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Recenzja pracy doktorskiej mgr Elzbiety Gniazdowskiej

» Opracowanie nowych metod bioanalitycznych

oraz optymalizacja sposobu ich walidacji”

RZEDLOZONA do recenzji praca doktorska zostala wykonana pod promotorstwem dr hab.
P n. farm. JOANNY GIEBULTOWICZ i promotorstwem pomocniczym dr KATARZYNY BuUS-
KWwASNIK w Zakladzie Chemii Lekéw Wydzialu Farmaceutycznego WUM oraz Laboratorium
Analityki Farmaceutycznej Instytutu Chemii Przemyslowej Sieci Badawczej Lukasiewicz w ramach

programu ,Doktorat wdrozeniowy” DW/03/2019.

Sklada sie z pieciu publikacji opublikowanych w Pharmaceuticals (IF = 5,863; MEiN = 100), Journal
of Pharmaceutical and Biomedical Analysis (IF= 3,571; MEIiN = 100), Molecules (IF= 4,600; MEiN
= 140), Journal of Chromatography B (IF= 3,000; MEIN = 100) oraz Prospects in Pharmaceutical
Sciences (IF= 0,100; MEiN: 20).

Pod wzgledem bibliometrycznym prace nalezy ocenié¢ bardzo wysoko (lacznie daje to IF réwny
17,134 oraz 460 punktéw ministerialnych). Nalezy réwniez pochwalié zwiezloéé komentarza. Tak
wlasnie powinna wygladaé rozprawa stanowiaca zbiér publikacji - komentarz ma za zadanie tylko
i wylgcznie wprowadzi¢ w tematyke oraz zachecié¢ do dalszej lektury samych prac, ktére stanowig

wlasciwa rozprawe.

Praca stanowi wyraznie wyodrebniona czes$é pracy zbiorowej o wiodacym i wystarczajacym wkladzie
Doktorantki popartym oswiadczeniami, a ponadto ze wzgledu na obszerny artykul pogladowy udo-
wadnia ogblng wiedze teoretycznag Autorki w uprawianej dziedzinie oraz samodzielno$é prowadzenia

pracy naukowej.

Na temat walidacji metod analitycznych i bioanalitycznych napisano juz wiele, jednakze w obliczu

zpian wymagan walidacyjnych i publikacji nowych dokumentéw pewne sprawy wymagaja dalszych



dyskusiji i stajg si¢ od nowa aktualne. Rozprawa wpisuje sie w taki trend: stanowi nie tylko zbiér
kilku warto$ciowych nowych metod analitycznych, ale réwniez stawia wazne pytania dotyczace

walidacji oraz stara si¢ na nie odpowiedzieé.

Wedtug Doktorantki wyniki znajduja odzwierciedlenie w nowym wydaniu Standardowej Procedury
Operacyjnej, co nie jest dla mnie do konca jasne. Nie moge nigdzie si¢ doszukaé informacji, czy
publikacje Doktorantki brano pod uwage w opracowywaniu tej procedury, czy jedynie chodzi

0 zgodnoé¢ pomiedzy wynikami a ta nowa procedurg.

Problem liczebnosci proby w badaniach jest tak stary, jak stosowanie prawidel statystyki w bada-
niach naukowych. To wlasnie poszukiwanie optymalnej liczebnoéci préb doprowadzito do odkrycia
odstepstwa od rozkladu normalnego rozkladu wariancji z préby (rozklad x? jest tylko asympto-
tycznie normalny) czy tez standaryzowanej $redniej z préby (tu z kolei jest to asymptotycznie
normalny rozklad STUDENTA). Ze wzgledu na zaleznosci matematyczne stojace za tymi procesami
nie istnieje zadne obiektywne kryterium, na podstawie ktérego mozna byloby te¢ optymalng liczeb-
noéé zidentyfikowaé, jednak subiektywne rekomendacje sa zawsze wartodciowym oduniesieniem dla

analitykéw.

Nie zgodze si¢ do kofica ze stwierdzeniem, ze przy liczebnodci 3 wynik moze zosta¢ obcigzony przez
obserwacje odstajaca, a przy wigkszej liczebnosci juz nie (ten wplyw zmniejsza si¢ plynnie), jednak
pragne pochwali¢ Doktorantke za odwage pochylenia sie nad tym problemem i przedstawienie pew-
nych propozycji. Obecnoéé tej tematyki w nowej literaturze na pewno zwiekszy swoista swiadomosé

tego zagadnienia i przyczyni sie do dalszych rozwazan oraz dyskusji.

Podobnym i czesto zaniedbywanym szczegdlem jest kolejno$é analizy prébek. Doktorantka stusznie
zauwaza, ze w wielu publikacjach kolejnos$é analizy prébek nie jest raportowana i zaklada schemat
blokowy i naprzemienny w sekwencji analizy, a calkowicie pomija kolejnos¢ losowa. Dlaczego takiej
kolejnosci nie mozna zastosowaé¢ w warunkach analitycznych, w jakich obraca si¢ Doktorantka?
Wedlug wszystkich prawidel teoretycznych tylko losowa kolejno$é prébek pozwala na mozliwosé
obiektywnej oceny autokorelacji bledéw oraz pewnosé, ze wynika ona z samej aparatury (np. efektu
matrycy) a nic inncgo czynnika skorelowanego przypadkowo z kolejnoécia, jak stezenie czy grupa

probek.

Na uznanie zasluguje cheé redukeji toksycznych odpadéw i zastepowanie w tym celu toksycznych

rozpuszezalnikéw etanolem. Jednakze czy faktycznie redukuje to lepko$é? Acetonitryl jest jednym



z najmniej lepkich rozpuszczalnikéw, jakie mamy do dyspozycji, a etanol jest znacznie bardziej
lepki od np. metanolu. Poza tym pojawia si¢ pytanie, na ile lepko$é samej prébki ma znaczenie
dla analizy HPLC? Jedli na jakim$ etapie procesu CPE faktycznie lepko$é zmniejsza sie w takich

warunkach, to prosilbym o rozwiniecie tego aspektu.

Niektore czedci badan az prosza sie o zastosowanie porzadnej metodyki projektowania eksperymentu
wraz z obiektywna analiza uzyskanych wynikéw i matematyczng optymalizacja parametréw. Prosit-
bym o dyskusje na obronie, jakie plany eksperymentu mozna byloby zastosowaé do jednoczesnej
optymalizacji czterech czynnikéw takich jak stezenie Tritonu, AA, prébki i dodatku octanu amonu.
Jaka bylaby przewaga nad przeprowadzona metodyka? Czy mozna by bylo wéwczas dodaé do
czynnikéw optymalizowanych czas ekstrakcji (equilibration time), ktéry finalnie niezbyt slusznie
zaniedbano? Dlaczego wybrano do testéw stezenia 10 — 30 % AA, skoro w tym samym akapicie

stwierdzono, ze zwykle stosuje sie stezenie 4 — 6 %?

Czy stosowane przez Autorke umieszczanie przedzialu ufnoéci préby w innym przedziale oraz
obliczanie prawdopodobienstwa wykraczania jednego przedziatlu poza drugi mozna byloby zastapié
dwoma testami jednostronnymi o okreslonych wartosciach referencyjnych 85 i 1157 Jaka wtedy
bylaby réznica, wady i zalety takiego rozwigzania? Jaki rozklad ma granica przedziatu ufnoéci

z préby o rozkladzie normalnym?

Czy stosunek dwéch zmiennych o rozkladzie normalnym zawsze odbiega od rozkladu normalnego?
Jak wyglada rozklad stosunku dwdéch zmiennych o rozkladzie log-normalnym? Na ile silnie te

odstepstwa moga faktycznie zmienia¢ wyniki w przypadku analizy chemiczne;j?

Jakie bylyby wady i zalety, gdyby zamiast obrazowania kolorami wartosci ME4 w przestrzeni

gtéwnych skladowych, dodaé te warto§é jako jeszcze jedna kolumne do analizowanej macierzy?

Dlaczego zastosowano w kalibracji wagi 1/z i na jakiej podstawie wybrano taki a nie inny wariant

regresji wazonej? Dlaczego nie mogla byé uzyta regresja bez wazenia?
] Y

Czy obecnos¢ EDTA w prébkach osocza mogla mieé jaki§ wplyw na wynik analizy? Jedli analizowano
mieszaniny wzorcéw, to skad bylo wiadomo, ze taka mieszanina wszystkich analizowanych lekéw nie

bedzie wchodzié¢ w reakcje ze soba?



Wszystkie publikacje stanowiace rozprawe przeszly rygorystyczny proces edytorski w prestizowych
czasopismach. Ja réwniez nie widze w nich niczego. co wzbudzaloby watpliwosci, a moje rozwazania
i pytania nie wynikaja z uchybieni lub brakéw, lecz z zasygnalizowania mozliwych tematéw do

dyskusji podczas obrony doktorskiej oraz mozliwosci dalszych badan w tym zakresie.

Recenzowana rozprawa stanowi rozwigzanie istotnych probleméw naukowych, a do najwazniejszych
nalezy zaliczy¢ opracowanie nowoczesnych metod oznaczania 21 substancji czynnych wraz metabo-
litami w osoczu ludzkim, spelniajacych kryteria walidacyjne, gotowych do zastosowania w wielu
dziedzinach, zaproponowanie kryteriéw doboru liczebnoéci préby oraz kolejnoéci analizy w procesie
walidacyjnym, wykazanie trwalosci dutasterydu wynoszacej co najmniej 3 lata oraz arypiprazolu co

najmniej 7 lat w temperaturze -65 °C.

— a——

Podsumowujac, praca doktorska mgr Elzbiety Gniazdowskiej spelnia warunki okreslone w art. 13
ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz.1789) oraz art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018
r. Przepisy wprowadzajace ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 30 sierpnia
2018 r. poz.1669). Wnioskuj¢ zatem o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Dodatkowo, biorac pod uwage aktualnoéé tematyki badawczej oraz odwage zmierzenia si¢ z wazny-
mi fundamentalnymi problemami, co zaowocowalo istotnym wkladem w literature dotyczaca teorii

walidacji, z przyjemnoécia wnioskuj¢ o wyrdznienie przedlozonej mi do recenzji pracy.
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