Krakéw, 11 marzec 2019

1' ’DJ\/ e i R ECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ
Pani mgr Ewy Zofii PILCH
pt. ,Otrzymywanie oraz wybrane wtasciwosci zeli hydrofilowych z frakcjg
liposomowg z dobezylanem wapnia”

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Ewy Zofii Pilch zostata
wykonana w Katedrze i Zaktadzie Chemii Fizycznej, Wydziatu Farmaceutycznego
z Oddziatem Analityki Medycznej, Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich
we Wroctawiu. Promotorem pracy jest Pan dr hab. Witold Musiat, prof. nadzw.,
kierownik ww. Katedry.
Rozprawa doktorska ma forme cyklu 3 spojnych tematycznie publikacji
o tacznym wspétczynniku oddziatywania IF=6.555 i 80 pkt. MNiSW. Dwa artykuty
stanowia prace oryginalne, trzecia praca jest artykutem pogladowym. We wszystkich
pracach Pani mgr Ewa Zofia Pilch jest pierwszym autorem. Na podkreslenie zastuguje
fakt, ze wszystkie artykuty zostaty opublikowane w czasopismach z listy A wg MNiSW.

Gtéwnym kierunkiem zawartych w pracy doktorskiej zainteresowan
badawczych Pani mgr Ewy Zofii Pilch jest poszukiwanie noénika dla dobezylanu
wapnia, ktéry stworzytby mozliwos¢ opracowania hydrozelu o kontrolowanym
uwalnianiu substancji leczniczej, przeznaczonym do podania na skore.

Aktywnos$¢ farmakologiczna dobezylanu wapnia polega przede wszystkim
na zmniejszaniu przepuszczalnoéci naczyrn wiosowatych, agregacji ptytek krwi
oraz poprawie transportu limfatycznego. W lecznictwie dobezylan wapnia jest
stosowany w terapii retinopatii i nefropatii cukrzycowej oraz przewlektej
niewydolnosci zylnej.

Obecnie w Polsce zarejestrowane sg produkty lecznicze z dobezylanem
wapnia w postaci tabletek oraz kapsutek o niemodyfikowanym uwalnianiu,
przeznaczone do podawania doustnego. Dobezylan wapnia wchodzi réwniez w skfad
kosmetycznego zelu do pielegnacji skéry naczynkowej.

Mimo, ze dobezylan wapnia jest substancjg rozpuszczalng w wodzie, jego
rozpuszczalno$¢ w kwasnym pH zmniejsza sig. Z kolei w pH zasadowym, substancja
lecznicza jest podatna na utlenianie. Powyzsze wiasciwosci mogg mieC negatywny
wptyw na dostepno$é biologiczng po podaniu doustnym. Biorgc pod uwagg dziatanie
farmakologiczne dobezylanu wapnia, w petni uzasadnione jest podejmowanie prac
badawczo-rozwojowych, majgcych na celu opracowanie nowych postaci leku, ktore
stworzytyby mozliwo$¢ uzyskania jednoczesnie dziatania ogdlnego lub/i miejscowego
substancji leczniczej oraz wyeliminowania ograniczen wynikajgcych z jej wtasciwosci
fizykochemicznych. Opracowanie postaci leku do podania na skorg stwarza
niewatpliwie taka mozliwos¢.

W technologii hydrozeli, obecno$¢ dwuwartosciowych jonéw wapnia moze
inicjowaé¢ reakcje chemiczne z wolnymi grupami funkcyjnymi polimerdéw,
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stosowanych jako substancje zelotwdrcze. Na skutek tej interakcji, wtasciwosci
fizykochemiczne matrycy hydrozelowej moga ulec niekorzystnej zmianie, co z kolei
moze stanowi¢ istotne ograniczenie w praktycznym zastosowaniu preparatu.
Ciekawym rozwigzaniem tego problemu jest inkorporowanie do potstatej matrycy
hydrozelowej no$nikéw dla substancji leczniczej w formie mikro- lub nanostruktur
pecherzykowych, takich jak frakcja liposomowa. Stwarza to mozliwo$¢ stabilizacji
substancji leczniczej oraz kontroli jej uwalniania. Rozpuszczalna w wodzie substancja
lecznicza jest zamknieta we wnetrzu takiego nosnika. Jesli dodatkowo w sktad
liposoméw wchodzi etanol (tzw. etosomy), mozliwe jest znaczne zwiekszenie
wchfaniania substancji leczniczej.

Niewatpliwg wartoscig rozprawy doktorskiej Pani Ewy Zofii Pilch jest
zaproponowanie nowatorskiego  rozwigzania technologicznego, jakim jest
opracowanie liposoméw oraz etosoméw z dobezylanem wapnia, a nastepnie ich
inkorporowanie w modelowej matrycy hydrozelowej na bazie metylocelulozy.

Biorac pod uwage fakt, ze dobezylan wapnia jest jedng z nielicznych

substancji leczniczych syntetyzowanych w Polsce, stowa uznania nalezg sie,

Doktorantce i jej Promotorowi - Panu dr hab. Witoldowi Musiat, prof. nadzw. -

za wysoce aplikacyiny charakter podjetej tematyki badawczej, opisanej w niniejszej
rozprawie.

Wyniki swoich badari Doktorantka przedstawita w formie 110-stronicowej
dysertacji, stanowiacej przewodnik po trzech publikacjach wplecionych w tekst
oraz dodatkowy rozdziat, dotyczacy badar wiasnych, nieujetych w publikacjach.
Rozprawa jest przygotowana w sposéb estetyczny i przejrzysty.

Cze$¢ teoretyczna — Wprowadzenie - rozpoczyna sig krotkim opisem
zasadniczego celu pracy, po ktérym nastepuje 8-stronicowa charakterystyka,
uwzgledniajaca kolejno: wiasciwosci podtozy hydrozelowych, liposoméw, dobezylanu
wapnia, etanolu jako substancji pomocniczej promujacej wchtanianie oraz procesu
liofilizacji w aspekcie stabilizacji liposomow. Ciekawym uzupetnieniem tego rozdziatu
jest praca pogladowa Doktorantki, przedstawiajgca metody wytwarzania etosomow
oraz przyktady ich zastosowania w technologii postaci leku. Praca zostata
opublikowana na famach renomowanego czasopisma International Journal
of Molecular Sciences (Wyd. MDPI, IF;0;,=3.687).

Nastepnie Doktorantka opisuje materiaty i metody uzyte do realizacji badan,
w tym réwniez metodyke badari wtasnych nieopublikowanych. Doceni¢ tutaj nalezy,
umiejetnosci Doktorantki w doborze i postugiwaniu sig¢ zaawansowanym warsztatem
badawczym, na ktéry sktadajg sie nowoczesne narzedzia analizy fizykochemicznej,
tj. metoda dynamicznego rozproszenia $wiatta (DLS), spektroskopia w podczerwieni
(FT-IR), analiza termograwimetryczna (TG, DTG), czy réznicowa kalorymetria
skaningowa (DSC).



Dalej nastepuje syntetyczny opis wynikéw badan z odniesieniem do dwdch
publikacji oryginalnych zawartych w cyklu oraz dyskusja wynikow.

Pierwsza praca oryginalna przedstawia wptyw matrycy hydrozelowej
oraz rodzaju noénika na kinetyke uwalniania dobezylanu wapnia. Doktorantka opisata
8 receptur hydrozeli z dobezylanem wapnia. Substancja lecznicza byta inkorporowana
w matrycy hydrozelowej w postaci liposoméw przygotowanych na bazie lecytyny
lub etosoméw, zawierajacych dodatkowo etanol lub etanol i cholesterol.
Wprowadzenie 20% etanolu do systemu nosnikowego (tj. opracowanie etosomoéw),
korzystnie wptywato na stabilnos¢ liposoméw w matrycy zelowej oraz szybkos$¢
uwalniania substancji aktywne;. Pozytywny wptyw na stabilnos¢
liposoméw/etosoméw miat réwniez dodatek cholesterolu. Badania szybkosci
uwalniania, zostaty uzupetnione matematyczng analiza kinetyki tego procesu.
Najlepiej dopasowanym modelem kinetycznym okazat sig model Higuchi’ego.

Przedmiotem drugiej pracy oryginalnej jest ocena wplywu suszenia
liofilizacyjnego na wiasciwosci hydrozeli, zawierajacych dobezylan wapnia w postaci
liposoméw. Autorka wykazata, ze podczas rehydratacji hydrozelu, mozliwe jest
odtworzenie pecherzykowych struktur no$nikowych dla dobezylanu wapnia,
tj. liposoméw i etosoméw. Ponadto stwierdzita, ze potstaty hydrozel powstaty
w wyniku pecznienia taricuchéw metylocelulozy, zapobiegat agregacji liposomoéw
podczas rehydratacji, ale jego wysoka osmolarnosc powodowata ich deformacje.
Przy uzyciu techniki DLS wykazano wptyw dodatku etanolu i cholesterolu na wielkos¢
liposoméw. Zastosowanie spektroskopii w podczerwieni (FT-IR) umozliwito,
identyfikacje interakcji miedzy lecytyng i etanolem, ktéra moze skutkowac hydroliza
wigzan estrowych w czasteczce lecytyny. Co ciekawe, powyzsza interakcja
nie powodowata utraty kulistego ksztattu liposomoéw, utrzymywanych w sferycznej
formie dzieki obecnosci dfugotaricuchowych kwaséw ttuszczowych i ich soli.

Zakres prac badawczych opisanych w artykutach oryginalnych, sposob
prezentacji wynikéw oraz ich interpretacji nie wymaga dodatkowego komentarza,
biorac pod uwage przychylne opinie migdzynarodowych ekspertéw, z jakimi te prace
musiaty sie spotkaé¢ przed opublikowaniem. Samo ich wydanie na tamach czasopism
z bazy JCR $wiadczy o wysokich walorach naukowych badan, ktére wnosza istotny
wktad w $wiatowa literature naukowa z obszaru technologii postaci leku.

Podsumowanie najwazniejszych wynikdw badan, Kandydatka zawarta
w siedmiu wnioskach. Szeé¢ z nich ma bezposredni zwigzek z wykonanym
eksperymentem, si6dmy wniosek ma charakter bardziej ogdiny.

Rozprawe konczy wykaz pismiennictwa, obejmujgcy w sumie 51 prac,
umiejetnie cytowanych w tekscie rozprawy. Drobny mankament edytorski,
nie umniejszajgcy wartosci rozprawy, dotyczy sposobu cytowania pismiennictwa,
ktéry jest niejednolity, ale zasadniczo polega na umieszczaniu odnoénika po kropce

konczacej zdanie, zamiast przed koricowym znakiem interpunkcyjnym.



W streszczeniu pracy, Doktorantka przedstawita najwazniejsze jej elementy.
Wersja angielska streszczenia jest spdjna z wersjg polska. Uzupetnieniem rozprawy
jest lista publikacji wtasnych Doktorantki, krotki zyciorys oraz oswiadczenia
wspotautoréw prac wchodzacych w sktad cyklu publikacji. Ostatnie dwa rozdziaty
niniejszej rozprawy stanowig kopie prac tworzacych cykl publikacji, jak réwniez tych
otwierajgcych przewdd doktorski.

Na dodatkowy komentarz zastuguje, pierwszy artykut oryginalny Doktorantki,
ktory co prawda nie wchodzi w sktad cyklu publikacii, ale stanowit podstawe otwarcia
niniejszego przewodu doktorskiego.

Praca dotyczy oceny wiasciwosci reologicznych pdistatych podtozy kremowych,
stanowigcych nosnik dla substancji leczniczej z grupy kortykosteroidow. Ta krotka,
jednak starannie przygotowana, publikacja wskazuje na zdolnoéci Pani mgr Ewy Zofii
Pilch do poprawnego opracowania wynikéw badan naukowych i w petni uzasadnia

jej starania o nadanie stopnia naukowego doktora.

Biorac pod uwage doéwiadczenie Doktorantki w wykonywaniu i interpretacji
wynikéw analiz reologicznych uktadéw péistatych, po przeczytaniu przedfozonej
do oceny rozprawy nasuwaja mi sie dwa pytania o charakterze polemicznym:

1) Czy opracowanie zeli hydrofilowych z frakcjq liposomowq moze mie¢ wptyw
na wiasciwosci reologiczne preparatu w poréwnaniu do hydrozelu, ktéry nie
zawiera frakcji liposomowej? Jakie to moze mie¢ znaczenie praktyczne?

2) Jakie inne substancje zelujgce mogtyby zostac uzyte do przygotowania potstatej
matrycy hydrozelowej w aspekcie zapewnienia kontroli uwalniania dobezylanu

wapnia?

W pracy nie znaleziono istotnych bteddw stylistycznych, ortograficznych
lub gramatycznych.

Drobna uwaga dotyczy Rysunku 4. Dobezylan wapnia jest monohydratem
(wg FP Xl), dlatego wzdr strukturalny substancji leczniczej powinien uwzgledniaé

obecnoé¢ czasteczki wody w strukturze zwigzku.

Powyisze uwagi wynikajg z obowigzkéw recenzenta, ale w zaden sposob nie

wptywaja na catoksztatt mojej wysoce pozytywnej opinii na temat niniejszej rozprawy

doktorskiej.



Podsumowanie

Recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Ewy Zofii Pilch skfada sig z cyklu
trzech prac naukowych opublikowanych w czasopismach, znajdujacych sie w bazie
Journal Citation Report (JCR). Ich sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (IF) wynosi
6.555.

Osiggniecie naukowe bedace przedmiotem rozprawy, jest bez watpienia
nowatorskie. Istotnym atutem pracy jest wysoki potencjat aplikacyiny wynikow,

ktére moga by¢ pomocne w opracowaniu nowych, polskich produktéw leczniczych
z dobezylanem wapnia przeznaczonych do terapii powikfan, towarzyszacych
chorobom cywilizacyjnym.

Na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze wypetnia
ona wymogi merytoryczne i formalne stawiane dysertacjom doktorskim. Niniejszym

zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Analityki
Medycznej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu z wnioskiem o dopuszczenie
Pani mgr Ewy Zofii Pilch do dalszych etapdéw postepowania w ubieganiu sig o stopien
naukowy doktora.

Jednoczeénie, bioragc pod uwage wysoka wartos¢ naukowa rozprawy,
whioskuje do Wysokiej Rady o wyrdznienie opiniowanej pracy (zatgcznik 1).
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Zatgcznik 1

Krakéw, 11.03.2019

Imie i nazwisko recenzenta: dr hab. n. farm. Anna Krupa

Imie i nazwisko doktoranta: mgr n. farm. Ewa Zofia Pilch

Tytut pracy doktorskiej: ,Otrzymywanie oraz wybrane wiasciwosci zeli

hydrofilowych z frakcjg liposomowa z dobezylanem wapnia”

WNIOSEK O WYROZNIENIE PRACY DOKTORSKIE)J

zwracam sie  do Rady Wpydziatu Farmaceutycznego

Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu

Niniejszym
z Oddziatem Analityki
o wyrdznienie przedmiotowej rozprawy doktorskiej.

Medycznej

Uzasadnienie:

Przedstawiona do recenzji praca stanowi cykl trzech spdjnych tematycznie
publikacji o tagcznym wskazniku oddziatywania IF=6.555 i 80 pkt. MNiSW (>>30).
Istotnym jest, ze wszystkie prace zostaty opublikowane w czasopismach z listy A

wg MNiSW. We wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem,
a jej wiodgcy wktad w powstanie niniejszych publikacji nie budzi watpliwosci.

Wyniki badan opisane w ocenianej pracy doktorskiej majg wysokg warto$¢
innowacyjng, poznawczg i aplikacyjng. Doktorantka opracowata metode sporzadzania
liposoméw/etosoméw z dobezylanem wapnia oraz technologie wprowadzania
ich do potstatej matrycy hydrozelowej. Nastepnie Pani mgr Ewa Pilch wykazata
umiejetnos$¢ postugiwania sie zaawansowanymi metodami analizy fizykochemicznej
w badaniach preformulacyjnych, tj. FT-IR, DTG, DSC.

Baza wiedzy zgromadzona w oparciu o wyniki tych analiz moze by¢ pomocna
w opracowaniu nowoczesnego, polskiego produktu leczniczego do podawania
na skore.

Na catkowity dorobek Doktorantki sktada sie 6 prac o sumarycznym IF=8.056
i 125 pkt. MNiSW. Pani mgr Ewa Zofia Pilch jest autorkg lub wspétautorka
14 komunikatéw zjazdowych (12 zaprezentowanych na konferencjach krajowych
oraz 2 na konferencjach miedzynarodowych).
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