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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Eweliny Cebulskiej

~Opracowanie czutych metod oznaczania substancji czynnych
i substancji pokrewnych w produktach leczniczych niskodawkowych
z wykorzystaniem wysokosprawnej i ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC/UPLC)”

wykonanej pod kierunkiem promotora Pana prof. dr hab. n. farm. Pawla Szymanskiego z
Zakladu Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekow i Radiofarmacji. Wydzialu
Farmaceutycznego. Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

Jednym z elementow dziatalnosci uczelni jest aktywne wpieranie w zakresie transferu
wiedzy 1 technologii z nauki do réznych sektorow gospodarki. Jest to bardzo wazny element
wspotpracy. ktory jest niezwykle istotny dla obydwu stron: jednostek naukowych oraz roznych
podmiotoéw gospodarczych.

Przykladem takiej wspolpracy jest powyzsza rozprawa doktorska zrealizowana w
ramach programu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ..Doktorat wdrozeniowy” wspolnie
z Zakladem Chemii Farmaceutycznej. Analizy Lekow i Radiofarmacji, Wydzialu
Farmaceutycznego, Uniwersytetu Medycznego w Lodzi oraz Oddzialem Badan i Rozwoju
Zakladow Farmaceutycznych Polpharma S.A.

Praca doktorska zostala przygotowana w formie pracy wdrozeniowej co jest zgodne z art.
187 Ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z dnia 20 lipca 2018 r. Praca dotyczy
opracowania i walidacji metod analitycznych do oceny zawartosci atropiny, jej produktow
degradacji oraz substancji pokrewnych dla niskodawkowego produktu leczniczego o nowym
zastosowaniu  terapeutycznym. Opisane procedury sa jednymi z etapow niezbednymi do
dokumentacji technicznej skladanej do URPL podcezas dopuszezenia do obrotu produktu
leczniczego.

Cel pracy zostal jasno sprecyzowany i jest nim opracowanie i walidacja metody

oznaczania zawartosci i substancji pokrewnych oraz produktow degradacji w

opracowywanych formulacjach - Opracowana metoda bedzie

wykorzystana podczas rozwoju produktu leczniczego —



B H-iqn stabilnosci oraz podezas rutynowych analiz w celu kontroli jakosci
produktu leczniczego.

Praca sklada si¢ z 186 stron poprzedzonych wykazem stosowanych skrotow. Wstep
obejmuje zagadnienia_opisujace grupc |
—. metody chromatograficzne oraz metodologie kontroli jakosci
produktéw leczniczych. W dalszej czesci doktorantka znajac dane farmakopealne oraz
literaturowe dotyczace substancji aktywnej zgodnie z wytycznymi ICH opisala poszczegolne
etapy ustalania odpowiednich warunkéw chromatograficznych a nastepnie ich walidaciji.

Analizujge etap pracy dotyczacy rozwoju metod analitycznych nasuwaja sie nastepujace
pytania:

- Warunki chromatograficzne zostaly zaaplikowane z monografii _ 2
Farmakopei Europejskiej. Jednak mam pytanie odnosnie wybranych elementéw metody.
Czy stosowanie metody gradientowej szczegolnie w przypadku stosowania 30 %v/v
acetonitrylu z buforem fosforanowym nie stwarzalo problemu dla zywotnosci kolumny
chromatograficznej. Czy objetos¢ nastrzyku 100 pl nie mozna zredukowaé do mniejszych
objetosci?

- Czy do badan rozwojowych wyznaczanie parametru lipofilowosci LogP metoda obliczeniowa
(program ACD/Labs 12.0) jest wystarczajace?

- Analiza literaturowa pozwolita na wykrycie dodatkowego zanieczyszczenia -
- ktore jest mozliwe w wyniku utleniania w warunkach zasadowych. Doktorantka
potwierdzila ten fakt poprzez zastosowanic programu do przewidywania Sciezek degradacji
substancji. Zanieczyszczenie nie zostalo wezesniej okreslone oraz nie
jest specyfikowane w aktualnym wydaniu Farmakopei Europejskiej. Jak na podstawie
analizy chromatograficznej opisanej na str 60 (rysunek 5) przedstawiajacej kolejnosé elucji
poszczegolnych skladnikow analitu udalo si¢ zidentyfikowaé¢ dwa izomery -
= (pkt 61 7 zgodny z czasem elucji)?

W toku rozwoju metody analitycznej wykorzystano ja do oceny przygotowanych
formulacji produktow buforowanych w réznym zakresie pH po uprzednim procesie starzenia
w warunkach 40°C/75%RH przez 1 miesiac w celu wygenerowania potencjalnych
zanieczyszczen. Najbardziej stabilna formulacja — okazal si¢ bufor pH 4.5,
ktory to gwarantowal brak degradacji substancji czynnej w badanym okresie. Doktorantka
potrafifa wyjasni¢ degradacje _ 0 roznym nasileniu w zaleznosci od pH buforu
opisujgc potencjalne reakcje wplywajace na ten proces. Zjawisko degradacji API bazujac na
danych literaturowych oraz wynikach wlasnych badan opisata w publikacji w czasopismie Acta
Poloniae Pharmaceutica - Drug Research (2024), ktorej jest glowna autorka. Pozwolito to na
okreslenie krytycznych parametrow metody kontroli jakosci formulacji. W tym celu dokonata
optymalizacji metody chromatograficznej biorac pod uwage rozny sklad fazy ruchomej oraz
stacjonarnej. Stawiajac sobie rowniez za cel poprawe rozdziatu miedzy zanieczyszczeniami
(glownie N-tlenki) oraz ogolnej rozdzielczosei i czulosei metody. przetestowata rozne kolumny
chromatograficzne pod katem wypelnienia, zmodyfikowanej wielkosci czastek 1 rozmiaru
kolumny. Finalnie. aby sprosta¢ postawionym celom konieczne bylo przejscie na uklad



ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UPLC) z zastosowaniem kolumny Poroshell (C18) o
wielkosci czastek 1.9 um.

Metoda zostala zwalidowana dla produktu leczniczego - —
_ pod katem sprawnosci ukladu chromatograficznego. specyficznosci metody.
precyzji systemu pomiarowego. precyzji metody, liniowosci i dokladnosci oraz zakresu
metody. Byl to proces czasochlonny i wymagal od doktorantki duzego do$wiadczenia
analitycznego w obszarze chromatografii cieczowej. Wyniki powyzszych analiz potwierdzity
spetnienie ustalonych kryteriow akceptacji. Wazna uwaga jest informacja dotyczaca odpornosci
metody na zmiany parametrow ukladu chromatograficznego i stosunkéw faz ruchomych w
wybranym zakresie z zastrzezeniem. aby scisle przestrzega¢ skladu fazy ruchomej oraz
warunkow przechowywania fazy ruchomej ze wzgledu na rozpuszezalnoéé dodecylosiarczanu
sodu w fazie ruchomej. Pojawienie si¢ nawet niewielkiej opalescencji moze znaczaco wplynaé
na sprawnos¢ ukladu chromatograficznego. Uzyskane dane pozwalaja na stwierdzenie, ze
metoda ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej jest odpowiednia do oznaczania
zawartosci _ oraz do potwierdzenia tozsamosci APl w
produkcie.

Cickawym elementem badan byly badania degradacyjne analizowanej substancji
czynnej. Potwierdzily one, ze proponowana metoda jest odporna na potencjalne produkty
rozktadu i nie wplywaja one na prawidlowa ocene zawartosci - w produkcie

Rownolegle z walidacja metody oznaczania zawartosci _ i

substancji pokrewnych prowadzono badania stabilnosci wytworzonych formulacji. Ostatecznie
testowano formulacje _ w dhugoterminowych badania
stabilnosci. Wyniki potwierdzily stabilno$é¢ produktu w srodowisku o pH ok. 4.5 przez 24
miesiace.

Reasumujac zadania zrealizowane przez doktorantke¢ mozna jednoznacznie stwierdzié,
ze zostaly one przeprowadzone zgodnie z wytycznymi ICH oraz EMA. Prawidlowe
przeprowadzenie procesu walidacji zapewnia wysoka jakos¢ i wiarygodnos$¢ uzyskanych
wynikow pomiarowych co z pewnoscig wplynie na wysoka jakosé i trwalos¢ a w konsekwencji
na skutecznos¢ planowanego do wdrozenia produktu leczniczego.

Proces uzyskania pozwolenia na dopuszczenie do obrotu produktu leczniczego podlega
rygorystycznym przepisom. Obowigzujace przepisy narzucaja producentom spetnienie szeregu
wymogow w tym ztozenia zunifikowanego dokumentu technicznego CTD. To wlasnie na
podstawie tej dokumentacji trzeba udowodni¢. ze kandydat na produkt leczniczy oprocz
skutecznosci i bezpieczenstwa spelnia wymagania pod katem jakosciowym i trwalosci w
kontekscie danej formulacji leku. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest wlasnie
tego dowodem i stanowi istotny element w procesie wdrozenia do produkcji w E T ]

dla nowego wskazania
terapeutycznego. Przedstawiony material ma istotne znaczenie dla Modutu 3 dokumentu CTD
opisujgcego informacje chemiczne i farmaceutyczne substancji czynnych i pomocniczych a
przede wszystkim kontroli jakosci gwarantujacej ich dzialanie i bezpieczenstwo w okreslonym
czasie stosowania. Objetos¢ zebranego i opisanego materiatu w rozprawie doktorskiej $wiadczy
o fakcie jak duza wage przypisuje si¢ do procesu wdrozenia nowego leku na rynek
farmaceutyczny.



Praca ta znacznie rozni si¢ od klasycznych rozpraw przedstawiajacych oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego. Niemniej wymagalo to od doktorantki jeszcze wigkszej
uwagi i umiejetnosci w zakresie wykonywania prac badawczo-rozwojowych pod katem ich
zastosowania we wdrozeniu produktu leczniczego. co narzucaja obowigzujace przepisy i
wytyczne ICH oraz Europejskiej Agencji Lekow (EMA). Patrzac na poszczegolne etapy prac
realizowanych w ramach rozprawy doktorskiej mozna z cala pewnoscig stwierdzi¢, ze jej
oryginalne rozwiazanie w zakresie analityki farmaceutycznej zgodne z obowiazujacymi w tym
zakresie przepisami z pewnosciag stanowia duzy wklad w powstanie dokumentacji dotaczanej
do wniosku o dopuszczenie do obrotu produktu leczniczego.

Zaprezentowana rozprawa doktorska ma charakter pracy wdrozeniowej co jest zgodne
z obowiazujaca Ustawa Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce i opisuje rozwigzanie
problemu analitycznego na jednym z etapow wdrazania produktu leczniczego w
. Prace oceniam pozytywnie i wnosz¢ o
dopuszczenie pani mgr inz. Eweliny Cebulskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego
celem uzyskania stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu,
w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.
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