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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Dariusza Boczara zatytulowanej
"Otrzymywanie formy leku o polepszonych wlasciwosciach fizykochemicznych
na przykladzie antybiotyku z grupy cefalosporyn V generacji"

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata wykonana w Narodowym Instytucie Lekéw,
ktorej promotorem pracy jest dr hab. n. farm. Katarzyna Michalska. Stanowi ona spéjny
i monotematyczny cykl czterech przedstawionych ponizej publikacji:

1. D. Boczar, K. Michalska*. Cyclodextrin Inclusion Complexes with Antibiotics and
Antibacterial Agents as Drug-Delivery Systems—A Pharmaceutical Perspective.Pharmaceutics
2022, 14, 1389,

2. D. Boczar, K. Bus, K. Michalska*. Study of Degradation Kinetics and Structural Analysis of
Related Substances of Ceftobiprole by HPLC with UV and MS/MS Detection. Int. J. Mol. Sci.
2022, 23, 15252,

3. D. Boczar, K. Michalska*, Investigation of the Affinity of Ceftobiprole for Selected
Cyclodextrins Using Molecular Dynamics Simulations and HPLC, Int. J. Mol. Sci. 2023, 24,
16644.

4. D. Boczar*, W. Bocian, J. Sitkowski, K. Piorunska, K. Michalska*, Development of
a Cyclodextrin-Based Drug Delivery System to Improve the Physicochemical Properties of
Ceftobiprole as a Model Antibiotic. Int. J. Mol. Sci. 2025, 26, 5953.

Prace te zostaly opublikowane w recenzowanych czasopismach o zasiegu mi¢dzynarodowym,
indeksowanych w bazie JCR. Sumaryczny wspélezynnik oddziatywania (IF) publikacji
wehodzacych w sktad cyklu wynosi 20,8, co odpowiada 520 punktom MNiSW. We wszystkich
pracach doktorant jest pierwszym autorem, za§ w ostatniej z nich roéwniez jest autorem

korespondencyjnym. Swiadczy to o kluczowej roli doktoranta w realizacji cyklu badawczego.



Narastajaca oporno$¢ bakterii na antybiotyki stanowi jedno z najwigkszych wyzwan
wspblczesnej medycyny. Szczegélnym problemem s3 patogeny wielolekooporne, takie jak
Staphylococcus aureus oporny na metycyling (MRSA) czy Streptococcus pneumoniae o obnizonej
wrazliwoéci na penicyliny. W odpowiedzi na to zagrozenie opracowano nowe cefalosporyny o
poszerzonym spektrum dziatania, wsrod ktorych szczegdlne migjsce zajmuje ceftobiprol.
Cefiobiprol jest antybiotykiem B-laktamowym V generacji, zaprojektowanym tak, aby laczy¢
skuteczno$¢ wobec bakterii Gram-dodatnich opornych na leczenie oraz zachowa¢ aktywnosc
wobec wybranych patogenéw Gram-ujemnych. Niestety ze wzgledu na ograniczong
rozpuszczalnoéé oraz stabilno$é lek ten stosowany jest wylacznie w postaci podania
donaczyniowego w formie proleku. Celem pracy bylo otrzymanie nowej formy leku dla
cefobiprolu jako substancji modelowej; jednak w mojej ocenie zakres badawczy zrealizowany
wramach dysertacji znacznie przekracza ten zadeklarowany w doktoracie. W ramach
realizowanego projektu badawczego doktorant opracowal réwniez nowg metodg oznaczania
ceftobiprolu oraz jego produktéw rozpadu z wykorzystaniem techniki HPLC/UV. Dodatkowo
oznaczyt stabilnos¢ ceftobiprolu w aspekcie hydrolizy kwasowo-zasadowej oraz degradacji
oksydacyjnej i fotodegradacji, jak réwniez zidentyfikowal i okresli struktury jego poszczegolnych
produktow rozpadu.

Przedstawiona do oceny rozprawa zlozona jest ze skladajacego si¢ z 70 stron autoreferatu
oraz zalaczonego do niego cyklu czterech prac, w tym trzech prac oryginalnych i jednej
przegladowej. We wstgpie autor przedstawial problem narastajgcej opornosei bakterii na
antybiotyki oraz ograniczenia terapeutyczne wynikajace 2z niekorzystnych wlasciwosci
fizykochemicznych substancji czynnych. Omoéwit znaczenie cyklodekstryn jako nos$nikow lekow
oraz mechanizm tworzenia komplekséw inkluzyjnych. Uzasadnit rowniez wybor ceftobiprolu,
jako substancji modelowej wynikajacej z jego wysokiej aktywnosci biologicznej a utrudniajgca
jego zastosowanie niska rozpuszczalnoscig oraz ograniczong stabilnodcig. Rozdzial trzeci zawiera
opisy zastosowanych metod badawczych, obejmujacych chromatografi¢ cieczowa HPLC/UV,
spektrometrie mas LC-MS/MS oraz techniki spektroskopowe NMR i ATR-FTIR. Przedstawiono
réwniez metody badaf stabilnosci chemicznej ceftobiprolu oraz procedury otrzymywania
komplekséw metods liofilizacji. Opisano réwniez zastosowane metody obliczeniowe, w tym
dokowanie molekulamne i symulacje MD. Gloéwna czgs¢ autoreferatu to rozdzialy czwarty i piaty
stanowigce omowienie i dyskusje wynikéw oraz podsumowanie cyklu publikacji, w ktoérych w
sposéb bardzo spéjny i klarowny zostaly przedstawione wyniki oraz wnioski wynikajace z
poszczegdlnych prac wehodzacych w sklad dysertacji. Wstgpem do cyklu prac wehodzacych w
sklad niniejszej dysertacji jest wyjatkowo rozbudowana i rzetelnie napisana publikacja

przegladowa (1), gdzie autorzy przeanalizowali ponad 200 publikacji naukowych dotyczacych



otrzymanych komplekséw cyklodekstryn z antybiotykami. Liczba ta $wiadczy o ogromnym
naktadzie pracy jak réwniez gruntownym przygotowaniu literaturowym doktoranta do realizacji
podjetej tematyki. Pozwolilo to na odpowiedni wybdr API - cefobiprolu dla ktorej nie bylo
prowadzonych wczesniej tego typu badan. W kolejnej publikacji (2) doktorant opracowal
i zwalidowat selektywna metode HPLC/UV oraz przeprowadzit szczegdlowe badania stabilnosci
chemicznej ceftobiprolu, identyfikujgc trzynascie dotad nieopisanych produktéw degradacji
i produktéw ubocznych syntezy, z wykorzystaniem techniki LC-MS/MS. W ramach badania
stabilno$ci wykazal wysoka podatnosé ceftobiprolu na degradacje w srodowisku zasadowym,
utleniajgcym i pod wplywem promieniowania UV oraz wzglednie wysoka stabilno$é¢ w
srodowisku kwasowym. Wyniki te wskazaly, ze wzgledu na stabilnos¢ API, wybor $rodowiska
kwasnego jako najbardziej korzystnego dla tworzenia kompleksow z B-cyklodekstryna. W ramach
kontynuacji badan (publikacja 3) doktorant zastosowat metody symulacji MD do oceny struktury
oraz stabilnosci komplekséw API z wybranymi cyklodekstrynami i na tej podstawie
wyselekcjonowal sulfobutylowy eter B-cyklodekstryny (SBE-B-CD) jako optymalna czasteczke
gospodarza. Uwieniczeniem cyklu jest praca 4 w ktdrej doktorant otrzymal kompleksy oraz
potwierdzil ich obecnosé technikami spektroskopowym DOSY NMR oraz FTIR. W kolejnym
etapie zbadal ich rozpuszczalno$é oraz stabilnosé. W ramach prowadzonych syntez autor
wykorzystat pig¢ réznych kwasow w celu uzyskania odpowiedniej wartosci pH roztworu, przy
czym tylko w przypadku zastosowania kwasu maleinowego uzyskany kompleks charakteryzowat
si¢ wymagang stabilnoscig oraz odpowiednig rozpuszczalnoécig. W ocenie calosciowej cyklu
publikacji na szczegélne podkreslenie zasluguje konsekwentne, wieloetapowe podejscie
badawcze, Iaczace analizg literaturows, badania eksperymentalne i metody obliczeniowe a
zakoficzone ofrzymaniem nowej formy leku, co bez watpienia $wiadezy o dojrzatosci naukowe;

doktoranta.

Z obowiazku recenzenta chcialbym réwniez przedstawié¢ pytania, uwagi oraz sugestie
natury merytorycznej ktdre nasungly mi si¢ w trakcie czytania dysertacji:

- Analizujgc zamieszczone w dysertacji publikacje nasunglo mi si¢ pytanie dotyczace
publikacji 2, w przypadku degradacji zasadowej zidentyfikowano trzy produkty rozpadu, jednak
na rysunku 6 (wykresie kinetyki degradacji zasadowej cefiobiprolu) sumaryczne stgzenie
analizowanych sktadowych w czasie nie jest zachowane, czy jest to wynik obecnosci jakiegos nie
zidentyfikowanego produktu rozpadu lub moze jest to efekt wytracania si¢ w analizowanym
roztworze ktéregos z tych produktéw. Podobng sytuacje mozna zauwazy¢ w przypadku analizy

produktéw degradacji oksydacyjnej (ODP - Fig 8).



- W przypadku prowadzonych symulacji MD warto by rozwazy¢ czy kompleks CBP-CD
nie moze tworzy¢ ukladéw o stosunku molowym 1:2, o ile w przypadku kompleksow
z podstawionymi cyklodekstrynami rozbudowana struktura podstawnikéw utrudniaé moze
powstawanie tego typu ukladow, o tyle warto przeanalizowaé¢ taka mozliwos¢ w przypadku
niepodstawionych cyklodekstryn.

- Czy w odniesieniu do oceny stabilno$ci prowadzonych symulacji MD doktorant
wyznaczal parametry RMSD i RMSF?

- W przypadku oceny wkladu entropowego, ze wzgledu na wysokga dynamikg
konformacyjna cyklodekstryny, a tym bardziej jej podstawionych pochodnych, zamiast podejscia
NMA warto by zastosowa¢ metody PMF lub TI/FEP.

- W publikacji 4 w zalgczniku na rysunku S3 zostato zamieszczone widma ROESY NMR
kompleksu, jest to jedna z podstawowych technik stosowanych do okreslenia struktury typu host-
guest, czy ich interpretacja pozwolita na okreslenie budowy kompleksu CBP-SBE-B-CD?

- Czy w uzyskanej w etapie koficowym formie leku badana byla zawartos¢ kwasu
maleinowego, poniewaz w widmie 1H NMR wystgpuje sygnat pochodzacy od tego kwasu?

- W celu oceny mozliwosci potencjalnego zastosowania otrzymanych komplekséw
w farmakoterapii warto by oceni¢ ich aktywno$¢ przeciwbakteryjng.

W mojej ocenie przedstawione powyzej uwagi nie wplywaja w sposob istotny na wysoki

poziom badan naukowych przedstawionych w niniejszej dysertacji.

Autoreferat zostal napisany poprawnym jezykiem naukowym. Styl rozprawy jest klarowny
i spojny, a wywod prowadzony w sposéb logiczny i uporzadkowany. Doktorant wilasciwie
postuguje si¢ terminologia specjalistyczng, zachowujac jednoczesnie wysokg przejrzystos¢ tekstu.
Na szczegdlne podkreslenie zastuguje bardzo dobra redakcja jezykowa, jak i rowniez edytorska
pracy. W trakcie lektury autoreferatu napotkatem drobne bledy o charakterze technicznym oraz
pewne niescistosci jezykowe, ktdre przedstawiam ponizej:

- Na rysunku 2 w podpisie angielskie sformulowanie ,,or” zamienione powinno by¢ na
polskie ,.lub”

- Sformutowanie ,,Aby reakcja chemiczna przebiegala z rozsadna szybkoscig, temperatura
ukladu powinna by¢ odpowiednio wysoka” ( str. 21) - nie bardzo wiadomo co oznacza rozsgdna
szybkosé reakeji.

- Sformulowanie ,,ich odpowiedzi w UV sg zblizone” (str. 36) wydaje sig ze lepiej by bylo
zastapi¢ np. charakteryzujg si¢ podobnym ksztaltem linii w widmie UV.

- Sformutowanie ,substancji pokrewnych” (str. 43) warto zamieni¢ na np. zwiazkow

bedgcych produktami degradacii.



W autoreferacie zabraklo mi informacji na temat pozostalej aktywnosci naukowej
doktoranta, jak uczestnictwo w konferencjach, wygloszone wykltady czy pozostate publikacje,
ktdre nie zostaly wlaczone w cykl dysertacji. Analiza w bazie Research Gate wykazala, ze
doktorant jest rowniez wspotautorem 5 publikacji naukowych nie wchodzacych w sklad cyklu,
opublikowanych w czasopismach indeksowanych w bazie JCR w latach 2020 - 2025, co
potwierdza jego wysokie zaangazowanie naukowe. Co warte podkreslenia, jedng z nich (Boczar,
D.; Bocian, W.; Malek, K.; Milczarek, M.; Laudy, A.E.; Michalska, K. Physicochemical
Characterisation of Ceftobiprole and Investigation of the Biological Properties of lIts
Cyclodextrin-Based Delivery System. Int. J. Mol. Sci. 2025, 26, 12108) opublikowang w grudniu
2025r. bez watpienia mozna uzna¢ za kontynuacje tematyki podjetej w doktoracie,

w  ktorej migdzy innymi zostaly opublikowane wyniki dotyczgce aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej oraz cytotoksycznosci kompleksu ceftobiprolu z SBE-B-CD
i potwierdzily zblizong aktywnos¢ przeciwbakteryjna do ceftobiprolu co $wiadczy, ze uzyskany
w ramach pracy doktorskiej kompleks inkluzyjny z powodzeniem moze znalezé zastosowanie

w farmakoterapii.

Podsumowujac, recenzowang rozprawe wyr6znia spojna, jak i rowniez istotna z punktu
widzenia naukowego, tematyka badawcza. Jednocze$nie otrzymana w pracy nowa forma
farmaceutyczna ceftobiprolu charakteryzuje si¢ potencjatem do zastosowania w farmakoterapii co
stwarza mozliwosci aplikacyjne uzyskanej formulacji. Zawarte w recenzji uwagi oraz drobne
bledy techniczne i jezykowe nie wplywaja na mojg bardzo wysokg ocene rozprawy, W mojej
opinii rozprawa doktorska Pana mgr. Dariusza Boczara spetnia wszystkie wymagania ustawowe
stawiane rozprawom doktorskim przez wlasciwa ustawe o stopniach naukowych i tytule
naukowym. Dlatego tez wnoszg do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Lekéw o dopuszczenie
mgra Dariusza Boczara do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie ze wzgledu na
wysoki poziom zrealizowanych badan oraz wysokie wartosci wspélezynnikéw naukometrycznych

prac opublikowanych w ramach dysertacji prac wnoszg o wyréznienie rozprawy.
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