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Dynamika badan naukowych dotyczgcych mozliwosci prozdrowotnego dziatania
substancji aktywnych podawanych przezskérnie, jak i wdrozenh opartych na zweryfikowanych
wynikach tego typu prac, jest imponujgca. Jedng z przyczyn tego stanu rzeczy jest widoczna
w wielu aspektach spojnos¢ regut postepowania, niezaleznie od tego czy testowana
substancja ma stac sie lekiem, czy tez kosmetykiem. Zatem tematyka tego typu badan jest w
réownym stopniu atrakcyjna z punktu widzenia nauk chemicznych i farmaceutycznych, co
wspotczesnej kosmetologii. Zas wartoS¢ poznawcza i aplikacyjna uzyskanych wynikow,
moze miecC istotne znaczenie nie tylko dla wymienionych wczesniej obszarow aktywnosci
naukowej. Szczegdlnie, kiedy przedmiotem badah stajg sie substancje, ktoérych pod tym
wzgledem wczeséniej nie testowano. Z takg wtasnie sytuacjg mamy do czynienia w przypadku
projektu doktorskiego Pani mgr Aleksandry Skoczen, ktora z sukcesem, czego dowodem jest
réwniez niniejsza dysertacja, zajeta sie dwiema substancjami aktywnymi; kostunolidem oraz
laktonem dehydrokostusowym, reprezentujgcymi laktony seskwiterpenowe.

Zdecydowana wiekszos¢ sposréd ponad pieciu tysiecy poznanych do tej pory
substancji zaliczanych do grupy laktonéw seskwiterpenowych, to pochodne wystepujgce
naturalnie w tkankach roslin z rodziny astrowatych. Kostunolid znany od lat 60-tych

dwudziestego wieku, kiedy to zostat wyodrebniony z korzeni azjatyckiej rosliny Dolomiaea
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costus (Falc.), jest hydroksylowang i utleniong enzymatycznie pochodng (+) germakrenu A. Z
kolei lakton dehydrokostusowy jest jednym z gtownych sktadnikéw olejku eterycznego z
himalajskiej rosliny Saussurea lappa (Falc.) i strukturalnie reprezentuje pochodne gwajanu.
Rosliny bedace naturalnymi zrédtami obu wymienionych substancji sg szeroko stosowane w
medycynie chinskiej, w ktérej nalezg do piecdziesieciu tzw. ziét podstawowych, a takze w
medycynie ajurwedyjskiej oraz w medycynie bliskiego wschodu. Sktadnikom tych roslin
przypisuje sie korzystne dziatanie w przypadku leczenia stanéw zapalnych, astmy oraz
niektérych nowotworéw. W przypadku tych ostatnich przede wszystkim z uwagi na kilka
komplementarnych, potwierdzonych wspétczesnie mechanizméw hamowania podziatu
komorek, badz wrecz indukowania procesu ich apaptozy.

Nieprzypadkowy, jak wskazano, dobdr testowanych, lipofilowych laktonow
seskwiterpenowych, jak i znane ograniczenia przenikania tego typu substancji przez warstwe
rogowg naskorka sprawity, ze Doktorantka postanowita wykorzystaé znakomite
doswiadczenia swojego macierzystego zespotu, ktérym kieruje Pani prof. dr hab. Izabela
Nowak, i potgczyé testowane laktony z nanoczgstkami lipidowymi, jako no$nikami. W ten
sposob zasadniczym celem prac badawczych, ktérych efektem jest oceniania dysertacja
stato sie otrzymanie roznych formulacji zawierajgcych state nanoczastki lipidowe (SLN),
kostunolid lub lakton dehydrokostusowy, a nastepnie charakterystyka tych matryc oraz
optymalizacja ich wtasciwos$ci fizykochemicznych. Wartym szczegdlnej uwagi jest réwniez
dobrze wyeksponowany, aplikacyjny cel i watek tego projektu.

Od strony formalnej rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Skoczen, ktorej ocene
powierzyta mi Rada Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu, zostata przygotowana w jezyku polskim, w formie klasycznej monografii liczgcej
tacznie 179 stron. W strukturze dysertacji wyodrebniono dwanascie rozdziatbw, wsrod
ktorych znalazty sie rozdziaty klasycznie zwigzane z organizacjg rozprawy doktorskiej
wiadciwg dla nauk eksperymentalnych (1-9, 11) oraz zwyczajowo uznana prezentacja
osiggnie¢ naukowych Doktorantki (10). Specyficznym rozdziatem, z uwagi na aplikacyjny
charakter czesci badan, jest rozdziat 12, w ktorym zaprezentowano wzory dokumentéw
przeznaczonych dla uczestnikdw badan aplikacji formulacji kosmetycznych, wytworzonych
przez Autorke. Jedynym mniej typowym elementem struktury pracy, oczywiscie w opinii
recenzenta, jest przeniesienie wykazu rysunkow i tabel (rozdziat 11) poza sciste omowienie
idei, metodologii oraz wynikdw badan naukowych, ktérym towarzyszy wykaz zrédet
prezentowanych informacji. Tym bardziej, ze wykaz osiggnie¢ naukowych Doktorantki
(rozdziat 10) obejmuje szerszy zakres Jej naukowej aktywnosci, niz ten zwigzany z

projektem doktorskim.



Nalezy jednak podkresli¢, ze w omawianej pracy zamieszczono wszystkie niezbedne
informacje wymagane w tego rodzaju opracowaniach, takie jak: spis tresci, streszczenia w
jezyku polskim i angielskim, liste stosowanych skrotow i akronimow, prezentacje tematyki i
koncepcji badan, wyodrebniony i bardzo zwarty cel przeprowadzonych badan, opis metod i
technik stosowanych w pracach doswiadczalnych, omowienie wynikow zakonczone
podsumowaniem i wnioskami, wykaz zrodet literaturowych, spis tabel i grafik oraz wykaz
osiggnie¢ naukowych Doktorantki. Uktad rozprawy jest czytelny i odpowiada przyjetej
koncepciji prezentacji osiggnie¢ Autorki w odniesieniu do aktualnego stanu wiedzy.

Odnoszgc sie do sposobu przekazu informacji chcialbym zauwazyé, ze Autorke
cechuje zywy jezyk, wyrazajgcy Jej emocjonalny stosunek do tekstu dysertacji i
prowadzonych badanh. Przyktadem tego moze by¢ okreslenie polidyspersyjnosci nanoczgstek
uzyskanych metodg emulsji wielokrotnej (W/O/W) i zmian tego parametru jako
.-..dramatyczne pogorszenie jednorodnosci...”. Warto réwniez podkresli¢ bardzo staranng
szate graficzng opracowania, ktéra dzieki zastosowaniu grafik, kolorow tekstu, stosownych
pogrubien i znacznikow tta, utatwia odnajdywanie stosownych informacji. Nietrudno tez
zauwazy¢, ze szczegolnie ulubionymi kolorami Autorki sg rézne odcienie fioletu i rozu, co
jest niewatpliwie atrakcyjnym elementem szaty graficznej dysertacji, niemniej w przypadku
analizy danych prezentowanych na wykresach liniowych réznych typdéw, dla Recenzenta, dla
ktérego rozeznanie koloréw ogranicza sie do barw podstawowych, byto prawdziwym
wyzwaniem. Stgd gorgca prosba do Doktorantki, 0 wprowadzenie w przysztosci wyraznych
réznic w kolorach wykreséw prezentujgcych rézne zestawy danych.

Nawigzujgc do kwestii najbardziej istotnej — warstwy merytorycznej ocenianej
dysertacji nalezy zauwazyé, ze Doktorantka skoncentrowata sie na opracowaniu,
charakterystyce i ocenie wtasciwosci nanoczagstek lipidowych zawierajgcych biologicznie
czynne laktony seskwiterpenowe — kostunolid lub lakton dehydrokostusowy — oraz na
zastosowaniu ich w formulacjach kosmetycznych, ktérych witasciwosci poddano ocenie in
vivo. Mozna zatem uznac, ze projekt badawczy Pani mgr Aleksandry Skoczen obejmowat
wszystkie etapy tworzenia nosnikow: od syntezy i optymalizacji ich skfadu, przez ocene
stabilnosci, enkapsulacji i uwalniania, az po okreslenie efektywnosci preparatéw
kosmetycznych w testach z udziatem ludzi. W toku doswiadczen opracowano szes¢
wariantéw dyspersji nanolipidowych réznigcych sie sposobem wytworzenia, ktére zostaly
kompleksowo scharakteryzowane z wykorzystaniem metod instrumentalnych. Jednym z
bardziej interesujgcych wynikéw tej czesci doswiadczen byto stwierdzenie (dzieki
zastosowanie metod termicznych i rentgenowskich), ze dagzenie do uzyskania jednorodnej
grupy nanoczastek lipidowych na drodze homogenizacji wysokocisnieniowej na goraco

(metoda NPH) prowadzi do powstania mniejszych i bardziej jednorodnych nanostruktur
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lipidowych, co wraz z amorficzno$cig nosnika sprzyjato lepszemu wigzaniu testowanych
laktonéw — szczegodlnie kostunolidu. Co réwniez istotne, Autorka udowodnita, ze profil
uwalniania laktonéw inkorporowanych do SLN jest znacznie korzystniejszy, niz profil
uwalniania samych testowanych substancji aktywnych. Réwnie korzystne okazaty sie
wiasciwosci przeciwutleniajgce testowanych inkorporowanych laktonéw, sposrod ktérych
szczegolnie kostunolid wykazat bardzo umiarkowang, ale mierzalng aktywnosé
antyoksydacyjng. Waznym okazato sie takze stwierdzenie, ze wigczenie tych substancji do
nanostruktur lipidowych zwiekszyto ich stabilno$¢ i efektywnos¢ dziatania w ukladach
kosmetycznych.

Jako osoba, ktorej nieobce sg zagadnienia analityki chemicznej, chciatbym takze
zwroci¢ uwage na zestaw wynikow, ktory doprowadzit Doktorantke do stusznej w tym
przypadku konkluzji, iz oméwione w rozdziale dedykowanym stosowanym metodom, a
nastepnie przeprowadzone oznaczenia z uzyciem odczynnika Folina—Ciocalteu oraz FRAP,
okazaly sie nieodpowiednie do okreslania wiasciwosci przeciwutleniajgcych testowanych
laktonow seskwiterpenowych. Pozostajgc w obszarze kwestii analitycznych chciatbym jednak
zapyta¢ o powodd zastosowania metody Folina—Ciocalteu, w sytuacji, w ktérej zaden z
testowanych laktonéw nie zawierat klasycznych ugrupowan fenolowych w strukturze?

Interesujgcg kwestig, biorgc pod uwage specyficzng aktywnos¢ biologiczng
testowanych laktonéw seskwiterpenowych, jest stereochemia tych substancji. Kostunolid
posiada dwa centra stereogeniczne, natomiast lakton dehydrokostusowy — az cztery centra
tego rodzaju. Jezeli substancje zakupione do testow byly zwigzkami wystepujgcymi
naturalnie i izolowanymi z matryc roslinnych — powinny by¢ okreslonymi enencjomerami.
Jesli zas byty to zwigzki pozyskane w toku klasycznej syntezy chemicznej, mozna zatozy¢,
ze substancje byly mieszaninami stereoizomeréw. Czy dostepne sg informacje na ten temat
oraz czy Doktorantka rozwazata konsekwencje ewentualnej aktywnosci poszczegolnych
enancjomerow testowanych laktonow?

Nawigzujgc po raz kolejny do zagadnien analitycznych, nie mniej interesujgca kwestig
jest istotna roznica sktadu chemicznego ptynu akceptorowego oraz roztworu, w ktorym
rozpuszczono testowane laktony w celu wyznaczenia krzywej wzorcowej. O ile mozliwe jest
rozpuszczenie podanych ilosci lipofilowych laktonédw we wskazanej mieszaninie buforu
fosforanowego z alkoholem etylowym, o tyle rozpuszczenie tych samych substancji w ptynie
akceptorowym — w wodnym buforze fosforanowym, moze by¢ bardzo utrudnione. Czy zatem
okreslono rozpuszczalno$é laktondw w piynie akceptorowym? Ponadto, czy w trakcie
chromatograficznych (HPLC) oznaczen ilosciowych np. wyznaczanie krzywych wzorcowych,

zastosowano przeptyw izokratyczny, czy gradientowy?



Poniewaz do obowigzkéw Recenzenta nalezy takze ocena rozprawy pod katem
spojnosci i jakosci edycji tresci, pragne zauwazyé¢, ze i w tym utworze znajdujg sie
nieznaczne uchybienia tego rodzaju. Tymi, ktére jakkolwiek zwrdcity mojg uwage byty:

Str.13 vs str. 20; w wykazie skrotow (str. 13) LN opisano jako ,nanonos$niki lipidowe”,
natomiast na stronie 20 skrét zostat zastosowany jako odpowiadajgcy pojeciu ,nanoczgstki
lipidowe” — zgodnie z podang przez Autorke nazwg oryginalng ,lipid nanoparticles”. Biorgc
pod uwage, ze pojecia ,nanonosnik” oraz ,nanoczgstka” nie sg tozsame, ktére z nich
wigzane jest ze skrotem LN?

Str. 24; na rysunku 4.6 zobrazowano opisane w tym podrozdziale zaleznosci dynamiki
uwalniania substancji aktywnych w czasie, w odniesieniu do rozmieszczenia SA w obrebie
nanoczgstek nosnika. Czy wykres prezentujgcy ,przedtuzone uwalnianie”, zestawiony z
dwoma pozostatymi, rzeczywiscie przedstawia te sytuacje?

Str. 61; w tabeli 6.2 znalazto sie okre$lenie ,Natezenie przeptywu fazy ruchomej”, ktére
stosowane do opisu przeptywu cieczy w procedurze analitycznej jest w petni poprawne tylko
w przypadku okreslenia takze pola przekroju poprzecznego strumienia. Ze wzgledu na
obecnosc¢ ztoza separacyjnego tzw. wypetnienia kolumny, ktére nie jest w petni homogenne,
w praktyce chromatograficznej czesciej stosuje sie termin ,predkos¢ przeptywu fazy
ruchome;j”.

Str. 67; wbrew informacji podanej w pierwszym akapicie na rys. 6.5 na pewno nie
zaprezentowano wymienionego uktadu HPLC Varian 920-LC, a inne urzgdzenia zgodnie z
opisem zatgczonym pod tym rysunkiem.

Str. 78; w opisie oceny makrorzezby skoéry pojawita sie informacja o koncowym dziataniu
prowadzonym w ostatnim tygodniu testu in vivo, wskazanym w nawiasie jako (tydzien 4).
Tymczasem w innych opisach tego do$wiadczenia Autorka podaje czas o$miu tygodni jako
okres testow. Prosze o wyjasnienie, czy chodzi o czwarty, czy o 6smy tydzien.

Str. 90; w tabeli 7.4 przypisano rézny wymiar wartosciom entalpii AH: oraz AH,,
odpowiednio [J/G] oraz [J/g]. Zaktadajac, ze charakter prowadzonych badan nie wymagat
zastosowania statej grawitacji (liczba Newtona) ,G”, uwazam te pomytke za btgd redakcyjny.

Str.133; poczawszy od rys. 7.32 Doktorantka prezentuje wykresy odnoszgce sie do zmian
mierzonych parametrow skoéry, podajgc wartosci procentowe z doktadnoscia do nawet
setnych czesci. Tymczasem na zadnym ze stosownych wykreséw nie wprowadzono
informacji wskazujgcych na wartosci bteddw oznaczen, a tym samym istotno$¢ roznic
pomiedzy prezentowanymi danymi. W ten sposob wartos¢ poznawcza wynikdéw tej czesci
badan moze by¢ dyskusyjna, co jest o tyle istotne, ze dotyczy mierzalnych walorow
zastosowania in vivo formulacji kosmetycznych, przygotowanych przez Autorke z takim

naktadem staran.



Podsumowujgc ocene rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Skoczen chciatbym
stwierdzi¢, iz sformutowane prosby dotyczace wyjasnienia niektérych kwestii, poczynione
uwagi oraz komentarze, nie zmieniajg mojej jednoznacznie pozytywnej oceny niniejszej
dysertacji. Uwazam, ze uzyskane przez Doktorantke wyniki sg oryginalne i wartosciowe,
szczegolnie jako wstep do bardziej zaawansowanych studiéw aplikacyjnych, a dalej do
wdrozenia rezultatéw Jej badan. Wskazuje na to rowniez dobdr czasopism, w ktérych
opublikowano wyniki projektu doktorskiego oraz tematyka konferencji krajowych i
miedzynarodowych, w ktérych Doktorantka aktywnie uczestniczyla.

Uznajgc zatem oryginalnos¢ tematyki oraz wartos¢ uzyskanych wynikow jako
spetniajgce formalne i zwyczajowe wymagania stawiane dysertacjom doktorskim
stwierdzam, ze w moim przekonaniu niniejsza rozprawa spetnia warunki ujete w art. 13 pkt.1
ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach itytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r.
poz. 1789), jak rowniez warunki ujete w art. 187, ust. 1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.(Dz.
U. z 2023r. poz. 742 ze zm.).

Biorgc pod uwage mojg jednoznacznie pozytywng ocene niniejszej dysertacji oraz
dorobku naukowego Doktorantki, wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Chemiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, o dopuszczenie Pani mgr
Aleksandry Skoczen, do kolejnych etapéw postepowaniu wiodgcego do nadania stopnia

doktora.
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