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RECENZJA PRACY DOKTORSKIES
Panl mgr Anny LIS!K '"'"",f"f.‘,.;".'.,'f.'.'_i".'.'.'.'.ZZ.':'.'ZZ”"’.' A ey

uwalniania zwigzkow wapnia i Zelaza”

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr farm. Anny Lisik zostata
wykonana w Katedrze i Zakladzie Chemii Fizycznej, Wydziatu Farmaceutycznego
z Oddziatem Analityki Medycznej, Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich
we Wroclawiu. Promotorem pracy jest kierownik Katedry - prof. dr hab. Witold
Musiat.

Rozprawa doktorska ma forme¢ zbioru 3 spdjnych tematycznie prac
oryginalnych, opublikowanych w latach 2018-2019 w czasopismach o zasiggu
miedzynarodowym ze wspolezynnikiem oddziatywania (IF), ktory sumarycznie
wynosi 4.283 i odpowiada 70 pkt. MNiSW.

We wszystkich pracach Pani mgr Anna Lisik jest pierwszym autorem.
Oé$wiadczenia wspolautoréw wskazuja na wiodacy wkiad (nie mniejszy niz 60%)
Doktorantki w ich powstanie. Uzupelnienie rozprawy stanowia dwie publikacje
oryginalne, opublikowane w anglojezycznym czasopismie bez IF, 8 pkt. MNiSW,
pt. Current Issues in Pharmacy Medical Sciences, ktore stanowily podstawe otwarcia

przewodu doktorskiego.

Gloéwnym kierunkiem zainteresowan badawczych Pani mgr farm. Anny Lisik
jest poszukiwanie nowych metod analizy ilosciowej jonow wapnia i zelaza(ll)
pod katem ich zastosowania w badaniach dostgpnosci farmaceutycznej z potstatych
lub stalych postaci leku, wg wytycznych farmakopealnych i ICH Q2(R1) Validation
of Analytical Procedures.

W przedmiotowym cyklu, jedna publikacja dotyczy opracowania i walidacji
metody ilo$ciowego oznaczenia jondw wapnia, uwolnionego z polstatych preparatow
hydrozelowych. Do realizacji celu badan, Doktorantka wybrata technike
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Analizy zostaly wykonane
dla o$miu formulacji. We wszystkich preparatach wapi wystepowal w formie soli
o farmakopealnej nazwie wapnia dobezylan jednowodny. Nosnikiem dla substancji
leczniczej byt hydrozel przygotowany z metylocelulozy.

Nalezy podkreslié, ze w badaniach uwalniania substancji
z hydrozeli zwlaszcza, tych ktére zawieraja metylocelulozg, problemy analityczne
lepkos¢ ukladu, precypitacja polimeru pod wplywem
rozpuszczalnikdbw organicznych lub zmiany temperatury, co w konsekwencji
w znacznym stopniu utrudnia proces walidacji.

Z tego wzgledu, osiggnigciem Pani mgr Anny Lisik jest opracowanie
i walidacja nowej metody ilo$ciowego oznaczania jonéw wapnia uwolnionych
z hydrozeli. Doktorantka potwierdzila przydatno$¢ systemu HPLC z detektorem UV-
VIS do wykonywania takich analiz (RSD=1.12%). Metoda charakteryzowala si¢

leczniczej

moze stwarza¢ duza
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liniowoscig, wykazang dla 5 stezenn dobezylanu wapnia w zakresie od 60% do 140%. W odniesieniu
do 100% poziomu stezenia substancji czynnej, odzysk wynosit 99-101%. Doktadnos¢ i precyzja
metody byly zgodnie z wytycznymi ICH. Granica oznaczalnosci metody (LOQ) wynosila 13.25
pg/mL. Na podstawie niskich wartoéci RSD, tj. <2%, metode uznano za odporng na wptyw czynnikéw
srodowiskowych, jak np. przechowywanie probek w lodowce przez 72h, w temperaturze pokojowej
przez 48h, czy kolejno zmiany temperatury kolumny chromatograficznej, pH fazy ruchome;j,
przeptywu i zawartosci rozpuszczalnika organicznego w fazie ruchome;.

Z praktycznego punktu widzenia, wazny jest rowniez krotki czas analizy, tj. 5 min, zwigzany z
uzyskaniem krétkich czaséw retencji substancji czynnej (2.7-3.1 min) w zaproponowanych przez
Doktorantke warunkach oznaczenia.

W kolejnych dwoch artykutach oryginalnych z cyklu publikacyjnego, Kandydatka opisata
rozwdj 1 zastosowanie nowej metody ilosciowego oznaczania jondw zelaza(Il) w badaniach
uwalniania. Rutynowo takie pomiary w probkach farmaceutycznych wykonuje si¢ metodg atomowej
spektroskopii absorpcyjnej (AAS). Jednak zastosowanie metody AAS do oznaczania stgzenia jondw
zelaza uwolnionych ze statych postaci leku moze ogranicza¢, m.in. wielosktadnikowy charakter stafej
matrycy, koniecznos¢ wielokrotnego rozcienczania prob, lub czgstej wymiany kuwety grafitowej,
co skutkuje trudnosciami w zagwarantowaniu precyzji metody i negatywnie wptywa na jej wydajnos¢.

Nowatorskim rozwigzaniem tych probleméw analitycznych jest opracowana przez
Doktorantke metoda konduktometryczna do ilosciowej oceny stezenia jonow zelaza(ll) in-line
w badaniach uwalniania z doustnych form statych, takich jak tabletki i kapsutki.

Do opracowania metody, Doktorantka wybrata cztery handlowe produkty lecznicze, tj.
tabletki o niemodyfikowanym i zmodyfikowanym (przedtuzonym) uwalnianiu oraz suplement diety w
postaci kapsutek. Jony zelaza(Il) wystgpowaly w formie dwoch soli, tj. zelaza(ll) siarczan
siedmiowodny, zelaza(Il) glukonian dwuwodny, oraz chelatu zelaza(ll) z glicyng. W zaleznosci od
produktu, deklarowana zawartos¢ zelaza(Il) miescita si¢ w zakresie od 23.2 mg do 105 mg. Co istotne,
sposréd analizowanych czterech produktow handlowych, trzy byly preparatami zlozonymi, ktore
oproécz jondw zelaza(Il) oraz niezbgdnych substancji pomocniczych, zawieraty dodatkowo co najmniej
jedna substancj¢ czynng, np. kwas askorbowy, foliowy, witaming B i Bia.

Nalezy tutaj podkresli¢, ze Doktorantka nie tylko sprawnie uporata si¢ z trudnosciami
analitycznymi w ukladach wielosktadnikowych, ale réwniez dokonujac czeéciowej walidacji metody
wykazata, ze nowa metoda jest liniowa i precyzyjna w odniesieniu do trzech z czterech preparatdw
poddanych analizie, przy czym dwa z nich stanowily produkty o przedtuzonym uwalnianiu.

Interesujacym elementem rozprawy doktorskiej, jest analiza poréwnawcza nowoopracowanej
metody konduktometrycznej oraz atomowej spektroskopii absorpcyjnej do wyznaczania stezenia
jonéw zelaza(Il). Wartosci RSD w metodzie konduktometrycznej byly mniejsze (1.83-3.48%)
niz w metodzie AAS (6.15-11.13%), co wskazuje na jej wigksza precyzj¢.

W ostatnim etapie prac, profile uwalniania substancji czynnych wyznaczone eksperymentalnie
metoda konduktometryczng zostaly uzyte do oceny kinetyki uwalniania jonoéw zelaza(Il) z trzech
preparatéw handlowych w oparciu o wybrane modele matematyczne, tj. zerowego i pierwszego rzedu,
Hixson-Crowell i Korsmeyer-Peppas. Na podstawie wysokich wartosci wspotczynnika korelacji,
stwierdzono dobre dopasowanie modeli (r>>0.9408) do profili uwalniania. Wartosci czasu
pofowicznego uwalniania wynosity od 12 do 90 min i odzwierciedlaty duze roéznice
we wiasciwosciach badanych formulacji.

Zakres prac badawczych opisanych w artykutach oryginalnych oraz interpretacja ich wynikow
nie wymaga dodatkowego komentarza, a ich opublikowanie na tamach czasopism z bazy JCR
$wiadczy o wysokim poziomie badan.



Rozprawa doktorska zawiera réwniez dokument (przewodnik), w ktérym Doktorantka opisuje
w skrocie zakres i wyniki swoich badaf, poprawnie przytaczajac cytaty 37 prac naukowych
opublikowanych w latach 1994-2019. Czg$¢ teoretyczna, rozpoczyna sie opisem zasadniczego celu
pracy, po ktorym nastgpuje krotkie wprowadzenie, obejmujace charakterystyke: farmakopealnych
metod uwalniania, wybranych modeli matematycznych stosowanych do oceny kinetyki uwalniania,
znaczenia walidacji w metodach analitycznych oraz trudnosci analitycznych zwigzanych z analiza
Jonéw wapnia i zelaza. Nastgpnie Doktorantka opisuje najwazniejsze materialy i metody uzyte
w pracy. W kolejnej czgsci rozprawy znajduje si¢ opis wybranych wynikéw badan zawartych
w publikacjach wraz z dyskusja. Podsumowanie najwazniejszych wynikéw, Doktorantka zawarla
w dziewigciu wnioskach, z ktérych wynika, ze jest mozliwe uproszczenie procedur analitycznych
stosowanych w badaniach uwalniania jonéw wapnia i zelaza(Il). Dalej znajduja sig streszczenia pracy
W jezyku polskim i angielskim. Wersja angielska streszczenia jest spdjna z wersja polska.
Uzupelnienie rozprawy doktorskiej stanowi:

e lista publikacji wiasnych Doktorantki (2 jako podstawa otwarcia przewodu doktorskiego,
3 jako podstawa rozprawy doktorskiej, 1 praca dodatkowa — sumaryczny 1F=4.684, 101 pkt.
MNiSW),

e wykaz komunikatéw zjazdowych (8 zaprezentowanych na konferencjach krajowych,
5 na konferencjach migdzynarodowych)

e  krotki zyciorys Doktorantki,

e o$wiadczenia wspdtautorow publikacii,

e kopie prac bedacych podstawa otwarcia przewodu doktorskiego i stanowigcych podstawe
pracy doktorskiej.

Do obowigzkéw recenzenta nalezy ocena pracy pod wzgledem bledow stylistycznych,
ortograficznych lub gramatycznych. Moja uwaga dotyczy nomenklatury zwigzkow chemicznych
opisanych w rozprawie. Zgodnie z wytycznymi Migedzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej
(ang. TUPAC) okreslenie ,jony zelazawe” powinno by¢ zastapione przez ,jony zelaza(ll)”.
Wedlug FP XI nazwa kwasu askorbinowego to kwas askorbowy.

Na str. 11 Doktorantka pisze ,,atomowa spektrometria absorpcyjna jest technika analityczng
polegajaca na pomiarze stezen réznych pierwiastkow na podstawie pomiaru emisji promieniowania
elektromagnetycznego” powinno by¢é ,na podstawie pomiaru absorpcji promieniowania
elektromagnetycznego™.

W tabeli 5 na str. 23 podane sg wyniki SST dla jednego preparatu z dobezylanem wapnia
w szesciu powtodrzeniach, zamiast dla o$miu analizowanych preparatow jak sugeruje odwolanie
do tabeli w tekscie oraz sam jej tytut.

Na str. 35 pod tabelg 14, to s zdefiniowano jako ,,czas polowicznej przemiany”, zamiast ,,czas
potowicznego uwalniania”.

Na str. 36 ,,udato si¢ opracowa¢ metod¢ na oceng” zamiast ,,udato si¢ opracowaé¢ metode
do oceny”.

Na str. 46 ,.tabletki o nieprzedtuzonym uwalnianiu”, zamiast ,tabletki o niemodyfikowanym
uwalnianiu”.

Str. 47 jest ,,zastosowana” powinno by¢ ,,zastosowania”.



Drobne uwagi wyszczegélnione powyzej, wynikajg z obowigzkéw recenzenta, ale w zaden
sposob nie wplywaja na catoksztalt mojej pozytywnej opinii na temat niniejszej rozprawy doktorskiej.

Ciekawym uzupetnieniem wynikow zaprezentowanych w rozprawie, a zarazem zachetg
do dyskusji naukowej bytaby odpowiedz na nastepujace pytania:

o Deklarowana zawartos¢ jonoéw zelaza w analizowanych preparatach wynosi od 23.2 mg
do 105 mg. Czy preparaty réznity si¢ wielkoscig i ksztaltem? Jaki to mogto mieé wplyw
na kinetyke uwalniania?

o Jakie testy statystyczne mozna zaproponowa¢ do poréwnania wynikéw oznaczen jondw
zelaza(Il) metoda konduktometryczna i absorpeyjnej spektrometrii atomowe;j?

Po zapoznaniu si¢ z przedlozong do oceny rozprawag doktorskg uwazam, ze sposdb
zaplanowania pracy eksperymentalnej, dobor i umiejetne zastosowanie metod badawczych, sprawnosé
w interpretacji wynikéw badan oraz $wiadomos$¢ ograniczen metod analitycznych, bardzo dobrze
swiadczg o Kandydatce ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora.

Podsumowanie
Stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Anny Lisik spetnia wymogi

merytoryczne i formalne stawiane dysertacjom doktorskim okreslone w ustawie z dnia 14 marca

2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst
jednolity Dz. U. z 2017 r. poz. 1789 z pézn. zm.) z uwzglednieniem art. 179 ust. 2 ustawy z dnia
3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
22018 r. poz. 1669).

W mojej opinii, przedlozona do zaopiniowania praca doktorska obejmuje istotne zagadnienia
badawcze o charakterze poznawczym i aplikacyjnym. Z petnym przekonaniem przedktadam,
Wysokiej Radzie Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Analityki Medycznej Uniwersytetu
Medycznego we Wroclawiu, wniosek o dopuszczenie Pani mgr Anny Lisik do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage wysoka warto§¢ naukowa rozprawy, wnioskuje do Wysokiej Rady
o wyrdznienie opiniowanej pracy doktorskiej (zatacznik 1).
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Imig i nazwisko recenzenta: dr hab. n. farm. Anna Krupa

Imig i nazwisko doktoranta: mgr n. farm. Anna Lisik

Tytul pracy doktorskiej: ,,Rozwéj i walidacja metod analitycznych w badaniach
kinetyki uwalniania zwigzkéw wapnia i zelaza”

WNIOSEK O WYROZNIENIE PRACY DOKTORSKIEJ

Niniejszym zwracam si¢ do Rady Wydzialu Farmaceutycznego z Oddziatem
Analityki Medycznej Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu o wyréznienie
przedmiotowej rozprawy doktorskiej.

Uzasadnienie:
Przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi cykl trzech spdjnych

tematycznie publikacji opublikowanych w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym
z Impact Factor. Ich sumaryczny wspoétezynnik oddziatywania IF=4.283 i odpowiada
70 pkt. MNiSW. We wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem, a jej
wiodacy wklad w powstanie niniejszych publikacji nie budzi watpliwosci. Atutem
uzyskanych przy
zastosowaniu niestandardowych, ale fatwo dostepnych narzedzi analitycznych.

rozprawy jest duza warto$¢ aplikacyjna wynikow badan,
Reasumujac, w mojej opinii oceniana rozprawa spetnia warunki obowigzujace

na Wydziale Farmaceutycznym z OAM Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu,
dotyczgce wyrdzniania prac doktorskich.

Katedra fi n fogii Postaci Leku
dr Hab. Anna KNupa

Adiunkt
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