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Otrzymywanie formy leku o polepszonych wlasciwosciach fizykochemicznych
na przykladzie antybiotyku z grupy cefalosporyn V generacji

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, ktorej promotorem jest
dr hab. n. farm. Katarzyna Michalska, prof. NIL, zostala przygotowana w Narodowym
Instytucie Lekow.

Podstawa opracowania recenzji jest Uchwala nr 38/2025 Rady Naukowej Narodowego
Instytutu Lekoéw z dnia 16 paZzdziernika 2025r.

Odkrycie antybiotykéw to jedno z najwazniejszych osiggnie¢ wspolczesnej medycyny.
Niestety wyksztalcanie nowych mechanizmoéw opornosci bakterii stanowi obecnie jedno
z istotnych zagrozen dla zdrowia publicznego i sprawia, ze wiele antybiotykdow staje sie
nieskutecznymi. Dlatego istnieje potrzeba poszukiwania nowych zwigzkéw chemicznych
o aktywnosci przeciwbakteryjnej lub stosowanie nowych strategii polegajacych na
poszukiwaniu synergistycznych oddzialywan pomie¢dzy dostgpnymi antybiotykami. Innym
podejéciem zmierzajacym do pokonania mechanizméw opornosci wyksztalconych przez
bakterie a co za tym idzie, o wickszej skutecznosci klinicznej i bezpieczenstwie stosowania
jest modyfikowanie znanych juz antybiotykow poprzez tworzenie nowych form leku
o poprawionych wlasciwosciach fizykochemicznych tj. polepszenie rozpuszczalnosci,
stabilnosci chemicznej czy farmakokinetyki.

Tematyka recenzowanej rozprawy doktorskiej stanowi odpowiedZz na pojawiajace si¢
zapotrzebowanie i doskonale wpisuje si¢ w ten aktualny trend poszukiwania nowych strategii
terapeutycznych.

Na osiggniecie zgloszone przez Doktoranta skladajg si¢ cztery prace opublikowane
w latach 2022-2025 w zagranicznych czasopismach naukowych znajdujacych sie w bazie
Journal Citation Raports (JCR) o tgcznym, imponujacym wspoétczynniku oddziatywania 20,8,
co odpowiada punktom MNiSW 520. Rozprawa doktorska zostala przygotowana w formie
komentarza do cyklu spdjnych tematycznie manuskryptow, w sklad ktérego wchodza

nastgpujace pozycje:

o D. Boczar, K. Michalska. Cyclodextrin Inclusion Complexes with Antibiotics
and Antibacterial Agents as Drug-Delivery Systems—A Pharmaceutical Perspective.
Pharmaceutics 2022, 14, 1389.DOI: 10.3390/pharmaceutics14071389
IF = 5,4, 100 pkt MNiSW
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¢ D.Boczar, K. Bus, K. Michalska. Study of Degradation Kinetics and Structural Analysis
of Related Substances of Cefiobiprole by HPLC with UV and MS/MS Detection. Int. J.
Mol. Sci. 2022, 23, 15252. DOI: 10.3390/ijms232315252
IF = 5,6, 140 pkt MNiSW

e 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. DOI: 10.3390/ijms242316644 :
IF = 4,9, 140 pkt MNiSW

o 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.
DOI: 10.3390/ijms26135953
IF = 4,9 na rok 2024, 140 pkt MNiSW

Publikacja wynikéw prac bedgcych tematem doktoratu w recenzowanych czasopismach;
pierwsza w Pharamceutics, a kolejne trzy w International Journal of Molecular Sciences
(kwartyl Q1, wydawnictwo MDPI), o obiegu miedzynarodowym $wiadczy o wysokim
poziomie naukowym badan, poprawnosci merytorycznej i zainteresowaniu tematem. Wobec
wartosciowego dorobku publikacyjnego, zadanie Recenzenta staje si¢ wigc w pewnym stopniu
formalnoscia.

Artykuly sa dwu- lub wieloautorskie, a Doktorant jest pierwszym autorem we wszystkich
pracach oraz autorem korespondencyjnym w jednej z nich, co wskazuje na Jego wiodgcy wkiad
w odniesieniu do czgsci eksperymentalnej jak i omowienia czy tez dyskusji wynikéw. Niestety,
w dokumentacji Doktorant nie zamiescil o$wiadczen wspétautoréow o ich wkladzie do danej

pracy.

Tytul dysertacji jest adekwatny do metodologii pracy eksperymentalnej,
przedstawionych rezultatéw badan i dyskusji wynikow zawartej w publikacjach. Kolejnos¢
publikowanych pozycji wskazuje na bardzo dobry plan dziatan naukowych, podczas gdy jakos¢
merytoryczna prezentacji wynikow zastuguje na wysokie uznanie.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi opracowanie liczace 70 stron,
do ktérego zostal dolaczony cykl 4 publikacji w tym 1 przegladowej (Publikacja 1) i 3
eksperymentalnych (Publikacje 1 — 3). Dysertacja obejmuje wykaz publikacji sktadajgcych sie
na cykl rozprawy doktorskiej, streszczenia w jezyku polskim oraz angielskim, wykaz skrotow
oraz lacznie 7 rozdziatow tj. wprowadzenie, cel pracy, materialy i metody obejmujace badania
eksperymentalne i1 obliczeniowe, omoéwienie i dyskusje wynikéw, podsumowanie cyklu
publikacji, wykaz literatury cytowanej w opisie rozprawy oraz kopie publikacji sktadajacych
si¢ na rozprawe doktorska. Dysertacja zawiera 66 pozycji literaturowych, starannie dobranych
i pochodzacych w wiekszosci z ostatnich lat, a wymienionych wg kolejnosci cytowania w tresci

rozprawy.

Czes¢ teoretyczna (wprowadzenie) zawiera pieé¢ podrozdziatéw, w ktorych Doktorant
kolejno opisuje role cyklodekstryn jako nosnikow leku, omawia wybrang do badan substancje
modelowg w postaci przedstawiciela cefalosporyn V generacji - ceftobiprolu, przybliza zasady
i potencjalne zastosowanie chromatografii cieczowej i spektrometrii mas w analizie
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farmaceutycznej oraz wykorzystanie technik obliczeniowych do projektowania optymalnych
komplekséw API z cyklodekstrynami, opisuje rowniez metody otrzymywania tych
komplekséw, a takze metody ich analizy. Przedstawione zagadnienia stanowia uzasadnione
wprowadzenie, potwierdzone danymi z piSmiennictwa.

W rozdziale ,,Cel pracy” Doktorant klarownie zaprezentowat zaréwno cel gléwny jak
i cele szczegotowe, ktére zaplanowano do realizacji w ramach kolejnych publikacji. Cel pracy
zostal jasno i szczegdtowo sprecyzowany, a zadanie postawione przed Doktorantem ambitne
obejmowalo opracowanie nowej formy leku z wykorzystaniem jako substancji modelowej
ceftobiprolu, stabo rozpuszczalnej w wodzie, amfoterycznej i chemicznie stabilnej
w $rodowisku kwasowym cefalosporyny V generacji.

Kolejny rozdziat ,Materialy 1 metody” zawiera prezentacj¢ metodyki
eksperymentalnych oznaczen obejmujacg min. badania degradacji ceftobiprolu w roztworze
wodnym (hydroliza kwasowa, zasadowa, utlenianie, fotoliza, termoliza), badanie wplywu
rodzaju uzytej CD na rozpuszczalno$¢ ceftobiprolu, badanie rozpuszczalnosci oraz stabilnosci
chemicznej liofilizowanych systemow dostarczania antybiotyku. Opisano roéwniez warunki
chromatograficzne przeprowadzenia analiz HPLC/UV, LC-MS/MS, NMR i ATR-FTIR oraz
XRPD, a takze oméwiono przeprowadzone badania obliczeniowe obejmujace techniki
dokowania oraz symulacje dynamiki molekularne;j.

W czgséei ,,Omoéwienie i dyskusja wynikéw” przedstawiona zostala problematyka
opisana w kolejnych publikacjach wchodzacych w sktad cyklu. W recenzowanej rozprawie
doktorskiej zaproponowano innowacyjne podejscie zmierzajace do uzyskania poprawy
wlasciwoscei fizykochemicznych ceftobiprolu, oparte na opracowaniu nowego systemu
dostarczania w postaci kompleksu z cyklodekstryna.

W ramach Publikacji 1 dokonano analizy dostepnej literatury naukowej obejmujacej 261
pozycji, w szeroko pojetej tematyce komplekséw cyklodekstryn z antybiotykami
i chemioterapeutykami przeciwbakteryjnymi w aspekcie ich biodostgpnosci obejmujgcych
parametry tj. poprawa rozpuszczalnosci, modyfikacja profilu uwalniania leku, spowolnienie
degradacji, poprawa przenikalnosci przez blony biologiczne, czy zwickszenie aktywnos$ci
przeciwbakteryjnej. Uwage poswigcono rowniez trdjskladnikowym ukladom z substancjami
pomocniczymi oraz zaawansowanym ukladom dostarczania lekow (nanogabki, nanowtokna,
nanoczgstki, mikroczastki, liposomy, hydrozele i1 makroczastki), ktére pozwalaja
na modyfikacje profilu uwalniania w zaleznosci od pozadanych wiasciwosci produktu
leczniczego. Otrzymywanie form leku o przedluzonym uwalnianiu pozwala na kontrolowane
uwalnianie, wydluzajac krazenie ogoélnoustrojowe 1 pozwalajagc na projektowanie
spersonalizowanych terapii.

Szczegolnie wartosciowa czescig jest wprowadzenie, wynikajace ze szczegdlowego studium
literatury, dotyczacego braku prob poprawy wilasciwosci fizykochemicznych ceftobiprolu,
co jednoczesnie stanowi uzasadnienie dla podjetych kierunkéw badawczych.

Kolejne publikacje (Publikacje 2-4) obejmujg prezentacje przeprowadzonych badan

eksperymentalnych. 0 QAL/
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W ramach Publikacji 2 zaprezentowano opracowang metode HPLC/UV dedykowang
do réwnoczesnego oznaczania ceftobiprolu, produktéw ubocznych syntezy oraz produktow
jego degradacji uzyskanych na drodze hydrolizy kwasowej i zasadowej, utleniania, fotolizy
i termolizy. Przeprowadzono badania kinetyczne (wyznaczono state szybkosci reakcji oraz
energie aktywacji), ktére potwierdzily niska stabilno$é antybiotyku w roztworach alkalicznych,
w obecnosci utleniacza oraz podczas napromieniowania $wiatlem UV, natomiast w srodowisku
0 odczynie kwasowym stwierdzono wyzsza stabilno$¢ antybiotyku. Ponadto, wykorzystujac
tandemowa spektrometri¢ mas (LC-MS/MS) zaproponowano 13 struktur produktéw degradaciji
i produktéw ubocznych syntezy.

Trzecia z publikacja cyklu (Publikacja 3) opisuje rezultaty symulacji przeprowadzonych
dla komplekséw ceftobiprolu w trzech stanach sprotonowania (niezjonizowany, sprotonowany,
jon obojnaczy) z trzema cyklodekstrynami (B-CD, HP-B-CD, SBE-B-CD) w dwoéch
przeciwnych orientacjach czgsteczki ceftobiprolu wzgledem cyklodekstyny, z wykorzystaniem
techniki dokowania oraz dynamiki molekularnej. Stwierdzono, ze z termodynamicznego
punktu widzenia najbardziej stabilny kompleks tworzy si¢ migdzy anionowym sulfobutylowym
eterem B-CD (SBE-B-CD) a kationowym, sprotonowanym ceftobiprolem w s$rodowisku
kwasowym (pH ponizej 3). Przeprowadzone analizy eksperymentalne wykazaty istotny wptyw
SBE-B-CD na wlasciwosci fizykochemiczne ceftobiprolu. Dodanie 10 mM SBE-B-CD
do roztworu ceftobiprolu (o stezeniu 1 mg/ml w 0,1 M HCI) zwigkszylo rozpuszczalnosé
1,5-krotnie i zmniejszylo stalg szybkos$ci degradacji 2,5-krotnie.

Ostatnia publikacja z cyklu prac (Publikacja 4) dotyczy badan prowadzonych dla nowych
systemow dostarczania ceftobiprolu w postaci stalej, ktore uzyskano w wyniku liofilizacji
z dodatkiem SBE-f-CD w obecnosci wybranych kwasow roznigcych sie stanem skupienia oraz
moc3g. Badania rozpuszczalnosci antybiotyku w utworzonych kompleksach, ustalanie profilu
zanieczyszczenn oraz badania dlugoterminowej  stabilno$ci chemicznej podczas
przechowywania przeprowadzono przy pomocy uprzednio opracowane] metody
chromatografii cieczowej (HPLC/UV) (Publikacja 2). W celu potwierdzenia utworzenia
zwigzku kompleksowego miedzy ceftobiprolem a SBE- B-CD wykorzystano techniki
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) oraz spektroskopii w podczerwieni
(ATR-FTIR), natomiast do badan stabilnosci fizycznej w trakcie ich wielomiesi¢cznego
przechowywania wykorzystano rentgenowska dyfraktometri¢ proszkows (XRPD). W efekcie
przeprowadzonych eksperymentéw zaproponowano forme leku do podania pozajelitowego.
Jako optymalne rozwigzanie wybrano kwas maleinowy zapewniajacy poprawe
rozpuszczalnosei (ok. 300-krotng) ceftobiprolu w ukladzie ceftobiprol/kwas maleinowy/SBE-
B-CD (w stosunku molowym 1:25:4) oraz stabilno$¢ fizykochemiczng do o$miu miesiecy
(temperatura —20 °C). Stwierdzono, ze przy pH powyzej 4,5 opracowany system dostarczania
antybiotyku w jego aktywnej formie wykazuje podobng rozpuszczalnos¢ i pH do komercyjnie
dostepnego preparatu zawierajagcego prolek ceftobiprolu w formie soli sodowej medokarylu.

Prezentacja wynikow badan zestawionych w cyklu czterech publikacji jest adekwatnym
studium podsumowujacym uzyskane wyniki.

W rozdziale ,,Podsumowanie cyklu publikacji ” Autor w zwigzly sposéb prezentuje
wyniki 1 wnioski z przeprowadzonych eksperymentéw w odniesieniu do artykulow
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wchodzacych w sktad dysertacji wskazujac na najwazniejsze osiggniecia, istotnie dla tematyki
doktoratu i jednoznacznie potwierdzajace jej aktualnos¢ i atrakcyjnos¢. Doktorant proponuje
metodologie pozwalajagca na otrzymywanie systemu dostarczania o poprawionej
rozpuszczalnosei dla ceftobiprolu, ktora jednoczesnie moze by¢ zaadaptowana dla innych
substancji czynnych, wykazujgcych wlasciwosci amfoteryczne lub zasadowe 1 ktéra jest
jednoczesnie stabilna w srodowisku kwasowym.

Podsumowujac te cze$¢ mojej oceny, stwierdzam, ze Doktorant w pelni zrealizowat
zalozony cel pracy, dobral wlasciwe metody badawcze, w przemyslany sposob zinterpretowat
uzyskane wyniki, a takze poprawnie sformutowal wnioski. Wszystkie artykuly wchodzace
w sklad recenzowanej dysertacji sa napisane w sposOb przejrzysty, zastosowane metody
opisane w prawidlowy sposéb, a prezentowane wyniki nie budzg zadnych zastrzezen. Prace
stanowigce niniejsza rozprawe¢ sa tematycznie spdjne 1 szczegélowo opracowane,
a wysoki IF wskazuje, ze badania zostaly wlasciwie zaplanowane i przeprowadzone
oraz prezentujg wysoki poziom naukowy. Manuskrypty przedstawione do oceny jako rozprawa
doktorska byly juz poddane weryfikacji przez niezaleznych recenzentéw w renomowanych
miedzynarodowych czasopismach naukowych i stanowig istotny wklad w rozwoj dyscypliny
naukowej.

Dysertacja zawiera wszystkie wymagane elementy rozprawy doktorskiej, a ponadto

osiagniety zostal jej cel aplikacyjny. Doktorant udowodnil, poprzez konsekwentne
przeprowadzenie szeregu eksperymentéw badawczych, ze zalozony cel glowny rozprawy
doktorskiej jakim bylo opracowanie nowej formy leku z wykorzystaniem jako substancji
modelowej ceftobiprolu jest mozliwy i daje szanse na wykorzystanie praktyczne.
Chciatabym podkresli¢, ze prace od strony merytorycznej oceniam zdecydowanie pozytywnie,
w szczegOlno$ci w zakresie eksperymentalnym. Realizacja zalozonego celu wymagata
od Doktoranta kompetencji oraz duzego doswiadczenia. Warsztat analityczny zawarty
w recenzowanej dysertacji jest niezwykle bogaty, a podjeta tematyka wymagala opanowania
umiejetnosci  tgczenia roznych technik analitycznych i planowania kolejnych dziatan
oraz konsekwentnej realizacji zalozonego planu.

Z prawa recenzenta do zadawania pytan prosz¢ o odniesienie do kwestii: (i) jakie
kryteria kierowaly Doktorantem przy wyborze analogu cefemu, (ii) str. 6 ,,Wykonane badania
kinetyczne wykazaly niskg stabilno$¢ ceftobiprolu w roztworach alkalicznych, w obecnosci
utleniacza i podczas napromieniowania probek z uzyciem bliskiego UV, a wzglednie wysokg
stabilnos¢ w $rodowisku o odczynie kwasowym” co Autor mial na mysli uzywajac tego
sformulowania?, (iii) str. 63 Doktorant zamieszcza konkluzje w odniesieniu do opracowanej
metody HPLC/UV: ,,Opracowana metoda z pewnos$cig bedzie stanowila skuteczne narzgdzie
do precyzyjnego oznaczania stg¢zenia natywnego ceftobiprolu w réznych zastosowaniach, nie
ograniczajacych si¢ jedynie do badan nad nowymi systemami dostarczania leku”. Autorzy
skupili si¢ jedynie na optymalizacji warunkdéw selektywnego oznaczania substancji czynnej
obok produktéw degradacji. Przydatnym byloby przeprowadzenie walidacji opracowanej
metody szczegdlnie w aspekcie zakresu liniowosci oraz wyznaczenia granic wykrywalnosci
i oznaczalnosci (LOD 1 LOQ).

Powyzsze uwagi nie umniejszajg wysokiej oceny i nie zmieniaja mojej bardzo pozytywnej

opinii o prezentowanej rozprawie doktorskiej. D %
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Podsumowujac, przedtozona do oceny rozprawa doktorska mgr Dariusza Boczara
»Otrzymywanie formy leku o polepszonych wlasciwosciach fizykochemicznych na przykiadzie
antybiotyku z grupy cefalosporyn V generacji’ prezentuje oryginalne oraz wartosciowe
opracowanie 1 odpowiada wymogom stawianym tego typu opracowaniom na stopiefi doktora
nauk farmaceutycznych. Recenzowana rozprawa spelnia wymogi formalne i warunki okreslone
w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024r.
poz.1571). Tym samym wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Narodowego Instytutu Lekow
o0 jej przyjecie i dopuszczenie Pana mgr Dariusza Boczara do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage innowacyjny charakter opracowania, a takze wysoka
warto$¢ uzyskanych wynikéw, ze wzgledow poznawczych, a zwlaszcza aplikacyjnych
oraz dorobek naukowy Doktoranta (4 artykuty naukowe, sumaryczny IF 20,8), kieruje wniosek
o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pana mgr Dariusza Boczara.

Dr hab. n. farm. Monika Dgbrowska

dr }.zb. Monika Dgbrowska
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