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RECENZIJA
rozprawy doktorskiej mgr farm. Agnieszka Kozak (d. Sokal)

p.t. KOKRYSZTALY ETENZAMIDU - BADANIA STRUKTURALNE, FIZYKOCHEMICZNE
| FARMACEUTYCZNE

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr farm. Agnieszki Kozak zostata przygotowana
w Zaktadzie Chemii Analitycznej (bedacego czesdcig Katedry Chemii Analitycznej i Biomateriatéw)
na Woydziale Farmaceutycznym =z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Wactawa Kotodziejskiego oraz Pani
dr hab. n. farm. Edyty Pindelskiej petnigcej role promotora pomocniczego. Dysertacja dotyczy
otrzymywania, analizy strukturalnej oraz badan fizykochemicznych i farmaceutycznych
kokrysztatow etenzamidu — zwigzku nalezacego do niesteroidowych lekéow przeciwzapalnych,
a charakteryzujacego sie stabg rozpuszczalnoscia w roztworach wodnych i tym samym niska
biodostepnoscia. Za jeden z gtdéwnych celéw Doktorantka postawita sobie otrzymanie i zbadanie

wiasciwosci kokrysztatdw etenzamidu o lepszych wiasciwosciach fizykochemicznych niz sam lek.

Rozprawe doktorskg mgr farm. Agnieszki Kozak stanowi opracowanie w jezyku polskim,
wsparte piecioma publikacjami w jezyku angielskim o imponujgcych sumarycznych wskaznikach:
2 IF = 24,710 oraz X pkt MNiSW = 190. W spdjnym tematycznie cyklu znalazty sie dwie prace
(P1-P2) o charakterze przeglagdowym oraz trzy (P3-P5) przedstawiajgce wyniki badan wtasnych.
Wedtug zatgczonych do kazdej publikacji oswiadczen wspétautoréow wynika, ze w pracach
oryginalnych P3-P5 Doktorantka miata wiodacy udziat (od 50 do 70%) i we wszystkich jest
pierwszym autorem. Ponadto, w pracach P1 oraz P5 jest ona zaréwno pierwszym, jak i autorem

korespondencyjnym.

Opracowanie w jezyku polskim zawiera sie na 55 stronach i sktada sie z jedenastu
rozdziatéw, w tym streszczen w jezyku polskim i angielskim, wykazu skrétéw i akronimow oraz

wykazu dorobku Doktorantki z wylistowanymi publikacjami wchodzacymi w skfad cyklu.
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Merytoryczna cze$é bedaca swoistym komentarzem do cyklu publikacji stanowigcych integralng
czes$¢ rozprawy zamieszczona zostata na 40 stronach i sktada sie z nastepujgcych rozdziatéw:
Wprowadzenie, Cele pracy, Omoéwienie i dyskusja wynikéw, Aspekty nowosci w pracy, Wnioski
oraz Bibliografia (45 pozycji). Komentarz jest poprawnie zredagowany, przejrzyscie napisany
i zadowalajgco spetnia role wprowadzenia do czesci merytorycznej, ktérg stanowig kopie pieciu
prac opublikowanych w bardzo dobrych czasopismach z tzw. listy filadelfijskiej, a mianowicie
Current Pharmaceutical Design, Journal of Pharmaceutical Sciences, European Journal of

Pharmaceutical Sciences, International Journal of Pharmaceutics, Advance Drug Delivery Reviews.

Praca zostata starannie przygotowana od strony redakcyjnej. Pewng niedogodnos¢ sprawita
staba rozdzielczo$¢ zataczonych publikacji (zaréwno w wersji drukowanej jak i pliku pdf),
wynikajgca niewatpliwie z checi ujednolicenia numeracji storn i nagtéwka w catej pracy. Jezyk
rozprawy jest poprawny, cho¢ wkradto sie kilka btednych ttumaczen z jezyka angielskiego (np. na
str. 15: po polsku powinno by¢ miliard dolaréw a nie bilionéw dolaréw). Réwniez niepoprawnie
zostat rozwiniety skrét programu CASTEP (Wykaz skrotow i akronimdédw oraz na stronie 33) —
powinno by¢é Cambridge Serial Total Energy Package. Na szczeScie te drobne uchybienia oraz

nieliczne literéwki nie wptywajg na czytelnos¢ tekstu i jego zrozumienie.

Od strony merytorycznej, rozdziat zatytutowany ,Wprowadzenie” to 12 stronicowe
omoéwienie najwazniejszych poje¢ zwigzanych z tematyka pracy. Na wstepie Autorka zwiezle
nakreslita zasadnos¢ badan nowych form krystalicznych znanych substancji farmakologiczne
aktywnych (tzw. API), a nastepnie przedstawita dyskusje dotyczaca definicji kokrysztatow oraz
sposoby ich otrzymywania, wyodrebniajgc jako oddzielny podrozdziat kokrysztaty farmaceutyczne.
Podziat ten wydaje sie by¢ niepotrzebny, mozna jednak przypuszcza¢, ze Doktorantka wyodrebnita
ten podrozdziat chcac sie w bezposredni sposdb odnies¢ to tresci pracy przegladowej (P1)
zatytutowanej ,,Pharmaceutical cocrystals as an opportunity to modify drug properties: From the
idea to application: A review”, a opublikowanej w czasopi$mie Current Pharmaceutical Design.
Praca ta ukazuje zalety kokrystalizacji w aspekcie farmaceutycznym na przyktadzie wybranych
kokrysztatéw znanych lekdw, w tym etenzamidu. Podkreslone w niej zostato, jak kokrystalizacja
wptywa na poprawe wiasciwosci APl takich jak np. biodostepnos¢, stabilnosé, tatwosé
tabletkowania. Zwrdécono tez uwage na znaczenie kokrysztatéw utworzonych z dwéch substancji

farmakologicznie aktywnych, mogacych niejednokrotnie dziataé synergicznie. W publikacji P1

ul. Noakowskiego 3
00-664 Warszawa
www.ch.pw.edu.pl




\Vydziat
Chemiczny

POLITECHNIKA WARSZAWSKA

zaprezentowana zostata rowniez cata procedura prowadzgca od powstania pomystu na nowy
kokrysztat farmaceutyczny, az do etapu uzyskania pozwolenia na wprowadzenie substancji do

obrotu.

W osobnym podrozdziale Komentarza (6.3) znalazty sie informacje na temat wtasciwosci
farmaceutycznych etenzamidu oraz przyktady znanych modyfikacji tego leku, ktére stosuje sie
celem poprawy jego rozpuszczalnosci. Doktorantka odniosta sie do formulacji dostepnych na
rynku jak i do form etenzamidu scharakteryzowanych w oparciu o badania dyfrakcji
rentgenowskiej na monokrysztatach, a zdeponowanych w bazie danych krystalograficznych CSD.
W ostatnim podrozdziale ,Wprowadzenia” przedstawione zostaty metody charakteryzacji
kokrysztatéw i jest on zwigzany z publikacja przegladowg (P2) zatytutowana ,Pharmaceutical
cocrystals, salts and polymorphs: Advanced characterization techniques”, ktéra ukazata sie
w prestizowym czasopismie Advance Drug Delivery Reviews (IF = 11.764). Wedtug oswiadczen
Promotoréw udziat mgr farm. Agnieszki Kozak w powstaniu tej pracy to 30%. Z tresci Komentarza
jak i oswiadczen wspdtautorow wszystkich prac cyklu wynika, ze Doktorantka w duzym stopniu
opanowata techniki spektroskopowe oraz metody badania witasciwosci farmaceutycznych
kokrysztatow, i wtasnie te fragmenty dominuja (i stusznie) w polskim Komentarzu w rozdziale 6.4.
Nalezy podkreslic, ze praca P2 stanowi cenne opracowania na temat technik istotnych
w badaniach  strukturalnych, termodynamicznych oraz szeroko pojetych zagadnien
farmaceutycznych, dostarczajgcych informacji na temat API. Nalezy podkreslié, ze informacje te
pozwalajg lepiej zrozumie¢ molekularne mechanizmy dziatania lekow (czystych zwigzkéw badz
formulacji), a takze sg niezwykle przydatne do prawidtowego prowadzenia proceséw wytwarzania
leku w postaci statej. Warta zauwazenia jest multidyscyplinarnos¢ podejscia do uzyskania
informacji na temat budowy iwtasciwosci statych substancji leczniczych, co Doktorantka

z powodzeniem wykorzystata wspotpracujac z krystalografami i teoretykami.

Omowiony powyzej rozdziat stanowi spdjng catosé z jasno sprecyzowanymi ,,Celami pracy”,
ktére odnosza sie do oryginalnych badan przeprowadzonych przez mgr farm. Agnieszke Kozak
i opublikowanych w pracach P3-P5. Zastosowany podziat, w ktédrym prace przeglagdowe stanowiag
wprowadzenie do Komentarza, a publikacje dotyczagce wykonanych samodzielnie badan znajduja
sie w rozdziale ,,Omodwienie i dyskusja wynikow badan” jest oryginalny i uwazam, ze ze wszystkich

miar zasadny, bo w klarowny sposdb pokazuje postawiony i rozwigzany problem badawczy,
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ktdrego podjeta sie Doktorantka przyczyniajac sie do rozwoju nauki. Wspomniany rozdziat sktada
sie z trzech podrozdziatédw, z ktérych kazdy nawigzuje do jednej z publikacji, przedstawiajac jej

geneze, kontekst badawczy, najistotniejsze wyniki (réwniez te nieopublikowane) oraz konkluzje.

Jako pierwszy temat badawczy, opublikowany w pracy P3 zatytutowanej ,Pharmaceutical
properties of two ethenzamide-gentisic acid cocrystal polymorphs: Drug release profiles,
spectroscopic studies and theoretical calculations”, ktéra ukazata sie w czasopismie International
Journal of Pharmaceutics, Doktorantka wybrata analize kokrysztatéw dwéch form polimorficznych
etenzamidu z kwasem gentyzynowym. Obie formy byly opisane wczesniej w literaturze i na
podstawie tych danych mgr Kozak je otrzymata, a nastepnie scharakteryzowata wykorzystujgc
metody spektroskopowe: magnetycznego rezonansu jadrowego w ciele statym (SSNMR)
i spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FT-IR). Wskazata, ze za pomocg SSNMR
w prosty sposdéb mozna okresli¢ czy w ogdle otrzymano kokrysztaty, ktéra ich forma polimorficzna
powstata oraz potwierdzi¢ homogennosci prébek czy tez obecnosci ewentualnego nadmiaru
kosktadnika w prébce. Doktorantka wykazata takze, ze podczas procesu tabletkowania nastepuje
niekorzystna przemiana fazowa. Jako sposdéb zachowania w tabletce metastabilnej formy
kokrysztatu o lepszej rozpuszczalnosci zaproponowany zostat dodatek powszechnie uzywanych
substancji pomocniczych takich jak jednowodna laktoza, skrobia ziemniaczana czy PROSOLV HD90.
Na szczegdlne podkreslenie zastuguje fakt, ze wyniki tych badan stanowig podstawe zgtoszenia
patentowego P.418702: ,Kompozycja farmaceutyczna w postaci tabletki zawierajgca etenzamid”,
ktédrego mgr farm. Agnieszka Kozak jest wspotautorka. Nowe kompozycje zostaty rowniez
szczegdtowo przebadane pod katem ewentualnych interakcji kokrysztatu z substancjg pomocnicza
oraz wyznaczono dla nich profile uwalniania etenzamidu w srodowisku wodnym i w sztucznym
ptynie zotgdkowym. W konkluzji stwierdzono, ze wyniki tych badan pozwalajg na zaprojektowanie
zarowno tabletki o szybkim dziataniu, jak i tabletki o przedtuzonym/opdznionym uwalnianiu

substancji leczniczej.

W kolejnej pracy, P4, zatytutowanej “Structural characterization and pharmaceutical
properties of three novel cocrystals of ethenzamide with aliphatic dicarboxylic acids”
opublikowanej w Journal of Pharmaceutical Sciences mgr farm. Agnieszka Kozak postanowita
otrzymaé i przebadaé nowe kokrysztaty z etenzamidem, w tym przypadku z kwasami

dikarboksylowymi takim jak kwas malonowy, maleinowy i glutarowy. Nalezy zaznaczy¢, ze
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Doktorantka wykonata szereg préb otrzymywania kokrysztatdw etenzamidzu, ktérych wyniki
zebrata w Tabeli 1 Komentarza. We wszystkich przypadkach, jako kosktadnik wybierane byty
substancje z listy GRAS (Generally Recognized As Safe), juz na poczatku wskazujgce na przemyslane
dziatania Doktorantki, ktére mogtyby zakonczy¢ sie sukcesem o znaczeniu aplikacyjnym.
Otrzymane trzy nowe kokrysztaty etenzamidu zostaty w petni scharakteryzowane strukturalnie.
Podejscie  multidyscyplinarne  wykorzystujgce badania  dyfrakcji  rentgenowskiej na
monokrysztatach, SSNMR oraz skaningowg kalorymetrie réznicowg (DSC) pozwolito jednoznacznie
wykazaé porowatg strukture kokrysztatu etenzamidu z kwasem malonowym, zachowang mino
ewaporacji/dyfuzji stabo zwigzanego w krysztale rozpuszczalnika z suchej probki. W publikacji tej
znalazty sie tez wyniki badan dotyczace analizy profili uwalniania etenzamidu z tabletek
kokrysztatéw odniesione do tabletki czystego etenzamidu. Wynika z nich, ze dla wszystkich
otrzymanych przez Doktorantke kokrysztatéw rozpuszczalnos$é zostata poprawiona, a kokrysztaty
te mozna zastosowaé w formie tabletek leku o przedtuzonym uwalnianiu, szczegdlnie

poszukiwanych w procesie leczenia bélu przewlektego.

O uzyskanych przez mgr farm. Agnieszke Kozak wysokich kompetencjach do samodzielnego
prowadzenia badan naukowych swiadczy praca P5 ,Spectroscopic analysis of the influence of
various external factors on the ethenzamide-glutaric acid (1:1) cocrystal formation” opublikowana
wspdlnie z promotorkg pomocniczg pracy dr hab. n. farm. Edytg Pindelskg w European Journal of
Pharmaceutical Sciences. Warty zauwazenia jest zarowno duzy wktad Doktorantki (70%) jaki i jej
rola jako autora korespondencyjnego. W publikacji przedstawiono wyniki szczegétowych badan
wptywu czynnikéw zewnetrznych takich jak czas ucierania w procesie mechanosyntezy, nacisk
stempla podczas tabletkowania, czas przechowywania prébek oraz wptyw szybkiego wirowania
pod katem magicznym w trakcie wykonywania eksperymentéw SSNMR na proces powstawania
kokrysztatu etenzamidu z kwasem glutarowym. Warte odnotowania jest przeprowadzenie
eksperymentu kokrystalizacji in situ podczas wirowania probki pokazujace, ze w przypadku analizy
SSNMR produktéw ztozonych mogg zachodzi¢ istotne zmiany w ich strukturze, wptywajac
jednoczesnie na ich wiasciwosci fizykochemiczne i farmaceutyczne, co mozie w efekcie

powodowac zafatszowywanie wynikéw badan.

W podsumowaniu, réwniez troche nietypowo ujetym, Doktorantka wyodrebnita dwa

rozdziaty, Aspekty nowosci w pracy i Wnioski (wg. mnie przedstawiono podsumowanie, a nie
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whnioski), gdzie w punktach podata najwazniejsze osiggniecia. Z punktu widzenia recenzenta jest
to bardzo wygodne, szczegdlnie w pracach doktorskich bedacych cyklem publikacji, czesto
wieloautorskich. Z przedstawionych punktéw jasno wynika co Doktorantka uwaza za swoje
najwazniejsze dokonania i jakie badania/opracowania wyniknety z toku prac przez nig
prowadzonych. Uwazam, ze wymienione przez mgr farm. Agnieszke Kozak aspekty nowosci
znalazty sie w wynikach badan wszystkich trzech prac oryginalnych i dotyczg przede wszystkim
tematéw bardzo istotnych z punktu widzenia zastosowan farmaceutycznych. Na warte
odnotowania zastuguja wyniki pokazujgce szeroki wachlarz wykorzystania technik
spektroskopowych, w tym szczegélnie SSNMR. Tu nalezy podkresli¢, ze Doktorantka wysmienicie
opanowata te techniki, przy czym kazdorazowo wyciggata prawidtowe wnioski i planowata dalsze

eksperymenty.

Zamieszczone powyzej drobne uwagi nie majg wptywu na moja bardzo wysoka, pozytywng
ocene catosci rozprawy, a takze na bardzo wysokie kwalifikacje Doktorantki jako mtodego
naukowca. W rozprawie doktorskiej mgr farm. Agnieszki Kozak za szczegdlne osiggniecia nalezy

uznac:

. opracowanie sktadu nowego preparatu farmaceutycznego w postaci tabletki zawierajgcego
formy polimorficzne kokrysztatow etenzamidu z kwasem gentyzynowym o lepszej

rozpuszczalnosci niz sam etenzamid bedace podstawg zgtoszenia patentowego;

. otrzymanie i petna charakterystyka 3 nowych kokrysztatéw etenzamidu z kwasami

dikarboksylowymi o lepszej rozpuszczalnosci niz sam etenzamid;

. wykazanie, ze pod wptywem szybkiego wirowania pod katem magicznym w trakcie
wykonywania eksperymentdw NMR w ciele statym mozliwa jest obserwacja in situ

ewentualnych zmian w strukturze badanej prébki;

. wspotautorstwo w dwodch pracach o charakterze przeglagdowym pokazujace wysmienite

rozeznanie w tematyce kokrysztatéw farmaceutycznych oraz metod ich badania.

Na koniec warto wspomnie¢ o dorobku naukowym mgr farm. Agnieszki Kozak. Oprécz 5
publikacji wchodzacych w sktad cyklu o imponujgcym sumarycznym wskazniku oddziatywania
IF = 24,710 Doktorantka prezentowata wyniki swoich badain na 3 konferencjach o zasiegu

miedzynarodowym i 10 krajowych. Jak wspomniatam wyzej jest wspdtautorkg zgtoszenia
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patentowego, a takze laureatkg 3 nagréd Rektora WUM i nagrody za poster podczas konferencji
doktorantéw. Kierowata grantem Miodego Badacza WUM oraz byta laureatkg Stypendium
Rektora WUM dla najlepszych doktorantéw. Ponadto, brata udziat w organizacji 4 konferencji

wchodzgc w sktad ich komitetéw organizacyjnych.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr farm.
Agnieszki Kozak (d. Sokal) zatytutowana ”Kokrysztaty etenzamidu - badania strukturalne,
fizykochemiczne i farmaceutyczne” spetnia wszelkie wymagania stawiane pracom doktorskim
okreslone w ustawie o stopniach i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 r. (Dz.U. nr 65 poz. 595
22003 r.z pdin. zm.—Dz.U. nr 164 poz. 1365 z 2005 r. oraz Dz.U. nr 84 poz. 455z 2011 r.) i wnosze

o dopuszczenie mgr farm. Agnieszki Kozak do kolejnych etapdéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage wysoki poziom przedstawionej dysertacji i znaczacy
dorobek naukowy Doktorantki, zwracam sie do Rady Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem
Medycyny Laboratoryjnej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o wyrdznienie niniejszej

rozprawy.

/ 2colel MecliorQ

Izabela Madura
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