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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Mehrnaz Khalaji
»DESIGN, SYNTHESIS, AND PROPERTIES OF BINARY SYSTEMS COMPRISING
LINEZOLID”
(PROJEKTOWANIE, SYNTEZA 1 WEASCIWOSCI UKEADOW BINARNYCH
ZAWIERAJACYCH LINEZOLID)

Przedtozona do recenzji rozprawa Pani Mehrnaz Khalaji zostala wykonana
w Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk pod kierunkiem
dr hab. Marty Dudek, prof. CBMM, w bardzo dobrym laboratorium, przygotowanym do prowadzenia
zaawansowanych badan z wykorzystaniem wysoko rozdzielczej spektroskopii NMR w fazie stalej,
oraz metod obliczeniowych dedykowanych do tzw. wirtualnego przewidywania struktur
krystalicznych CSP (ang. Crystal Structure Prediction). Praca Doktorantki dobrze wpisuje si¢
w ww. tematyke, poniewaz dotyczy projektowania, charakteryzowania oraz otrzymywania
kokrysztalow Linezolidu (LIN) - antybiotyku o szerokim spektrum dziatania przeciwko bakteriom
Gram-dodatnim, jak tez ich potencjalnym zastosowaniu w systemach dostarczania lekow
opartych na mezoporowatych nanoczastkach krzemionki MSN (ang. Mesoporous Silica
Nanoparticles,). Chcialby zaznaczy¢, ze praca wpisuje si¢ w szerszy kontekst badan zwigzanych
z antybiotykoodporno$cig, pojawiajagcg si¢ coraz czesciej w procesie zwalczania zakazen
bakteryjnych. Problem ten indukuje szereg nowych obszaréw badan czy to w zakresie projektowania
nowych substancji aktywnych API (ang. Active Pharmaceutical Ingredient) jak tez w obszarach
innowacyjnych systemow dostarczania lekow.

Wymieniony w tytule pracy Linezolid jest nowym antybiotykiem z grupy oksazolidonow
opracowanym jako alternatywa w leczeniu niektorych rodzajéw zakazen bakteryjnych, ktore staly si¢
oporne na inne powszechnie stosowane antybiotyki. Znajduje on zastosowanie w leczeniu infekcji

wywotanych przez bakterie Gram-dodatnie takie jak: opornego na metycyling gronkowca zlocistego
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MRSA (ang. Methicillin-Resistant Staphylococcus Aureus) lub na wankomycyn¢ enterokoki VRE
(ang. Vancomycin-Resistant Enterococci) oraz powodowane przez bakterie gruzlicy zapalenie opon
moézgowo-rdzeniowych. W zalezno$ci od rodzaju i nasilenia infekcji Linezolid podawany jest
w formie tabletek, zawiesin doustnych lub infuzji dozylnych. Zasadniczo jest lekiem do$¢ dobrze
tolerowanym. Moze jednak powodowaé problemy zotagdkowo-jelitowe, bole glowy, zmniejszenie
liczby ptytek krwi, uszkodzenie nerwow poza moézgiem 1 rdzeniem kregowym oraz nagromadzenie
kwasu mlekowego.

Ograniczona rozpuszczalno$¢ w plynach ustrojowych substancji czynnych (API)
niejednokrotnie prowadzi do obnizonej biodostepnosci oraz koniecznos$ci stosowania bardzo wysokich
dawek. Z uwagi na powyzsze prowadzone sg badania nad optymalizacjg strategii dawkowania, w tym
nad formami cigglego wprowadzania API do organizmu réwniez z wykorzystaniem stosowanych
przez Doktorantke mezoporowatych nanoczastek krzemionki MSN (ang. Mesoporous Silica
Nanoparticles).

Kluczowym aspektem dysertacji jest zastosowanie kompleksowego podejscia do
otrzymywania kokrysztalow zawierajacych Linezolid. Autorka w umiejetny sposob potaczyta wyniki
eksperymentalne (mechaniczna kokrystalizacja) z metodami obliczeniowymi CSP (ang. Crystal
Structure Prediction). Ponadto uzyskane kokrysztaly w wyczerpujacy sposob scharakteryzowata
metodami dyfrakcji rentgenowskiej, spektroskopii NMR w ciele stalym oraz za pomoca analiz
termicznych. Warto podkresli¢ wykorzystanie innowacyjnego podejscia w analizie faz
mikrokrystalicznych taczacego techniki NMR 1 CSP. W koncowej fazie badan Autorka opracowata
strategie wprowadzania Linezolidu i jego kokrysztatow do krzemionki sugerujac, ze modyfikacja leku
poprzez kokrystalizacje moze zwigkszy¢ efektywnos¢ dostarczania samego Linezolidu. Z uwagi na
powyzsze podjety przez Doktorantke temat badawczy uwazam za uzasadniony zaréwno
z perspektywy badan podstawowych, jak i zastosowan praktycznych.

Recenzowana praca zostata przygotowana w jezyku angielskim 1 jest oparta na cyklu publikacji
(prace T1-T4) oraz nieopublikowanych danych eksperymentalnych (rozdziat 4.5) dotyczacych prac
nad wbudowywaniem Linezolidu 1 jego kokrysztalbw do MSN (ang. Mesoporous Silica
Nanoparticles). Na podkreslenie zasluguje fakt, ze jest to spojny zbior tematyczny calo$ciowo
opisujacy problemy pojawiajace si¢ podczas otrzymywania kokrysztalow jak tez w procesie ich
upakowywania.

Pomimo Ze rozprawa zostala przygotowana w postaci zbioru publikacji, jest ona do$¢ obszerna
1 liczy 126 stron. Prace poprzedza kroétkie streszczenie nakreslajace obszary badan i cele pracy. Wstep
literaturowy liczy 50 stron (rozdziat 2.xx) i w zwigzly sposob opisuje metody otrzymywania

kokrysztatdéw w tym wykorzystywane przez Doktorantke metody Neat Grinding oraz Solvent-Drop
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Grinding. Przedstawiono najwazniejsze z narzedzi predykcyjnych stosowanych do przewidywania
struktur kokrysztalow, wyboru koformeru i identyfikacji potencjalnych czynnikow mogacych
wplywaé na wlasciwosci docelowej czasteczki leku. Nastepnie Autorka przedstawila podstawowe
informacje dotyczace projektowania ,,inteligentnych” systeméw dostarczania lekow DDS (ang. Drug
Delivery System), podkreslajac znaczenie 1 istote tego typu badan. Czes¢ teoretyczng zamyka rozdziat
2.6 zawierajacy krotki opis réznorodnych metod stosowanych do charakterystyki otrzymywanych
kokrysztalow w tym: pomiaréw X-ray, eksperymentéw 1D i 2D SSNMR, analiz termicznych oraz
technik tgczacych pomiary NMR z CSP (ang. Crystal Structure Prediction).

Nastepna cz¢$¢ rozprawy (rozdziat 4.x, 43 str.), w ktorej Autorka omawia wyniki badan
wlasnych, jest podzielona zgodnie z materiatem umieszczonym w artykutach T1- T4 opublikowanych
w lata 2020 - 2023. Ta cze$¢ badan to przyklad przemyslanego, dobrze zaplanowanego i
konsekwentnie zrealizowanego projektu naukowego. Systematyczne i kompleksowe badania
przeprowadzone przez Autorke pozwolity na uzyskanie zalozonego celu — otrzymanie kokrysztatow
Linezolidu oraz ich lokowania w mezoporowym materiale krzemionkowym. Calo$¢ pracy
uzupetniona obszerny spis literaturowy (289 pozycji) oraz opis dziatalnosci naukowej doktorantki,
ktora oprocz wspomnianych czterech prac (T1-T4) jest jeszcze pierwszym autorem
w trzech innych, niewchodzacych w sktad rozprawy. Dodatkowo wyniki prac zwigzanych z tematem
pracy doktorskiej prezentowata na sze$ciu konferencjach.

Przedstawione w pracy wyniki badan oceniam bardzo wysoko. Opracowane metodologie
otrzymywania kokrysztalow oraz przewidywania ich skladu i wlasciwosci wnosza znaczacy
wklad w ten obszar wiedzy. Chciatem podkresli¢, ze publikacje T1-T4 publikacje zostaly juz poddane
szczegblowej ocenie recenzentdow i wydawcow w renomowanych wydawnictwach (T1 - Crystal
Growth and Design; T2 - Acta Crystallographica Section B: Structural Science, Crystal Engineering
and Materials; T3 — Solid State Nuclear Magnetic Resonance; T4 — ChemPhysChem) co juz jest
samym w sobie dobra rekomendacja co do jako$ci przedstawionych w pracy badan. Mozna jedynie
dyskutowa¢ nad deklarowang jako nieopublikowang pracg T5 zwierajaca dane dotyczace doboru
odpowiednich warunkéw do wbudowywania Linezolidu 1 jego kokrysztalu z kwasem
2,3-dihydroksybenzoesowym w mezoporowych materialach krzemionkowych.

Wiodaca role Doktorantki w prowadzonych badaniach potwierdzaja zalaczone do
dysertacji stosowne oSwiadczenia. Na ich podstawie moge jednoznacznie stwierdzic, ze byla ona
wspoltworcg koncepcji badan, wykonywala wiekszo$¢ eksperymentow oraz analiz. Odpowiadata
rowniez za przygotowanie materialow uzupeliniajacych do publikacji oraz przygotowanie wybranych

cze$ci manuskryptow T1-T4.



Z obowigzku recenzenckiego, chcialbym si¢ jedynie odnie$¢ do stopnia realizacji zatozonych
celow oraz zaproponowac jako temat do dyskusji pewne przemyslenia, ktore nasunely mi si¢ podczas
lektury pracy. Co do celéow pracy to byly one do$¢ szerokie i zakladaty migdzy innymi: oceng
1 porownanie uzyteczno$ci trzech metod obliczeniowych w wyborze koformeréw dla Linezolidu
tj. metody komplementarnosci molekularnej (MC), sktonnosci do tworzenia wigzan wodorowych
(HBP) oraz map elektrostatycznego potencjatu molekularnego (MEP). Ponadto opanowanie procesu
mechanochemicznej syntezy wybranych kokrysztaldéw Linezolidu oraz zbadanie zachowania uktadow
modelowych podczas wprowadzania do poréw krzemionki (MSN).

Nalezy podkresli¢, ze Autorka musiata przeprowadzi¢ bardzo systematycznie badania,
uzyskujac duzag liczbe danych eksperymentalnych. Dzigki czemu okreslita wpltyw na proces
krystalizacji czasu mielenia oraz rodzaju i ilo$ci dodanego rozpuszczalnika. W przypadku analizy
kokrystatdéw polikrystalicznych Doktorantka zastosowata nowatorskie podejscie do okreslania
struktury — metode¢ hybrydowa, laczaca wysokorozdzielcza spektroskopie¢ NMR w ciele statym
z metodami obliczeniowymi pozwalajacymi na przewidywanie struktur krystalicznych CSP
(ang. Crystal Structure Prediction). Uzyskane dane, zostaly dodatkowo skonfrontowane z wynikami
syntez mechanochemicznych, co pozwolilo na oszacowanie ich precyzji oraz opracowanie szerszej
strategii wyboru odpowiedniego koformeru sposrdd strukturalnie podobnych zwigzkow.

Co do tresci pracy cheialbym jedynie przedyskutowaé takie kwestie jak:

1. Dane literaturowe wskazuja, ze tylko co czwarty z przebadanych kokrysztalow (27,7%) wykazuje
nizsza temp. topnienia w poréwnaniu do temp. topnienia czystych sktadnikow. Czy opracowane przez
Doktorantke podej$cie podnosi znacznie ,,wspotczynnik sukcesu”? O ile si¢ nie myle, badano
19 koformerow, z czego otrzymano 11 a w 8 przypadkach temp. topnienia byta nizsze od temp
przejscia fazowego obserwowanego dla Linezolidu z formy ortorombicznej (II) do metastabilnej
trojskosnej (III). Natomiast co do rozpuszczalnosci w wodzie to znaczacy jej wzrost o 43%
obserwowano tylko dla jednego kokrysztatu (LIN: kwas 3,4-dihydroksy benzoesowy: H2O) 1 10% dla

LIN z kwasem benzoesowym. Zatem jaka jest efektywno$¢ stosowanego podejs$cia?

2. Analizujac doniesienia patentowe, napotkalem sporo informacji na temat roznych krystalicznych
form Linezolidu: forma I, II i III (US7718799B2, Crystalline form of linezolid), forma IV
(US20060142283A1, Crystalline form IV of linezolid) jak tez o jego formach amorficznych
1 hydratach. Co prawda Autorka wskazuje na pewne zamieszanie co do nomenklatury form Linezolidu,
ale czy nie byloby celowym wykorzystanie w badaniach jego innych form? Niekiedy formy

amorficzne APl wykazuja lepsza biodostgpno$¢. Zastanawiam si¢, czy tadowanie termiczne



(ang. Thermal Solvent Free) z wykorzystaniem innych form prowadziloby do réwnie ciekawych

rezultatow, jak opisane w pracy?

3. Uwazam, ze zastosowana metoda syntezy kokrysztaldw moze mie$¢ problemy ze skalowalnoscia.
Metoda mielenia na sucho (ang. Neat Griding), jak 1 wspomagana cieczowo (ang. Liquid Assisted
Grinding) to mato skalowalne, energochlonne metody dajace niejednokrotnie produkty o niskiej
czystosci. Ponadto otrzymywanie kokrysztaldw do pomiarow X-Ray wymagato zarodkowania,
a niestechiometryczna hydratacja wydaje si¢ dos¢ trudna do kontrolowania (np.: LIN: kwas
3,4-dihydroksy benzoesowy: H>O zawieral od 0,45 do 1.25 H>O na molekute LIN). Czy przy
ewentualnym zwigkszaniu skali nie nalezatoby wykorzysta¢ metody takie jak: suszenie rozpylowe

(ang. Spray Drying) lub wersji ,,cko” z wykorzystaniem ciektego CO;?

4. W odniesieniu do efektywnosci metody MC (ang. Molecular Complementarity) zauwazylem, ze
pomimo niedopasowania np.: pomi¢dzy Linezolidem a kwasem 3.,4-dihydroksy benzoesowym
odpowiednie kokrysztaly powstajg. Natomiast w przypadku u Ibuprofenu mamy sytuacj¢ odwrotng
wyniki MC sa obiecujace, a krysztalbw nie otrzymano. Co moze by¢ tego przyczyna?
5. Podobnie zastanawiajacy jest brak korelacji pomiedzy energig stabilizacji a rozpuszczalnoscia.
Przyktadowo kokrysztaty LIN: kwas 2,6-dihydroksy benzoesowy nie byly lepiej rozpuszczalne
pomimo posiadania najwyzszej energii stabilizacji. Wydaje si¢, zatem ze nie wszystkie istotne
czynniki zostaty uwzglednione. Przyktadowo podczas krystalizacji zmienia si¢ dynamika pierscienia
Linezolidu, co wplywa na energie stabilizacji. Czy nie nalezatoby w obliczeniach uwzgledni¢ np.:

zmian entropii uktadu?

6. W odniesieniu do dalszych perspektyw badan to zabrakto mi informacji o ewentualnych badaniach
dotyczacych uwalniania Linezolidu z kokrysztatow osadzonych w nosnikach krzemionkowych. Czy

tego typu badania byly prowadzone, czy sa dopiero planowane?

7. Co do aspektow edytorskich pracy to z mojego punktu widzenia $ledzenie tekstu ulatwitoby
umieszczenie we wstgpie czytelnego schematu ze wzorami opisywanych w tekscie kwasoéw
benzoesowych i ich symbolami (podobnego do znajdujacego si¢ w pracy T1, Tabela 1). Poza tym

zgodnie z zaleceniami IUPAC przedrostki orto-, meta- para- powinne by¢ pisane kursywa.

Przedstawione uwagi nie wptywaja na moja wysoka ocen¢ recenzowanej pracy. Uwazam, ze

Autorka z powodzeniem zrealizowata cele pracy. Na zakonczenie chciatbym podkresli¢, Zze praca

5



stanowi spdjne, wieloetapowe podejscie do przedstawionego problemu badawczego, ktore laczy
zaawansowane modelowanie komputerowe (opisane w pracy T1), inzynieri¢ materiatowg w stanie
statym (mechanochemia, prace TI1-T3) oraz nanotechnologic (MSN, prace T4-T5).
Stwierdzam zatem, Ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska spelnia wszystkie
wymagania zwyczajowe i wymogi obowigzujacej ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym. Z pelnym przekonaniem skladam do Rady Naukowej Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk wniosek o dopuszczenie mgr.

Mehrnaz Khalaji do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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