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Recenzja pracy doktorskiej mgr Mariusza STASKIEWICZA
pt. ,Assessment of potential impact of cherry flavor on stability of Montelukast
tablets”.

Stabilno$¢ leku stanowi jedng z najwazniejszych cech jaka musi by¢ spetniona dia
osiggniecia bezpieczenstwa, skutecznosci oraz wysokiej jakosci produktu. Podobnie,
zanieczyszczenia z degradacji moga generowa¢ mozliwe klinicznie istotne dziatania
niepozgdane, w ten sposdb zwiekszajac toksycznos¢ leku czy substancii leczniczej.
Zmiany stabilnosci chemicznej sg tatwe do przewidzenia i sg przewaznie bardziej
iloSciowe w porownaniu ze zmianami stabilnosci fizycznej. Zachodzg one gtéwnie
pod wpltywem dziatania temperatury, promieniowania ultrafioletowego, czy w wyniku
ekspozycji leku na czynniki/Srodowisko o odczynie pH kwasnym badz zasadowym.

Jedng z najbardziej znanych reakcji chemicznej degradacji jest utlenianie, zwane
rowniez oksydacja. Reakcja ta obejmuje usunigcie elektrododatniego atomu, rodnika
lub elektronu lub przeciwnie — dodanie elektroujemnego atomu lub rodnika. Reakcje
utleniajgce w stanie statym sg zwykle klasyfikowane jako autooksydacja, czyli

niekatalizowane utlenianie substratu tlenem czasteczkowym. Niemniej, samoutlenianie




moze zainicjowac¢ kaskade innych reakcji, w ktdrej utleniony substrat generuje reaktywne
formy, takie jak wolne rodniki, a te dalej atakujg dodatkowe czgsteczki substratu
i rozprzestrzeniajg sie w wyniku reakcji, tworzac produkty utleniania. Niestety kazda
zmiana zachodzgca w leku pod wpltywem proceséw chemicznych niejednokrotnie
prowadzi do zmniejszenia lub nawet zniesienia jego efektu terapeutycznego. Stad, majgc
na uwadze powyzsze, mozna stwierdzié¢ z peing swiadomoscig, iz znajomo$é warunkow,
ktore prowadzg do degradacji zwigzku macierzystego, jak i wiedza o catkowitym sktadzie
produktu, wigcznie z informacjami dotyczacymi substancji pomocniczych, odgrywa
kluczowg role w jego produkcji. Istotnie bowiem, moze ona pomoc w okresleniu
odpowiednich kontroli podczas produkcji, przetwarzania i przechowywania produktu.
Wokdt wyzej wspomnianego obszaru wiedzy oscyluje praca doktorska Pana
mgr Mariusza Staskiewicza, zatytulowana ,Assessment of potential impact of cherry flavor
on stability of Montelukast tablets”. Wybor tematu pracy nalezy oceni¢ wysoko z powodow
nie tylko zwigzanych z podjeciem sie okreslenia wplywu substancji pomocniczej leku
na jego stabilno$¢ chemiczng (tu: aromat wisniowy), ale réwniez ze wzgledu na fakt
wskazania przez Doktoranta przydatnosci, a wrecz — koniecznosci wykorzystania
wskazanych w pracy metod badawczych, co moze nie by¢ objete wymogiem w
wytycznych dotyczacych podstawowych kryteriow badan trwatosci produktow

leczniczych.

Uktad dysertacji jest prawidtowy i typowy dia prac doktorskich. Przedstawiona do
oceny praca doktorska stanowi 84 stronicowe opracowanie, na ktére sklada sie 14
rozdziatéw. Trzy pierwsze rozdzialy obejmujg wstep teoretyczny ze szczegotowg
charakterystykg wiasciwosci pro- i przeciwutleniajacych zwigzkéw fenolowych. Obok
czesci teoretycznej praca zawiera: cel pracy, materialy i metody, wyniki i dyskusje,
koricowe wnioski, literature, spis rycin i tabel, wykaz uzywanych w pracy skrotéw
oraz streszczenia, odpowiednio w jezyku angielskim i polskim. Na koncu pracy
umieszczono ponadto liste publikacji powstatych w oparciu o uzyskane w pracy wyniki
wraz ze wskazaniem wspotczynnika oddziatywania Impact Factor i punktow Ministerstwa
Edukacji i Nauki. Co istotne, wyniki przeprowadzonych badan zostaly zawarte

w 25 tabelach i przedstawione na 11 rycinach.



Doktorant w sposéb szczegotowy wprowadza czytelnika w niezbedne informacje

wstepne dotyczace leku Montelukast. W sposéb klarowny i precyzyjny zamieszcza
informacje dotyczace zanieczyszczen sulfotlenkiem bedgcych wynikiem utlenienia
substancji czynnej wielu lekéw, w tym Montelukastu. Jednak w rozdziale 3 opisujgcym
wlasciwosci pro- i przeciwutleniajgce zwigzkow fenolowych i flawonoidéw, w ocenie
Recenzenta koniecznym bytoby jasne powiazanie ww. zwigzkéw z poddanym ocenie
aromatem wisniowym. Istotnie, brak jest w czesci merytorycznej rozprawy doktorskiej
kilku zdan na temat samego aromatu wisniowego, ktory de facto stanowi przedmiot pracy.
W przeciwnym razie ma sie wrazenie braku ptynnego przejscia i powiazania jednego
rozdziatu z drugim. Co wazne, owg wiez miedzy zwigzkami fenolowymi a aromatem
wisniowym odnajduje sie dopiero w podrozdziale 3.4, gdzie wprowadzona zostata
wzmianka jakoby flawonoidy stanowity zwigzki tworzgce aromat wisni, a dalej —
w rozdziale 4, opisujgcym cele pracy.
Podobnie, nie jest jasne przedstawienie w pracy dwukrotnie informacji dotyczgcej
okreslenia: i) catkowitej zawartosci zwigzkéw fenolowych, ii) catkowitej zawartosci
flawonoidow, czy iii) zdolnosci antyoksydacyjnej. W opinii Recenzenta, podrozdziaty
z czesci teoretycznej opisujgce wyzej wspomniane, tj. podrozdzialy 3.6-3.8, winny
stanowi¢ cato$¢ z zaprezentowanymi w metodyce podrozdziatami 5.4-5.6.

W dalszej czesci Autor postawit i zrealizowat w pracy kilka celéw, aczkolwiek
jako gtéwny cel pracy Pan mgr Mariusz Staskiewicz postawit sobie zbadanie —w aspekcie
odpornosci na utleniajgcg degradacje chemiczng — najmniej stabilnej formulagdji tabletek
Montelukast zawierajgcych aromat wisniowy, a dalej ich ewentualng modyfikacje.
Kardynalny cel pracy odnosi sie scisle do tematu rozprawy i zagadnien, a wraz z celami
podrzednymi - wytycza kierunek prowadzenia badan.

Opis czesci badawczej rozpoczyna rozdziat zatytutowany Materiaty i metody.
Metodyka ma charakter szczegdtowy, o ile nie narusza to praw wiasnosci intelektualnej.
Niemniej opis procedur w poczatkowej czesci rozdziatu wymaga dopracowania. Faktem
jest bowiem, ze procedury opisane zostaty w trybie rozkazujgcym, typu ,odwaz”, ,sprawdz
zawarto$¢ wody”, itp. Tym samym nie zachowano jednosci czasu i wlasciwego trybu
biernego. Uwage Recenzenta przykuwa réwniez brak danych szczegétowych

dotyczgcych wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC bgdz RP-HPLC)



wykorzystanej do analizy obecnosci substancji pokrewnych (podrozdziat 5.1). Jednak
wydaje sie to byé raczej przeoczeniem Doktoranta, jako ze podobne informacje
umieszczone zostaty w dalszych podrozdziatach, tj. 5.2 5.3.

Pan mgr Mariusz Staskiewicz w rozdziale Materiaty i metody wskazat, celem
walidacji metody i okresienia obecnosci zwigzkéw fenolowych w aromacie wisniowym
metodg HPLC z detektorem UV (podrozdziat 5.2), ze zastosowano jedynie trzy dtugosci
fali, tj. 272, 280 i 310 nm. Prawdg jest, ze nie wszystkie zwigzki fenolowe wykazujg piki
na wszystkich trzech dilugosciach fali. W tym miejscu najbardziej wskazang bytaby
dtugos¢ fali rzedu 210 nm. Stad moje pytanie co byto powodem wyboru takiego zakresu
dtugosci fali w ww. badaniach?

Rozdziat opisujgcy uzyskane wyniki badan Pan mgr Mariusz Staskiewicz rozpoczat

od poinformowania czytelnika o tym, iz kompozycja aromatu wisniowego moze roznic sie
w zaleznosci od producenta, a tym samym aromat wisniowy moze wykazywaé
wiasciwosci przeciwutleniajgce bgdz charakteryzowac sie ich brakiem.
W nawigzaniu do powyzszej informacji, przedstawiajac sktad aromatu wisniowego dwdch
badanych partii BN 12054770 oraz BN 1726644, Doktorant wielokrotnie wprowadzit zapis,
iz analiza ilosciowa skitadnikéw jest zbedna. W tym miejscu pragne si¢ nie zgodzic.
Podawanie powierzchni pod pikiem w miejsce wartosci procentowej zidentyfikowanego
na chromatogramie zwigzku, jest wtasciwe dla prac magisterskich nie zas doktorskich.
Ponadto znajomo$¢ skladu ilosciowego moze okaza¢ sie kluczowa, celem
wyeliminowania czy zwyktej swiadomosci co do obecnosci i rodzaju sktadnika, ktérego
nadmiar badz niedobdr moze indukowaé odwrotne dziatanie catego produktu koricowego.
Co ciekawe, mimo zaniechania analizy ilosciowej, Autor w swojej pracy potwierdza to
twierdzenie na str47. wynikow.

Analize ilosciows i jakosciowg aromatu wisniowego z pewnoscig mozna wykona¢
stosujgc ogdinie dostepne techniki spektroskopowe. Nalezy do nich miedzy innymi
spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego 'H czy 3C NMR, a jezeli mamy
do czynienia z materiatem nierozpuszczalnym w powszechnie stosowanych
rozpuszczalnikach deuterowanych, réwniez spektroskopie NMR w ciele statym (CP/MAS
NMR), dzieki ktorym mozna obrazowa¢ strukture i dynamike czgsteczek biologicznie

aktywnych. Ponadto ogodlnie dostepng i tanig jest spektroskopia fourierowska



w podczerwieni (FT-IR), rowniez dla materiatow trudno
rozpuszczalnych/nierozpuszczalnych, ktéra to pozwala w szybki sposéb zbadac strukture
poszczegolnych czasteczek oraz skladu mieszanin czgsteczkowych. Z powodzeniem
w recenzowanej dysertacji techniki te moglyby by¢ przez Doktoranta zastosowane
szczegolnie, ze istnieja ku temu odpowiednie doniesienia literaturowe (przyktadowo:
Gabriela Rios-Corripio & José Guerrero-Beltran, International Journal of Fruit Science
2020, 20, S2, S145-S163; Emanuele Cesprini i inni, Wood Science and Technology 2022,
https.//doi.org/10.1007/s00226-022-01401-1; Jakub Brozdowsk i inni, Annals of Forest
Science (2021) 78: 66).

W dalszej czesci Doktorant wykazat, ze badany aromat wisniowy charakteryzuje
brak obecnosci flawonoidow odpowiedzialnych za jego dziatanie przeciwutleniajgce, co
przedstawiono z wykorzystaniem metody HPLC. Mimo to, p6zniejsze badania przy uzyciu
metody spektrofotometrii UV-Vis potwierdzity wtasciwosci antyoksydacyjne. Pan mgr
Mariusz Staskiewicz nie poprzestat na tym, w podrozdziale 6.2.1 opisat wyniki badan,
ktorych celem byto okreslenie zawartosci MKT2, stanowigcego swoisty wskaznik
degradacyjnej oksydacji Montelukastu, w mieszaninach zawierajgcych dwa odmienne
stezenia aromatu wisniowego vs. witamine C lub kwercetyne, w czasie odpowiednio 0 dni
i po uptywie 30 dni. Jak sie okazato, zaden z uzytych przeciwutleniaczy nie skutkowat
redukcjg ilosci generowanych zanieczyszczen sulfotlenkiem w przeliczeniu na MKT2. Co
ciekawe, aromat wisniowy w stezeniu 5-krotnie wyzszym w poréwnaniu do stezenia
formulacji bazowej spowodowat powstanie zdecydowanie wiekszej ilosci MKT2, zaréwno
po czasie 30 dni okresu degradacji chemicznej, jak i na tle formulacji zawierajgcej
jednokrotnos¢ aromatu. Niestety w przypadku zadnego z prezentowanych wynikow
nie zostata umieszczona analiza statystyczna.

W ostatnim podrozdziale czes$ci opisujgcej wyniki, tj. 6.3, Doktorant podjat sie proby
oceny stabilnosci substancji leczniczej i zarejestrowanej formulacji zawierajgcej rézne
ilosci aromatu wisniowego (0-200%). Jako wynik Autor wskazat, ze badane formulacje
zawierajgce odmienne stezenia aromatu wykazujg mniejszg stabilnos¢ na warunki
degradacyjne anizeli partie leku Montelukast komercyjnie dostepne. Ponadto wyniki
uzyskane dla partii badanych, ktére nie zawieraty bgdz zawieraty aromat wisniowy w ilosci

okreslonej jako 100%, okazaty sie by¢ tozsame. Podczas gdy w przypadku partii 200%



aromatu wisniowego zawarto$¢ zanieczyszczen sulfotlenkiem czy catkowita zawartosc
procentowa zanieczyszczen okazata sie by¢ zdecydowanie odmienna — wyzsza
w punkcie czasowym 3 miesiecy i nizsza dla 6 miesigecy od chwili rozpoczecia procesu
degradacji oksydacyjnej.

Reasumujac, ta czesc rozprawy doktorskiej zostata napisana w sposob chaotyczny

i raczej fragmentaryczny. Istotnie bowiem, Autor bardziej opisuje uzyskane wyniki anizeli
poddaje je wnikliwej dyskusiji.
Zaskakujgco, w wynikach wprowadzona jest dodatkowa metodyka zwigzana
z uzyskaniem zaskakujgcych i nieoczekiwanych rezultatdow. Oczywiscie podjete
ponadplanowe badania sg w tym przypadku wysoko cenione, jako ze Swiadczg
o dojrzatosci Doktoranta i uporze w rozwigzaniu zaistniatego ,problemu”. Ponadto stanowi
to doskonaty dowdd nieszablonowego planowania i realizowania badan naukowych.
Jednak opisy dziatania zwigzane z ww. winny by¢ wprowadzone w rozdziale 5,
tj. Materiaty i metody, celem niedezorganizowania pracy.

Reasumujac, podjeta przez mgr Mariusza Staskiewicza tematyka pracy jest bardzo
ciekawa i wpisuje sie w rozwdj nauk farmaceutycznych. Wartym podkreslenia jest,
ze przeprowadzone i zaprezentowane w pracy badania majg znaczenie kliniczne. Jednak
rozprawa doktorska jest napisana w sposob chaotyczny, o czym $wiadczg powtarzajgce
sie elementy strukturalne pracy (jak np. metodyka czesciowo zawarta we wstepie
i we wiasciwym rozdziale Materialy i metody czy wprowadzenie podrozdziatow
metodologicznych w rozdziale prezentujgcym wyniki pracy). Ponadto niekiedy
ma sie wrazenie braku zwigzku przedstawionych informacji z tytutem i tym samym
tematem pracy.

Inne uwagi i przemyslenia Recenzenta dotyczgce dysertacji sg nastepujgce:

- wnioski koncowe winny stanowi¢ podsumowanie wynikow osiggnietych przez
Doktoranta podczas wykonywania pracy badawczej wraz z potencjalng strategig ich
zastosowania w przemysle. Nie powinny zas stanowi¢ zalecen dla technologa postaci
leku badz tez pracownika Dziatu Kontroli Jakosci zatrudnionych w firmie farmaceutyczno-
biotechnologicznej,

- podpis rycin nalezy umieszczac zawsze pod prezentowang grafiksg,



- formatowanie literatury winno by¢ jednorodne, czego brak w pracy doktorskiej mgr
Mariusza Staskiewicza,

- w tekscie odnajduje sie nietypowe formy interpunkcji badz jej catkowity brak, co
zdecydowanie nie utatwia czytelnikowi odnalezienia sensu niektorych sformutowan,
zaburza odbiér informacji przekazywanej przez Doktoranta i moze prowadzi¢ do
niewtasciwej interpretacji tekstu,

- odnajdywane sg nieliczne uchybienia stylistyczne i fleksyjne czy gramatyczne, typu ,on
Figure” zamiast ,in Figure”

- brak rozwiniecia niektérych skrotow uzytych w tekscie, typu GSH, MOK, LOQ, itp.

- brak wskazania literatury zrédtowej w przypadku rycin prezentujgcych mechanizm
powstawania zanieczyszczen Montelukastu sulfotlenkiem (Ryc. 2-1) czy sulfonami (Ryc.
2-2),

- widoczna réznorodnos$¢ stosowanej czcionki w tekscie. Przyktadowo, na stronie 55
pierwszy akapit podrozdziatu 6.3 (str. 55) zostat napisany z wykorzystaniem czcionki typu
Times New Roman oraz raczej Arial bgdz Calibri,

- w tabelach prezentujgcych stabilno$¢ badanych formulaciji, tj. tabelach 6-19 i 6-20, brak
wskazania jednostek dla podanych wartosci, aczkolwiek jako wprowadzenie do tabel,
Autor wskazal, ze wartosci wyrazone sg jako stezenie zawartosci odpowiednio
zanieczyszczen sulfotlenkiem i zanieczyszczenia catkowitego (str. 57). Podobnie ma to
miejsce w przypadku innych stabelaryzowanych wynikow, np. tabela 6-22, 6-24, itp.

- czy byta badana rdéznica w kinetyce rozktadu substancji leczniczej w odpowiedzi na
zmienng zawarto$é aromatu wisniowego, przy okazji okreslenia zmian w aspekcie
zanieczyszczen sulfotlenkiem?

- czy Doktorant mogiby wyjasni¢ potencjalny powod, dla ktdérego obserwowane byty
zroznicowane wartosci zanieczyszczen powstajgcych w produkcie kohcowym (tu rycina
6-11) w zaleznos$ci od punktu czasowego, w ktérym dokonywany byt pomiar? Brak jest
bowiem podjetej dyskusiji, dlaczego przyktadowo w czasie 3 miesiecy produkt zawierajgcy
aromat wisniowy wartosci 200% daje wiecej zanieczyszczen anizeli jest to obserwowane
w przypadku tego samego produktu w czasie odpowiednio 6 i 12 miesiecy badan

stabilnosci dtugoterminowe;.



Pomimo wskazanych uwag, cato$é pracy oceniam pozytywnie. Cel pracy zostat
zrealizowany, za$ uzyskane wyniki moga stanowi¢ doskonate preludium do dalszych
badan.

Tym samym stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Mariusza Staskiewicza spetnia
warunki okreslone w art. 187 ust. 1i 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669). W oparciu 0o powyzsza opini¢, wnioskuje do
Rady Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w t.odzi o dopuszczenie Pana

mgr Mariusza Staskiewicza do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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