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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE]

mgr inz. Natalii Rosiak

pt.
~Amorficzne dyspersje polifenoli”

Uwagi dotyczace strony formalnej i ukladu rozprawy

Pani mgr inz. Natalia Rosiak jest zatrudniona na stanowisku naukowo-
technicznym w Katedrze i Zakiadzie Farmakognozji i Biomateriatéw Uniwersytetu
Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. Badania wchodzace w sktad pracy
doktorskiej zrealizowata w macierzystej jednostce, pod opieka naukowa Promotora, prof.
dr hab. n. farm. Judyty Cieleckiej-Piontek oraz Promotora interdyscyplinarnego, prof. dr
hab. n. farm. Ewy Tykarskiej. Warto podkreslié, ze badania te byly finansowane ze
srodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu OPUS (UMO-
2020/37/B/NZ7/03975).

Rozprawa, zgodnie z zapisem ustawy, zostala przygotowana jako zbidr artykutéw
naukowych. Jest to pie¢ prac oryginalnych, ktérych taczny wspétczynnik oddziatywania
(IF) wynosi 26,8, a punktacja MNiSW: 700. Mgr inz. Natalia Rosiak jest pierwsza autorka
tych publikacji. OSwiadczenia pozostatych wspétautoréw w sposéb jednoznaczny
potwierdzaja Jej znaczacy indywidualny udziat i wiodaca role w ich tworzeniu, natomiast
zamieszczone kopie wraz ze streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, pozwalaja
stwierdzi¢, ze zbiér ten jest tematycznie powiazany. Od strony formalnej rozprawa
autorstwa mgr inz. Natalii Rosiak nie budzi zastrzezen i jest zgodna z aktualnymi
wymogami dotyczacymi prac doktorskich, okreslonymi w ustawie Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 (z p6zn, zm.), artykut 187, pkt. 31 4.

Artykuly, stanowiace trzon rozprawy, zostaly opublikowane w latach 2023-24 na tamach
trzech recenzowanych czasopism o zasiegu miedzynarodowym wydawnictwa MDPI, z
ktérych wszystkie charakteryzuja sie wysokimi wskaznikami naukometrycznymi, jak
impact factor. Sa to: Pharmaceutics (IF=5,4) — 1 artykul, International Journal of Molecular
Sciences (IF=5,6) — 3 artykuly, Molecules (IF=4,6) — 1 artykut. Czasopisma te ciesza sie
renoma w dyscyplinie nauk farmaceutycznych, sa wymieniane w wykazie ISI Master
Journal List, sa takze wysoko punktowane na listach MNiSW (140p).
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per se, to tzw. stabo dziatajace, jak flawonoidy, fenolokwasy, saponiny czy irydoidy, z

reguly sa skladowymi lekéw zlozonych, wytwarzanych z substancji roélinnych. Badania
ich dotyczace sa zatem ukierunkowane giéwnie na aspekt poznawczy: ustalenie struktury,
aktywno$ci farmakologicznej czy mechanizmu dziatania. Niezaleznie od danych
potwierdzajacych potencjal terapeutyczny, rzadziej trafiaja one do lecznictwa jako
wyodrebnione zwiazki, a w konsekwencji mniej liczne sa tez badania dotyczace ich
biodostepnosci, farmakokinetyki, czy formulacji.

Jedna z grup wyspecjalizowanych metabolitéw roslinnych, w przypadku ktérych mozna
zauwazy¢ chyba najwieksza dysproporcje, jesli chodzi o ww. kwestie, sa polifenole,
bedace przedmiotem badai Doktorantki. Klasycznym przykladem jest tu kurkumina,
zwiazek, z ktérym wiaze sie wielkie nadzieje z racji szerokiego spektrum aktywnosci
farmakologicznej, potwierdzonej ogromna liczba publikacji, a ktéry nadal funkcjonuje w
sferze jedynie potencjalnych zastosowan, ze wzgledu na niska biodostepnosé i szybki
metabolizm. Zatem, podjecie przez mgr inz. Natalie Rosiak tej tematyki uwazam za
bardzo trafne i dostarczajace w perspektywie wynikéw o wartosci aplikacyjne;j.

Wéréd  réznych  sposobéw, stuzacych poprawie rozpuszczalnoéci zwiazkéw
bioaktywnych, mozna wymieni¢ tworzenie amorficznych statych rozproszeri (ASD z ang.
amorphous solid dispersions). Cho¢ to podejscie jest eksplorowane od kilku dekad,
zastosowano je z sukcesem dla niektérych zwiazkéw fenolowych pochodzenia ro$linnego
dopiero w ostatnich kilku latach. Sa to jednak nadal badania pilotazowe.

Autorka rozprawy skupita sie na opracowaniu amorficznych statych rozproszen czterech
wybranych bioaktywnych polifenoli, traktujac to zadanie w sposéb kompleksowy. Po
pierwsze, wytworzone ASD mialy sie charakteryzowaé lepszymi wtasciwosciami
fizykochemicznymi, niz referencyjne krystaliczne zwiazki, a w konsekwendji takze wyzsza
aktywnoscia oceniona w modelach in vitro; po drugie, zastosowana metoda miata w
zatozeniu by¢ zgodna z zasadami ,zielonej chemii”; po trzecie, stabilnod¢ fizyczna i
mieszalno$¢ skiadnikéw ASD, a takze oddzialywania miedzy nimi, mialy by¢
potwierdzone technikami rentgenowskiej dyfraktometrii proszkowej i spektroskopowymi
wspartymi modelowaniem matematycznym i modelowaniem molekularnym. Podjety
problem badawczy jest, w mojej opinii, ciekawy i skutkujacy dostarczeniem nowatorskich
danych, szczegélnie, ze cztery zwiazki, ktérymi zajeta si¢ Doktorantka, nie byly
dotychczas przedmiotem podobnych rozwazan.

W tym miejscu chce wyrézni¢ dobér polifenoli, dla ktérych podjeto sie opracowania
amorficznych statych rozproszeri o pozadanych cechach. Sa to trzy flawonoidy, t.
kemferol, mirycetyna i fisetyna, oraz przedstawiciel stylbenéw - pterostylben. Niska
rozpuszczalno§é tych zwiazkéw w wodzie nie byla jedynym determinantem, o ich
wyborze zdecydowata bioaktywnos$¢, a nade wszystko zainteresowanie mozliwo$ciami
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Opublikowane wyniki sa efektem szeroko zakrojonych prac eksperymentalnych,
obejmujacych zaréwno do$wiadczenia laboratoryjne, jak i analizy in silico. Majac na
uwadze fakt, ze w kazdym przypadku zespét autorski tworzyty jedynie trzy osoby, tj.
Doktorantka oraz obie Promotorki, kompetencje badawcze i samodzielnoé¢ naukowa mgr
inz. Natalii Rosiak nie budza watpliwosci i zastuguja na uznanie.

Potwierdzaja to takze zamieszczone w rozprawie informacje, nie odnoszace sie
bezposrednio do badai przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej. Autorka
przedstawita bowiem nie tylko krétka notke na temat swojego wyksztalcenia, lecz réwniez
wykaz dziatan, skladajacych sie na catoksztatt aktywnosci naukowej. Ten catoSciowy
dorobek jest imponujacy. Obejmuje 29 opublikowanych prac (sumaryczny IF=142, punkty
MNiSW: 3490, indeks Hirscha 7, cytowania wg bazy Web of Science: 162), 20 posterowych
doniesien konferencyjnych oraz 3 wystapienia ustne, udziat w 3 projektach naukowych, w
tym dwéch NCN OPUS, udziat w 10 szkoleniach i stazach.

Rozprawa mgr inz. Natalii Rosiak, poza wymienionymi wyzej skladowymi (kopie
publikacji, streszczenia, sygnowane o$wiadczenia wspélautoréw, dane o aktywnosci
naukowej Doktorantki), zawiera ponadto trzystronicowy wstep, wprowadzajacy w
podjeta tematyke badawcza, cel i zatozenia pracy, komentarz dotyczacy najwazniejszych
efektéw poszczegélnych publikacji (13 stron) i wreszcie, wnioski oraz perspektywy
dalszych badani. Catod¢ uzupetnia spis odpowiednio dobranych 112 pozydi
literaturowych, w wiekszosci z ostatnich pieciu lat, w bezposredni sposéb odnoszacych sie
do tematyki prowadzonych badan wlasnych, a takze wykaz zastosowanych skrétéw.
Uklad tej czesci rozprawy nie odbiega od ogdlnie przyjetego schematu, jednak niektére
rozdzialy, szczegdlnie wstep, zostaty potraktowane zbyt syntetycznie.

Uwagi dotyczace tematyki badawczej i ocena merytoryczna

Rozprawa doktorska mgr inz. Natalii Rosiak wpisuje sie w istotny obszar badan w
dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki farmaceutyczne,
jakim jest poszukiwanie skutecznych rozwiazan w zakresie formulacji, prowadzacych do
poprawy efektywnosci leku. Jednym z kluczowych probleméw, wptywajacych na
mozliwosc¢ zastosowania w terapii bioaktywnych zwiazkéw jest ich staba rozpuszczalnosé
w wodzie i wynikajaca z tego niska biodostepnos¢ po podaniu doustnym.

Problem ten dotyczy zar6wno zwiazkéw syntetycznych, jak i naturalnych, jednak w
przypadku tych ostatnich widoczna jest zdecydowana dysproporcja, jeli chodzi o badania
w tym zakresie, szczegélnie w odniesieniu do substangji znanych. Wynika to czesciowo z
tradydji stosowania produktéw naturalnych jako przetworéw ztozonych, na czym opiera
sie klasyczne ziotolecznictwo tradycyjnych systeméw medycznych $wiata, i na czym
bazuje wspolczesna fitoterapia. Choc¢ izolowane zwiazki pochodzenia roélinnego z grup
metabolitéw silnie dziatajacych, jak np. alkaloidy czy glikozydy nasercowe, stanowia leki
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wykorzystania w celach terapeutycznych, wyrazajace sie w znaczacej liczbie
prowadzonych badan klinicznych (cytowanych wg. bazy ClinicalTrials.gov). Majac na
wzgledzie rosnaca tendendje, jesli chodzi o liczbe obecnych na rynku suplementéw diety,
zawierajacych ww. zwiazki, w przypadku ktérych kwestie dotyczace biodostepnosci nie
sa z reguly rozpatrywane, ukierunkowanie pracy mgr inz. Natalii Rosiak na badania,
ktérych efektem jest dostarczenie wynikéw o wartosci aplikacyjnej w odniesieniu do tych
wiasnie polifenoli, uwazam za szczegblnie cenne i majace przetozenie na sukces w ich
ewentualnym dalszym rozwijaniu jako substancji wiodacych o okreslonej aktywnosci, a w
konsekwencji rejestracji jako lekéw.

Zakres przedstawionych w rozprawie eksperymentéw jest bardzo szeroki. Obejmuje
zaréwno prace technologiczne, uwzgledniajace analize amorficznoéci i mieszalno$ci
sktadnikéw, wraz z ocena efektu koficowego, gdzie wplyw amorfizacji na badane cechy
fizykochemiczne (jak m.in. rozpuszczalno$¢) wzbogacono o badanie aktywnosci
(antyoksydacyjna, hamowanie acetylo- i butyrylocholinoesterazy), a takze prace
teoretyczne. Badania in silico, oparte na modelach matematycznych i modelowaniu
molekularnym, przeprowadzono w celu predykcji optymalnego skladu ASD czy tez dla
wyjaénienia oddzialywafi miedzy skladnikami wytworzonych amorficznych statych
rozproszen. Z kolei metoda dokowania molekularnego badano sposéb wiazania danego
polifenolu  z  miejscem  aktywnym  cholinoesteraz. ~ Zastosowane  metody
mechanochemiczne i analityczne oraz modele in vitro i in silico sa adekwatnie dobrane, a
poprawno$¢ metodologiczna przeprowadzonych eksperymentéw zostata juz oceniona w
trakcie procesu recenzyjnego miedzynarodowych czasopism, w ktérych Doktorantka
opublikowata wyniki swoich badan.

Jak juz wspomniatam wcze$niej, waski zespét wspdtautoréw artykutéw, bedacych
podstawa ocenianej rozprawy, wskazuje bezsprzecznie na wysokie kompetencje
badawcze mgr inz. Natalii Rosiak. Nie bez znaczenia jest tez wyksztalcenie Doktorantki,
ktéra jako fizyk, specjalizujacy sie w badaniach spektroskopowych, swobodnie porusza sie
w tematyce zwiazanej z badaniem interakcji molekularnych wystepujacych w ASD.
Opublikowane prace potwierdzaja takze Jej wysokie umiejetnosci w zakresie technologii
postaci leku, jak réwniez opanowanie szeregu testéw oceniajacych aktywnosé
antyoksydacyjna (ABTS, DPPH, CUPRAC, FRAP), czy aktywnod¢ enzymatyczna
(hamowanie AChE, BChE), ktére z kolei wykorzystuje sie w badaniach
fitofarmakologicznych, nie tylko w kontekscie polifenoli.

Wskazujac osiagniecia Doktorantki, bedace efektem przeprowadzonych badan, chce
wyrézni¢ zwlaszcza:

i. otrzymanie amorficznych statych rozproszenn (ASD) dla czterech bioaktywnych

polifenoli, tj. mirycetyny, fisetyny, kemferolu i pterostylbenu, w przypadku
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Dyskusja wynikéw, zawarta w poszczegblnych publikacjach, wskazuje na doglebna
orientacje Doktorantki w realizowanej tematyce badawczej. Krétkie streszczenie zatozen i
najistotniejszych wynikéw prac, ujetych w tych artykutach, zawarte w rozprawie, uwazam

za przejrzyste i wystarczajace. Niedosyt pozostawia zbyt syntetyczne potraktowanie tresci

teoretycznych, zawartych w rozdziale wstepnym rozprawy, o czym wspomniatam
wczesniej. Brakowato mi zwtlaszcza szerszej charakterystyki wybranych polifenoli, np.
podsumowania ich cech fizykochemicznych czy przypomnienia struktur.

Ponadto, szkoda, ze Autorka, wymieniajac przyktady innych zwiazkéw roslinnych, dla
ktérych otrzymano amorficzne state rozproszen, nie pokusita sie o choéby zwiezty
komentarz, dotyczacy ich zalet, stabilnosci czy odmiennosci metodyki (vs. badania
wlasne). Szczegblnie, ze wspomniane cytowania odnosza sie do flawonoidéw,
strukturalnie zblizonych do badanych trzech zwiazkéw, oraz resweratrolu, ktérego
pochodna jest badany pterostylben.

Niezaleznie od tej treSciowej lapidarnosci, omawiane czeSci rozprawy napisane sa
rzeczowo, poprawnym jezykiem naukowym. Nie dostrzeglam wiekszych uchybien
edytorskich. Ponizej wymieniam kilka przyktadéw pewnych nieScistosci, w wiekszosci
nomenklaturowych.

i. zaréwno w tytule rozprawy jak i w tekscie, Autorka uzywa pojecia ,, amorficzne
dyspersje” co jest anglicyzmem. Prawidtowe okreSlenie to amorficzne state
rozproszenia;

ii. sformutowanie ,,mtynek kulowy” jest zdrobnieniem, powinno by¢: mtyn kulowy;

iii. , potréjne ASD” (str. 29) to raczej tréjsktadnikowe ASD;

iv. okredlenie kilku gatunkéw na str. 11 jako ,obfitujacych w fisetyne” jest
nadinterpretacja, szczegélnie gdy nie podaje sie danych iloSciowych; w tym
kontekscie warto byto wspomnie¢ o truskawkach;

v. kemferol jest zwiazkiem szeroko rozpowszechnionym w S$wiecie roélin, jego
obecno$¢ potwierdzono nie tylko w wymienionych kilku gatunkach, z kolei
opisujac wystepowanie mirycetyny mozna byto, obok rodzin, wymieni¢ jakie$
przyktady gatunkéw zrédtowych, zeby zachowaé podobny schemat opisu;

vi. okreSlenie ,jagody” w kontekscie zrédet stylbenéw (str. 12) jest nieprecyzyijne,
odnosi sie ono wytacznie do typu owocu.

vii. okreslenie ,,wlasciwosci neuroprotekcyjne”, w oparciu jedynie o wyniki inhibigji
enzyméw AChE i BChE, jest pewna nadinterpretacja.

Reasumujac, tresci zawarte w tekscie rozprawy oraz publikacjach potwierdzaja szeroka
wiedze teoretyczna Doktorantki w dyscyplinie, ktéra reprezentuje, jak réwniez
umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia badai naukowych. Z pelnym przekonaniem
stwierdzam, ze oceniana rozprawa spetnia wymog zawarty w art. 187, pkt.1 Ustawy.
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trzech ostatnich po raz pierwszy na $wiecie, oraz wykazanie, ze charakteryzuja
sie one lepsza rozpuszczalnoscia niz zwiazki krystaliczne;

ii. potwierdzenie w wybranych modelach in vitro, zgodnie z przyjeta hipoteza
badawcza, ze wytworzenie amorficznych stalych rozproszeni badanych
polifenoli przelozy sie na wyzsza aktywno$¢ antyoksydacyjna oraz wyzszy
potencjat neuroprotekcyjny, oceniany poprzez inhibicje cholinoesteraz (AChE,
BChE);

iii. uzyskanie polepszonej przenikalnosci przez sztuczne blony biologiczne w testach
PAMPA-GIT (btona jelitowa) oraz PAMPA-BBB (bariera krew-mézg) dla ASD
pterostylbenu, co moze zwiekszyé efektywno$¢ neuroprotekcyjna i
przeciwstarzeniowa tego zwiazku przy zastosowaniu klinicznym
zaprojektowanej formulacji;

_iv. okreSlenie oddzialywan miedzy czasteczkami badanych polifenoli a nosnikiem,
uzyskujac w ten sposéb istotne dane dotyczace mechanizméw uzyskiwania
ASD;

v. wykazanie, ze spektroskopia w podczerwieni, wraz z analiza giéwnych
sktadowych, moze by¢ efektywnym narzedziem stuzacym do potwierdzania
stanu amorficznego w ukladach dwuskladnikowych (na przyktadzie ASD
kemferol-Eudragit®;

vi. potwierdzenie, na przykladzie ASD fisetyny, ze hydroksypropylo-B-
cyklodekstryna moze petnié¢ role efektywnego solubilizatora w uktadach
tréjsktadnikowych;

vii. opracowanie protokotéw do wytworzenia stabilnych ASD badanych polifenoli,
zgodnych z zasadami ,, zielonej chemii”, co jest podej$ciem proekologicznym, w
konteksScie przeniesienia procedury do skali przemystowe;j.

Przeprowadzone przez mgr. inz. Natalie Rosiak badania dostarczaja nowatorskich
wynikéw, zaréwno o charakterze poznawczym, jak i aplikacyjnym. Maja one znaczenie
nie tylko w kontekscie wypracowania nowych metod pozyskiwania amorficznych statych
rozproszen metabolitéw roslinnych, lecz réwniez zrozumienia mechanizméw, szczegdlnie
poznania oddzialywan miedzy czasteczkami bioaktywnego zwiazku a noénikiem. Zaleta
pracy jest préba szerszego spojrzenia na ocene waloréw otrzymanych ASD. Analizie
poddano nie tylko rozpuszczalno$é, ale réwniez testowano takie wiadciwosci, jak
przenikalno$¢ przez btony biologiczne oraz bioaktywnosé w modelach in vitro. Z punktu
widzenia szerszego wykorzystania bioaktywnych zwiazkéw pochodzenia roslinnego,
ktorych cechy fizykochemiczne stanowia ograniczenie przy projektowaniu doustnych
postaci leku, pionierskie prace Doktorantki nad wybranymi polifenolami stanowia
éwietna baze do dalszych badafi, bardzo potrzebnych w kontekscie rozwoju nauk
farmaceutycznych, a takze praktyki lekarskiej.
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Ponadto, wymienione powyzej osiagniecia jednoznacznie dowodza oryginalnosci
rozwigzan probleméw naukowych przez mgr inz. Natalie Rosiak i nowatorskiego
charakteru badar, spelniajac tym samym wymaganie sformutowane w artykule 187, pkt. 2
Ustawy.

W trakcie lektury nasuneto mi sie kilka pytari:

i. Czy badane bioaktywne polifenole sa zwiazkami, ktérych rozpuszczalnosé zalezy
od pH? Jako nosniki statych rozproszefi Doktorantka proponuje m.in
zastosowanie polimeréw anionowych i kationowych (Eudragity®).

ii. Czym podyktowany byt wybér akurat hydroksypropylo-p-cyklodekstryny jako
dodatkowego noénika? Cyklodekstryny tworza kompleksy inkluzyjne z
substancjami leczniczymi. Czy badano tworzenie takich komplekséw z fisetyna
lub pozostatymi polifenolami analizowanymi w pracy?

iii. Jaka bylta czystos¢ pterostylbenu, uzytego do badahh w publikacji nr. 1?

iv. Na czym polegalo "odparowanie rozpuszczalnika z liofilizacja (str. 14)" - z
technologicznego punktu widzenia liofilizacja to réwniez metoda odparowania
rozpuszczalnika. W jakim celu zastosowano liofilizacje w tym konkretnym
przypadku?

v. Jak wyglada stabilno$¢ badanego pterostylbenu w poréwnaniu do resweratrolu?
Czy w kontekscie uzyskanych wynikéw korzystniej bytoby skupi¢ sie na tej
wlasnie pochodnej, zamiast na poszukiwaniu rozwiazan dla poprawy
niekorzystnych cech samego resweratrolu?

Pytania powyzsze wynikaja z ciekawosci i moga by¢ podstawa do dyskusji podczas
obrony.

Podsumowanie i wnioski koficowe

Podsumowujac, rozprawa doktorska, autorstwa mgr inz. Natalii Rosika spelnia
warunki okreSlone w art. 187 ust. 1 i 2 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2018 r., poz. 1668 ze zm.). Badania, ktérych efektem sa artykuly naukowe,
wchodzace w skltad rozprawy, stanowia w mojej opinii istotny wkilad w rozwéj
dyscypliny nauk farmaceutycznych, zaréwno w aspekcie poznawczym, jak i
aplikacyjnym. W ich wyniku uzyskano szereg nowatorskich danych eksperymentalnych,
na ktérych mozna bazowaé, projektujac leki, zawierajace w swoim skladzie bioaktywne
ro§linne polifenole, ktére cechuje trudna rozpuszczalno$é w wodzie.

W zwiazku z powyzszym zwracam si¢ do Kolegium Nauk Farmaceutycznych
Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu z wnioskiem o
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dopuszczenie rozprawy mgr inz. Natalii Rosiak do dalszych etapé6w postepowania o
nadanie stopnia naukowego doktora.

Ponadto, ze wzgledu na wysoka wartos¢ merytoryczna rozprawy, wiuosku]g o jej
il fad )
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Irma Podolak
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