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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Mehrnaz Khalaji zatytutowane;j
»Design, synthesis, and properties of binary systems comprising linezolid”

(tytut pracy w jezyku polskim: , Projektowanie, synteza i wtasciwosci uktaddw binarnych
zawierajgcych linezolid”)

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata wykonana w Dziale Chemii Strukturalnej
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w todzi pod
kierunkiem dr hab. Marty Dudek, prof. CBMiM. Przedmiotem rozprawy jest inzynieria
kokrystalicznych potaczen antybiotyku oksazolidynonowego, linezolidu (LIN). Zakres prac
obejmowat projektowanie, synteze i badania strukturalne kokrysztatéw linezolidu, a takze
badania mozliwosci ich zastosowania w mezoporowatych krzemionkowych systemach
dostarczania lekéw. W badaniach wykorzystano m.in. rentgenowskie metody dyfrakcyjne,
metody jgdrowego rezonansu magnetycznego w ciele statym, obliczenia i metody analizy
termicznej. Okreslanie tendencji supramolekularnych materiatow, w tym farmaceutykow,
poprzez otrzymywanie i badanie szeregu ich roznych potfaczen krystalicznych, projektowanie
i kontrola struktury i wtasciwosci fizykochemicznych, rowniez na drodze kokrystalizacji, sg
jednymi z najwazniejszych zadan wspdtczesnej chemii supramolekularnej i inzynierii krysztatu.
W ten nurt badan wpisuje sie praca doktorska mgr Khalaji, wypetniajac luke w badaniach
strukturalnych linezolidu; do roku 2020 w bazie krystalograficznej Cambridge Structural
Database zdeponowane byty jedynie trzy struktury krystaliczne tego antybiotyku.

Praca doktorska zostata napisana w jezyku angielskim. Gtoéwna czes¢ pracy obejmuje 98
stron tekstu (rozdziaty 1-5) i 15 stron spisu prac cytowanych (289 pozycji; rozdziat 15).
Jednostronicowe rozdziaty 6-8 nie sg Scisle zwigzane z praca, dotyczg projektdw pobocznych,
w ktére Doktorantka byta zaangazowana, i prezentujg perspektywy dalszych badan. Rozprawe
uzupetniajg trojstronicowe streszczenia w jezyku polskim i angielskim, podziekowania, spis
rysunkéw (rozdziat 9), wykaz dorobku i dziatalnosci naukowe] (w tym spis publikacji
naukowych, wystgpien konferencyjnych, biografia naukowa; rozdziaty 10-13), wykaz skrétow
stosowanych w pracy (rozdziat 14) oraz kopie powigzanych z nig artykutdéw naukowych
(dodatek 1) i oswiadczenia wspotautoréw tych prac (dodatek I1). W pracy nie wydzielono czesci
eksperymentalnej. Rozprawa zostata napisana w sposéb mato zwiezty i ma nieco
niestandardowy podziat tresci w obrebie trzonu pracy. Poniewaz wiekszos¢ wynikow
uzyskanych w trakcie realizacji pracy doktorskiej zostata juz opublikowana (w artykutach T1-
T4), a ich prezentacja w dysertacji ma forme przewodnika po tych publikacjach, proporcje
miedzy czescig literaturowgq a pozostatymi czeSciami pracy, w tym dyskusjg wynikdw, sg nieco
zaburzone.

Zasadnicza cze$¢ pracy podzielona jest na pie¢ rozdziatdw. Pierwszy stanowi
pieciostronicowe wprowadzenie (Introduction).

Kolejna, najobszerniejsza czes¢ pracy (State of knowledge; 51 stron) to szczegdtowy opis
wybranych zagadnien z zakresu kokrysztatow farmaceutycznych i zastosowania kokrystalizacji



w poszukiwaniu nowych, bardziej efektywnych form znanych lekdéw. Autorka przedstawia tu
m.in. (a) metody doboru koformerdw, (b) metody otrzymywania kokrysztatow (w tym
odparowanie rozpuszczalnika, krystalizacje z zastosowaniem antyrozpuszczalnika, synteze
zawiesinowg, mechanochemiczng, krystalizacje z cieczy nadkrytycznych, suszenie rozpytowe
i metody wykorzystujgce fale akustyczne) oraz (c) metody charakterystyki fizykochemicznej
kokrysztatow (rentgenografie strukturalng monokrysztatéw i dyfrakcyjne metody proszkowe,
SC-XRD i PXRD, metody jagdrowego rezonansu magnetycznego w ciele statym, ssNMR,
spektroskopie Ramana, metody analizy termicznej — réznicowg kalorymetrie skaningowa
i termograwimetrie, DSC i TG, oraz obliczeniowe). Dyskutuje wptyw kokrystalizacji na
podstawowe wiasciwosci fizykochemiczne lekéw, takie jak temperatura topnienia i trwafosc,
atakze na rozpuszczalnos¢ i przenikalnos¢ przez btony biologiczne, ktére decyduja
o dostepnosci farmaceutycznej leku i — ostatecznie — jego biodostepnosci. W tej czesci pracy
Autorka omawia tez systemy dostarczania lekow, ze szczegdlnym uwzglednieniem
mezoporowatych nanoczgsteczk krzemionki (MSNs) i sposobéw tadowania lekéw do tych
nosnikdw. Za wyjagtkowo wartosciowe w tej czesci pracy uwazam liczne i ciekawe przyktady
zastosowania poszczegdlnych metod w badaniach uktadéw lek—MSNs, a w szczegdlnosci
wykorzystania jedno- i dwuwymiarowych technik ssNMR do analizy konformacji, oddziatywan
miedzyczgsteczkowych, stopnia jonizacji, sposobu koordynacji do jonéw metali, polimorfizmu,
dynamiki molekut farmaceutykow. Cho¢ ta cze$¢ pracy stanowi wyczerpujgce opracowanie
wiekszosci zagadnien ufatwiajgcych dalszg lekture, uwazam, ze ze wzgledu na tematyke, cel
i zakres pracy zabrakto w niej szerszego omdéwienia:

1. Krystalochemii linezolidu z uwzglednieniem stereochemii, konformacji, oddziatywan
miedzyczasteczkowych i tendencji supramolekularnych. Ma to szczegdlne znaczenie
w kontekscie dwuznacznosci wzgledem form Il i IV antybiotyku (odmiana tréjskosna,
grupa przestrzenna P1, kody CSD TIYQAU i TIYQAUO2; te same zredukowane komorki
sieciowe). Ze wstepu dowiadujemy sie, ze odmiany te, poczagtkowo uwazane za rdzne,
ostatecznie okazaty sie by¢ tozsame. Konformacje dwodch krystalograficznie
niezaleznych czgsteczek LIN w strukturach TIYQAU i TIYQAUO2 s3 jednak znaczgco
rozne, szczegdlnie w zakresie orientacji pierscienia morfolinowego wzgledem
aromatycznego. Majgc na uwadze rézne metody, ktorymi wyznaczono struktury form
l1I'i IV (SC-XRD vs PXRD), konieczne jest wskazanie tej wtasciwej struktury.

2. Przemian form statych linezolidu, w szczegdlnosci charakteru i warunkéw przemiany
fazowej LIN I — LIN Il (topienie w 155 °C, krystalizacja w 160 °C) oraz zimnej
krystalizacji (ok. 80 °C) fazy amorficznej uzyskanej w wyniku schtodzenia stopionego
w 180 °C leku. (Na str. 2 podano, ze przemiana LIN Il = LIN Il zachodzi w 120-140 °C.)

3. Rozpuszczalnosci linezolidu i uzasadnienia koniecznosci jej poprawy w Swietle
dawkowania i klasyfikacji leku wg systemu klasyfikacji biofarmaceutycznej, BCS.
W kilku miejscach w pracy znajdziemy informacje, ze rozpuszczalnos¢ w wodzie LIN
jest niska i ze wymaga poprawy (str. 2, 59, 75, 79, 82, 93, 95, 97, praca T2), w innym —
ze biodostepnos¢ jest doskonata (T1).

Zaznaczam, ze w czesSci watpliwosci te zostaty wyjasnione w pracy T2.

Na kolejnych trzech stronach pracy zdefiniowany jest jej cel (Objectives of the thesis).
W skrécie mozna go przedstawi¢ jako opracowanie metod poprawy witasciwosci
fizykochemicznych linezolidu poprzez zaprojektowanie, otrzymanie i zbadanie jego
kokrysztatow oraz ocene mozliwosci ich zastosowania w krzemionkowych systemach
dostarczania lekéw. Aby zrealizowa¢ tak ambitny cel, przewidziano nastepujace zadania:



(a) przetestowanie wybranych metod selekcji koformerdw, zaprojektowanie i synteze
mechanochemiczng kokrysztatéw linezolidu, (b) otrzymanie monokrysztatéw uzyskanych
potgczen kokrystalicznych i ich analize strukturalng nakierowang na opis preferencji
supramolekularnych czgsteczki antybiotyku (preferowanych syntondéw), (c) okreslanie
struktury potgczen nietworzacych odpowiedniej jakosci monokrysztatéw przy pomocy ssNMR
i obliczeniowych metod przewidywania struktur krystalicznych (CSP) oraz (d) zbadanie
mozliwosci wprowadzania linezolidu i jego kokrysztatu do nanoczgstek krzemionki.

Realizacja wiekszosci celéw zostata opisana w czterech pracach opublikowanych w latach
2020-2023 w bardzo dobrych czasopismach o renomie miedzynarodowej: Crystal Growth
& Design, Acta Crystllographica Section B, Solid State Nuclear Magnetic Resonance oraz
ChemPhysChem (T1-T4). Publikacje majg od trzech do szesciu autoréw, w trzech z nich mgr
Khalaji jest pierwszym autorem, a autorem do korespondencji we wszystkich pracach jest
Promotor, prof. M. K. Dudek (w dwodch razem z prof. M. J. Potrzebowskim). Wktad
wspofautorow w powstanie tych prac zostat udokumentowany oswiadczeniami dotgczonymi
do pracy. Wktad mgr Khalaji, okreslony kazdorazowo przy okazji omawiania poszczegdlnych
publikacji i podkreslony przez pozycje Jej nazwiska na liscie autorow (w szczegdlnosci w trzech
pierwszych publikacjach), dowodzi Jej kompetencji do prowadzenia badan naukowych. Prace
wykonane w ramach ostatniego zadania (oznaczone jako T5) nie zostaty jeszcze opublikowane.

Dyskusji wynikéw uzyskanych w efekcie realizacji celéw pracy poswiecony jest jej czwarty
rozdziat (Results and discussion). Na 35 stronach krétko omdéwione sg rezultaty badan opisane
w pracachT1-T4 oraz szczegdtowo przedstawiony jest materiat nieopublikowany (23 strony).

Publikacje T1 i T2 sg scisle ze sobg powigzane i dotyczg projektowania, syntezy
mechanochemicznej, otrzymywania monokrysztatéw, badan strukturalnych, wiasciwosci
termicznych i rozpuszczalnosci kokrysztatéw linezolidu. W wyniku przetestowania 19 réznych
wstepnie wyselekcjonowanych koformerdéw, otrzymano i scharakteryzowano 11 faz
kokrystalicznych (w tym 9 nowych) zawierajgcych 10 réznych kwasow benzoesowych:
5 bezwodnych (z kwasem benzoesowym, BA, i z kwasami 2,3, 2,4, 2,6-
i 3,5-dihydroksybenzoesowymi, 2,3-DHBA, 2,4-DHBA, 2,6-DHBA i 3,5-DHBA) oraz 6 hydratéw
(z kwasem p-hydroksybenzoesowym, PHBA, kwasami 2,4-, 2,5-, 3,4-dihydroksybenzoesowymi,
2,4-DHBA, 2,5-DHBA, 3,4-DHBA, kwasem 3,4,5-trihydroksybenzoesowym, tj. galusowym, GA,
i p-aminobenzoesowym, PABA. Opisano struktury krystaliczne 5 kokrysztatow: LIN:BA 1:1,
LIN:2,6-DHBA 1:1, LIN:PHBA:H,0 1:1:1, LIN:3,4-DHBA:H20 1:1:0.6 i LIN:GA:H0 1:1:1. Na ich
podstawie przedstawiono typy oddziatywan miedzyczasteczkowych, w ktére angazuje sie
linezolid w kokrysztatach, oraz ustalono hierarchie akceptorow wigzan wodorowych,
wskazujgc grupy karbonylowe (amidowg i oksazolidynonowg) jako najbardziej aktywne.
Miedzy innymi, zwrécono uwage na kontakty miedzy uktadami aromatycznymi, pomimo —
przynajmniej w klasycznym rozumieniu — niesprzyjajgcej orientacji i duzych (nawet powyzej
6 A) odlegtosci miedzy srodkami pierécieni. Jednoczesnie znacznie mniejsze odlegtosci miedzy
pierscieniami sgsiednich czgsteczek w krysztale roztworu statego, opisanym w pracy T4, nie
zostaty uznane jako przejaw odziatywan miedzy tymi pierscieniami. (Na marginesie,
w krysztale tym mozna rozwazy¢ wystepowanie oddziatywan miedzy wolng parg elektronowa
karboksylowego atomu tlenu a pierscieniem aromatycznym (lp---m).) Prosze zatem
o zdefiniowanie natury tych oddziatywan, kryteridw geometrycznych ich wystepowania oraz
ich ewentualnej roli w stabilizacji struktury w obecnosci innych, silnych wigzan wodorowych.

Chce podkresli¢, ze pozyskiwanie faz kokrystalicznych w syntezach mechanochemicznych,
a takze prace przygotowawcze, np. identyfikacja i charakterystyka fizykochemiczna odmian
polimorficznych koformerdw i badania ich ewentualnych przemian pod wptywem sit



mechanicznych, zostaty przeprowadzone i opisane z duzg starannoscig. Zbadano wptyw
(a) odmiany polimorficznej linezolidu (wskazujagc mniej trwatg forme Il jako bardziej
efektywng w kokrystalizacji od trwatej formy Il), (b) typu (woda, metanol, toluen) i (c) ilosci
(0.5-56 ekwiwalentéw molowych) rozpuszczalnika na przebieg syntezy mechanochemiczne;j.
Zastanawia mnie, dlaczego nie testowano (a) roznych form krystalicznych (odmian
polimorficznych, hydratéw) wstepnie wybranych koformeréw oraz (b) innych stosunkow
molowych substratow niz 1:1. Postep kokrystalizacji monitorowano przy pomocy metod
spektroskopowych, dyfrakcyjnych i termicznych (*3C CPMAS NMR, PXRD, DSC i TG).
Przedyskutowano skutecznos$¢ trzech réznych metod ,wirtualnego poszukiwania”
kokrysztatow, tj. metody opartej na komplementarnosci molekularnej (ang. Molecular
Complementarity, MC), sktonnosci do tworzenia wigzan wodorowych (ang. Hydrogen Bond
Propensity, HBP) oraz mapach molekularnego potencjatu elektrostatycznego (ang. Molecular
Electrostatic Potential, MEP, Maps). Wykazano, ze w rozwazaniach na wstepnie
zdefiniowanym zestawie koformerdéw (ograniczonym pod wzgledem geometrii i tendencji do
tworzenia okreslonych wigzan wodorowych) metoda map MEP jest najskuteczniejsza, podczas
gdy metody MC i HBP wykazujg wiekszg efektywnos¢ na wstepnych etapach selekcji
koformerow. W ,wirtualnych poszukiwaniach” kokrysztatow uwzgledniono jedng (w HBP) lub
5 réznych (MC i mapy MEP) konformacji linezolidu oraz jedng (MC, HBP) lub wszystkie (mapy
MEP) konformacje koformerdéw. Rozwazania uzupetniono obliczeniami, uwzgledniajgcymi
wszystkie fazy krystaliczne biorgce udziat w syntezach mechanochemicznych, ktére wskazaty
na energie sieci (tutaj rozumiang jako wktad energii oddziatywan miedzyczasteczkowych do
catkowitej energii krysztatu) jako dodatkowy czynnik selekcji koformerdw.

Podstawowg metodg kontroli postepu reakcji i identyfikacji odmian polimorficznych
koformerow wydaje sie by¢ ssNMR, co jest zrozumiate biorgc pod uwage tradycje,
zainteresowania naukowe i eksperckg biegtos¢ w tym zakresie Promotorki pracy. Ja
z pewnoscig wybratabym PXRD, szczegdlnie w przypadku znanych form krystalicznych, dla
ktérych istniaty modele strukturalne z badan na monokrysztatach. Metody proszkowe okazaty
sie by¢ szczegdlnie uzyteczne w identyfikacji jednej z szesciu modyfikacji izonikotynamidu czy
monohydratu kwasu galusowego oraz w ustaleniu formy kwasu sulfanilowego i jego hydratacji
zachodzgcej podczas mielenia formy bezwodnej z dodatkiem wody. Wyjgtkowo duzo wniosty
dla wyjasnienia oddziatywan sktadnikdw mieszanin fizycznych BA/4-FBA i BA/PFBA
z nosnikiem krzemionkowym MCM-41 oraz proceséw w tych mieszaninach zachodzgcych
(badania opisane w pracy T4). Zamiast wskazywa¢ metody spektroskopowe lub dyfrakcyjne
jako jednoznacznie lepsze w tej czesci badan, pragne podkresli¢ wyjatkowe korzysci ptyngce
z ich komplementarnego zastosowania w pracy mgr Khalaji. By¢ moze nieco wiecej uwagi
nalezato poswieci¢ danym dyfrakcyjnym podczas identyfikacji formy PHBA. Odmiany
oznaczone w bazie CSD jako JOZZIH (P21/a) i JOZZIHO1 (P21/c, nie P21/n) sg w rzeczywistosci tg
samg odmiang, dlatego ich dyfraktogramy sg identyczne (z wyjatkiem réznic w potozeniu linii
dyfrakcyjnych wynikajgcych z réznej temperatury pomiaréw, odpowiednio 295 i 150 K).
Udoktadnienie dyfraktogramu eksperymentalnego metodg Rietvelda z pewnoscig
bezsprzecznie by to potwierdzito.

Kilka z otrzymanych kokrysztatéw charakteryzuje temperatura topnienia nizsza niz
temperatura przemiany fazowej LIN Il — LIN lll, co moze stanowi¢ przestanke do podjecia
prob ich wykorzystania w krzemionkowych systemach dostarczania lekéw, opisanych
w dalszej czesci pracy. Wedtug Autorki pracy jest 8 takich uktaddéw, ja wskazatabym cztery;
LIN:2,6-DHBA topi sie w 162 °C, a LIN:3,5-DHBA w 171 °C (pomijam dwa niewielkie efekty
endotermiczne na krzywej DSC w ok. 90 i 140 °C), LIN:2,3-DHBA i LIN:2,4-DHBA topig sie



(z rozktadem?) w odpowiednio 142 i 150 °C (pomijam matg anomalie endo na krzywej DSC
w 134 °C), dla LIN:2,4-DHBA:H;0, LIN:2,5-DHBA:H,0 i LIN:PABA:H20 na krzywych DSC wida¢
tylko dehydratacje (?), kolejnych efektéow cieplnych nie widaé, cho¢ na termogramach
widoczne sg ubytki masy od ok. 140 °C (pomijam maty efekt endotermiczny na krzywej DSC
dla LIN:2,5-DHBA:H20 w 97 °C). Wspomniane niewielkie anomalie na krzywych DSC oraz brak
efektéw cieplnych przy jednoczesnych duzych ubytkach masy, a takze ewentualny rozktad
prébek LIN:2,3-DHBA i LIN:2,4-DHBA podczas topienia (lub tuz po nim) wymagajg komentarza
(kwestie rozktadu bytoby fatwiej oceniac, gdyby pomiary DSC i TG byty wykonane do wyzszych
temperatur). Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku kokrysztatu LIN:2,3-DHBA, ktéry zostat
wybrany do dalszych badan nad tadowaniem do nosnikéw krzemionkowych. W pracy T1
brakuje dyskusji wtasciwosci termicznych otrzymanych kokrysztatéw (w przeciwienstwie do
substratow, ktore zostaty szczegdétowo omdwione w materiatach dodatkowych do pracy).
Poniewaz pomiary DSC wykonano w hermetycznie zamknietych tyglach, moje obserwacje dla
hydratow mogg prowadzi¢ do btednych wnioskow.

Ustalono, ze dwa kokrysztaty rozpuszczajq sie lepiej niz linezolid, w tym LIN:3,4-DHBA:H-0,
ktérego rozpuszczalnos¢ po 24 godzinach jest az o 43% wieksza. Zastanawia mnie, czy
Doktorantka podjeta prébe odwodnienia tej fazy, o ktérej pisze, ze jest hydratem
niestechiometrycznym? Jesli tak, to czy sprébowata ustali¢ strukture formy bezwodnej? Czy
forma bezwodna ulega rehydratacji? Czy jest jeszcze lepiej rozpuszczalna?

Praca T3 tanowi uzupetnienie prac T1 i T2 w zakresie wyznaczania struktur faz, dla
ktérych nie uzyskano monokrysztatdéw odpowiednich do badan strukturalnych metodg SC-XRD.
Praca prezentuje nowe, eleganckie podejscie polegajgce na potgczeniu wysokorozdzielczej
spektroskopii ssNMR, dyfrakcji proszkowej (PXRD) i teoretycznego przewidywania struktur
krystalicznych (krystalografii NMR) wspomaganych przez skuteczne zawezenie przestrzeni
konformacyjnej, co ma szczegdlne znaczenie w przypadku czgsteczek wykazujacych znaczng
elastycznos¢ konformacyjng, jak linezolid. Badaniom poddano dwa ukfady: (a) LIN:2,3-DHBA
1:1 (strukturalnie podobny do LIN:2,6-DHBA 1:1 — zaréwno na poziomie konformacji
czasteczek, ich najblizszego otoczenia i oddziatywan miedzyczgsteczkowych, jak i upakowania
w krysztale — co stwierdzono na podstawie jedno- i dwuwymiarowych widm NMR oraz
dyfraktogramoéw proszkowych) oraz (b) znacznie bardziej wymagajacy LIN:2,4-DHBA 1:1.

Dla LIN:2,3-DHBA przetestowano dwa rozne podejscia: (a) bazujace na strukturze
LIN:2,6-DHBA, w ktérej podstawiono koformer oraz (b) wyznaczenie struktury de novo przy
pomocy CSP. Co ciekawe, tylko to drugie podejscie doprowadzito do wyznaczenia poprawnej
struktury krystalicznej, co zostato potwierdzone poprzez pordwnanie wysymulowanych
danych spektroskopowych (w szczegdlnosci §(*H) i 8(*3C)) i dyfrakcyjnych (potozenia linii) z
danymi eksperymentalnymi. Jak mozna wyjasni¢ dos¢ znaczne rdznice w intensywnosciach
poszczegdlnych linii dyfrakcyjnych na eksperymentalnych i wysymulowanych dyfraktogramach
proszkowych? Mozna przypuszczac, ze kokrysztaty LIN:2,3-DHBA 1:1 i LIN:2,6-DHBA 1:1 s3 nie
tylko izostrukturalne, ale tez izomorficzne. Co Doktorantka sadzi o podjeciu proby
wyznaczenia struktury w oparciu o wysokiej jakosci dyfrakcyjne dane proszkowe?

Dla LIN:2,4-DHBA nie udato sie ustali¢ struktury krystalicznej, ale zaproponowano
najbardziej prawdopodobne konformery LIN w tym kokrysztale. Ogdlny schemat badan
obejmowat poszukiwanie konformeréw na drodze optymalizacji geometrii w fazie gazowej
z uwzglednieniem danych zdeponowanych w bazie strukturalnej CSD i wiezdéw strukturalnych
zatozonych na podstawie danych ssNMR (na tym etapie wytypowano 28 konformacji LIN
i dwie konformacje 2,4-DHBA), optymalizacje modelu, wyliczenie dla niego parametréw NMR
i wysymulowanie dyfraktogramu proszkowego oraz poréwnanie danych NMR i PXRD



z eksperymentalnymi. Zastosowana na wstepnym etapie bada CSP analiza mozliwosci
efektywnego upakowania poszczegdlnych konformerow LIN zawezita ich liczbe do 21,
znajdujgcych  sie w niskoenergetycznym obszarze zbioru przewidywanych struktur
krystalicznych. Nastepnie przeprowadzono optymalizacje DFT struktur zawierajgcych
przedstawicieli tych konformerdéw o najnizszej energii, w najbardziej popularnych typach grup
przestrzennych mozliwych dla zwigzkéw chiralnych (P212121, C2, P21, P1) i policzono dla nich
parametry NMR. Stosujgc dodatkowe ograniczenia, z uzyskanego w ten sposob zbioru 84
modeli 0 najnizszej energii ostatecznie wyselekcjonowano 5 prawdopodobnych konformeréw
LIN. Wszystkie niskoenergetyczne struktury krystaliczne budowane przez 5 wybranych
konformerow LIN (tgcznie 122 struktury) zostaty poddane optymalizacji geometrii metodg DFT.
Ponownie biorgc pod uwage aspekty energetyczne i zgodno$¢ eksperymentalnych
i teoretycznych danych ssNMR, wytypowano dwie najbardziej prawdopodobne konformacje
LIN obecne w kokrysztale LIN:2,4-DHBA (z mocnym wskazaniem na jedng z nich), co — chociaz
nie zakonczyto poszukiwan struktury krystalicznej — uwazam za duze osiaggniecie,
w szczegdlnosci poprzez nakreslenie metodologii prowadzenia badan strukturalnych uktadéw
o podobnych wtasciwosciach, tj. mikrokrystalicznych i konformacyjnie niesztywnych.

Ostatnie dwa projekty (praca T4 i materiat nieopublikowany T5) dotyczg badan proceséw
wprowadzania substancji chemicznych (réznych potaczen kwasu benzoesowego,
4-fluorobenzoesowego i pentafluorobenzoesowego, w tym uktadéw binarnych, kokrysztatu
i roztworu statego) do porowatych nosnikéw krzemionkowych. W mojej ocenie wkfad
mgr Khalaji w powstanie pracy T4 byt stosunkowo niewielki, dlatego traktuje jg jako projekt
poza gtéwnym nurtem pracy doktorskiej, przygotowujgcy jednak do realizacji dalszych zadan
(T5) i dostarczajgcy cennego doswiadczenia w zakresie wprowadzania kokrysztatéw do
krzemionek. W pracy wykazano m.in., ze zaréwno sktad wprowadzanej substancji, jak
i metoda tadowania wptywajg na sposdb (miejsce) wigzania materiatu z nosnikiem oraz
sposodb, stopien i tempo jego uwalniania. Przy pomocy spektroskopii ssNMR ustalono tez, ze
oddziatywania miedzyczgsteczkowe obecne w ukfadzie binarnym mogg zosta¢ w mniejszym

lub wiekszym stopniu zachowane w nosniku krzemionkowym.

Badaniom wprowadzania linezolidu i kokrysztatu LIN:2,3-DHBA 1:1 do nosnikéw
krzemionkowych (MCM-41 i SBA-15) poswiecona jest czes$¢ pracy oznaczona jako T5. Metody
tadowania linezolidu, tj. (a) poprzez jego stopienie (TSF, ang. thermal solvent-free), metody
mechanochemiczne (b) na sucho (MECHANO) i (c) z dodatkiem rozpuszczalnika (Melo),
(d) metoda wspomagana dyfuzjg par rozpuszczalnika (DiSuplo, ang. diffusion-supported
loading) oraz (e, f) dwie, zaprojektowane na potrzeby tej pracy, wspomagane temperaturowo
metody mokre (TW1 i TW2, ang. thermal wet methods), zostaty tak dobrane, zeby
przetestowac skutecznos¢ przyjaznych $rodowisku metod bezrozpuszczalnikowych (a, b)
i wykorzystujgcych niewielkie ilosci rozpuszczalnika (¢, d) oraz metod rozpuszczalnikowych
(e, f). Dla wprowadzania kokrysztatu LIN:2,3-DHBA 1:1 stosowano metode TSF. Efektywnosc
tadowania LIN i kokrysztatu do pordéw nosnika, towarzyszgce zmiany strukturalne, trwatosc
termiczna wprowadzonych substancji oraz sposéb ich wigzania byty analizowane przy pomocy
PXRD, DSC, TG i spektroskopii Ramana. Cho¢ Doktorantka sama wskazuje na koniecznos$é
kontynuacji badan nad oddziatywaniami niekowalencyjnymi, w ktérych uczestniczy uwieziony
w krzemionce linezolid, m.in. przy pomocy ssNMR, czy nad rozpuszczalnoscig i uwalnianiem
substancji aktywnej, uwazam, ze dobdr metod jest poprawny i umozliwia kompleksowy opis
badanych proceséw. Wyjasnienia wymaga natomiast trwatos¢ kokrysztatu LIN:2,3-DHBA 1:1
w warunkach eksperymentu metodg TSF (vide supra).



Wykazano, ze sposréd TSF, MECHANO, Melo i DiSuplo, metoda TSF jest najbardziej
efektywna w stosunku do linezolidu, nie zapewnia jednak 100% wprowadzenia leku do
nosnika, a LIN ulega w niej przemianie fazowej z formy Il do lll. Ostatecznie, wedfug PXRD,
najlepsze wyniki i 100% zatadowanie leku do SBA-15 uzyskano w metodach mokrych,
w szczegdlnosci w TW1. Niestety, z powodu zastosowania nieliniowej skali na pionowych
osiach zestawien dyfraktograméw (Rys. 4.7-4.11 i 4.15), analiza prezentowanych na nich
wynikow, z powodu zafatszowania wzglednych intensywnosci linii dyfrakcyjnych, moze
prowadzi¢ do btednych wnioskdw. Ustalono, ze metoda TW2 zapewnia niewielki wzrost
stabilnosci termicznej LIN uwiezionego w porach nosnika SBA-15. Przebadano sposéb
oddziatywania resztek nieuwiezionego w porach nosnika linezolidu wprowadzanego metoda
MECHANO, uznajgc, ze jest to skuteczny sposdb wprowadzania leku do krzemionki. W $wietle
wynikow PXRD i spektroskopii Ramana trudno mi jednoznacznie zgodzi¢ sie ze stwierdzeniem,
ze metoda ta pozwala na skuteczne umieszczenie leku w porach nosnika.

Poniewaz o efektywnosci wprowadzenia linezolidu do nosnika krzemionkowego
whnioskowano na podstawie oceny krystalicznosci leku po zatadowaniu, kluczowe wydaje sie
sprawdzenie, czy linezolid krystalizuje w warunkach metod TW, tzn. w wyniku odparowania
etanolu z jego roztworu. Nie znalaztam odpowiedzi na to pytanie w pozycji literaturowej [285].

Opis metod TSF, TW1 i TW2 przedstawiony na str. 77 jest niejasny. Wynika z niego m.in.,
ze zawarto$¢ linezolidu w mieszaninach LIN/SBA-15, okreSlona jako 10% i 20%, jest na
poziomie ok. 9% i 17%. W metodzie TW2 pozostawiano probke w temperaturze 5 °C wyzszej
od temperatury przemiany LIN Il — LIN Il (str. 77) czy od temperatury topnienia (str. 83)?
Wybdr temperatury dla linezolidu (7 °C powyzej przemiany fazowej) w metodzie TSF jest
niezrozumiaty wobec braku szczegétowych informacji o charakterze przemiany LIN [I = LIN [lI
(por. str. 2 recenzji).

Dodatkowe pytania/uwagi:

1. Jak na tle mozliwosci i ograniczen rentgenowskich technik dyfrakcyjnych (SC-XRD i PXRD),
Autorka widzi zastosowanie w swoich badaniach dyfrakcji elektronéw?

2. Wyjatkowo problematyczny wydaje sie kokrysztat LIN:PHBA:H,0 1:1:1. Z opisu eksperymentu
w pracy T2 przypuszczam, ze byt on wielokrotnym blizniakiem (niemeroedrycznym). Poniewaz,
jak sadze, zaréwno zblizniaczenie, jak i wyjagtkowo duzy parametr sieci ¢, s3 przyczyna
niepoprawnych elipsoid przemieszczenia, wysokich wskaznikéw rozbieznosci (Rint, R1, WR2)
oraz GooF, Apmax | parametru Flacka, ciekawi mnie, czy krysztaty byty badane w kierunku
wykluczenia nisko- i wysokotemperaturowych przemian fazowych (na krzywej DSC widoczna
jest niewielka anomalia ok. 130 °C). Dodatkowo, dyfraktogram proszkowy przedstawiony na
Rys. 4 w pracy T2 wskazuje na znaczng zawartos¢ nieprzereagowanego linezolidu w formie |1.
Nie jest jednak widoczny na krzywych DSC (Rys. 13). Czy na Rys. 4 i 13 przedstawiono
mieszanine na tym samym etapie syntezy?

3. Woydaje sie, ze w kokrysztale LIN:2,6-DHBA nie ma wigzan wodorowych O—H:-O typu
2,6-DHBA---2,6-DHBA, jak pokazano na Rys. 10b w pracy T2 (H--O 2.65 A, kat O—H---O 111°).
Nie zawarto ich tez w Tabeli 2 w pracy T2. Atomy H, cho¢ udoktadniane przy uzyciu modelu
sztywnego unoszenia, odpowiadajg maksimom na mapach rdéznicowych Fouriera, dlatego
nalezy uznaé przedstawiong geometrie za poprawng. Co mozna powiedzie¢ o zaangazowaniu
tych atomow H w miedzyczgsteczkowe wigzania wodorowe na podstawie wartosci przesunieé
chemicznych protondw tych grup (przedstawionych w materiatach dodatkowych do pracy T3)?

4. T5: Krzywe DSC dla LIN:2,5-DHBA:H,O i LIN:PABA:H.O (Rys. 4.6) nie odpowiadajg tym
przedstawionym w pracy T1 (Fig. S12 i S14). Co jest tego powodem?



5. Wykaz skrotow — sortowanie alfabetyczne rozwinieé zamiast skrotow jest mniej przyjazne dla
czytelnika.

6. W spisie literatury wystepujg liczne btedy, np. pozycja 3 jest niekompletna, pozycje 229 i 230
sg niepoprawne, formatowanie jest niejednorodne (inicjaty imion przed lub po nazwiskach
autordw, lista autoréw petna lub nie, numery zeszytdw umieszczone lub nie, tytuty czasopism
w formie petnej lub skrdconej).

7. W pracy zdarzajg sie niefortunne sformutowania, btedy, i omytki pisarskie, np. , oxazolidone”
zamiast ,,oxazolidine” albo ,oxazolidinone” (str. 65 i dalej), ,crystalline structure” zamiast
,crystal structure” (str. 72), ,,..method. and...” (str. 80), “Figure 4.8” zamiast “Figure 4.9”
(str. 82) ,purple line” zamiast ,green line” (str. 83), appendix Il i appendix IV (kilkukrotnie
w rozdziatach 4.3 i 4.4), ,,CSP-NMRX” (str. 69) vs ,,NMR-CPSX” (str. 67, 109), ,SXRD” zamiast
,SCXRD” (str. 110), brak spacji miedzy wartoscig a ,°C” (np. 150°C; nagminnie), brak numeréw
stron w pliku PDF pracy T1, brak konsekwencji, np. ,MECHANO” i ,Melo” w T5 to
odpowiednio ,Melo” i ,MelLo LA” w pozostatych czesciach pracy, ,2,3DHBA-LIN” w T5 to
,LIN:2,3-DHBA” w pozostatych czesciach pracy, ,nitrogen flow of 50 mL” zamiast ,...50
mL/min” (str. 78 i T1), ,450 Hz” zamiast ,450 rpm” (str. 76), 25 kHz” zamiast ,25 Hz” (T2),
pominieta stereochemia na Fig. 1 w T1, T2, T3, ,1.5406” zamiast ,1.5418” (Acuke, T1, T2), ,P1”
zamiast ,P1” (dla LIN lll; T2), “asymmetric unit cell” zamiast “asymmetric unit” (T1), ,planes
of interacting molecules” zamiast ,layers...” (T2), ,0.07* A” (T3), ,2.214” zamiast ,2.124”"
(Tabela S5, T2), ,,chiral space groups” o grupach przestrzennych P212121 i P21 (T3),“As already
mention” (T3). Biorgc pod uwage obszernos¢ materiatu, liczba usterek jest niewielka.

Whioski koncowe. Rozprawa doktorka Pani mgr Mehrnaz Khalaji dotyczy syntezy, badan
strukturalnych, wtasciwosci i zastosowania w krzemionkowych systemach dostarczania lekow
kokrystalicznych pofaczen linezolidu. W zakresie badan strukturalnych, koncentrujgc sie
zjednej strony na konformacji i najblizszym otoczeniu czasteczki, a z drugiej na
uporzadkowaniu dalekiego zasiegu, praca prezentuje eleganckie potgczenie metod
spektroskopii NMR w ciele statym, technik dyfrakcyjnych oraz obliczed. Praca jest
wielowagtkowa i interesujgca, a uzyskane podczas jej realizacji wyniki zostaty zawarte
w czterech publikacjach niezaleznie cytowanych juz blisko 70 razy. Szczegdlnie chciatabym
podkresli¢ zastugi i sukces Doktorantki w hodowli monokrysztatdw nadajgcych sie do
dyfrakcyjnych badan strukturalnych. Jest to istotne osiggniecie, ktdore umozliwito wglad
w strukture molekularng i réznorodnos¢ oddziatywan miedzyczgsteczkowych angazujgcych
czasteczke linezolidu w jej kokrysztatach. Mgr Mehrnaz Khalaji prezentuje sie jako
wszechstronny i pracowity naukowiec. Wyniki badan z zakresu pracy doktorskiegj
prezentowata w formie referatéw i plakatéw na szesciu miedzynarodowych i krajowych
konferencjach tematycznych. Jej zaangazowanie w badania niezwigzane bezposrednio z pracg
doktorskg zaowocowaty wspotautorstwem trzech kolejnych publikacji.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Mehrnaz Khalaji,
zatytutowana ,Design, synthesis, and properties of binary systems comprising linezolid”
(,Projektowanie, synteza i wtasciwosci uktadow binarnych zawierajgcych linezolid”) spetnia
wymogi i warunki okre$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce stawiane pracom doktorskim. Wnosze zatem do Rady Naukowej CBMiM PAN
o dopuszczenie Pani mgr Mehrnaz Khalaji do publicznej obrony rozprawy doktorskiej.
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