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Recenzja rozprawy doktorskiej magister inzynier Agnieszki Sliwinskiej,
zatytulowanej ,Wtasciwosci fizykochemiczne i aktywnos¢ biologiczna

pochodnych chinolonéw z cieczami jonowymi w postaci API-IL”

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Sliwiniskiej zostata
wykonana w Katedrze Chemii Fizycznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskie;.

Promotorem rozprawy doktorskiej jest dr hab. inz. Aneta Pobudkowska-Mirecka, prof. PW.

W recenzowanej pracy Pani mgr inz. Agnieszka Sliwiniska wyznaczyta sobie za cel analize
wptywu modyfikacji chemicznej substancji biologicznie czynnych, z wykorzystaniem cieczy
jonowych, na ich rozpuszczalno$¢ w wodzie, etanolu oraz 1-oktanolu. Wybdr
rozpuszczalnikéw nie jest przypadkowy, gdyz woda jest $rodowiskiem ptyndéw
ustrojowych, natomiast 1-oktanol jest traktowany jako modelowy lipid, bedacy
sktadnikiem bton komérkowych. Z kolei etanol zostat wybrany gdyz jest czestym
rozpuszczalnikiem lekéw, o wtadciwo$ciach posrednich pomiedzy wtasciwo$ciami wody
i 1-oktanolu. Pani mgr inz. Agnieszka Sliwiriska wyznaczyta sobie réwniez za cel analize
wplywu zaproponowanej modyfikacji chemicznej substancji biologicznie czynnych na
witasciwosci cytotoksyczne, aktywno$¢ przeciwbakteryjng oraz profil uwalniania substancji
czynnej. Do realizacji postawionego sobie celu jako przedmiot badan Doktorantka wybrata
chinolony, a spo$rdd nich chemioterapeutyki charakteryzujace sie stabg rozpuszczalnoscia
w wodzie, w badanym przedziale temperatury, takie jak chlorowodorek lomefloksacyny,
cynoksacyna, cyprofloksacyna, flumechina, kwas nalidyksowy, norfloksacyna, ofloksacyna

oraz sparfloksacyna. Do modyfikacji chinolonéw Doktorantka wybrata bromek
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trietyloheksyloamoniowy, bromek trietylodecyloamoniowy, bromek trietylo-(6-hydroksy-

-heksylo)amoniowy oraz bromek trietylo-(10-hydroksydecylo)amoniowy. Sg to ciecze
jonowe charakteryzujgce sie dobrg rozpuszczalno$cig w wodzie w temperaturze bliskiej
temperatury otoczenia oraz wskazywanej jako standardowa, wynoszacej 298,2 K oraz
w temperaturze ciata ludzkiego 310,2 K. Kwas nalidyksowy oraz sparfloksacyne, czyli
zwigzKi o najstabszej rozpuszczalno$ci w wodzie, Doktorantka zmodyfikowata cieczami
jonowymi, przeprowadzajgc reakcje cieczy jonowej z chemioterapeutykiem, otrzymujac
odpowiednie sole. Jako uktady referencyjne Doktorantka otrzymata sole sodowe kwasu
nalidyksowego oraz sparfloksacyny.

Praca doktorska posiada klasyczny uktad stosowany w tego typu opracowaniach i zawiera
Streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku polskim i angielskim oraz Stowa kluczowe
w jezyku polskim i angielskim, Wstep, Wprowadzenie, Podstawy teoretyczne, Zastosowane
metody badawcze i procedury eksperymentalne, Prezentacje wynikéw badan, Dyskusje oraz
wnioski, Podsumowanie, Materialy uzupetniajqce, Bibliografie liczqcq 136 pozycji, Wykaz
skrétéw, Spis schematdéw, Spis tabel, Spis wykreséw. Materiat ten zostat zaprezentowany na
217 numerowanych stronicach. Czes¢ literaturowa zostata podzielona na 3 czg$ci, ktérych
celem jest wprowadzenie w przedmiot badan stanowigcych rozprawe. O ile zasadniczo
zastrzezen nie budzg treéci zawarte we Wstepie, zawierajacym hipotezy badawcze oraz cel
pracy oraz we Wprowadzeniu, zawierajagcym krotki opis zagadnienia rozpuszczalno$ci
farmaceutykéw w wodzie, zwieztg charakterystyke chemioterapeutykéw, cieczy jonowych
oraz potgczen substancji biologicznie czynnych z cieczami jonowym. To czg$¢ III. Podstawy
teoretyczne zostata potraktowana przez mgr inz. Agnieszke Sliwiniskg do$¢ pobieznie. W tej
cze$ci Doktorantka ograniczyta sie do przedstawienia ciggu wzoréw, gdzie w wielu
przypadkach brakuje opisu symboli. Wyprowadzenia przedstawione w rozdziale
1. Réwnowagi fazowe oraz podrozdziale 1.1. Réwnania korelacyjne w oparciu o teorie
stezenia lokalnego sg niejasne. Dla przyktadu przej$cie od réwnania (1), okreslajgcego
warunek izotermiczno-izobarycznej rownowagi w uktadzie n-sktadnikowym j-fazowym,
do réwnania (2), okreélajacego warunek réwnowagi w uktadzie, w ktérym zachodzi reakcja
chemiczna, jest zaskakujgcy. Prosze zatem, aby na obronie Doktorantka oméwita zalezno$ci

od (1) do (7) przedstawione w rozdziale 1. R6wnowagi fazowe. Z kolei stosujac modele
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warto przedstawic ich zatozZenia oraz zakres stosowalnosci. Prosze zatem, aby na obronie

Doktorantka w zwiezty sposéb przedstawita zatozenia modeli Wilsona, NRTL (ang.
Nonrandom, Two-Liquid), UNIQUAC (ang. Universal Quasi-Chemical) z odniesieniem do
przedstawionych w dysertacji wzoréw oraz przedmiotu badan. Dlaczego wybrane zostaty
te modele? Prosze poda¢ kryterium wyboru. W czesci IV. Zastosowane metody badawcze
i procedury eksperymentalne, w rozdziatach 1. Reagenty oraz odczynniki chemiczne oraz
2. Zsyntezowane substancje - zestawienie Doktorantka w formie tablic zestawita odczynniki
chemiczne wykorzystywane w badaniach oraz zsyntezowane zwigzki. Podata informacje na
temat metod syntezy, oczyszczania oraz potwierdzania struktury otrzymanych zwigzkow.
W nagtéwku Tabeli 1 (str. 36) Doktorantka wyrazita stopien czystosci badanych zwigzkow
w procentach. Z jednej strony Doktorantka nie u$cislita o jakie ,procenty” chodzi, z drugiej
strony wiekszo$¢ wartosci liczbowych wskazuje, ze stopien czystosci badanych zwigzkow
nie zostat podany w procentach. W czesci VIII. Materialy uzupetniajgce w rozdziale
1. Synteza Doktorantka zaraportowata wyniki uzyskane dla kazdej syntezy. W rozdziatach
3. Analiza fizykochemiczna oraz 4. Badania biologiczne Doktorantka opisata metody
i procedury badawcze wykorzystane do realizacji zatozonego celu. Cze$¢ V. Prezentacja
wynikéw badan, ktéra powigzana z cze$cig VIII. Materialy uzupetniajgce stanowi bardzo
obszerng prezentacje materiatu doswiadczalnego. Obie czeSci zawierajg szereg tablic
z wynikami oraz wykreséw i korelacji, co pokazuje benedyktyniskie zaciecie Doktorantki
w pracy. Dla wszystkich badanych zwigzkéw Doktorantka wyznaczyta podstawowe
witasciwosci termofizyczne, majgce wptyw na ich rozpuszczalno$¢, takie jak temperatura
topnienia, temperatura zeszklenia oraz entalpie tych przemian. Na obronie prositabym
o analize termogramu zaprezentowanego na Wykresie 12 (str. 56). Doktorantka duzo
uwagi posSwiecita analizie stabilnosci termicznej badanych zwigzkéw. Wyjasnita, ze
wysokie temperatury topnienia chinolonéw przekraczajgce 490 K wynikajg z obecno$ci
sprzezonych uktadéw aromatycznych stabilizujgcych strukture czgsteczki oraz
wystepujgcych wigzan wodorowych. Pokazata, ze dla norfloksacyny, kwasu nalidyksowego
i flumechiny proces topnienia przebiega bez degradacji. Ponadto dla norfloksacyny
Doktorantka zaobserwowata przemiany polimorficzne. Autorka wykazata, ze pozostate
zwigzki ulegajg rozktadowi termicznemu, ktéry rozpoczyna sie podczas lub tuz po
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topnieniu. Pierwszym etapem rozktadu jest dekarboksylacja zachodzgca w przedziale

temperatury od 533 od 553 K, po ktérej w temperaturach od 573 do 693 K nastepuje
rozpad tancuchéw alkilowych oraz cze$ciowy rozpad pierScienia piperazynowego,
natomiast w temperaturach od 623 do 773 K dochodzi do rozpadu struktur aromatycznych.
Produktami rozktadu termicznego w zalezno$ci od etapu sg m.in. tlenek wegla(IV), alkeny,
fluorowodor, cyjanowodor. Doktorantka pokazata, Ze amoniowe ciecze jonowe majg
znacznie nizsze temperatury topnienia od badanych chinolonéw, ponizej 373 K, co wigze
sie z ich strukturg ograniczajgcg tworzenie uporzgdkowanej sieci krystalicznej. Wykazata,
ze bromek trietylodecyloamoniowy tworzy dodatkowo faze ciektokrystaliczna.
Doktorantka zaobserwowata, ze sole amoniowe kwasu nalidyksowego oraz sparfloksacyny
topity sie w temperaturach nizszych niz niemodyfikowane chinolony, lecz wyzszych niz
amoniowe ciecze jonowe, a obecno$¢ grupy hydroksylowej w kationie powodowata wzrost
temperatury przemian fazowych. Doktorantka podjeta réwniez probe otrzymania
monokrysztatéw badanych soli amoniowych. Jednak nie uzyskata préobek o jakosci
spetniajacej wymogi konieczne do analizy strukturalnej metodg dyfrakcji rentgenowskiej
na pojedynczym krysztale. Doktorantka wskazata na konieczno$¢ dalszej optymalizacji
warunkéw badan nad mechanizmami samoorganizacji tych zwigzkéw. Pani mgr inz.
Agnieszka Sliwinska okreslita wptyw temperatury na rozpuszczalnoéé cieczy jonowych,
badanych chinolonéw oraz ich soli w wodzie, etanolu oraz 1-oktanolu. W sumie
Doktorantka wyznaczyta 65 diagramoéw fazowych ciato state - ciecz. Warto$ci liczbowe
stezenia i temperatury oraz obliczone wspétczynniki aktywnosci zestawita w formie tablic
w Materiatach uzupetiajqcych w podrozdziale 3.2. Punkty eksperymentalne réwnowag
fazowych ciato state - ciecz w uktadach dwusktadnikowych. Doktorantka pokazata, ze nie
uzyskata wiarygodnych danych pozwalajacych na wyznaczenie krzywych rozpuszczalnoéci
uktadéw chlorowodorek lomefloksacyny + 1-oktanol oraz norfloksacyna + etanol.
Doktorantka zwrdécita réwniez uwage na nietypowy przebieg krzywej liquidus uktadu
norfloksacyna + 1-oktanol, gdzie wzrost temperatury o 5 K skutkowat 230-krotnym
zwiekszeniem stezenia rozpuszczonej norfloksacyny, podczas gdy dla pozostatych uktadéw
wzrost stezenia nie przekraczat trzykrotno$ci. Efekt ten krytycznie wyjasnita powolng
sedymentacjg fazy statej, co moze wskazywaé na niedostateczne rozdzielenie faz
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I prowadzenie pomiaréw w obecnosci zawiesiny, a nie roztworu nasyconego. Wskazata na

konieczno$¢ weryfikacji uzyskanych wynikéw. Nasuwa sie pytanie dlaczego Doktorantka
tego nie zrobita? Do opisu gatezi likwidusu Autorka zastosowata réwnanie Apelblata oraz
modele oparte na teorii lokalnego sktadu: Wilsona, NRTL oraz UNIQUAC. W tym miejscu,
szczegOlnie nalezy doceni¢ trudne i zmudne pomiary réwnowag fazowych ciato state - ciecz
uktadow, w ktorych badane substancje lecznicze takie jak kwas nalidyksowy, norfloksacyna
oraz sparfloksacyna charakteryzujg sie bardzo stabg rozpuszczalno$cig w wodzie. Stabg
rozpuszczalno$¢ chinolonéw w wodzie Doktorantka wyjasnita obecnoécig hydrofobowego
uktadu pierS$cieniowego w czgsteczkach, z oddzialywaniami m-m miedzy pier$cieniami
aromatycznymi, tworzeniem wigzan wodorowych w obrebie grup karboksylowych
i aminowych oraz zdolno$cig tworzenia stabo rozpuszczalnych form zwitterjonowych przy
pH zblizonym do fizjologicznego. Podkredlita, ze istotnym czynnikiem jest réwniez
zalezno$¢ rozpuszczalno$ci chinonéw od pH, poniewaz w $rodowisku kwasowym lub
zasadowym czasteczki ulegajg jonizacji, co sprzyja oddziatywaniom jon-dipol i prowadzi
do wyraznego wzrostu rozpuszczalnosci w wodzie i rozpuszczalnikach polarnych. Od
charakteru hydrofilowo-lipofilowego leku zalezy miedzy innymi sposéb jego aplikowania,
tak aby odpowiednio dotart do miejsca dziatania. Réwnowaga pomiedzy forma
zjonizowang a niezjonizowang zwigzku zapewnia odpowiednio rozpuszczalno$¢ zwigzku
w wodzie I w ttuszczach. Warto$¢ statej kwasowo$ci pKa zwigzku pozwala przewidziec jaka
forma bedzie dominowata w danym $rodowisku, gdzie pH zmienia sie w zalezno$ci np. od
czeSci przewodu pokarmowego. State kwasowosci pKa. badanych chinolonéw wyznaczone
zostaty w temperaturze 298,2 K oraz 310,2 K metodg Batesa-Schwarzenbacha. W oparciu
o dane literaturowe i badania wtasne Doktorantka pokazata, Zze pochodne chinolonéw
z podstawnikiem piperazynowym, takie jak lomefloksacyna, cyprofloksacyna, ofloksacyna
i norfloksacyna, charakteryzuja trzy etapy dysocjacji kwasowo-zasadowej w roztworach
wodnych. Istniejg zatem cztery formy jonowe w zalezno$ci od pH: podwéjnie protonowana,
monoprotonowana, zwitterjonowa oraz catkowicie zdeprotonowana. Wartos$ci pKa, i pKa,
odpowiadajg kolejnym etapom deprotonacji atoméw azotu w grupie piperazynowej,
natomiast pKa, zazwyczaj przypisywana jest deprotonacji grupy karboksylowej. Natomiast

cynoksacyna oraz flumechina nieposiadajgce podstawnika piperazynowego charakteryzujg
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sie jedng statg kwasowosci, przypisywang deprotonacji grupy karboksylowej.

Charakteryzujgc badane zwigzki pod katem ich potencjalnej aplikacyjnosci
farmaceutycznej Doktorantka woltamperometrycznie okre$lita profile uwalniania
sparfloksacyny i jej 4 pochodnych z matryc lipidowych, scharakteryzowanych metoda
niskokatowego rozpraszania rentgenowskiego. Dla bromku trietyloheksyloamoniowego,
bromku trietylodecyloamoniowego jak réwniez dla kwasu nalidyksowego i sparfloksacyny
oraz wybranych ich soli wyznaczone zostaly réwniez wartosci stezenia hamujacego
wzgledem Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 oraz
Staphylococcus aureus ATCC 6538. Poréwnujgc pochodne sparfloksacyny oraz kwasul
nalidyksowego, Doktorantka zaobserwowata wyzszg aktywno$¢ przeciwbakteryjng
oraz wiekszg cytotoksyczno$¢ pochodnych sparfloksacyny wobec komérek
eukariotycznych. Efekt ten wyjaénita obecnos$cig atomu fluoru w strukturze sparfloksacyny,
ktéry zwieksza lipofilowo$¢ czasteczki i utatwia jej przenikanie przez btony komoérkowe.
Zbadana zostata réwniez zywotnos$¢ linii komérkowej Vero po inkubacji przez 24 h
z dodatkiem cieczy jonowych, soli kwasu nalidyksowego lub soli sparfloksacyny. Nie zostata
jednak okreslona dawka dla ktorej spadek przezywalno$ci komdérek nabtonkowych nerki
matpy zielonej Cercopithecus aethiops wyniostby ponizej 50%, co uniemozliwito
wyznaczenie warto$ci parametru EC50. W czesci V. Prezentacja wynikéw badan, w kazdym
podrozdziale zabrakto narracji, ktéra pozwolitaby tatwiej $ledzi¢ zasadno$¢ wyboru do
badan takich a nie innych zwigzkéw oraz przeprowadzenia takich a nie innych
eksperymentéw. Czes$¢ VI Dyskusja oraz wnioski stanowi 9-stronicowe omowienie
najwazniejszych wynikéw uzyskanych w toku realizacji tez niniejszej rozprawy.
W kontekscie treSci zawartych w czesci VI, cze$¢ VII Podsumowanie wydaje sie by¢
zbyteczna.

Za najwazniejsze osiggniecie nalezy uzna¢ wyboér strategii modyfikacji chinolonéw,
polegajgcej na tworzeniu soli z amoniowymi cieczami jonowymi, co skutkuje znacznym
zwiekszeniem ich rozpuszczalnosci. W przypadku modyfikacji cieczami jonowymi bez grup
hydroksylowych w kationie rozpuszczalno$¢ otrzymanych soli amoniowych w wodzie,
w temperaturach 298,2 K oraz 310,2 K, wzrosta $rednio az 10 000 razy, w etanolu okoto

300 razy, a w 1-oktanolu 150 razy w poréwnaniu do odpowiadajgcych im
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niemodyfikowanych chinolonéw. Z kolei sole amoniowe z grupg hydroksylowg

w kationie charakteryzowaty sie $rednio ponad 20-krotnym wzrostem rozpuszczalnosci we
wszystkich analizowanych rozpuszczalnikach, w temperaturach 298,2 K oraz 310,2 K. Ich
rozpuszczalno$¢ przewyzszata takze te uzyskang dla odpowiednich soli sodowych. Badania
mikrobiologiczne wykazaty, ze wybrane chinolony po modyfikacji do formy soli
amoniowych zachowaty, a w niektérych przypadkach wykazaty wyzszg aktywnos$c
przeciwbakteryjng przy jednoczesnym braku wzrostu cytotoksycznosci. Zatem, dzieki
mozliwosci celowej modyfikacji struktury cieczy jonowej, mozliwe jest zaprojektowanie
odpowiednich wtasciwosci substancji biologicznie czynnej do okres$lonych zastosowan
terapeutycznych, zaré6wno w kontek$cie drogi podania, jak i parametréw kontrolowanego
uwalniania leku. Doktorantka dowiodta zatem, Ze strategia modyfikacji chemicznej
substancji biologicznie czynnych, z wykorzystaniem cieczy jonowych, moze stanowic
obiecujacg alternatywe w formulacjach lekéw nowej generacji, szczegélnie w przypadkach,
gdzie dotychczasowe strategie poprawy rozpuszczalno$ci okazujg sie by¢ niewystarczajgce.
Lektura niniejszej dysertacji nasuneta kilka pytan natury ogélnej. Dlaczego jako przedmiot
badan wybrane zostaty chinolony? Dlaczego do badan biologicznych wybrane zostaty
Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus
ATCC 6538 oraz linia komdrkowa Vero? Na str. 23 czytamy, ze do cieczy jonowych II
generacji zaliczane sg te, cytuje, ,0 potencjale energetycznym”. Co znaczy ,potencjat
energetyczny” cieczy jonowych, prosze rozwing¢ ten watek.

Autorka wykazata sie staranno$cig przy opracowywaniu tej pracy, wiadomo jednak, zZe
w tak obszernym tekécie nie mozna unikng¢ btedéw, a jednym z obowigzkéw recenzenta
jest je wskazac. Pozwole sobie zwrdci¢ uwage na kilka z nich. Dla przyktadu na stronie str.
42 oraz na str. 43 mozna przeczytaé: ,Reakcje przeprowadzono.. w temperaturze
pokojowej...", w obu przypadkach brakuje informacji w jakiej doktadnie temperaturze.
W pracy mozna znalez¢ kilka ,literowek”, w tekscie pozostawione zostaty ,sierotki”,
awykresy ilustrujgce diagramy fazowe sg mato czytelne. Powyzsze uwagi nie majg zadnego
wplywu na warto$¢ merytoryczng ocenianej rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki

Sliwinskie;j.
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Warta podkreslenia jest krytyczna analiza uzyskanych wynikéw, jasny opis czego nie udato

sie zrobi¢ lub wiarygodno$¢ ktérych wynikow nalezy zweryfikowac. Takie podejscie do
badan nalezy stawiaé za wzor, gdyz cytujac Feynmana: ,,... jezeli stworzyliscie jakqs teorie
I cheecie jg opublikowaé, powinniscie przedstawic jq jak najwszechstronniej, a nie dobierac¢

wyniki w ten sposéb, zeby wyglgdata korzystnie. Musicie podac¢ wszystkie wyniki.”.

Po zapoznaniu sie z rozprawg doktorska Pani mgr inz. Agnieszki Sliwinskiej stwierdzam,
ze postawiony cel pracy zostat zrealizowany, a uzyskane wyniki majg warto$¢ zaréwno
poznawczg jak i utylitarng. Zaprezentowane przez mgr inz. Agnieszke Sliwiniska rezultaty
stanowig wazny wklad do badafi nad projektowaniem zwigzkéw, w tym lekow,

o pozgdanych wtasciwoS$ciach.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska mgr inz.
Agnieszki Sliwinskiej stanowi ,..oryginalne rozwigzanie problemu naukowego...”,
spelniajac stawiane pracom doktorskim wymogi okreslone w ustawie z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018, poz. 1668 ze zmianami).
W zwiazku w tym wnosze o dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Sliwinskiej do dalszych
etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych

i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne.

(\1 Q\vze—e (\kok
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