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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Elzbiety Gniazdowskiej pt.:
Opracowanie nowych metod bioanalitycznych

oraz optymalizacja sposobu ich opracowywania.

Recenzje opracowano zgodnie z uchwalg Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych,
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego oraz pismem Przewodniczgcego Rady z dnia
07.11.2023 roku, w procedurze nadania stopnia doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w

dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Bioanaliza oraz szeroko rozumiana analityka to obszar dziatan o kluczowym znaczeniu,
dla utrzymania prawidlowej funkcji co najmniej trzech systemoéw jakos$ci, zwigzanych z
pracami nad lekiem. Sg to systemy GMP, GLP oraz GCP, okreslane cz¢sto akronimem GxP. U
podstaw regulacji zwigzanych z pracami bioanalitycznymi lezy wiec jakos¢ przysziych
produktdw leczniczych oraz skuteczno$¢ prac nad kandydatami na leki. Patrzgc z tej
perspektywy, prace zwigzane z optymalizacja metod bioanalitycznych oraz implementowaniem
nowych koncepcji do istniejacych regulacji jest dziataniem niezwykle istotnym. Dzialania te w
kontekscie prac jakie prowadzi przemyst farmaceutyczny warunkujg tworzenie i wprowadzanie
na rynek lekéw w sposéb powtarzalny i bezpieczny. To wihasnie analityka oraz bioanalityka
umozliwia przeprowadzenie oraz weryfikacje wielu procesOw wytwarzania a takze wielu
typow badan naukowych.

Zakres zasad stosowanych obecnie w bioanalityce ztozonych matryc biologicznych
takich jak krew, surowica, osocze, mocz, czy samych tkanek lub fragmentéw organéw od
dawna nie jest juz tylko domena dziatan zwigzanych z systemami jakosci. Od wielu lat
najlepsze czasopisma naukowe obejmujace swym zasiggiem szeroko rozumiang farmakologie
czy toksykologie wymagaja stosowania zasad przyjetych w celu ujednolicenia jako$ciowego
bioanalityki per se. Nalezy przy tym przypomnie¢ ze niektore z systeméw jakosci takie jak

GLP wprowadzone zostaly wiasnie ze wzgledu niski poziom prac badawczych ktérych

Strona | z 8




skfadowg byly prace bioanalityczne. Dzisiaj mamy pewno$¢ ze wiasciwie opisane metody
stosowane w bioanalityce sg powtarzalne, mozliwe do odtworzenia i weryfikowalne nawet po
wielu latach od walidacji. Nalezy przy tym dodaé ze uregulowanie wielu zasad jakie nalezy
stosowa¢ na przyktad w procesie walidacji metod, nie zmniejszyto zainteresowania tematem.
Obecnie szeroko znane bazy danych skupiajace najlepsze Swiatowe czasopisma naukowe
indeksujg rocznie nawet =~1400 publikacji naukowych zawierajacych stowo ‘bioanalytical’
(NCBI, 2023). Na przestrzeni ostatnich dwudziestu lat notujemy dziesigciokrotny wzrost tej
wartosci (z ok. 140 rocznie w roku 2003)!

W kontekscie obecnych jak i przysztych potrzeb s$rodowiska naukowego, zaréwno
akademickiego jak i skupionego wokot dziatan stricte przemystowych, zaproponowany temat
pracy doktorskiej ,,Opracowanie nowych metod bioanalitycznych oraz optymalizacja sposobu
ich opracowywania” uwazam za uzasadniony. Nie ulega watpliwosci ze podje¢te zadania

badawcze s3 aktualne, majg réwniez ogromny potencjat aplikacyjny.

Oceniana rozprawa ma 145 stron maszynopisu w ktérym, w kolejnosci mozna wyréznié
strone tytutowg zawierajaca tytul rozprawy w jezyku polskim, strong¢ z informacja o sfowach
kluczowych, podziekowania, wykaz publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej,
spis tresci, wykaz skrotow, streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim, zalozenia i cel
badan oraz pismiennictwo. W kolejnych cze¢sciach odnajdujemy kopie opublikowanych prac
naukowych wchodzacych w sktad rozprawy wraz z materiatami publikowanymi w formie
suplementu do pracy, podsumowanie i wnioski oraz o$wiadczenia wszystkich wspétautorow
publikacji. Koniec pracy wieniczy wykaz innych publikacji naukowych, doniesienia zjazdowe

oraz wykaz innych aktywnosci naukowych doktorantki.

Rozprawa autorstwa mgr Elzbiety Gniazdowskiej, jest dzielem napisanym na podstawie
ciggu pieciu powigzanych tematycznie publikacji, w tym cztery z nich to publikacje oryginalne.
We wszystkich mgr Elzbieta Gniazdowska jest pierwszym autorem, w wigkszosci jest rowniez
autorem korespondencyjnym. Nalezy zauwazyé, ze sumaryczny wspoiczynnik wplywu
przedstawionych prac jest bardzo wysoki i w przypadku kazdej z prac oryginalnych wynosi >
3.0.

Spis tresci informuje o kolejnosci wszystkich elementow przedstawionej do oceny
dysertacji. W wykazie stosowanych skrotow Autorka wyjasnita wigkszos¢ skrotow
stosowanych w dysertacji oraz dotaczonych publikacjach. Streszczenie w jezyku angielskim

jest wiernym tlumaczeniem tekstu polskiego. Tekst streszczenia wprowadza do lektury



rozprawy we wlasciwy sposob. Prowadzi od uzasadnienia i celu poprzez zagadnienia
metodyczne az do wyjasnienia osiagnigtych rezultatéw. Zachgca do zapoznania sie z kolejnymi

czgsciami dzieta i jest doskonatym wstepem do szerszego w swym zakresie Wprowadzenia.

Kilkustronicowe Wprowadzenie wraz z pismiennictwem wyjasnia podstawowe elementy
zwigzane z tematem zaréwno od strony metodycznej, statystycznej, regulatorowej, jak i
naukowej. Na przestrzeni 3.5 stronicowego tekstu wykorzystano az 41 pozycji pismiennictwa.
Juz na tym etapie wida¢ doskonate przygotowanie Autorki do analizy referencji, zaréwno
stricte naukowych jak i wytycznych, oraz stosowania ich w przyjetym toku argumentacji.
Nieliczne potknigcia sa odzwierciedleniem skrotow myslowych stosowanych przez srodowisko
np.: ,, ...od momentu pobrania w klinice.....”. Nie kazda prdobka jest pobierana jak nalezy sie
domysla¢ z kontekstu w trakcie badan zdefiniowanych jako badania kliniczne. W innym
miejscu stwierdzenie ,,.... klinicznie istotne metabolity” jest nie do konca precyzyjnym
ttumaczeniem z wytycznej FDA (,,clinically relevant metabolites™) stowo ‘relevant’ ma w tym
wypadku znaczenie inne niz ‘significant’. Nalezatoby raczej thumaczy¢ ,,metabolity istotne z
punktu widzenia efektu klinicznego”. Na taki tok naprowadza kolejne stwierdzenie w
wytycznej ‘In such cases, sponsors can consider two approaches to assessing the effect of the
drug metabolite.’. We wstepie Autorka umiescita dwa rysunki ktore do pewnego stopnia
utatwiajg rozumienie tematu. Na pewno bardzo korzystne byloby umieszczenie dodatkowych
schematow/rysunkéw, szczegélnie dla osob o mniejszym doswiadczeniu, ktore chcialyby
poszerzy¢ swojg znajomo$¢ tematu w trakcie lektury przedmiotowej rozprawy.

Pomijajgc nieliczne potknigcia, wstgp napisany zostal rzeczowo, w sposéb zwiezly z
uzyciem fachowego jezyka. Poruszane zagadnienia zostaly poparte odpowiednio dobranym
bardzo szerokim pismiennictwem. Tekst wstgpu w sposéb logiczny koresponduje z podjeta
tematykg badawczg. Autorka doskonale porusza si¢ w zawitosciach merytoryki zwigzanej z
bioanalitykg. Doskonale prezentuje zaleznosci pomigdzy zagadnieniami natury technicznej,
naukowej oraz regulatorowej - wymogami agencyjnymi (FDA, EMA etc.). Swiadczy to o

doskonatym przygotowaniu merytorycznym Doktorantki do podjecia tematu rozprawy.

Punkt drugi rozprawy precyzuje gtéwny cel badaf. W dalszej czesci okreslono w siedmiu
podpunktach jak cel zrealizowano a dokfadnie stwierdzono ,,Cel zrealizowany zostat poprzez:”.
Tu wymieniono siedem podpunktow ktére we wihasciwy sposdb opisyja bieg prowadzonych
prac. Wydaje si¢ jednak, ze duzo trafniejszym byloby po prostu okreslenie tych podpunktow

jako cele szczegbtowe. Podsumowujac, Autorka we wstepie oraz jasno wyrazonych celach w
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petni wyjasnita dlaczego podj¢la tematyke badawcza prezentowang w  dysertacji.
Przedstawiony cel w sposob precyzyjny i rzeczowy ilustruje przedziat jaki Autorka objeta

prowadzonymi badaniami naukowymi.

Dysertacja dowodzi tego, ze Doktorantka potrafi realizowa¢ prace naukowe w
laboratorium, ale co niezwykle wazne, réwniez skutecznie upowszechnia¢ ich wyniki w
wysokiej klasy, rozpoznawalnych czasopismach naukowych. Podstawg dysertacji sg cztery
prace oryginalne oraz jedna praca przegladowa. Prace opublikowano w wysokiej klasy
recenzowanych czasopismach: Pharmaceuticals, Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, Molecules, Journal of Chromatography B. Prace maja klasyczny uktad.
Przedstawiony do recenzji cigg prac w peini pokrywa trescig i zakresem postawiony w
rozprawie cel. W sumie w ciagu prezentowanych publikacji Doktorantka cytuje ponad 170
pozycji pi$miennictwa. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje biegtos¢ z jakg postuguje sig
pi$miennictwem w postaci wytycznych agencji i organizacji takich jak EMA, FDA, WHO, ICH
oraz wielu innych. Malo tego, rozprawa mimo ze jest dzielem naukowym, z niezwyklg
lekkoscig pokazuje $wiat zmian w wytycznych, zmian w podejsciu do stanu technologii w
zakresie bioanalityki od strony szeroko rozumianych regulatory affairs. Z duza sprawnoscig
ilustruje réwniez luki w harmonizacji wytycznych w skali §wiatowej oraz ich wptyw na poziom

prac bioanalitycznych.

Pierwsza praca pt.: ,,Determination of Antidepressants in Human Plasma by Modified
Cloud-Point Extraction Coupled with Mass Spectror'netry” stanowigca podstawg rozprawy jest
wrecz przyktadem ukfad badawczego ukierunkowanego na rozwigzanie postawionego
problemu. Opracowano i zwalidowano metodg oznaczania 21 substancji czynnych lekow
przeciwdepresyjnych w ludzkim osoczu za pomocg metody ekstrakcji w punkcie zmgtnienia
metodg chromatografii cieczowej z uzyciem spektrometrii mas. Praca ma typowy ukiad zawiera
liczne grafiki objasniajace uzyskane rezultaty. Na uwage zastuguje ciekawe spojrzenie na
wyniki przez pryzmat analizy PCA oraz parametréw wymienianych migdzy innymi w regule
Lipinskiego. Na uwage zastuguja takze podsumowania ilustrujace analizy stabilnosci oraz
podsumowanie dotyczace efektu matrycy. Tyko ta jedna praca to 25 stron tekstu ktory dla wielu
miodych adeptow bioanalityki moze stanowi¢ materiat szkoleniowy pozwalajgcy na znaczne
poglebienie wiedzy. Potencjat aplikacyjny opublikowanej metody jest niepodwazalny.

Precyzyjny opis poszczegdlnych elementdw optymalizacyjnych pozwala réwniez na



wprowadzanie modyfikacji oraz rewalidowanie i optymalizacj¢ metody w kierunku innych
substancji aktywnych.

Druga praca przedstawiona przez Autorke dotyczy optymalizacji i walidacji metody
oznaczania dutasterydu oraz jego kluczowych metabolitbw w osoczu czlowieka. Autorka
przedstawita w pracy nie tylko technologiczny ciag, dziatania zmierzajace do optymalizacji i
przygotowania metody do fazy walidacji czy sama walidacj¢. Autorka przedstawila takze
dotychczas opublikowane metody oraz ich charakterystyke walidacyjng. Podobnie jak w
poprzedniej pracy nie sposob nie doceni¢ aplikacyjnosci zaproponowanej metody. Szcze gélnie
istotne jest to ze przedstawiona metoda pozwala przesledzi¢ kinetyke dwdch metabolitéw
duasterydu. Metoda pozwala réwniez na jej stosowanie w badaniach bioréwnowaznosci przy
zatozeniu stosowanego obecnie poziomu dawkowania. Na uwage zastuguje szczegdlne
podejscie do kwestii stabilnosci diugoterminowej ktéra w tym wypadku wyznaczono w
niezwykle szerokim zakresie az 1014 dni. Podobnie jak w poprzedniej publikacji praca jest
bogato ilustrowana. Zachowuje przy tym klarownos¢ i czysto$¢ przekazu. Pewien niedosyt
pozostawia analiza parametréw farmakokinetycznych ktéra ograniczono do analizy pola
powierzchni pod krzywa, stezenia maksymalnego, czasu jego obserwacji oraz wartosci okresu
péttrwania w fazie eliminacji. W farmakometria podejscie tego rodzaju nawet ograniczone do
poziomu analizy niekompartmentowej (NCA) opisuje podanie jednorazowe leku znacznie
szersza gamg parametrow.

Trzecia z cyklu prac stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej dotyczy kwestii
metodycznych i moze w przysziosci stanowi¢ istotny wkiad w rozwéj wytycznych. Autorka
skupita si¢ na problematyce niedoprecyzowanej w obecnych regulacjach dotyczacych walidacji
metod bioanalitycznych. Praca wskazuje na potrzeb¢ zmiany paradygmatéw i odpowiada na
pytanie ile de facto prébek/powtérzen nalezatoby przeznaczyé¢ w odniesieniu do prébek
kontrolnych i badan stabilnosci. Jak wiadomo cata grupa badan stabilnosciowych jest jednym
z kluczowych elementéw walidacji kazdej metody bioanalitycznej. Niejednokrotnie brak
informacji o stabilnosci dlugoterminowej analitu w badaniach klinicznych prowadzonych
rownolegle z procesem walidacji metod moze staé si¢ waskim gardtem procesu. Moze réwniez
pod znakiem zapytania postawi¢ uzyskane wyniki. Wtasnie dlatego proces ten powinien by¢ w
peini kontrolowany réwniez wyznaczonymi granicami dotyczacymi kryteriow akceptacji oraz
metodologii. Tekst publikacji jest bogato ilustrowany. Na uwage zastuguja doskonale
przygotowane ryciny ktore bez zbgdnych dodatkéw w sposob przejrzysty i prosty ilustrujg
uzyskane wyniki. Badania retrospektywne ktore przeprowadzita Autorka pokazujg niezwykia

perspektywg i przekonuja do postawionych wnioskéw. Ponownie sam temat jak i jego
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realizacja dowodzi duzej dojrzatosci w analizie tematu i wskazuje jednoczesnie na bogate
do$wiadczenie Doktorantki w rozumieniu i weryfikacji obecnych zasad walidacji metod.
Wkiad analizowanej publikacji w rozumienie i rozwijanie obecnego state of the art w
bioanalityce jest niezwykle istotny. Autorka doskonale wychwycita luki obecne w wytycznych
do ktorych stosuje si¢ nie tylko przemyst ale caty swiat naukowy.

Czwarta z analizowanych publikacji dotyczy rowniez ciekawego problemu naukowego
podobnie jak w przypadku publikacji nr 3. Réwniez i w tym wypadku Autorka z duzym
wyczuciem zlokalizowata istotng lukg w regulacjach dotyczacych metod bioanalitycznych oraz
procesu walidacji. Tym razem skupifa si¢ na zasadach dotyczacych analizy efektu i wptywu
matrycy na wynik. Przetestowano kilka podej$¢ wychodzac ze schematu blokowego i
naprzemiennego analizy probek. Jednoczesnie poddano weryfikacji podejscie dotyczace liczby
probek lipemicznych lub hemolitycznych na etapie walidacji. To niezwykle wrazliwy obszar
weryfikujacy metode analityczna w odniesieniu do zmiennosci sktadu oraz jakosci probek ktore
trafiaja do laboratorium. W pracach Autorki przewija sig¢ istotna informacja ktora lezy u
podstaw co najmniej kilku istotnych wnioskéw i propozycji rozwigzan. Probki walidacyjne
osocza nie reprezentujg zmiennosci ktora czesto moze by¢ wypadkowsg nawet tysigcy réznych
zrodet probki. W zwigzku z tym zmiennosé osobnicza, wady zwigzane z hemoliza, obecnoscig
wytragconego wloknika, lipemiczno$cia probki nie sa na etapie walidacji badane wystarczajaco
precyzyjnie. Na uwage zastuguje rowniez dyskusja watku zwigzanego z testowaniem
stabilnosci w krwi pelnej. Dzisiaj gdy nasza wiedza na temat dystrybucji wielu lekow do
wnetrza erytrocytow jest znaczna temat ten jest szczegolnie interesujacy. Podobnie jak w
poprzednich pracach poziom oprawy graficznej i przekaz budowany wiasnie ta droga
zdecydowanie zastuguje na wyroznienie. Konkluzje z pracy mozna stosowal wprost w
walidacji metod bioanalitycznych. Uzasadnienie podejscia proponowanego przez Autorkg jest
bardzo szerokie i nie pozostawia pola do dyskusji.

Pigta z prezentowanych prac jest swego rodzaju podsumowaniem elementow prac
poprzednich. Sumuje i konkluduje obecny stan procesu harmonizacji wytycznych w zakresie
walidacji metod bioanalitycznych. Praca po raz kolejny dowodzi szerokiej perspektywy
Autorki. Po raz kolejny Autorka trafnie wskazuje luki w obecnych wytycznych w tym
zharmonizowanym dokumencie ICH M10. Publikacja stanowi ciekawa klamrg zamykajaca
ciag zaprezentowanych prac i jednoczesnie wskazujaca na kolejne elementy wymagajace

glebokiej dyskusji i weryfikacji.



Podsumowujac opis prac zaprezentowany w publikacjach $wiadczy o duzym
doswiadczeniu oraz samodzielnosci Doktorantki w zakresie optymalizacji metod
chromatograficznych, a takze praktycznych umiejgtnosciach w pracy ze ztozonymi matrycami
biologicznymi. Z przedstawionego materialu jasno wynika, ze Doktorantka doskonale
opanowala warsztat badawczy. Prace ktére wiaczono do analizowanego cyklu wymagaty
duzego zaangazowania, ukierunkowania, konsekwencji i naukowe;j rzetelnosci.

Detale wynikéw oraz szczegétowa dyskusja dostgpna jest w zataczonych do rozprawy
publikacjach. Na podstawie uzyskanych wynikow Doktorantka sformutowala siedem
szczegotowych wnioskéw, ktére w pelnej rozciggtosci koresponduja z postawionymi w
rozprawie celami.

Poczagwszy od strony 117 Autorka w postaci zatacznikow dolaczyla oswiadczenia
wspotautoréw publikacji bedacych podstawg omawianej dysertacji. W o$wiadczeniach Autorka
dysertacji wyrazita zgode sobie samej na wykorzystanie poszczeg6lnych prac jako czgs¢ swojej
wlasnej rozprawy doktorskiej. Takie stwierdzenie w Jej wypadku nie znajduje uzasadnienia.

Lektura rozprawy jest niezwykle inspirujaca, zachgca réwniez do dyskusji oraz

postawienia kilku pytan Doktorantce:

Pytanie 1. Przy zalozeniu petnej harmonizacji wymogéw i wskazowek, w jakich elementach
wytycznych dotyczacych walidacji metod bioanalitycznych zdecydowanie powinnismy

oczekiwaé jednak podejscia case by case.

Pytanie 2. Proces walidacji metod analitycznych jest bardzo zblizony zaréwno w odniesieniu
do klasycznych syntetycznych lekéw jak i lekow biotechnologicznych. Co Pani zdaniem
znaczgco roznicuje problematyke walidacji (lek syntetyczny versus lek biotechnologiczny) w

kontekscie sktadu probki surowicy pochodzacego z badania klinicznego.
Pytanie 3. Jakie wyzwania widzi Pani w kontekscie walidacji metod ukierunkowanych na

oznaczanie poziomu biomarkerow, jak ocenia Pani obecny poziom regulacji i harmonizacji

wymogow w tym zakresie.
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Przytoczone wyzej uwagi, gldwnie natury porzadkujacej lub redakcyjnej, nie umniejszaja
wartosci merytorycznej recenzowanej rozprawy. Dlatego uwazam, ze przedtozona do recenzji
rozprawa doktorska, mgr Elzbiety Gniazdowskiej pod tytulem: ,,Opracowanie nowych
metod bioanalitycznych oraz optymalizacja sposobu ich opracowywania”, w petni
odpowiada warunkom ujetym w Art. 187 Ustawy prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.

U. 2018 poz. 1668 z p6zn. zm.).

Biorgc powyzsze pod uwagg, przedktadam Radzie Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych,
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie mgr  Elzbiete
Gniazdowskg do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Majac na wzgledzie osiggnigcia
naukowe Doktorantki, publikowane w prestizowych czasopismach naukowych, wnioskuj¢ o

wyrdznienie wymienionej wyzej dysertacji.
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