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Recenzja

pracy doktorskiej mgr Barbary Zuromskiej-Witek pt.:
Wplyw rodzaju utleniacza stosowanego w warunkach stresowych
na przemiany wybranych fluorochinolonéw, wykonanej pod Kierunkiem
dr hab. Urszuli Hubickiej oraz dr Anny Maslanki jako promotora pomocniczego,
w Katedrze Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, Collegium Medicum

Mgr Barbara Zuromska-Witek zajeta si¢ problematyka trwatosci substancji leczniczych.
Konieczno$¢ prowadzenia tego rodzaju badan wynika z faktu, iz wiele aktywnych substancji
farmaceutycznych jest bardzo wrazliwych na wilgoc, tlen i §wiatto (promieniowanie UV) oraz
temperature. Wpltyw tych czynnikéw powoduje, ze mato trwale substancje tatwo ulegaja
degradacji do zwigzkéw o podobnej strukturze chemicznej, ale niekoniecznie o tym samym
profilu dziatania. Utworzone produkty rozktadu sg zanieczyszczeniami aktywnych substancji
farmaceutycznych, a ich obecno$¢ w lekach jest niepozadana gtéwnie z uwagi na fakt, iz moga
odznaczaé si¢ znaczng toksycznoscia, zarowno in vitro jak i in vivo, stwarzajgc w ten sposob
potencjalne ryzyko dla zdrowia i zycia pacjenta. Ponadto, zdarza sie, ze zanieczyszczenia moga
by¢ teratogenne (generuja wady rozwojowe ptodu), mutagenne (zmieniajg ilos¢ i strukture
materialu genetycznego w komorce) lub kancerogenne (indukujg nowotwory). W niektorych
przypadkach zanieczyszczenia mogg by¢ rowniez aktywne chemicznie, reagujac z substancjami
pomocniczymi stosowanymi technologii postaci leku. Sytuacje dodatkowo pogarsza fakt, ze o
ile zanieczyszczenia moga by¢ usuniete z substancji aktywnych, np. w procesie oczyszczania, to

usuniecie produktow degradacji z gotowej formy leku nie jest technicznie mozliwe.

Wyzej uzasadniona konieczno$¢ badania trwatosci substancji leczniczych generuje
dodatkowy problem, jakim jest opracowanie i walidacja takich metod analitycznych, ktore
pozwolityby wykry¢ poczatek degradacji substancji leczniczej, oznaczy¢ jej zawarto$¢ obok

produktow rozktadu, a ponadto okresli¢ ilo$¢ i strukture chemiczng produktéw degradacji. Jest



to zadanie bardzo trudne, wymaga uzycia zaawansowanych technik instrumentalnych z uwagi
na niskie, lub wrecz §ladowe ilosci produktow degradacji oraz bardzo duze podobienstwo
struktury chemicznej wszystkich badanych analitow. W powyzszym kontekscie, badania nad
zachowaniem si¢ substancji leczniczych w warunkach stresowych sg szczegdlnie pozadane i
spelniajg trudng do przecenienia role, poprzez wskazanie warunkow, jakie nalezy zachowaé aby
wytworzy¢ takie formy gotowych preparatow farmaceutycznych, ktore zapewnia skutecznos¢ i

bezpieczenstwo terapii na najwyzszym, mozliwym poziomie.

Rozprawa doktorska mgr Barbary Zuromskiej-Witek ma uktad typowy, sktada si¢ 5
rozdziatow (Wstep, Cele badawcze, Wyniki badan, Podsumowanie i wnioski oraz Bibliografia),
a ponadto obejmuje Streszczenie i Abstract oraz 2 zalaczniki; Kopie artykutdow stanowiacych
cykl publikacji bedacych podstawa rozprawy doktorskiej oraz O§wiadczenia wspotautorow prac
tworzacych cykl. Zasadniczym elementem doktoratu jest zbior 4 artykutdéw powigzanych
tematycznie i opublikowanych w czasopismach o zasi¢gu migdzynarodowym. Tres¢ tych prac
stanowig wyniki badan nad wptywem réznego rodzaju utleniaczy na degradacje wybranych

fluorochinolonéw w warunkach stresowych.

Nalezy podkresli¢, ze problematyka badawcza podjeta przez mgr Barbare Zuromska-
Witek jest nadal aktualna i ma bardzo duze znaczenie praktyczne szczegolnie dla przemystu
farmaceutycznego, z uwagi zagrozenia, jakie generujg produkty degradacji tworzace si¢ W
handlowych produktach leczniczych. Potwierdza to takze wzrastajaca liczba decyzji Gtownego
Inspektora Farmaceutycznego, ktorych konsekwencja jest wycofanie z obrotu aptecznego
lekow z powodu wykrycia zanieczyszczen. Jednak wigkszo$¢ zanieczyszczen wystepowata w
wycofanych lekach prawdopodobnie ,,od zawsze”, ale ich wykrycie obecnie byto wynikiem
ogromnego postepu w obszarze analityki farmaceutycznej, skutkujacego wprowadzeniem
technik wysoce selektywnych i czutych, umozliwiajacych wykrycie, identyfikacj¢ i analize
iloSciowa coraz nizszych stgzen zanieczyszczen. Dlatego realizacja badan degradacji oksy-
dacyjnej fluorochinolonéw za pomocag UPLC sprzg¢zonej z spektrometrem mas jest krokiem

we wlasciwym kierunku, istotnie podnoszacym wiarygodno$¢ uzyskanych wynikow.

Zasadnicza cze$¢ Wstepu do rozprawy doktorskiej mgr B. Zuromska-Witek poswiecita
omoOwieniu zagadnien zwigzanych z realizacja badan trwatosci lekow. Zwrdcita uwage na fakt,
ze wytyczne ujete w migdzynarodowym dokumencie ICH Q1A(R2) nie precyzuja szczegotowo
warunkéw wykonania badan stresowych, a w szczegolnosci, brak jest sugestii odnosnie uzycia
konkretnych czynnikoéw utleniajacych. W zwigzku z tym konieczne jest indywidualne podejscie

do badanych substancji z uwzglednieniem ich wlasciwosci fizyko-chemicznych i zrozumieniem



proceséw zwigzanych z degradacja oksydacyjng lekéw. Dlatego w kolejnych podrozdziatach
Doktorantka szczegdtowo wyjasnita mechanizmy degradacji oksydacyjnej, tj. autoutleniania,
mechanizmu nukleofilowego/elektrofilowego i utleniania poprzez przeniesienie pojedynczego
elektronu na czasteczke tlenu, a takze szeroko omoéwita czesto stosowane $rodki do utleniania

aktywnych substancji farmaceutycznych.

Warto$ciowym elementem Wstepu jest rowniez charakterystyka badanej grupy lekow,
tj. fluorochinolondw, substancji o szerokim spektrum dziatania antybakteryjnego. Po krotkim
omowieniu ich aktywnosci biologicznej, Doktorantka szczegotowo scharakteryzowata relacje
miedzy strukturg chemiczng a aktywno$ciag przeciwbakteryjna fluorochinolonéw wskazujac, ze
wprowadzenie okreslonych grup do podstawowej struktury tych substancji moze istotnie
modyfikowaé ich wiasciwosci biologiczne i fizyko-chemiczne. Zagadnieniem stanowigcym
istotng tre$¢ pracy doktorskiej jest tez przeglad literatury odno$nie degradacji oksydacyjnej
fluorochinolonéw z uzyciem nadtlenku wodoru i manganianu(VIl) potasu jako czynnikow

utleniajacych.

Ostatni rozdziat Wstepu jest dobrym uzasadnieniem proponowanego celu badan, ale
jego stabos¢ wynika z ograniczenia przegladu tylko do 4 fluorochinolonéw badanych w ramach
tej rozprawy i 2 czynnikdéw utleniajacych. Brakuje natomiast danych o degradacji pozostatych
fluorochinolonéw 1 innych czynnikach stresowych wplywajacych na degradacje tej grupy
substancji. Tak waskie ujecie tematu jest o tyle niezrozumiate, ze wptyw innych czynnikow
stresowych, np. promieniowania UV na trwatos¢ fluorochinolonéw jest dobrze znany
Doktorantce, co potwierdzaja wyniki badan zrealizowanych i opublikowanych z Jej udziatem
(doi: 10.1186/1752-153X-7-133).

Opracowany przez mgr B. Zuromska-Witek Wstep do rozprawy doktorskiej wskazuje
na doglebne poznanie zagadnien, ktorymi zajmowata si¢ podczas wykonywania, a nast¢pnie
publikowania wynikéw prac eksperymentalnych. Opracowane na jego podstawie Cele pracy
doktorskiej zostaly sformutowane jasno i logicznie. Podkreslajac szczegodlna role degradacji
oksydacyjnej, ktora obok hydrolizy jest jedng z najwazniejszych $ciezek rozktadu substancji
leczniczych, Doktorantka zajgta si¢ zbadaniem wptywu utleniaczy stosowanych w warunkach
stresowych na degradacj¢ fluorochinolonow. Sposrdod licznych przedstawicieli tej grupy lekow,
wybrata cztery; ciprofloksacyne, lomefloksacyne, pefloksacyng i1 balofloksacyne, badajac
wplyw nadtlenku wodoru, manganianu(VII) potasu i kwasu 4,4,-azobis(4-cyjanopentanowego)

jako $rodkéw utleniajacych na ich degradacje.



W celu pracy Doktorantka ujeta rowniez opracowanie i walidacj¢ zaawansowanej
techniki analitycznej, ktorej rola bylo oznaczenie badanych substancji obok ich produktow
degradacji oraz identyfikacja produktow degradacji. Istotnym elementem proponowanym do
realizacji byta takze ocena kinetyczna procesow degradacji 4 fluorochinolonoéw. Ponadto, w
uzupetnieniu celu ujgto tez ocene aktywnosci przeciwbakteryjnej i cytotoksyczno$ci wybranych

produktow degradacji oksydacyjne;.

Realizujgc przedstawione wyzej cele badan, Doktorantka zmierzata do kompleksowego
opracowania wynikow badan, obejmujacych degradacje oksydacyjng 4 fluorochinolonow w
warunkach stresowych pod wptywem 3 oksydantéw. W koncowym efekcie, poréwnanie profili
produktow degradacji uzyskanych wskutek dziatania r6znych oksydantéw pozwoli na oceng ich

przydatnosci do badan stresowych pozostatych lekéw z tej grupy.

Wykonane przez mgr B. Zuromska-Witek prace eksperymentalne zwigzane z realizacja
celu badan wraz z uzyskanymi wynikami, dyskusja i wnioskami zostaty opublikowane w

formie 4 artykutow naukowych:

1. Hubicka U., Zmudzki P., Zuromska-Witek B., Zajdel P., Pawlowski M., Krzek J.
Separation and characterization of ciprofloxacin, difloxacin, lomefloxacin, norfloxacin
and ofloxacin oxidation products under potassium permanganate treatment in acidic
medium by UPLC-MS/MS. Talanta, 2013, 109, 91-100 (IF = 3,511; punkty
ministerstwa = 40),

2. Hubicka U., Zmudzki P., Zuromska-Witek B., Zajdel P., Krzek J. Determination and
characterization of selected fluoroquinolones oxidation products under potassium
permanganate treatment. Acta Poloniae Pharmaceutica, 2015, 72, 1101-1114 (IF =
0,877; punkty ministerstwa = 15),

3. Zuromska-Witek B., Zmudzki P., Szlésarczyk M., Maslanka A., Hubicka U.
Development and validation of stability-indicating HPLC methods for the estimation of
lomefloxacin and balofloxacin oxidation process under ACVA, H;0,, or KMnQ,.
Kinetic evaluation and identification of degradation products by mass spectrometry.
Molecules, 2020, 25, 5251-5275 (IF = 4,411; punkty ministerstwa = 140),

4. Zuromska-Witek B., Zmudzki P., Szlosarczyk M., Abram M., Maslanka A., Hubicka U.
Study of oxidation of ciprofloxacin and pefloxacin by ACVA: identification of
degradation products by mass spectrometry and bioautographic evaluation of
antibacterial activity. Processes, 2022, 10, 1022 (IF = 3,352; punkty ministerstwa = 70).

Publikacja wynikow prac bedacych tematem doktoratu w recenzowanych czasopismach

0 obiegu miedzynarodowym $wiadczy o wysokim poziomie naukowym badan, poprawnosci



merytorycznej i zainteresowaniu tematem. Wyniki opublikowane przez mgr B. Zuromska-
Witek potwierdzity przydatnos¢ opracowanych metod analitycznych (UPLC-MS/MS) do
oznaczania fluorochinolonéw obok produktow degradacji oksydacyjnej oraz do identyfikacji
struktury chemicznej produktow degradacji. Wymiernym dowodem sg parametry walidacyjne
zestawione w publikacjach, wskazujace, ze opracowane procedury spetniajg kryteria akceptacji
dla metod stosowanych w analizie ilosciowej (wymagania ICH).

Publikacja pierwsza (Talanta, 2013) przedstawia wyniki badan degradacji oksydacyjnej
ciprofloksacyny i lomefloksacyny pod wptywem manganianu(V1l) potasu w zakresie pH = 3-6.
Doktorantka wykazata, ze rozklad badanych substancji przebiega zgodnie z reakcja I rzedu.
Ponadto, proces degradacji odzwierciedlany przez stalg szybkosSci reakcji zalezy od badanej
substancji, czasu inkubacji i od pH roztworu. Wartosciowym elementem publikacji sa wyniki
badan przedstawiajace proponowane struktury chemiczne produktow degradacji. W przypadku
ciprofloksacyny zidentyfikowano 6 produktéw degradacji, natomiast 3 dla lomefloksacyny.
Sposrod badanych lekéw, ciprofloksacyna okazala si¢ najbardziej wrazliwa na utlenianie
manganianem(V11) potasu, podczas gdy lomefloksacyna jest najbardziej odporna. Osiggnigciem
pracy jest rOwniez opracowanie schematow degradacji badanych substancji, ktore ilustruja

kolejne etapy destrukcji oksydacyjnej ciprofloksacyny i lomefloksacyny.

Wyniki badan degradacji oksydacyjnej pefloksacyny pod wplywem manganianu(VII)
potasu w zakresie pH od 3 do 6 przedstawiono w publikacji drugiej (Acta Poloniae Pharma-
ceutica, 2015). W pracy wiele miejsca poswiecono walidacji opracowanej procedury separacji i
oznaczania fluorochinolonéw obok produktow degradacji, potwierdzajac satysfakcjonujaca
rozdzielczo$¢ i czutos¢ metody. Ogolne wnioski z przeprowadzonych badan sg zgodne z
wnioskami zawartymi w pierwszej publikacji. Pefloksacyna okazata si¢ rowniez substancja
najbardziej wrazliwg na utlenianie manganianem(VI1Il), a jej rozktad generuje 5 produktow
degradacji. Podsumowujac uzyskane dane stwierdzono, ze degradacja oksydacyjna zachodzi
gléwnie w obrgbie ugrupowania piperazyny, skutkujac utworzeniem odpowiednich hydroksy-
i oksy-pochodnych. Dalsze utlenianie substancji, po dealkilacji i degradacji piperazyny,

prowadzi do utworzenia 7-aminoflurochinolonu.

Kontynuacj¢ badan nad utlenianiem manganianem(VII) potasu ostatniej z badanych
substancji, balofloksacyny, przedstawiono w publikacji trzeciej (Molecules, 2020). Wykryto 4
produkty degradacji oksydacyjnej, a wnioski z badan sa podobne to tych z poprzednich prac. W
publikacji trzeciej zamieszczono ponadto wyniki badan nad utlenianiem balofloksacyny i

lomefloksacyny przy uzyciu nadtlenku wodoru i kwasu 4,4,-azobis(4-cyjanopentanowego),



przy czym badania nad uzyciem ostatniego czynnika stresowego do utleniania ciprofloksacyny i
pefloksacyny przedstawiono w ostatniej publikacji (Processes, 2022). Wskazano na wptyw
badanej substancji, czasu inkubacji i temperatury, w ktorej prowadzono utlenianie kwasem 4,4,-
azobis(4-cyjanopentanowym), na przebieg procesu degradacji. Na uwage zashugujg tez prace
nad okresleniem toksycznos$ci i aktywnosci antybakteryjnej produktéw degradacji oksydacyjne;j

ciprofloksacyny i pefloksacyny.

Osiggniete wyniki wskazaly, ze szeroko stosowany nadtlenek wodoru jest najstabszym
czynnikiem stresowym, natomiast utlenianie manganianem(V1l) potasu prowadzi do degradacji
badanych fluorochinolonéw w najszerszym zakresie, stwarzajac warunki do uzyskania wigkszej
liczby produktow rozktadu (potencjalnych zanieczyszczeniach lekoéw) i utatwiajac opracowanie
orientacyjnego mechanizmu degradacji oksydacyjnej badanych pochodnych. Jest to cenny
wniosek z przeprowadzonych badan, ale powstaje pytanie, czy uzyskang tak duzym naktadem
pracy charakterystyke uzytych czynnikéw utleniajgcych mozna odnie$¢ do innych grup lekow,

réznigcych sig istotnie podstawows strukturg chemiczng od fluorochinolonu.

Podsumowujac materiat faktograficzny przedstawiony w 4 opublikowanych pracach
mogg¢ z pelnym przekonaniem stwierdzi¢, ze wszystkie prace eksperymentalne zostaty dobrze
zaplanowane, wykonane, a uzyskane wyniki zinterpretowane i opublikowane w wiodacych
wydawnictwach przypisanych do dyscypliny nauki farmaceutyczne. Wartos$¢ wspotczynnika IF
dla tych prac wynosi 12,151, natomiast punktacja ministerstwa = 265. W 2 pracach Doktorantka
jest pierwszym autorem. Poza mgr B. Zuromska-Witek, wspotautorami cyklu publikacji
bedacych podstawg doktoratu jest 8 pracownikow z 2 katedr Wydziatu Farmaceutycznego CM
UJ. Zgodnie z o$wiadczeniami, dr P. Zmudzki wykonal analizy UPLC-MS/MS i ustalil
struktury produktéw degradacji (w jednej pracy wspoélnie z dr Michatem Abramem), natomiast
pozostali wspotautorzy pomagali przy redakcji tekstu artykutow. Doktorantka jest natomiast
wspottworcg koncepcji i metodologii badan oraz wykonawcg wszystkich pozostatych badan. Jej
wiodacy udziat w uzyskaniu wiarygodnych danych eksperymentalnych oraz ich poprawnej
interpretacji znajduje roéwniez odzwierciedlenie w zwigztym i logicznie ujetym Podsumowaniu i

wnioskach z przeprowadzonych badan.

Catosci rozprawy doktorskiej dopetnia zamieszczone na koncu pracy Pi$miennictwo.
Obejmuje ono 68 pozycji, przy czym wigcej niz potowa cytowanych prac zostata opublikowana
w okresie ostatnich 10 lat. Podkresla to aktualnos$¢ zebranego pismiennictwa, ktore obejmuje w
zdecydowanej wigkszosci profesjonalne, angielskojezyczne monografie, oryginalne artykuty i

odniesienia do stron internetowych. Cytowane pi$miennictwo potwierdza, ze mgr B. Zuromska-



Witek nalezycie rozpoznata problematyke badawcza, ktora zajmowala si¢ w trakcie doktoratu.
Potwierdza réwniez dobre przygotowanie teoretyczne Doktorantki do poprawnej interpretacji

uzyskanych wynikow i ich krytycznej dyskus;ji.

Pod wzgledem redakcyjnym rozprawa doktorska zostata opracowana starannie. Uktad

pracy jest przejrzysty i logiczny, a rozmieszczenie rycin i tabel prawidtowe.

W $wietle wyzej przedstawionej, wysokiej oceny rozprawy autorstwa mgr Barbary
Zuromskiej-Witek nt. Wphw rodzaju utleniacza stosowanego w warunkach stresowych na
przemiany wybranych fluorochinolonow, stwierdzam, ze praca doktorska spelnia warunki
formalne i merytoryczne stawiane rozprawom doktorskim w ustawie o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz.U.
Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.), a takze wydanych na jej podstawie rozporzadzen. W zwiazku z
powyzszym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie, Collegium Medicum, o dopuszczenie mgr Barbary Zuromskiej-Witek do

kolejnych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Marek Wesotowski
Gdansk, dnia 19 czerwca 2023 r.



