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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. Marcina Gackowskiego pod tytulem
wZastosowanie metod spektrofotometrii pochodnych widma oraz wysokosprawnej chromatografii
cienkowarstwowej w analizie lekow o wybranej aktywnosci farmakologicznej”.

Praca wykonana w Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy,
Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu,

pod kierunkiem promotora dr. hab. n. farm. inz. Marcina Koby, prof. UMK

Poszukiwanie wiarygodnych i bardziej ekonomicznych metod oznaczania lekow od wielu lat
jest przedmiotem badan prowadzonych w wielu osrodkach naukowych. Wynika to ze zwigkszajacego
si¢ asortymentu lekow, jak rowniez poszerzenia wymagan dotyczacych oceny produktéw leczniczych,
ktére sprawiaja, iz ostatnie dziesigciolecia charakteryzuje dynamiczny rozwdj nowoczesnych i
zautomatyzowanych metod separacyjnych. Metody te powinny by¢ efektywne zaréwno pod
wzgledem czasu, jak i kosztow ich wykonania aby sprosta¢ rosnacym wymaganiom stawianym
analizie farmaceutycznej zaré6wno na etapie wprowadzania nowego produktu leczniczego na rynek,
okreslenia jego terminu waznoS$ci, oraz wprowadzania nowych serii produktu w celu potwierdzenia ich
wysokiej jakosci.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska dobrze wpisuje si¢ we wspomniane powyzej
zagadnienia wspotczesnej farmacji. Dotyczy zastosowania metod spektrofotometrii pochodnych
widma oraz wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej (HPTLC) z detekcja
densytometryczng do identyfikacji i oznaczenia iloSciowego wybranych substancji leczniczych w
postaciach farmaceutycznych. Technika HPTLC jest czgsto stosowana w analizie farmaceutycznej
produktow leczniczych, suplementow diety, materialdw rodlinnych czy w badaniach
mikrobiologicznych. Z kolei spektrofotometria pochodnych widma znajduje zastosowanie w analizie
lekow, a zwlaszcza w ocenie stabilnosci substancji aktywnych, w oznaczaniu produktow rozktadu, a
takze w analizie preparatow ztozonych. Autor przedtozonej do recenzji dysertacji zastosowal

wspomniane metody podczas analizy iloSciowej lekow o zréznicowanych wlasciwosciach
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fizykochemicznych i  roznorodnej aktywnosci farmakologicznej. Badaniami objete zostaly:
lormetazepam — lek o dziataniu nasennym, uspokajajacym i przeciwlekowym; frimetazydyna — lek
stosowany w chorobie niedokrwiennej serca o dziataniu kardioprotekcyjnym orazamrinon i milrinon —
leki inotropowododatnie i wazodilatacyjne.

Cel badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej zostal jasno sprecyzowany i
dotyczyl oceny mozliwos$ci zastosowania metod opartych na spektrofotometrii pochodnych widma
oraz wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej z detekcja densytometryczng w analizie
iloSciowe] wspomnianych substancji leczniczych. Autor okreslit takze cele szczegotowe, ktore
obejmowaty: (i) analize mozliwo$ci wykorzystania spektrofotometrii pochodnych widma i HPTLC w
rutynowej kontroli jakos$ci lekow oraz roli tych technik we wspotczesnej farmacji, (ii) mozliwosci
wykorzystania  spektrofotometrii  pochodnych ~widma i wysokosprawnej chromatografii
cienkowarstwowej z detekcja densytometryczng do opracowania metod analizy iloSciowe]
lormetazepamu, trimetazydyny, amrinonu 1 milrinonu w preparatach farmaceutycznych oraz w
mieszaninach modelowych, (iii) porownania doktadnosci i precyzji uzytych metod indywidualnie dla
kazdej z oznaczanych substancji czynnych i w konsekwencji wyboru optymalnej metody do
rutynowego zastosowania w oznaczaniu analizowanych zwiazkow.

Najczgséciej rekomendowanymi metodami do oceny stabilno$ci substancji aktywnych oraz
jako$ci preparatow farmaceutycznych sa techniki chromatograficzne: chromatografia cieczowa (LC) 1
chromatografia gazowa (GC). Jednakze, zaproponowane przez Autora techniki stanowig dla nich
interesujaca alternatywe, zarowno pod wzgledem technologicznym, jak i ekonomicznym. Ponadto,
opracowanie szybkich, czulych i stosunkowo tanich w eksploatacji metod pozwalajacych ocenié
trwato$¢ preparatow leczniczych wpisuje si¢ w tendencje $wiatowe ze wzgledu na wymiar
ekonomiczny, ale przede wszystkim medyczny ze wzgledu na bezpieczenstwo stosowania oraz
poprawe efektywnos$ci terapii farmakologicznej réznorodnych zaburzefi zdrowotnych. Biorge
powyzsze pod uwage uwazam, ze podjgcie tematu zaproponowanego przez Doktoranta byto aktualne,
potrzebne 1 w pelni zasadne.

Mgr Marcin Gackowski przedstawit rozprawe doktorska w formie cyklu stanowigcego
kompilacje czterech artykulow opublikowanych w latach 2018-2019 w czasopismach z listy
filadelfijskiej: Current Pharmaceutical Analysis, Journal of Planar Chromatography — modern TLC
oraz Acta Pharmaceutica. Laczny wspotczynnik oddziatywania Impact Factor prac wynosi 3,248 a
punktacja MNiSW 65. Praca obejmuje 108 stron i zawiera spis tresci, spis tabel, wykaz stosowanych
skrotow, wstep, czg$¢ teoretyczna, cel pracy oraz czgs¢ eksperymentalna, w ktorej opisane zostaty

wyniki otrzymane w trakcie realizacji prac badawczych, dyskusj¢ wynikow oraz wnioski. Ponadto,
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zawiera takze streszczenie w jezyku pBlskim 1 angielskim, spis literatury, kopie publikacji
wchodzacych w sklad cyklu oraz o$wiadczenia o procentowym udziale w poszczegélnych
publikacjach wszystkich wspotautoréw opublikowanych prac naukowych. Uktad pracy jest przejrzysty
1 nie budzi zastrzezen.

Podstawowym celem pracy byla ocena mozliwosci zastosowania metod opartych o
spektrofotometrii pochodnych widma oraz wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej z
detekcja densytometryczna w rutynowej kontroli jakosci lekow, a jego zadania badawcze zostaly
realizowane w kilku etapach. Autor rozpoczat od obszernego przegladu literatury opublikowanej w
latach 2010-2018, ktory jednoznacznie potwierdzit zasadno$¢ zastosowania dwoch wspomnianych juz
technik badawczych w oznaczaniu wielu substancji czynnych w preparatach farmaceutycznych. Co
wigcej, Autor zyskat literaturowe potwierdzenie, ze metody bedace przedmiotem pracy, po
odpowiedniej optymalizacji moga by¢ konkurencyjne do drogich i czasochtonnych technik
separacyjnych  rekomendowanych przez Farmakope¢ Polska XI, takich jak HPLC, GC czy
clektroforeza kapilarna (CE).

Nastepnie, Autor starannie zaplanowal kolejne etapy eksperymentu badan, ktore obejmowaty
opracowanie metod ilo$ciowego oznaczania wybranych substancji aktywnych poprzez dobor
warunkow analizy dla kazdego z nich indywidualnie. W tym etapie, Autor wybrat odpowiedni
rozpuszczalnik, ustalit maksimum absorbcji zarowno dla metody spektrofotometrycznej jak i pomiaru
densytometrycznego; w przypadku chromatografii cienkowarstwowej dobrat dla kazdego analitu sktad
fazy stacjonarnej oraz fazy ruchomej; wreszcie ustalil optymalny czas ekstrakcji zwigzku z mieszaniny
modelowej. Nastepnie przygotowat probki mieszanin modelowych na trzech poziomach zawartosci
substancji czynnej oraz probki ze sproszkowanych tabletek. Kolejnym krokiem bylo wykonanie
oznaczen technikg DS, w ktorej zarejestrowane zostaly widma podstawowe spektrofotometrem
dwuwigzkowym oraz obliczone kolejne pochodne widma. W przypadku HPTLC wykonano analizy
chromatograficzne, a nastgpnie przeprowadzono densytometryczne pomiary absorbancji oraz
wykonano dokumentacje zarejestrowanych widm oraz densytograméw.

Kolejnym etapem badan przeprowadzonych przez Mgr Marcina Gackowkiego byta walidacja
opracowanych metod analitycznych poniewaz wiarygodno$¢ metod analitycznych musi by¢
potwierdzona. Z tego wzgledu podlegaja walidacji zgodnie z wytycznymi ICH (International Council
for Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use), w
ramach ktorych okreslone zostaty takie parametry jak: odzysk, granica wykrywalnosci i oznaczalno$ci
metody, specyficznos¢, wspotczynnik zmiennosci, wspotczynnik Horwitz’a. Pordwnano precyzje dla

dwoch metod indywidualnie dla kazdej substancji aktywnej z wykorzystaniem testu F-Snedecor’a
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oraz dokladnosci z wykorzystaniem testu t-Studenta. Ze wzgledu na fakt, ze walidacja metody byta
jednym z istotnych etapow badan wyznaczonych przez Doktoranta, w czgSci teoretycznej rozprawy
przydatby sie krotki opis sposobu wyznaczania wspomnianych parametrow oraz podanie kryteriow ich
akceptacji. Lektura rozdziatu Dyskusja wynikow i wnioski pozostawia czytelnikowi pewien niedosyt.
Brak jest informacji na temat metod iloSciowych, ktore sg obecnie najczgsciej stosowane w analizie
farmaceutycznej badanych przez Doktoranta lekéw. Tym samym nie jest mozliwe okreslenie, jakie sa
ich stabe i mocne strony w poréwnaniu do metod juz opublikowanych w literaturze Autor pisze:
,.zaprezentowane w niniejszej rozprawie metody cechuje akceptowalna dokladnos¢, precyzja....” 1 jest
tu odnosnik do prac P2-P4. Wprawdzie lektura publikacji wchodzacych w sktad cyklu wyjasnia te
kwestie w szerszym zakresie, ale podsumowanie tych zagadnien w dyskusji jest zasadne i powinno
by¢ przeprowadzone. Tym bardziej, ze Dyskusja bardzo krotko scala watki podjgte w poszezegolnych
pracach wchodzacych w sklad cyklu i zostata przeprowadzona na podstawie niewielkiego zestawu
literatury (20 pozycji). Nalezy jednak zwroci¢ uwagg, ze sg to dodatkowe pozycje literaturowe poza
cytowanymi w poszczegolnych pracach (P1-P4), co wskazuje, ze Doktorant zna najnowsze publikacje
z zakresu analizy farmaceutyczne;j.

Otrzymane wyniki swoich eksperymentéw Doktorant opublikowal w czterech publikacjach
bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy. Praca (P1) ma charakter pogladowy. W kolejnych pracach
Doktorant zastosowat obie techniki do analizy ilo$ciowej dla kazdej analizowanej substancji
leczniczej: lormetazepam (P2), trimetazydyna (P3) oraz amrinon i milrinon (P4) potwierdzajgc w ten
sposob ich uzyteczno$é w praktyce farmaceutycznej. Doktorant bral udziat we wszystkich istotnych
etapach przeprowadzanych eksperymentow. Na uwage zastuguje tez fakt, ze we wszystkich pracach
Doktorant jest pierwszym autorem i jednocze$nie pelni rol¢ autora korespondencyjnego, co
dodatkowo potwierdza jego wiodacy wkiad w powstawanie publikacji. Zostato to takze potwierdzone
w o$wiadczeniach o udziale procentowym wszystkich wspotautoréw publikacji. Udziat procentowy
Doktoranta w tworzeniu prac wchodzacych w skiad cyklu jest znaczacy i wynosi od 55 do 70%.
Swiadczy to o duzej samodzielnosci badawczej Doktoranta i potwierdza jego wiedzg¢ w obrgbie

poruszanej tematyki badawcze;.

Do oryginalnych osiagnie¢ Autora w przedstawionej pracy doktorskiej zaliczam:
e Opracowanie interesujacych metod analizy iloSciowej lormetazepamu, trimetazydyny,
amrinonu 1 milrinonu w postaci farmaceutycznej opartych na technikach
spektrofotometrii pochodnych widma oraz wysokosprawnej chromatografii

cienkowarstwowej z detekcja densytometryczna
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e Poszerzenie wiedzy na temat mozliwosci efektywnego zastosowania technik HPTLC i
spektrofotometrii pochodnych widma w analizie ilo§ciowej wspomnianych substancji
leczniczych jako alternatywnych dla metod chromatograficznych sposobow
oznaczania zawarto$ci substancji aktywnych w mieszaninach modelowych i w

gotowych produktach leczniczych.

Z obowiazku recenzenta musze zwréci¢ uwage na niedociagnigcia jezykowe i edycyjne:

Na stronie 10 pojawit si¢ drobny btad stylistyczny. Jest zapis: ,,W tym sSwietle ciggly rozwdj
metod analitycznych oraz optymalizacja juz istniejgcych jest nieodzowny” raczej powinno by¢ ,,...sq
nieodzowne”.

Na stronie 16 Autor przedstawit w postaci schematu nr 1, kolejne etapy opracowywania
metody analizy ilosciowej. Pierwszy etap Doktorant zatytulowal ,,4Analiza potencjalnych zastosowan
aplikacyjnych” - stowo aplikacyjne pochodzi od angielskiego application 1 wlasnie tu oznacza
zastosowanie, zatem aby unikngé powtarzania, poprawniej byto by nazwaé ten etap ,.Analiza
potencjalnych zastosowan”. Na tym samym schemacie pojawia si¢ jeden z kolejnych etapow
zatytulowany ,, Kalibracja, Walidacja” — wystarczy ,, Walidacja” gdyz wykonanie kalibracji metody
jest jednym z etapoéw walidacji. Ostatni etap ,,Rutynowa analiza” moze lepiej bylo by zastgpi¢ tytutem
LAnaliza w opracowanych warunkach”.

W tabeli 1 strona 21 — rownanie krzywej kalibracyjnej — dla kazdej substancji podano ogdlny
wzor y=ax+b, lepiej bylo by umiescié tu rownanie zawierajace wartosci wspolczynnika kierunkowego

a1 wyrazu wolnego b.

Powyzsze uwagi nie wplywaja jednak na catosciowg oceng pracy doktorskie;j.

Whiosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Marcina
Gackowskiego pt. Zastosowanie metod spektrofotometrii pochodnych widma oraz wysokosprawnej
chromatografii cienkowarstwowej w analizie lekow o wybranej aktywnosci farmakologicznej, speinia
wymogi stawiane rozprawom doktorskim, zawarte w ustawie o Tytule i stopniach Naukowych, a
dorobek naukowy Kandydata uzasadnia nadanie Mu stopnia naukowego doktora nauk

farmaceutycznych. Wnoszg wigc do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego Collegium



GDANSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY

Wydziat Farmaceutyczny

Katedra i Zaktad Chemii Farmaceutycznej
ul. Gen. J. Hallera 107, 80-416 Gdansk
tel./fax 58 349 16 35

Kierownik: prof. dr hab. Tomasz Baczek
e-mail: tbaczek@gumed.edu.pl

Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu,
wniosek o dopuszczenie Pana mgr Marcina Gackowskiego do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Réwnoczesnie wnioskuje o wyrdznienie recenzowanej pracy.

Uzasadnienie
Oceniana praca wnosi do analizy farmaceutycznej nowe informacje o zastosowaniu technik
wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej oraz spektrofotometrii pochodnych widma w
rutynowej kontroli zawarto$ci wybranych substancji czynnych w postaci farmaceutycznej. Praca
posiada zatem aspekt praktyczny. Otrzymane wyniki badan zostaty opublikowane w formie czterech
prac oryginalnych w recenzowanych czasopismach naukowych, posiadajacych impact factor. We
wszystkich pracach Doktorant jest pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym.

Sumaryczny IF publikacji bedacych podstawa dysertacji wynosi 3,248 a punktacja MNiSW 65.
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