dr hab. Bozena Karolewicz, prof. uczelni

Katedra i Zaktad Technologii Postaci leku

Wydziat Farmaceutyczny

Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu
ul. Borowska 211a; 50-556 Wroclaw

tel. (71) 784 03 24, faks (71) 784 03 17

bozena.karolewicz@umw.edu.pl

Wroctaw, 10 wrzesnia 2022 r.

OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Mariusza Staskiewicza
pt. ,,Assessment of Potential Impact of Cherry Flavor on Stability of Montelukast Tablets”

wykonanej pod kierunkiem naukowym promotora prof. dr hab. n. farm. Pawla
Szymanskiego i promotora pomocniczego dr n. farm. Kamili Czarneckiej —
w Zakladu Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekéw i Radiofarmacji
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

Znaczenie problematyki podjetej w recenzowanej rozprawie

Na jakos¢ produktu leczniczego moga mie¢ istotny wplyw zanieczyszczenia powstate
w wyniku procesu wytwarzania czy pochodzgce od sktadowych formulacji. Zanieczyszczenia
zaro6wno substancji leczniczych i produktéw leczniczych stanowig dla wytwércodw i organow
nadzoru nad wytwarzaniem istotny problem i podlegajg Scistej kontroli i biezacej analizie. W
petni uzasadnione jest oczekiwanie wiarygodnych danych pokazujacych, iz produkt zawiera
wlasciwa substancje aktywng, wtasciwa dawke, danych pokazujacych, iz produkt nie zawiera
niedopuszczalnych limitow zanieczyszczefi czy nieznanych lub niescharakteryzowanych
zanieczyszczen, 1 finalnie jest stabilny w zatwierdzonym okresie trwalosci.

W tym kontekscie mgr Mariusz Staskiewicz, w swojej rozprawie na stopien doktora
nauk farmaceutycznych, zajgl si¢ analiza wptywu sktadu formulacji tabletek do zucia z
montelukastem, w szczegdlnoscei zastosowanej substancji pomocniczej, aromatu wisniowego,
na zauwazony problem pojawiania si¢ zanieczyszczen w trakcie zycia produktu. Podejscie do
problemu mechanizmu powstawania zanieczyszczen, ich analizy i redukcji poziomu jest
niezwykle aktualnym zagadnieniem dla opracowania wysokiej jakosci formulacji produktéw

leczniczych.

Metodyka badawcza (zalozenia, cel, metody)
Celem pracy bylo zbadanie i w razie potrzeby zaproponowanie modyfikacji sktadu
najmniej stabilnej formulacji tabletek do zucia z montelukastem bez dodatku EDTA,

produkowanej przez Adamed Pharma dla zmniejszenia szybkosci rozktadu i koncowego
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stgzenia zanieczyszczen sulfotlenkowych mierzonych w koniec okresu przydatnosci produktu.
Etapy realizacji celu obejmowatly:

e analiz¢ sktadu formulacji tabletek i identyfikacjg substancji pomocniczych o potencjale
przeciwutleniajacym: EDTA, czerwieni tlenku Zelaza, Fe;Os, stosowanego aromatu
wisniowego, finalnie wskazanie aromatu wisniowego jako substancji stabilizujacej,

e ocen¢ analityczng aromatu wisniowego pod katem obecnych flawonoidéw, kolejno
oznaczanie calkowitej zawartosci fenoli, catkowitej zawartosci flawonoidow i zdolnosci
antyoksydacyjnej aromatu wisniowego,

e oceng stabilnosci w 40°C/75% RH mieszanin placebo i API zawierajacych 3 rézne
przeciwutleniacze tj. aromat wisniowy, kwercetyne i kwas askorbinowy,

e oceng in-situ potencjalnej degradacji montelukastu do zanieczyszczen sulfotlenkami
podczas przygotowywania probki do analitycznego badania RS,

~e ocen¢ kompatybilnosci substancji pomocniczych z wykorzystaniem mieszanin API,
celulozy mikrokrystalicznej i roznych ilosci aromatu wisniowego,

e oceng¢ stabilnosci w warunkach przyspieszonych przez okres 6 miesiecy i w warunkach
normalnych przez okres 24 miesigcy formulacji tabletek otrzymanych bez aromatu
wisniowego, zawierajacych aromat wisniowy w ilosci 100% i 200% w stosunku do
oryginalnej receptury wraz z oceng zawartosci wody i wptywu na jej wyniki.

W metodologii prowadzonych badan Doktorant wykorzystal techniki analityczne:
HPLC-MS (identyfikacja flawonoidow w aromacie wisniowym), HPLC z detekcjg UV
(oznaczanie flawonoidow w aromacie wisniowym, oznaczanie montelukastu i zanieczyszczen),
metody UV-VIS (oznaczanie catkowitej zawartosci fenoli, catkowitej zawartosci flawonoidow
1 zdolnosci antyoksydacyjnej aromatu wisniowego), metode oznaczenia zawartosci wody Karla
Fischera i wilgotnosci zgodnie z Ph. Eur.

Zastosowane metody zostaly prawidtowo dobrane, zapewniajgc poprawng realizacj¢ i

oceng zaktadanych celow.

Struktura rozprawy

Praca obejmuje ogélem 85 stron i posiada przyjety dla prac doktorskich uktad,
wlgczajac piSmiennictwo, spis rycin, tabel, wykaz skrotow, streszczenie pracy w jezyku
polskim 1 angielskim, wylaczajac spis tresci. Rozprawa podzielona jest na 14 rozdzialow, w
tym wstep i 2 rozdzialy stanowigce 22-stronicowe obszerne wprowadzenie do zagadnien
analizowanych w dysertacji. Kolejno rozdziaty 4-14 opisujg: cel pracy, materiaty i metody,

wyniki badan, podsumowanie, piSmiennictwo (sumarycznie 55 stron, okoto 65% catosci



pracy), spis tabel i rycin oraz wspomniane streszczenia w dwoch wersjach jezykowych.

Zaprezentowany materiat zostal zilustrowany 29 rycinami oraz 34 tabelami.

Wykorzystane piSmiennictwo

Autor przytoczyl wykaz 77 pozycji pismiennictwa, na ktore si¢ powotuje, obejmujacych
publikacje naukowe (72 pozycji, ponad 93% cytowanego w pracy piSmiennictwa), publikacje
ksigzkowe (5 pozycji), odzwierciedlajace na dzien dzisiejszy stan wiedzy z zakresu
poruszanego w dysertacji zagadnienia. W czgsci teoretycznej obejmujacej wstep i 2 rozdziaty
Doktorant przeprowadzit szczegdtowg analize zrédel, przytaczajgc 72 pozycje pisSmiennictwa.
Pi$miennictwo dotyczace podejmowanej tematyki stanowi staranny wycigg cytowanego
pismiennictwa z obszaru tematyki pracy, i potwierdza przygotowanie Doktoranta do analizy
realizowanego problemu badawczego. Naleznej uwagi wymaga jedynie forma cytowania
niektorych prac (patrz. pozycja 1 brak numeru czasopisma i stron itp., pozycja 31 rok 2010 a

nie 210, czy zamiennie cytowanie petnych nazw czy skrotéw czasopism, czy bledy poz. 70,

itp.)

Szczeglélowa ocena merytoryczna poszczego6lnych czesci rozprawy

Rozdzial 1. stanowigcy wstep do recenzowanej dysertacji doktorskiej wprowadza
czytajacego w zagadnienie stabilnosci montelukastu zwigzane z utlenianiem substancji czynnej
do zanieczyszczen sulfotlenkami, w tym powstawania dwoch enancjomeréw zanieczyszczen
sulfotlenkowych, ktorych zawartos¢ ze wzgledu na brak specyficznosci metody analitycznej
jest okreslana jako suma obu enancjomeréw. Omoéwione zostaty réwniez gléwne produkty
utleniania montelukastu oraz wykazane na podstawie badan stabilnosci 3 produktéw
leczniczych firmy Adamed Pharma zagadnienie roznic w profilu zanieczyszczen i szybkosci
degradacji, wyrazone jako stezenie zanieczyszczen sulfotlenkami. Rozdziat 2. charakteryzuje
syntetycznie droge degradacji i mechanizm powstawania zanieczyszczen sulfotlenkami
substancji leczniczych zaliczanych do siarczkow tj. mi.in. montelukast, co mozna wykorzystaé
w podejsciu do doboru substancji pomocniczych w pracach projektowych i rozwojowych
formulacji oraz w planowanym procesie analizy probek substancji i formulacji.

W rozdziale 3. Wtasciwosci przeciwutleniajace i prooksydacyjne fenolikow Doktorant
charakteryzuje fenoliki tj. np. pochodne kwasu benzoesowego, czy cynamonowego oraz grupe
flawonoidéw, opisujac ich strukture oraz mechanizmy wielokierunkowego dziatania
przeciwutleniajgcego mi.in. usuwanie reaktywnych form tlenu (ROS), aktywacje enzymow

antyoksydacyjnych, aktywnos¢ chelatujagca metale, hamowanie oksydaz, tagodzenie stresu




oksydacyjnego wywolanego tlenkiem azotu itd. W podrozdziale 3.4. Doktorant wspomina o
aktywnosci prooksydacyjnej flawonoidow w procesie utleniania poprzez rodniki fenoksylowe
Opisane zagadnienie jest istotne dla poruszanego w cze¢sci badawczej wplywu aromatu
wisniowego, substancji pomocniczej w analizowanych formulacjach produktow z
montelukastem, zawierajacej jako sktadowe wiasnie zwigzki z grupy flawonoidéow. Czesé
teoretyczng dysertacji podsumowujg rozdzialy odnosnie dwdoch mechanizméw zapobiegania
utlenianiu montelukastu do zanieczyszczenia sulfotlenkami z wykorzystaniem zwigzkoéw
polifenolowych tj.: zmiatania wolnych rodnikéw i chelatowania jonéw metali oraz rozdziaty
odnoszace si¢ do metod oznaczania catkowitej zawartosci fenoli, catkowitej zawartosci
flawonoidow, zdolnosci antyoksydacyjne;.

W nastepnym rozdziale 4. po teoretycznym wprowadzeniu Doktorant wskazuje na
gléwne cele badawcze pracy. W kolejnym 5. rozdziale zostaly wymienione materiaty, opisane
metody badan z wykorzystaniem aparatury badawczej.

Rozdzial 6. przedstawia wyniki badan i dyskusje. W podrozdziale 6.1. przedstawiono
wyniki analitycznej identyfikacji flawonoidow w 2 partiach aromatu wisniowego poczatkowo
w wykorzystaniem metody HPLC, i kolejno ich weryfikacje przy uzyciu techniki HPLC-MS.
Napotkane problemy techniczne tj. brak jonizacji niektérych sktadnikéw, brak wzorcéw widm
w bazach danych dla sktadnikéw, dla ktorych nie zaobserwowano jonizacji, czy wiele pikow
dla niskich mas czasteczkowych poszukiwanych czasteczek, nie pozwolily na identyfikacje
sktadnikéw mieszaniny prébnej i nie wskazaly na obecno$¢ flawonoidéw w probkach
aromatéw. W kolejnej czgsci rozdziatu przedstawiono wyniki oceny calkowitej zawarto$ci
fenoli w aromacie wisniowym, ktore to zgodnie ze stawiang przez Autora hipoteza, sg
prawdopodobnie odpowiedzialne za jego wlasciwosci antyoksydacyjne, co potwierdzono w
oznaczeniu potencjatu antyoksydacyjnego aromatu wisniowego w 3 rozcienczeniach w tescie
zdolnos$ci antyoksydacyjnej. W podrozdziale 6.2. Doktorant oceniat, jak aromat wisniowy i inne
stosowane przeciwutleniacze tj. kwercetyna i kwas askorbinowy wplywaja na wlasciwosci
przeciwutleniajace fizycznych mieszanin z montelukastem i mieszanin placebo zawierajacych
wszystkie skladniki bazowej formulacji tabletek, analizujac wzgledne stezenia
zanieczyszczenia sulfotlenkowego po 30 dniach badania stabilno$ci. Pomimo, ze w badaniach
zaden z uzytych przeciwutleniaczy nie spowalnial znaczaco tempa powstawania
zanieczyszczen sulfotlenkami, Doktorant postawit hipotezg, iz obserwowany rozklad do
zanieczyszczen sulfotlenkami moze nie zachodzié w mieszaninie proszku, ale jest wyzwalany
podczas przygotowania prébki i ma miejsce w roztworze, co dalej poddal weryfikacji. Mgr

Mariusz Staskiewicz potwierdzit stabilnos¢ prébek w roztworze i kolejno analizowat istnienie



ryzyka powodowanej przez przeciwutleniacze niepozadanej odwrdconej konwersji MTK2
(trans diastereoizomer sulfotlenku) z powrotem do montelukastu lub rozkladu innego
zanieczyszczenia, co moze potencjalnie prowadzi¢ do falszywego poziomu zanieczyszczenia
sulfotlenkami podczas badania. Zastosowanie ktéregokolwiek z przeciwutleniaczy nie
prowadzilo do zmniejszenia st¢zenia zanieczyszczen sulfotlenkami w poroéwnaniu z probka
referencyjng. W kolejnym podrozdziale 6.3. pracy w warunkach przyspieszonych (40°C, 75%
RH) oceniano zgodnos¢ soli sodowej montelukastu ze wszystkimi substancjami pomocniczymi
badanej formulacji tabletek, identyfikujac na podstawie oznaczen substancje mogace mieé
istotny wplyw na powstawanie zanieczyszczen sulfotlenkami, tj. aromat wisniowy i celuloze
mikrokrystaliczng. Stwierdzono, iz niewielka ilo§¢ aromatu wisniowego znacznie zmniejsza
tempo powstawania zanieczyszczen MTK2, dodatkowo zar6wno jakos$¢ aromatu wisniowego,
jak i celulozy moga mie¢ istotny wpltyw na powstawanie zanieczyszczen sulfotlenkami. Jakos¢
te mozna potencjalnie zweryfikowa¢ na podstawie catkowitej zawarto$ci fenoli lub zdolnosci
antyoksydacyjnej testowanej zgodnie z przedstawionymi badaniami. Ostatni podrozdziat 6.3.
stanowi ocen¢ stabilnosci substancji leczniczej i zarejestrowanej formulacji tabletek
zawierajacych rozne ilosci aromatu wisniowego (100 i 200% oryginalnej receptury) o
udokumentowanych w pracy wlasciwosciach antyoksydacyjnych. W  warunkach
przyspieszonych nie obserwowano zmian dotyczacych stezenia zanieczyszczen
sulfotlenkowych w badanych tabletkach montelukastu bez aromatu wisniowego i zawierajgcej
100% aromatu, jedynie w przypadku probki zawierajacej 200% oryginalnej zawartosci aromatu
wykazano nizsze st¢zenie MTK?2 po szesciu miesigcach. Na nie stwierdzono istotnego wptywu
wody resztkowej i wilgotnosci na stabilno$¢ tabletek po 12 miesigcach (25°C/60% RH).

Rozdzial 7. zawiera autorskie podsumowanie badan wraz z wnioskami i odniesieniami
do biezacego pismiennictwa $wiatowego. Doktorant wskazuje na przyczyny tworzenia
sulfotlenkéw montelukastu podczas jego przechowywania: 1) niezgodnos$¢ API-celuloza
mikrokrystaliczna, 2) sulfoksydacj¢ spowodowang przez inne wolne rodniki utworzone w
matrycy tabletki podczas przechowywania leku. Na podkreslenie zastuguje kompleksowe
podejscie do tematu, skutkujace w efekcie rozwigzaniem problemu badawczego.

Rozdzialy kolejno 8, 9, 10, 11, 12, 13 i 14 stanowig piSmiennictwo, spis tabel, rycin,
skrotow, streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim oraz informacje o publikacji
obejmujacej wyniki badan.

Po lekturze rozprawy, w mojej ocenie wskazane cele rozprawy zostaly osiggnigte i

podsumowane przez Doktoranta.




Jezyk i formalna strona rozprawy

W przedtozonej w jezyku angielskim rozprawie doktorskiej brak konsekwencji w
stosowaniu zasad dla odsylaczy bibliograficznych, Doktorant dowolnie stosuje skroty badz
pelne nazwy czasopism, na ktore si¢ powoluje, o czym juz wspomniano w cze¢sci dotyczacej
wykorzystanego pismiennictwa. Warto bytoby w pracy zacytowac réwniez Ph. Eur. jako zrédto,
skoro Doktorant si¢ na nie powotuje. W dysertacji znaleziono nieliczne bedy tj. omytke w
nazwie serii aromatu wisniowego znaleziono na stronie 38 w tabeli, dodatkowo pod tabelg 6-6
dla jasnosci wskazane bytoby umieszczenie rozwinigcia skrotow tj. MOK, styren, keto. Jako$¢

przedlozonej dysertacji s$wiadczy o gruntownej analizie i korekcie tekstu.

Inne osiagni¢cia Doktoranta:

Catkowita liczba publikacji Doktoranta w czasopismach z Listy Filadelfijskiej - wynosi 2 o
tacznym wspétczynniku wplywu IF=2,696, w tym:

1. Publikacja jako podstawa rozprawy: ,,Evaluation of the potential impact of cherry flavour on
the stability of montelukast tablets”, Acta Poloniae Pharmaceutica — Drug Research (2022),
IF=0,555; 100 pkt. MNiSW (pierwszy autor)

2. ,New hybrids of tacrine and indomethacin as multifunctional acetylcholinesterase
inhibitors”, Chemical Papers (2021), hitps://doi.org/10.1007/s11696-020-01295-y, IF= 2,146;
40 pkt. MNiSW (wspdlautor).

Biorgc pod uwage wysoka jako$¢ merytoryczng pracy i nieliczne bledy edytorskie
chcialabym przedstawi¢ do dyskusji w toku obrony nast¢pujace zagadnienia:

1. Dlaczego Doktorant wybrat do badan stabilnosci seri¢ aromatu wisniowego
(12054770) o nizszej calkowitej zawartosci zwigzkow fenolowych wyrazonych jako
ekwiwalent kwasu galusowego (GAE)?

2. Czy w toku analizy pismiennictwa czy do$wiadczen wiasnych Doktorant znalazt
przyklady wskazania na wzrost poziomu zanieczyszczen w kontekscie wlasciwosci
utleniajgcych celulozy mikrokrystalicznej jako sktadowej formulacji?

Wymienione do dyskusji kwestie w zaden sposob nie umniejszajg wartosci naukowej
przedstawionej do oceny dysertacji, a jedynie wynikaja z zainteresowania tematem i stanowig
zagadnienia do rozwazenia w kolejnych badaniach nad projektowaniem i oceng formulacji

farmaceutycznych.

Whioski i konkluzja koncowa



Do najwazniejszych walorow recenzowanej rozprawy zaliczam:

e istotno$¢ i aktualno$¢ wybranej tematyki, w tym wypehienie luki poznawczej w ocenie
formulacji farmaceutycznych z substancjami pomocniczymi o potencjalnych
wlasciwosciach przeciwutleniajgcych z APIs zaliczanymi do siarczkow tj. np. produkty
z montelukastem,

e wskazanie i analize wptywu sktadowych formulacji na powstawanie zanieczyszczen
sulfotlenkowych;

e wskazanie aromatu wisniowego jako wielofunkcyjnej substancji pomocniczej, ktéra
oprocz funkcji maskowania smaku formulacji wpltywa na proporcje powstawania
zanieczyszczen sulfotlenkowych i moze byé z powodzeniem wykorzystana do
modyfikacji obecnych preparatow w celu zmniejszenia koncowego stezenia tych
zanieczyszczen na koncu okresu trwatosci produktu,

~e znaczenic podjetych badan dla wyboru i kwalifikacji dostawcow substancji
pomocniczych,

e wskazanie na podej$cie do badan formulacyjnych z APIs zaliczanymi do siarczkow
podatnymi na utlenianie, wymagajgce dodatkowej oceny podczas badan kontroli
jakosci.

Reasumujgc oceniana rozprawa doktorska mgr Mariusza Staskiewicza stanowi
oryginalne opracowanie naukowe, poruszajgce zagadnienie poszukiwania rozwigzan w
zakresie opracowania wysokiej jakosci formulacji produktéw leczniczych. Analizowane w
dysertacji problemy badawcze sg istotne i aktualne. Na podkreslenie zastuguje znaczenie
uzyskanych wynikéw badan dla rozwoju prac badawczych ukierunkowanych na rozwdj postaci
leku, w tym doboru sktadowych formulacji, poznania mechanizmu powstawania
zanieczyszczen, ich analizy i podejmowanych dzialan w celu redukeji ich poziomu, co jest
niezwykle aktualnym zagadnieniem dla technologéw, wytworcow i organdéw nadzoru nad
wytwarzaniem. W mojej opinii praca wychodzi naprzeciw stawianym oczekiwaniom, iz
opracowanie i ocena formulacji w toku prac badawczych, stanowig istotny wktad w planowanie
i rozwoj formulacji produktow leczniczych z substancjami zaliczanymi do siarczkéw, majac na
wzgledzie jakos¢ produktu i bezpieczenstwo pacjenta. Wiedza na temat wlasciwosci formulaciji,
raz zidentyfikowana i potwierdzona, moze by¢ z powodzeniem wykorzystana do modyfikacji
obecnych preparatéw w celu zmniejszenia identyfikowanych zanieczyszczen na koncu okresu
trwatosci produktu.

Przedstawiona rozprawa spetlnia wymagania okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14

marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule




w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.) stawiane rozprawom doktorskim. W
zwigzku z powyzszym wnioskuj¢ do Rady Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi o dopuszczenie Pana Mgr Mariusza Staskiewicza do dalszych etapow postepowania
w celu nadania stopnia doktora nauk farmaceutycznych.

Jednoczesnie korzystajac z przystugujacemu recenzentowi prawa wnioskuje do
Rady Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Fodzi o wyréznienie

ocenianej rozprawy doktorskiej.
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