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Ocena rozprawy doktorskiej mgr farm. Kamila Wdowiaka

pt.: ,,Amorficzne rozproszenia polifenoli stabilizowane polimerami jako droga

do poprawy wiasciwosci fizykochemicznych i biologicznych”

Praca dotyczy aktualnego i istotnego zagadnienia z pogranicza farmacji i technologii
postaci leku — poprawy rozpuszczalnosci oraz biodostgpnosci biologicznie czynnych polifenoli
ros$linnych poprzez wytwarzanie ich amorficznych dyspersji statych z udziatem nosnikoéw
polimerowych. Polifenole s3g zwigzkami o udokumentowanym korzystnym dziataniu
prozdrowotnym (m.in. dziatanie przeciwutleniajace, przeciwzapalne, neuroprotekcyjne czy
przeciwcukrzycowe), jednak ich praktyczne wykorzystanie terapeutyczne ogranicza bardzo staba
rozpuszczalnos¢ wielu z nich w wodzie, a co za tym idzie — niska biodostepnosé. W rozprawie
podjeto probe rozwiazania tego problemu poprzez amorfizacje wybranych zwiazkow takich jak
kurkumina, hesperetyna oraz piperyna i stabilizacj¢ otrzymanych form amorficznych za pomocg
polimerdéw farmaceutycznych oraz innych dodatkéw pomocniczych. Dzieki temu mozliwe jest
zwigkszenie rozpuszczalnosci takich zwiazkow i tym samym intensyfikacja ich dziatania

biologicznego.

Praca ma charakter eksperymentalny i sktada sie z czesci literaturowej oraz obszernej
czescei doswiadczalnej. Rozprawe obejmuje wprowadzenie, przeglad literatury, cel i zatozenia
badawcze, szczegdtowy opis wynikdw badan wilasnych wraz z ich omowieniem na podstawie
publikacji naukowych stanowigcych podstawe oraz podsumowanie z wnioskami koficowymi.
Catos¢ rozprawy liczy 171 stron maszynopisu, zawiera szereg rycin w postaci wykresow i a
bibliografia obejmuje NN pozycji, glownie najnowszych publikacji zagranicznych z ostatnich lat.
Struktura pracy jest logiczna i typowa dla rozprawy naukowej — od przedstawienia problemu
badawczego i stanu wiedzy, poprzez opis uzytych metod, az do wynikéw i ich analizy
prowadzacej do sformutowania wnioskéw. Tytut rozprawy jednoznacznie odzwierciedla jej tresé,

a ukfad tresci $wiadczy o przemyslanym zaplanowaniu badan przez Doktoranta.
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Ocena merytoryczna rozprawy

Przeglad literatury zawarty w pierwszej czesci rozprawy jest napisany rzetelnie i stanowi
solidne podstawy teoretyczne dla podjetych badan. Autor szczegétowo omawia charakterystyke
polifenoli — ich wystgpowanie, wiasciwosci chemiczne oraz udokumentowane efekty
farmakologiczne. Szczegolny nacisk potozono na te aspekty, ktore uzasadniajg cel pracy, czyli na
problem ich ograniczonej rozpuszczalnosci w wodzie i wynikajace z tego trudno$ci w osiggnigciu
odpowiedniego stezenia terapeutycznego in vivo. W przegladzie omowiono rowniez dostgpne
metody poprawy rozpuszczalno$ci substancji stabo rozpuszczalnych, ze szczeg6lnym
uwzglednieniem amorficznych dyspersji statych (ASD) oraz roznych technik ich otrzymywania
(m.in. mielenie mechaniczne, liofilizacja, suszenie rozpylowe, wyttaczanie na goragco — hot-melt
extrusion). Autor prezentuje aktualny stan wiedzy na temat zastosowania polimeréw jako
no$nikéw stabilizujagcych formy amorficzne substancji czynnych, a takze przytacza przyktady
literaturowe dotyczace amorfizacji polifenoli. Przeglad literatury jest obszerny (obejmuje
najwazniejsze prace z ostatnich lat, takze z 2022-2024) i dowodzi, ze Doktorant bardzo dobrze
orientuje si¢ w tematyce swojej rozprawy. Pozwala to czytelnikowi zrozumie¢ naukowe tto pracy

i jasno wskazuje na luke badawczg oraz potrzebg przeprowadzenia zaplanowanych badan.

W zakonczeniu czesci literaturowej sformutowano cel pracy oraz postawiono konkretne
hipotezy badawcze. Celem rozprawy bylo opracowanie amorficznych ukfadow polifenoli
(wybranych przedstawicieli tej grupy, charakteryzujacych sie skrajnie niskg rozpuszczalnoscig) z
udziatem polimerowych substancji nosnikowych i dodatkowych komponentéw stabilizujacych,
w celu zwiekszenia ich rozpuszczalnosci i oceny wplywu takiej formy na wilasciwosci
fizykochemiczne (rozpuszczalnosé, szybkos¢ uwalniania, trwato$¢) oraz potencjalne wiasciwosci
biologiczne (przepuszczalno$¢ przez bariery biologiczne, aktywnos¢ biologiczna in vitro).
Sformutowane hipotezy zaktadaty m.in., ze wytworzenie statych dyspersji amorficznych
wybranych polifenoli z odpowiednimi nosnikami pozwoli znaczagco poprawi¢ ich
rozpuszczalnos¢ w wodzie i ze poprzez odpowiedni dobér sktadnikéw (polimerdw,
wspotsubstancji takich jak fosfolipidy czy $rodki pomocnicze) mozliwe bedzie uzyskanie
stabilno$ci amorficznej formy oraz potencjalnie zwigkszenie przenikania tych zwiazkow przez
bariery biologiczne. Cele i zatozenia badawcze zostaly sformutowane jasno, sa ambitne, a

zarazem realne do osiagniecia w ramach pracy doktorskiej.

Dobér metod badawezych $wiadezy o wysokich kompetencjach Doktoranta i znajomosci
nowoczesnych technik analitycznych stosowanych w badaniach nad postacig leku. Do
otrzymywania amorficznych dyspersji polifenoli Pan Kamil Wdowiak zastosowat przede
wszystkim metod¢ wyttaczania na gorgco (HME, hotmelt extrusion), ktora pozwala na
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jednoczesne stopienie i rozproszenie substancji czynnej w matrycy polimerowej. Istotnym
elementem metodologicznym pracy jest zastosowaniec metodologii Box-Behnken w celu
optymalizacji sktadu i warunkow procesu HME — takie podejscie statystyczne do planowania
eksperymentu jest stosunkowo rzadkie w pracach doktoranckich i zastuguje na uznanie, gdyz
zwieksza wiarygodnos¢ i kompletnos¢ uzyskanych rezultatéw. W badaniach wykorzystano
nowoczesne techniki charakteryzacji otrzymanych ukladéw: rentgenowska dyfraktometrie
proszkowa (XRPD) do potwierdzenia amorficznosci otrzymanych dyspersji, roznicowa
kalorymetrie skaningowa (DSC) do oceny temperatur przemian fazowych i ewentualnej
mieszanialnosci skladnikow, oraz spektroskopie w podczerwieni (FTIR) do analizy potencjalnych
oddziatywah miedzyczasteczkowych pomiedzy badanym zwigzkiem a nosnikiem. Oceny
whasciwosci fizykochemicznych ukladéw dokonano poprzez pomiary rozpuszczalnosci i
szybkosci uwalniania substancji aktywnych z uzyskanych form stafych (testy rozpadu/uwalniania
w warunkach in viro). Co wiecej, w celu zbadania potencjalnej poprawy dostgpnosci
biologicznej, Doktorant przeprowadzil testy przepuszczalnosci przez modelowe bariery
biologiczne z wykorzystaniem modelu PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeability
Assay), symulujacego przenikanie przez bariere jelitowa (GIT) oraz barier¢ krew-mozg (BBB).
Zastosowanie tak szerokiego wachlarza metod — od technik fizykochemicznych po modelowe
badania biologiczne — jest mocng strona rozprawy. Pozwala to na kompleksowa oceng

otrzymanych uktadéw amorficznych w kontekscie zaktadanych zastosowan farmaceutycznych.

Warto podkreslié, ze Doktorant wybrat do badan reprezentatywne polifenole o roznej
strukturze i aktywnosci, co zwigksza zakres oddziatywania wynikéw pracy. Przedmiotem badan
uczyniono m.in. kurkuming — polifenol o silnym potencjale przeciwzapalnym i
przeciwnowotworowym, hesperetyne (aglikon hesperydyny o dzialaniu przeciwutleniajacym i
neuroprotekcyjnym) oraz piperyng — alkaloid z pieprzu czarnego (nie polifenol), znany z
synergistycznego zwigkszania biodostgpnosci innych zwiazkéw (np. kurkuminy). Polimery
zastosowane jako no$niki to gléwnie poliwinylopirolidon (PVP K30) oraz dodatkowe
komponenty, takie jak fosfolipidy (fosfatydylocholina) czy wybrane poliole (stodziki) petnigce
role $rodkéw uplastyczniajacych. Tak przemyslany dobor zaréwno substancji aktywnych, jak i

no$nikéw oraz dodatkéw, $wiadczy o duzej pomystowosci i wiedzy Doktoranta.

Wyniki badan zostaty przedstawione przejrzyscie. Autor konsekwentnie prowadzi
czytelnika przez kolejne etapy eksperymentdw i obserwacje. Na wstgpie zaprezentowano wyniki
badah nad zastosowaniem substancji pomocniczych obnizajacych temperature zeszklenia
polimeru PVP K30, co miafo ufatwi¢ proces wyttaczania na goraco w nizszej temperaturze.

Wykazano, ze dodatek popularnych stodzikow (erytrytol, ksylitol, sorbitol) moze petni¢ role
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plastyfikatorow PVP — szczegélnie erytrytol okazat sie najbardziej efektywny w pofaczeniu z

matryca polimerowa.

Nastepnie Doktorant przedstawit wyniki dotyczace otrzymania statych dyspersji
amorficznych kurkuminy i hesperetyny przy uzyciu zoptymalizowanych warunkow HME.
Wykorzystanie  wczesniej dobranego plastyfikatora (erytrytolu) umozliwito uzyskanie
Jednorodnych uktadow amorficznych zawierajacych stata dawke dwoéch substancji aktywnych
(kurkuminy i hesperetyny) w matrycy polimerowej. Analiza za pomocag XRPD i DSC
Jednoznacznie potwierdzita brak krystalicznosci obu zwiazkéw w otrzymanych dyspersjach, co
swiadezy o sukcesie procesu amorfizacji. Co wiecej, badania stabilnosci przechowalniczej
wykazaly, ze amorficzny stan kurkuminy i hesperetyny zostat utrzymany przez co najmniej 6
miesigcy, co dowodzi skutecznosei zastosowanych polimeréw i dodatkéw w stabilizacji formy

bezpostaciowej.

Kolejnym waznym segmentem wynikéw sa eksperymenty przeprowadzone z
wykorzystaniem metody Box-Behnken, w ktérych Doktorant zbadat wptyw ilosci
poszczegblnych sktadnikéw (udziat polifenoli oraz fosfolipidu) oraz temperatury procesu na
Jjakos¢ i wihasciwosci otrzymanych dyspersji amorficznych. Badania te dotyczyly rowniez
ukfadow wielosktadnikowych — kurkuminy i hesperetyny rozproszone;j wspdlnie w mieszaninie
PVP i fosfatydylocholiny. Zastosowanie fosfolipidu miato podwojny cel: dodatkowa stabilizacje
formy amorficznej oraz potencjalng poprawe biozgodnosci i przenikania substanci aktywnych.
Wyniki optymalizacji wykazaly, ze zaréwno stezenie polifenoli, jak i dodatek fosfolipidu istotnie
wplywaja na profil uwalniania i rozpuszczalno$é¢ substancji czynnych z matrycy. Otrzymane
dyspersje amorficzne cechowaty sie wysoce zwigkszona rozpuszczalnoscia kurkuminy i
hesperetyny w medium wodnym (bufor fosforanowy pH 6,8) w poréwnaniu z surowymi,
niezmodyfikowanymi zwigzkami. Co istotne, zaobserwowano zréznicowane profile uwalniania
— np. w niektorych formulacjach uwalnianie kurkuminy zachodzito szybciej niz hesperetyny, co
mozna byto regulowa¢ sktadem matrycy. Swiadezy to o mozliwosci dostosowania whasciwosci

uwalniania do potrzeb terapeutycznych poprzez odpowiedni dobor nosnikow.

Badania przepuszczalnosci w modelu PAMPA przyniosty bardzo interesujace wyniki,
wskazujgce na zwigkszenie przenikania zaréwno kurkuminy, jak i hesperetyny z otrzymanych
dyspersji w poréwnaniu z forma krystaliczng. Dotyczylo to zaréwno modelu przewodu
pokarmowego, jak i bariery krew-mozg. Szczegdlnie istotne jest, ze w przypadku bariery krew-
mozg zaobserwowano kilkukrotny wzrost przepuszczalnosci kurkuminy — co moze mieé
znaczenie w kontekscie jej potencjalnego dziatania neuroprotekcyjnego. Wyniki te sugeruja, ze

amorficzne rozproszenia polifenoli nie tylko poprawiajg rozpuszczalnosé, ale moga takze
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ulatwiaé ich transport przez bariery biologiczne, zwigkszajac szans¢ na osiggniccie efektu

farmakologicznego w tkankach docelowych.

W rozprawie omowiono rowniez przypadek amorficznej dyspersji innej pary zwigzkow—
kurkuminy i piperyny. Wykazano, ze dzigki wprowadzeniu obu tych substancji do jednej matrycy
polimerowej uzyskano jednoczesna poprawe ich rozpuszczalnosci. Co wigceej, piperyna (znana z
dziatania zwiekszajgcego biodostepnos¢ kurkuminy poprzez hamowanie jej metabolizmu) w
pofaczeniu z kurkuming w formie amorficznej moze dodatkowo potegowac efekt synergistyczny.
Otrzymany ukfad amorficzny kurkumina—piperyna charakteryzowat si¢ szybszym uwalnianiem i
wicksza iloscig rozpuszczonej substancji w medium niz poréwnywalne mieszaniny

krystalicznych form tych zwigzkow.

Autor sugeruje, ze takie pofaczenie mogtoby przetozy¢ sig na wzmocnienie aktywnosci
biologicznej (np. przeciwzapalnej) obu sktadnikow, co jednak wymagatoby dalszych badan in
vivo. Niemniej juz na etapie badan in vitro praca dostarcza przekonujacych dowoddw na korzysci

ptynace z zastosowania amorficznych form i facznego podawania tych dwoch zwiazkow.

Analiza i dyskusja wynikow przeprowadzona przez Autora jest wnikliwa i $wiadczy o
jego dojrzatosci naukowej. Doktorant skrupulatnie pordéwnuje uzyskane dane z danymi
literaturowymi, wyjasnia zaobserwowane zjawiska odwotujac si¢ do teorii i wynikow innych
badaczy. Na przyktad, wzrost rozpuszczalnosci polifenoli w matrycach polimerowych ttumaczy
nie tylko brakiem krystalicznosci, ale rowniez mozliwymi specyficznymi oddziatywaniami
(wigzania wodorowe) miedzy czgsteczkami polifenoli a nosnikiem, co znalazto potwierdzenie w
przesunieciach charakterystycznych pasm w widmach FTIR. Roéwniez stabilno$¢ amorficznych
form zostata doktadnie przedyskutowana — Autor wskazuje, ze obecnosé¢ drugiej substancji (czy
to drugiego polifenolu, czy dodatku typu fosfolipid) moze dziata¢ jako inhibitor krystalizacji, co

jest zgodne z najnowszymi doniesieniami o tzw. uktadach ko-amorficznych.

Trzeba zaznaczy¢, ze Doktorant nie unika réwniez krytycznej oceny swoich wynikow.
Wskazuje ograniczenia przeprowadzonych badan, np. fakt, ze testy przepuszczalnosci PAMPA
sg modelem in vitro i nie odzwierciedlaja w petni zlozonosci proceséw in vivo. Zasugerowat
jednak kierunki dalszych badan, w tym potrzebe weryfikacji uzyskanych rezultatéw w badaniach
biologicznych na liniach komérkowych lub modelach zwierzgeych. Takie podejscie $wiadczy o
dojrzatosci naukowej i zrozumieniu, ze praca doktorska stanowi pewien etap w rozwijaniu danego

tematu, a nie ostateczne zamkniegcie zagadnienia.

Podsumowujgc ocen¢ merytoryczng — rozprawa przedstawia oryginalne wyniki naukowe
o istotnym znaczeniu dla nauk farmaceutycznych. Autor osiagnat zalozone cele badawcze w
petni. Praca wnosi nowg wiedzg na temat formulacji polifenoli w postaci amorficznych dyspersji
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statych, demonstrujac praktyczne rozwiazania (np. zastosowanie erytrytolu Jako plastyfikatora,
uzycie matrycy polimerowofosfolipidowej) pozwalajace pokonaé ograniczenia biodostepnosci
tych cennych zwigzkéw. Nowatorski charakter badan potwierdza chociazby fakt, Ze czesé
wynikow zostata wyrézniona przez czasopisma naukowe (jedna z publikacji Doktoranta zostata
opatrzona mianem “Editor’s Choice™), co dowodzi wysokiej jakosci i oryginalnosci uzyskanych

rezultatéw.
Dorobek naukowy doktoranta

Ocena rozprawy doktorskiej nie moze by¢ petna bez uwzglednienia aktywnosci naukowej
i dorobku publikacyjnego jej Autora. Pan mgr Kamil Wdowiak w trakcie przygotowywania
rozprawy wykazat si¢ ponadprzecigtng aktywnoscig naukowa, co znalazto odzwierciedlenie w
liczbie i jakosci opublikowanych prac. Jest wspéfautorem co najmniej 4 publikacji naukowych, z
ktérych trzy stanowig bezposrednia realizacje tematyki rozprawy i zostaly opublikowane w

cenionych czasopismach migdzynarodowych z listy JCR. Naleza do nich m.in.:

- artykul badaweczy pt. ,Hot-Melt Extrusion as an Effective Technique for Obtaining
anAmorphous System of Curcumin and Piperine with Improved Properties Essential for
Their Better Biological Activities” opublikowany w czasopismie Molecules (2023, vol. 28,

3848),

« artykut pt. ,,Sweeteners Show a Plasticizing Effect on PVP K30 — A Solution for the Hot-
Melt Extrusion of Fixed-Dose Amorphous Curcumin-Hesperetin Solid Dispersions”
opublikowany w Pharmaceutics (2024, 16(5), 659) — wyr6zniony jako “Editor’s Choice
Article”,

* najnowsza praca pt. ,,Application of the Box-Behnken Design in the Development of

Amorphous PVP K30-Phosphatidylcholine Dispersions for the Co-Delivery of Curcumin
and Hesperetin Prepared by Hot-Melt Extrusion” opublikowana w Pharmaceutics (2024,
vol. 17(1), 26).

Ponadto Doktorant jest pierwszym autorem pracy przegladowej na temat biodostepnosci
hesperydyny i hesperetyny (opublikowanej w Nutrients w 2022 roku), co pokazuje, ze juz na
wezesnym  etapie studiow doktoranckich aktywnie uczestniczyt w dziatalnosci naukowe;j,
podsumowujac aktualny stan wiedzy w zakresie swojej specjalizacji. Nalezy podkresli¢, ze we
wszystkich wymienionych pracach Pan Wdowiak wystepuje jako pierwszy autor, co $wiadezy o
Jjego wiodacym wkiadzie w planowanie i realizacje badan oraz opracowanie wynikdw.
Sumaryczny dorobek publikacyjny Doktoranta jest imponujacy — publikacje ukazaly si¢ w

czasopismach o wysokim prestizu i impact factor, faczna liczba punktow MNiSW/MEIN za te
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artykuly znacznie przekracza minimalne wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Wyniki
badan byty tez prezentowane na konferencjach naukowych (krajowych i migdzynarodowych),
gdzie spotkaly si¢ z zainteresowaniem $rodowiska naukowego, o czym s$wiadcza uzyskane

nagrody i wyrdznienia (np. wyréznienie pracy w Pharmaceutics).

Tak bogaty dorobek w trakcie przygotowywania rozprawy dowodzi duzego
zaangazowania Doktoranta, umiejetnosci pracy w zespole badawczym (wspodtpraca m.in. z
oérodkami zagranicznymi, jak Trinity College Dublin), a takze wysokich kompetencji
merytorycznych. Jest to dorobek zdecydowanie wybijajacy siec ponad przecigtny poziom
doktorantéw na podobnym etapie kariery i stanowi dodatkowy argument przemawiajacy za

wyrdznieniem rozprawy.

Niemniej, w trakcie analizy przedlozonej rozprawy pojawily sie pewne kwestie
wymagajace doprecyzowania. Prosze, aby Doktorantka odniosta sie do nich w czasie publicznej

obrony pracy doktorskiej.

1. W rozprawie jako jeden ze zwiazkéw modelowych wybrano piperyng. Nie jest to
zwiazek z grupy polifenoli a wymienianie go na rowni z pozostatymi dwoma moze
wprowadzaé czytelnika w biad.

2. Czy w dalszych lub innych pracach niewchodzacych w sktad rozprawy doktorant
potwierdzit mozliwo$¢ zastosowania swojej koncepeji do innych zwiazkow
pochodzenia naturalnego?

3. Czy doktorant sadzi, ze podawanie doustne badanych polifenoli umieszczonych w
nosniku polimerowym moze wptywac np.: ogranicza¢ metabolizm tych zwigzkow w
przewodzie pokarmowym?

4. Czy planowana jest komercjalizacja wynikow badan zawartych w rozprawie?
Podsumowanie i wniosek

Rozprawa doktorska mgra farm. Kamila Wdowiaka pt. , Amorficzne rozproszenia
polifenoli stabilizowane polimerami jako droga do poprawy wiasciwosci fizykochemicznych i
biologicznych” stanowi oryginalne rozwigzanie waznego problemu naukowego z dziedziny nauk
farmaceutycznych, spetniajac tym samym wszystkie kryteria stawiane przez Ustawe z dnia 20
lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce art. 187 oraz odpowiednic akty
wykonawcze w zakresie nadawania stopni naukowych. Praca dowodzi, ze Autor posiada
wszechstronng wiedze teoretyczna w dyscyplinie farmacja, a takze wysokic umiejetnosci
planowania i prowadzenia badan naukowych. Wykazane w rozprawie wyniki cechuja sic wysoka
wartos$cia naukows, nowatorskim podejsciem metodologicznym oraz potencjatem aplikacyjnym
(mozliwosé wykorzystania uzyskanych formulacji w projektowaniu nowych lekow lub
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suplementow diety o lepszej biodostepnosci). Na podstawie przeprowadzonej oceny stwierdzam,
ze rozprawa w pelni odpowiada wymaganiom stawianym pracom doktorskim i
Jednoznacznie potwierdza posiadanie przez Pana Kamila Wdowiaka umiejetnosci samodzielnego

prowadzenia pracy naukowej.

Majac na uwadze powyzsze, w petni popieram nadanie mgr. Kamilowi Wdowiakowi
stopnia naukowego doktora. Co wiecej, uwazam, ze rozprawa wyroznia si¢ pod wieloma
wzglgdami na tle innych prac doktorskich. Kryteria nadania wyroznienia rozprawy doktorskiej
(takie jak: wybitny poziom merytoryczny pracy, nowosé i oryginalno$¢ uzyskanych
wynikow, znaczenie praktyczne wynikéw oraz ponadprzecigtny dorobek publikacyjny
doktoranta) s w tym przypadku spemione. Praca przynosi istotny wktad do rozwoju wiedzy w
zakresie formulacji farmaceutycznych polifenoli, przedstawia nowatorskie rozwigzania
potwierdzone w $wiatowej literaturze (witasne publikacje autora), a jej wyniki majg potencjalne
przetozenie na poprawg terapii z wykorzystaniem naturalnych zwigzkéw czynnych. Rowniez
aktywno$¢ naukowa Doktoranta oraz wysoka jakosé publikacji wynikajacych z rozprawy

znaczgco przekraczaja typowe oczekiwania.

W Swietle powyzszych argumentéw, wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej
Pana mgra farm. Kamila Wdowiaka. Uwazam, ze poziom i osiagniecia zaprezentowane w
niniejszej pracy w pehni na to zastuguja, dajac znakomite $wiadectwo kompetencji naukowych

Doktoranta i stanowiac wzorcowy przyktad rozprawy doktorskiej o wyjatkowych walorach.

prof. : .10 zdr. Sebastian Granica
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