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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Piotra Garbackiego
pt..,, Wplyw sterylizacji radiacyjnej na trwato$¢ wybranych cefalosporyn”

Przedstawiona do recenzji praca zostala wykonana w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
Promotorem pracy jest prof. zw. dr hab. Anna Jelifiska.

Odpowiednia jako$¢ gotowe] postaci leku jest podstawowym wymogiem dopuszczenia
lekow do obrotu. Dla preparatow ktore stosuje si¢ pozajelitowo, lekéow ocznych czy
antybiotykéw dodatkowym wymaganiem jest jatowo$¢. Odnosi si¢ ona do otrzymania preparatu
pozbawionego bakterii, grzybow, pierwotniakéw i wirusow oraz ich form przetrwalnikowych.
W tym celu produkt nalezy poddaé sterylizacji co jest bardzo czgsto znaczacym utrudnieniem
w procesie produkcyjnym. W zalezno$ci od wielu czynnikéw, mozna stosowa¢ do tego celu
r6zne metody fizyczne, chemiczne czy mechaniczne. Do jednej z metod powszechnie
stosowanych nalezy metoda radiacyjna - zwlaszcza jesli chodzi o wyroby medyczne. Jednak
coraz czesciej ta metoda probuje si¢ wyjatawiaé leki np. termolabilne. Dotyczy to zarowno tzw.
klasycznych lekéw w postaci iniekcji czy tabletek, jak i nowoczesnych form lekéw opartych na
nanotechnologii chodzi tu przede wszystkim o mikrosfery, nanosfery, mikroemulsje czy
systemy liposomalne. Ograniczeniem metody jest niebezpieczenstwo uszkodzenia leku, przede
wszystkim powstanie wolnych rodnikéw, zapoczatkowujacych reakcje tancuchowe prowadzace
miedzy innymi do rozktadu substancji leczniczej. Charakter zmian zalezy od struktury leku,
wielkos$ci dawki i rodzaju stosowanego promieniowania jonizujacego. Podjecie przez mgr Piotra
Garbackiego tematu oceny mozliwosci sterylizacji radiacyjnej cefalosporyn uwazam za
szczegblnie uzasadnione i cenne, z punktu zarGwno poznawczego jak i wartosci aplikacyjnych.
Recenzowana praca przedstawia komplet badan analitycznych mogacych postuzy¢ do okreslenia
trwalosci radiochemicznej cefalosporyn oraz ocene mozliwosci stosowania sterylizacji
radiacyjnej do ich wyjalawiania.

Oceniana praca doktorska ma uktad typowy dla tego rodzaju prac i jest przedstawiona na
137 stronach, zawiera 57 rycin oraz 27 tabel. Pismiennictwo zawiera 104 trafnie dobranych
pozycji. W znacznej czesei sg to publikacje opublikowane w ostatnich latach, znajdujg si¢ tam
rowniez odnos$niki do stron internetowych, pozycje ksigzkowe oraz dokumenty
miedzynarodowych instytucji zajmujacych si¢ medycyna nuklearna i farmacja.

Praca zaczyna sie wstepem, w ktorym Doktorant zwraca uwage jak duze znaczenie ma
odpowiednia jakos$¢ i trwatos$¢ lekéw dla skutecznej farmakoterapii. Doktorant skupil si¢ na
jednym z parametrow, ktory jest powigzany z lekami ocznymi, iniekcjami, preparatami do
zywienia parenteralnego czy lekami zawierajagcymi antybiotyki — sterylizacja. Przedstawione
przez Doktoranta zasady sterylizacji dotyczace substancji biologicznie czynnych jak i substancji
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pomocniczych podczas przygotowywania gotowej postaci leku $wiadczg o doglebnej analizie
dostgpnego pismiennictwa i duzej wiedzy Doktoranta w tym zakresie. Dowodem tego jest
opisanie zasad i wytycznych dotyczacych sterylizacji promieniowaniem jonizujagcym produktow
stosowanych w medycynie i farmacji. Na szczegolng uwage zastuguje fakt, ze Doktorant
zauwaza nie tylko zalety sterylizacji promieniami gamma, ale rowniez odnosi sie¢ do ograniczen
tego procesu.

Cze$¢ teoretyczng pracy Doktorant rozpoczyna od historycznego opisu odkrycia
antybiotykow cefalosporynowych. Nastepnie precyzyjnie i doktadnie zostaje opisana budowa
chemiczna tej grupy lekéw, ich podziat i ich mechanizm dziatania. Warto zwrdci¢ uwage, ze
szczegOlowo jest przedstawiona zalezno$¢ pomiedzy strukturg, a aktywnoscig tej grupy lekdéw
co stanowi podstawe w projektowaniu nowych substancji biologicznie czynnych. Nastepnie
Doktorant zamiescit charakterystyke wybranych antybiotykéw cefolosporynowych (ktore
w czesci praktycznej poddatl analizie) uwzgledniajagc zaréwno podstawowe informacje
o strukturze tych zwigzkéw jak i informacje o farmakokinetyce i ich trwatosci.

Cel Pracy zostal okreslony zwigzle i przejrzyScie. Bylo nim okreSlenie wplywu
promieniowania jonizujacego jako metody sterylizacji na trwato$§¢ wybranych antybiotykow
cefalosporynowych oraz mozliwosci zastosowania jej w praktyce. Doktorant planowal osiggnac¢
to poprzez wykorzystanie metod bezposrednich i posrednich, ktore wymagaty dodatkowych
zabiegdéw podczas przygotowania probki do analizy.

Czes¢ praktyczna pracy doktorskiej zostala podzielona na dwie czesci: Czesé
Doswiadczalng oraz Wyniki. Autor rozpoczyna opis od przedstawienia metod i metodyki badan
wedhug, ktorej prowadzit analizy. Badane antybiotyki po dziataniu promieniowania jonizujgcego
zostaly zbadane przede wszystkim pod wzgledem trwatosci w r6znych dawkach - poczgwszy od
25 kGy (standardowa dawka sterylizacji zgodna z normg EN 552) az do 400 kGy.

Czgs¢ doswiadczalng Doktorant rozpoczal oczywiscie od przygotowania probek
i poddat je dziataniu promieniowania jonizujgcego. Jako pierwsze analizy zostaly wykonane:
analiza wagowa oraz analiza organoleptycza. Wykazano, ze pod wplywem promieniowania
jonizujacego nie powstaja zadne zwigzki lotne. Zaobserwowano zmiane zabarwienia
spowodowang prawdopodobnie powstaniem barwnych produktow rozktadu. Istotne wydaje sie,
ze Doktorant sprawdzit rozpuszczalno$¢ substancji i kolor roztworu po rozpuszczeniu.
Przewidujac w ten sposob mozliwo$¢ powstania substancji niejednorodnej w calym procesie.
Wykazano w ten sposob, ze najmniej podatna substancjg na radiolize jest chlorowodorek
cefetametu piwoksylu (ale tylko do dawki 100 kGy). Kolejng analiza, jakg wykonal Doktorant
bylo sprawdzenie obecnosci wolnych rodnikéw po procesie sterylizacjg. I proba wyttumaczenia
dlaczego w preparacie cefepimu powstaje ich najwiecej (ze wzgledu na obecno$¢ substanciji
pomocniczej L-argininy). Problematyczne jest jednak okreslenie ilosci wolnych rodnikow dla
preparatu Maxipime jako stalej wartosci ze wzgledu na to, iz sam producent Bristol-Myers
Squibb okresla zawartos¢ cefepimu w karcie charakterystyki produktu leczniczego w granicach
90-115 %, a L-alginina dodawana jest do produktu w celu utrzymania odpowiedniego pH.
Godne uwagi jest to, ze Doktorant ocenit réwniez czas zaniku wolnych rodnikéw w prébce.
Najkrotszy czas zycia wolnych rodnikow stwierdzono dla preparatu Maxipime (2 dni) natomiast
najdluzszy dla siarczanu cefoseliny - prawie 26 dni. Zaroéwno krétki czas obecnosci wolnych
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rodnikow jak i duza ich liczba wskazuje iz moze by¢ to spowodowane obecnoscig wody i L-
argininy w gotowej postaci leku.

Ponadto doktorant wykonal analize spektroskopowa napromieniowanych probek
antybiotykow. Wykorzystat do tego metod¢ Ramana oraz metode IR . Dzigki temu wyjasnit
mechanizm rozpadu cefalosporyn jak i mechanizm powstawania prawdopodobnych produktow
ubocznych sterylizacji - radiolizy. Wykonal to na podstawie obserwacji przesunie¢ pasm na
widmach dla poszczeg6lnych grup funkeyjnych w strukturze zwigzkow.

W dalszych etapach analizy dla substancji, ktorych krzywe posiadaty co najmniej jeden
endotermiczny pik topnienia, zostala wykonana roéznicowa kalorymetria skaningowa.
W badanych probkach zaobserwowano obnizenie temperatury topnienia. Zmiana ta byla
proporcjonalna do zastosowanej dawki promieniowania jonizujgcego i moze by¢ ona
spowodowana powstawaniem produktow radiolizy. 7Z tego wzgledu metoda ta moze by¢
wykorzystana do monitorowania zmian czystosci substancji leczniczych poddanych sterylizacji
radiacyjnej. Do analizy napromieniowanych probek uzyto rowniez mikroskopu elektronowego
oraz proszkowej dyfraktometrii rentgenowskiej. Umozliwilo to okreslenie formy, w jakiej
znajduja si¢ substancje po sterylizacji radiacyjnej w okreslonej dawce. Zaobserwowano, ze dla
form krystalicznych zmienia si¢ wielkos$¢ krysztatow i ich skupisk, w przypadku cefalosporyn
wystepujacych w formie amorficznej (cefepim, cefetamet) nie zaobserwowano zmian.

Z punktu widzenia skutecznosci sterylizacji radiacyjnej najistotniejsze byly dwie analizy
opisane na koncu rozdzialu czyli badania mikrobiologiczne i analiza HPLC. Aby wykazac
otrzymanie jalowego produktu poréwnano skutecznos¢ sterylizacji metoda saczenia i metoda
radiacyjna. Jako szczepow wzorcowych uzyto szczepy Staphylococcus aureus, Escherichia coli
oraz Pseudomonas aeruginosa. Wykazano, ze sterylizacja metodg radiacyjng jest réwnie
skuteczna co klasyczna metoda sterylizacji jakg jest metoda sgczenia. Jedynym wyjatkiem jest
siarczan cefoseliny dla ktérego MIC wzrosta dwukrotnie ale tylko dla szczepu Escherichia coli.

Ostatnim etapem badan bylo wykorzystanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej
do oceny zawartosci badanych substancji przed i po napromieniowaniu oraz do okre$lenia
statych szybkosci reakcji rozpadu. W wyniku analiz wykazano ze metoda ta jest selektywna,
liniowa, precyzyjna w badanym zakresie stezen i moze by¢ z powodzeniem stosowana do oceny
stopnia rozkladu badanych zwigzkoéw. Analizy wykonano dla substancji po standardowym
napromieniowaniu w dawce 25 kGy. Stwierdzono, ze nastgpil spadek zawartosci wszystkich
substancji w probkach po zastosowaniu tej dawki promieniowania, a na chromatografach
pojawily si¢ nowe piki pochodzace prawdopodobnie od produktow rozktadu. Najbardziej
wrazliwy na promieniowanie w tej dawce okazal si¢ diastreoizomer A cefuroksymu aksetylu
amorficznego oraz siarczan cefkwinomu. Co ciekawe, w przypadku innych cefalosporyn nie
stwierdzono korelacji pomigdzy spadkiem zawartosci a zastosowang dawkg promieniowania.
Metoda ta okreslono réwniez parametry kinetyczne reakcji rozktadu badanych substancii.
Doktorant wykazal ze dla cefalosporyn radiodegeneracja zachodzi z kinetyka I rzedu co mozna
wykorzysta¢ w dalszych badaniach.

Nalezy stwierdzié, ze wnioski jakie wysungl mgr Piotr Garbacki sg niezwykle istotne
pod wzgledem potencjalnego wykorzystania sterylizacji radiacyjnej w procesie produkcyjnym.
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Tak jak wykazal Doktorant nie wszystkie substancje mozna w ten sposdb wyjatawiaé. Ponadto
spodziewaé si¢ mozna powstawania wolnych rodnikow (ktore wulegajg wygaszeniu
w okreslonym czasie), zmiany barwy czy wrecz spadku zawartosci substancji leczniczej na
skutek rozpadu. Finalnie z szesciu przebadanych cefalosporyn jedynie ceftiofur sodowy moze
byé¢ sterylizowany radiacyjnie. Swiadezy to o ztozonoéci problemu i zagrozeniu jakie pociaga za
sobg promieniowanie jonizujace. Dlatego problem sterylizacji promieniowaniem jonizujacym
jest nie tylko ciekawy ale roéwniez istotny pod wzgledem bezpieczenstwa jego wykorzystania.

Jako recenzent cheiatbym przedstawi¢ kilka uwag, komentarzy i pytan:

-Doktorant uzyt do badan pigciu czystych substancji leczniczych i jednego gotowego preparatu -
Maxipime. W przypadku preparatu Maxipime interesujgce i wskazane wydaje sie uzupelnic
badania o poréwnanie wynikow sterylizacji czystej substancji i produktu leczniczego;

-Na jakiej podstawie doktorant okreslit zawartos¢ cefepimu na ponad 99%, jesli producent
w karcie charakterystyki podaje zawarto$¢ 90-115 % i nie okresla tego dokladnie;

-W rozdziale ,,Metodyka badan” nie znalaztem wielkosci poréw sgezkdéw uzytych do sterylizacji
metoda sgczenia;

-Czym kierowat si¢ doktorant wybierajagc metode UHPLC do analizy chlorowodorku cefetametu
piwoksylu skoro w wiekszosci dzialéw kontroli jakosci firm farmaceutycznych znajdujg sie
aparaty HPLC, a UHPLC jest rzadkoscia;

-W pracy nazwy szczepéw bakterii pisane sg pelng nazwa dwucztonowg lub skrétem,
sugerowatbym ujednolici¢ zapis, badz przyjac, ze pierwszy raz piszemy pelng nazwe a nastepnie
uzywamy skrotu;

-Pomocne byloby umieszczenie indeksu skrotow, zwlaszcza gdy przy opisie analitycznym
stosowane sg skroty nazw substancji.

Podsumowujac, prace oceniam bardzo wysoko zaréwno pod wzgledem edytorskim jak
1 merytorycznym. Przedstawiony zakres badan wskazuje na wybitne opanowanie warsztatu
badawczego przez doktoranta oraz umiejetnos¢ wieloplaszezyznowego podejscia do analizy
lekow. Doktorant podejmujac pracg nad wykorzystaniem promieniowania jonizujgcego do
sterylizacji postawit znaczacy krok w kierunku rozwoju nowoczesnej radiofarmacji w Polsce.
Ponadto wyniki badan zostaty opublikowane w trzech pracach oryginalnych w czasopismach
z listy filadelfijskiej gdzie Doktorant jest pierwszym autorem. Tym samym wnosze do Wysokiej
Rady Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu o dopuszczenie mgr
Piotra Garbackiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i wnioskuje o wyrdznienie

pracy.
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