
charakterystyke wlasciwosci termicznych i dynamiki molekularnej tych substancji aktywnych 2z
zastosowaniem technik DSC oraz BDS. Uzyskane wyniki (dla CEL opublikowane juz wczeéniej,
natomiast dla pozostatych substancji opisanych szczegotowo w pracach Al i A3) pozwolity
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Doktorantowi stwierdzié, iz najwiekszg tendencje do rekrystalizacji z fazy amorficznej sposrod
rozpatrywanych farmaceutykdow wykazuje ARP, najstabilniejsza natomiast jest SVT. Co wiecej,
pokazaly, iz kazda z APIs cechuje sie duzg liczbg proceséw relaksacyjnych (trzema lub czterema),
ktére ujawniajq sie na widmach dielektrycznych w fazie cieczy/cieczy przechtodzonej i szklistej.
W kolejnych czesciach Rozdziatu 2, Autor skupit sie na zaprezentowaniu najwainiejszych
wnioskow wynikajacych z eksperymentéw przeprowadzonych na systemach binarnych ztozonych
z badanych substancji czynnych oraz NMK.

W pracy Al poswieconej mieszaninom SVT z dwoma rodzajami NMK (Syloidu) rdinigcych sie
wielkoscig czastek: SYL244FP (2,5-2,7 um) oraz SYL3050 (59 um), przygotowanych z zawartoscig
ekscipienta od 9 do 50 procent wagowych (wt%), mgr inz. Daniel Kramarczyk, w oparciu o wyniki
izotermicznych pomiardow BDS i DSC stwierdzit, iz lepszym stabilizatorem amorficznej API
przechowywanej w T=363 K jest SYL244FP, a wiec materiat ztozony z mniejszych czastek. Pokazat
ponadto, bazujgc na rezultatach nieizotermicznych badan kalorymetrycznych i dielektrycznych
wykonanych na uktadach z 9% zawartoscia obu Syloidow, iz niezaleinie od zastosowanego
rodzaju NMK, whaéciwoséci termiczne {w tym temperatura topnienia, Tm, temperatura przejécia
szklistego, Tg), a takze dynamika trzech proceséw relaksacyjnych: o, B iy, jest dla tych mieszanin
prawie identyczna i nie odbiega od zachowania obserwowanego dia czystej SVT. Takie nie
wystepujg roZnice w oddzialywaniach pomiedzy grupami funkcyjnymi czasteczek APl a
powierzchnig obu uzytych NMK. Tym samym, co nalezy podkresdli¢, Autor wykazat, iz kluczowym
czynnikiem determinujagcym hamowanie rekrystalizacji badanej APl z fazy amorficznej jest
wielkoéé czastek zastosowanego materiatu krzemionkowego. Ciekawym aspektem pracy byto
wyjasnienie tego faktu. Doktorant zasugerowal, iz jednakowa ilos¢ NMK skiadajgcego sie 2
mniejszych czastek (SYL244FP) powoduje zwiekszenie ilosci zawad sterycznych hamujacych
wzrost krysztatow SVT, Dzigki temu amorficzna substancja aktywna pozostaje zamknigta w
wolnych przestrzeniach materiatu porowatego, co utrudnia jej powrdt do wyjsciowej formy
krystalicznej.

Praca A2 przedstawia natomiast rezultaty badan stabilnodci i dynamiki molekularnej
systemow binarnych ztozonych z CEL i jednego rodzaju czastek porowatych (tych o wyiszej
skutecznoséci stabilizacyjnej w odniesieniu do omawianej w publikacji Al SVT), mianowicie
SYL244FP o zawartosci 9-45 wt%. Autor pokazat, i zastosowany materiat krzemionkowy w ilosci
9 wt% , 2 uwagi na siiniejszg, w poréwnaniu do SVT, tendencje CEL do rekrystalizacji, nie jest w
stanie skutecznie zahamowac tego niepoigdanego procesu, co potwierdzity nieizotermiczne
pomiary DSC. Ponadto, na podstawie izotermicznych badari BDS mgr ini. Daniel Kramarczyk
stwierdzit, iz im wigksza zawarto$¢ SYL244FP w mieszaninie, tym bardziej spowolniona jest
rekrystalizacja APl {co ma zwiagzek, podobnie jak w przypadku SVT, z wiekszg liczba zawad
sterycznych, ktére blokujg wzrost krysztatu AP1). Jednoczesnie zwieksza sie ilod¢ farmaceutyku w
stabilnej formie amorficznej {frakcja niewykrystalizowana). Obecno$¢ tej frakcji wskazywata, iz
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oddziatywania pomiedzy czasteczkami CEL z powierzchnig NMK s3 silniejsze niz oddziatywania
pomiedzy czasteczkami samego CEL. W konsekwencji tworzy sie pojedyncza warstwa molekut AP
na powierzchni krzemionki, co warunkuje jej stabilno$¢ w ukiadzie binarnym. Warto tei
wspomnieé o wynikach badan BDS, ktdre ujawnity, iZ podobnie jak dla SVT, zastosowany materiat
krzemionkowy nie ma istotnego wptywu na T oraz dynamike strukturalng CEL.

W pracy A3 zaprezentowano z kolei wyniki eksperymentéw wykonanych na uktadach
binarnych ARP (AP] wykazujgcej tendencje do formowania duzej liczby form polimorficznych) z
SYL244FP, w ktdrych zawartoéé materiatu porowatego wynosia od 10 do 65 wt%. W publikacji
tej Autor wskazat, iz poza samym NMK, takie rodzaj substancji aktywnej determinuje
efektywnos¢ hamowania rekrystalizacji z fazy amorficzne]. Co ciekawe, przy stezeniu SYL244FP
ponizej 30 wt% w systemach binarnych ARP-NMK, proces rekrystalizacji APl w pordwnaniu do
uktadu jednosktadnikowego (czysty ARP} byt przyspieszony. Z kolei przy zawartosdci SYL244FP
powyiej 30 wit% widoczny byt wzrost fizycznej stabilnosci ARP (przy stezeniu 65% NMK
krystalizacja nie byta juz obserwowana). Ciekawym wynikiem byto tez pokazanie, iZ w zaleznosci
od ilodci zastosowanego materiatu krzemionkowego, zmianie ulega ilosé/rodzaj form
polimorficznych, do ktérej rekrystalizuje badana substancja czynna. Sterujgc zatem tym
parametrem, mozna uzyskiwac krystaliczny ARP o réinych wiasciwosciach. Co wiecej, niezaleznie
od formy/form polimorficznej/ych do ktérejfych rekrystalizuje APl w uktadzie binarnym, kaidy z
nich charakteryzowat sie tg sama zaleznoscig temperaturowa czasow relaksacji procesow o, B iy
w stanie przechtodzonym i szklistym. A zatem podobnie jak w przypadku SVT oraz CEL,
stwierdzono, iz zmiana fizycznej stabilnosci ARP nie jest determinowana modyfikacja dynamiki
molekularnej. Wynika ona raczej {tak jak zasugerowano dla CEL} z oddziatywan molekut AP| z
powierzchnig NMK.

Nalezy podkreslié, iz Doktorant jest pierwszym i korespondencyjnym autorem w pracach A2
oraz A3, z kolel w pracy Al zajmuje na liscie wspotautordw miejsce drugie, Wszystkie artykuty
opublikowane zostaly w renomowanych czasopismach charakteryzujgcych sie wysokim
wspotczynnikiem oddziatywania (faczny impact factor, IF=15,42), a ich merytoryczna poprawnosc
i warto$é¢ naukowa nie podlega dyskusji. Na podstawie zatgczonych do rozprawy oswiadczen
wspotautoréw stwierdzam, iz udziat mgr inz. Daniela Kramarczyka w prowadzeniu badan oraz
powstawaniu publikacji, w szczegdlnosci artykutow A2 i A3, byt wiodacy.

Za najwaZniejsze w mojei opinii osiggniecia Autora naleiy uznac:

1) Wskazanie, iz wielko$é czastek zastosowanego materiatu krzemionkowego (SYL244FP i
SYL3050) stanowi kluczowy czynnik odpowiedzialny za rekrystalizacje SVT z mieszaniny
binarnej. Globalna i lokalna dynamika molekularna nie ma wptywu na réinice w stabilnodci
systemow SVT- SYL244FP oraz SVT- SYL3050.
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2) Pokazanie, iz rekrystalizacja CEL z fazy amorficznej spowalnia wraz ze wzrostem zawartosci
SYL244FP w mieszaninie binarnej, co ma zwiagzek z wieksza iloscig zawad sterycznych
utrudniajgcych warost krysztatu API, a takie oddziatywaniami CEL z powierzchnig materiatu
krzemionkowego. A zatem nie tylko zmniejszajac rozmiar czgstek NMK (przyktad SVT), ale
takze ich ilo¢, moina skutecznie hamowadé proces krystalizacji.

3) Wykazanie, iz poprzez zmiane zawartosci SYL244FP w mieszaninie binarnej, mozna sterowac
rekrystalizacja ARP w kierunku uzyskania okreslone] (i w pozgdanej ilosci) formy polimorficznej.
Co wiecej, zastosowanie NMK w ilosci 65 wt% i wiece] skutkuje catkowitym zahamowaniem
krystalizacji tej AP, a wiec uzyskaniem stabilnej formy amorficznej.

lako recenzentka, mam rowniez obowigzek krytycznego spojrzenia na rozprawe
doktorska. W zwigzku z tym chciatabym skomentowaé pewne kwestie (uwagi merytoryczne),
zadac kilka nurtujgcych mnie pytan, a takie wskaza€ na niektore btedy w pracy.

Komentarze:
- Rozdziat | pt. Wstep jest bardzo krotki, liczy nieco wigcej niz 5 stron maszynopisu, z czego ponad
2 strony to wykaz publikacji wchodzacych oraz niewchodzacych do cyklu prac stanowigcych
podstawe pracy doktorskiej, a takze spis konferencji naukowych, w ktérych uczestniczyt Autor
oraz informacje o Zrédtach finansowania badah. W mojej ocenie to troche za mato, by w petni
wprowadzi¢ czytelnika do tematyki rozprawy oraz uzasadni¢ motywacje do podjetych przez
Autora eksperymentow. W szczegdéinosci brakuje we wstepie bardziej szczegétowych informacji
na temat samych naporowatych (sciéle mezoporowatych) materiatow krzemionkowych
stosowanych w celach stabilizacyjnych, ich rodzajow (poza Syloidem stosowane sg takie inne
rodzaje czgstek porowatych, np. Aeroperl, Neusilin, MCM-41), wlasciwosci, zalet i wad. Mgr inZ.
Daniel Kramarczyk nie wspomniat takie o innych typach materiatéw (m.in. wykonanych z
krzemionki membranach mezoporowatych), wykorzystywanych celem zahamowania
rekrystalizacji APls z fazy amorficznej, jak rowniez metodzie polegajacej na tworzeniu cienkich
(nanometrowych) filmow substancji aktywnej na powietrzni wafli krzemowych.

- W pracy A3 Autor nie odnosi sie do rezultatéw badan dielektrycznych wykonanych wczeséniej
przez Mineckg | wsp. na stopionym arypiprazolu i opublikowanych w pracy pt. Mesoporous
matrices as promising new generation of carriers for multi-polymorphic active pharmaceutical
ingredient — aripiprazole (Mol. Pharm. 20(11), 5655-5667, 2023), na podstawie ktdrych
wyjasniono m.in. molekularne pochodzenie relaksacji drugorzedowych obserwowanych na
widmach strat dielektrycznych poniizej temperatury zeszklenia, T, Nie dyskutuje ponadto
uzyskanych wynikow badan z tymi otrzymanymi dla omawianych w ww. artykule nanouktadéw
(ARP zainkorporowany do matryc mezoporowatych wykonanych z krzemionki natywnej i
modyfikowane] oraz tlenku glinu). By¢ moze jest to niedopatrzenie. Jednakie na pewno
odniesienie do rezultatéw pracy Mineckiej i wsp. wzbogacitoby dyskusje zwtaszcza w kontekscie
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wptywu réinych uktadéw porowatych na uzyskiwanie konkretnych/pozadanych form
polimorficznych na drodze rekrystalizacji amorficznego ARP.

Pytania do pracy

- Czy Autor brat od uwage fakt, iz badane substancje aktywne mogg wnikaé/by¢ zainkorporowane
do pordw materiatu krzemionkowego? Z uwagi na krotki etap topienia, zapewne to zjawisko
zostato zminimalizowane, ale na pewno nie moina go wykluczyé (zwaiywszy, ie sg prace
pokazujace, iz nawet krysztaly mogg zostac ,zassane” do pordw za pomoca sit kapilarnych), Czy
zatem nie lepiej bytoby zastosowaé w badaniach komercyjnie dostepne materiaty krzemionkowe
nieporowate aby z catg pewnoscig wykluczy¢ infiltracje czgsteczek APl do wnetrza porow?

- W pracy Al do badan wykorzystano materialy krzemionkowe réiniace sie wielkoScig czastek
(SYL244FP i SYL3050) ale rowniez i gestoscia. Czy efekt réinych gestosci (tym samym innych
objetosci zajmowanych przez czgstki) byt przez Doktoranta brany pod uwage?

- Intrygujace wydaje sie, ze zastosowane przez Autora czgstki o mniejszym rozmiarze maja
mniejszg powierzchnie wlasciwg. Zasadniczo, z redukcja rozmiaru czastek wigie sie zwiekszenie
powierzchni wiasciwej.

- Czy dla rozpatrywanych amorficznych uktaddw binarnych API-NMK wykonywane byty pomiary
rozpuszczalnosci i/lub uwalniania. Jedli tak, czy obserwowano zmiane {w szczegélnosci poprawe)
tych parametréw w poréwnaniu do czystego krystalicznego farmaceutyku?

- W pracy Al dyskutowano, w oparciu o analize zaleino$ci zmiany ciepta wtasciwego w Ty (AC;)
od zawartosci SYL244FP i SYL3050, moiliwe oddziatywania miedzy czasteczkami SVT a
powierzchnig obu zastosowanych NMK. Czy przeprowadzono np. badania podczerwone (FTIR)
celem potwierdzenia wnioskéw wysunigtych na podstawie analizy danych kalorymetrycznych?

Uwagi, drobne bledy

- Z uwagi na fakt, iz érednica poréw zastosowanych przez Autora materiatow krzemionkowych
2awierata sie w przedziale 1-50 nm, bardziej precyzyjne w mojej ocenle bytoby uzycie w tekscie
rozprawy okreslenia ,mezoporowate materiaty krzemionkowe” zamiast ,nanoporowate
materialy krzemionkowe”. Zreszta takie sformutowanie i podobne ({np. mezoporowata
krzemionka) mozna znaleié w tekicie publikacji stanowigcych podstawe pracy doktorskiej.

- Uiyte na str. 5 okreslenie ,materiaty lecznicze” w odniesieniu do badanych substancji
aktywnych jest niepoprawne.

- Na str. 11 Autor uiyt blednego sformutowania: zamiast ,Endotermiczny proces
odzwierciedlajagcy rekrystalizacje tej substancji”, powinno byé: ,Egzotermiczny proces
odzwierciedlajgcy rekrystalizacje tej substancji”.
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Katedra i Zaktad Farmakognozji i Fitochemii
Whydziat Nauk Farmaceutycznych w Soshowcu
Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach

Whiosek o wyrdinienie
pracy doktorskiej mgr inz. Daniela Kramarczyka
»Mechanizmy odpowiadajgce za poprawe fizycznej stabilnosci amorficznych
farmaceutykow po zastosowaniu krzemionkowych materiatéw
nanoporowatych”

Rozprawa doktorska mgr inz. Daniela Kramarczyka opiera sie na trzech
wieloautorskich artykutach, opublikowanych w prestizowych, recenzowanych czasopismach o
2asiegu miedzynarodowym (Pharmaceutics, |F=6.32; European Journal of Pharmaceutical
Sciences, IF=4.6; Molecular Pharmaceutics, IF=4.5). W dwdch pracach Doktorant jest
pierwszym autorem, jak rdwniez autorem korespondencyjnym, w trzeciej natomiast zajmuje
drugie miejsce na lidcie wspotautoréw. Analiza zataczonych do rozprawy odwiadczed
wspotautoréow pozwala stwierdzi¢, iz udziat Pana Daniela w powstawaniu publikacji byt
wiodacy.

Tematyka doktoratu obejmuje badania wptywu nanoporowatych materiatdw
krzemionkowych (NMK) na stabilno$¢ fizyczng amorficznych postaci trzech farmaceutycznych
substancji aktywnych (APIs): symwastatyny, celekoksybu oraz arypiprazolu, a takze okreélenie
mechanizmow molekularnych odpowiedzialnych za zmiane tej stabilnosci pod wptywem
zastosowanego NMK. Uwaiam, i praca niesie ze sobg duzy walor poznawczy i aplikacyjny,
wnosi cenny wkitad do dotychczasowego stanu wiedzy na temat skutecznych sposobdw
stabilizacji farmaceutykdow w formie amorficznej, a takie uzyskiwania nowych form
polimorficznych APIs. Uzyskane przez Doktoranta wyniki, w szczegdlnosci pokazanie, iz:

1) wielkos¢ oraz ilo$¢ czastek zastosowanego NMK stanowig kluczowe czynniki
determinujgce rekrystalizacje wybranych substancji czynnych z fazy amorficznej;






