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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Elzbiety Marii Gniazdowskiej pt. ,Opracowanie nowych metod bioanalitycznych
oraz optymalizacja sposobu ich walidacji”
zrealizowanej w Zaktadzie Chemii Lekow Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego oraz

Laboratorium Analityki Farmaceutycznej Sekcji Farmakokinetyki Sieci Badawczej tukasiewicz

Pojawiajace sie w ostatnich latach epidemie, wzrost ilosci zachorowan na choroby
cywilizacyjne, indywidualizacja terapii, rozwdj lekdw generycznych, opracowywanie nowych
formulacji, skracanie okresu wprowadzania nowych lekéw do obrotu wymuszajq koniecznosé
opracowywania nowych metod bioanalitycznych, ktére umoiliwia petng weryfikacje
bezpieczeistwa i efektownosci dziatania lekow. Ponadto rosngce wymagania wobec
przemystu farmaceutycznego w zakresie troski o sSrodowisko naturalne spowodowato
wprowadzanie zasad zielonej chemii, co wiecej spowodowato wyodrebnienie ,zielonej chemii
analitycznej” - opracowania praktyk laboratoryjnych bardziej przyjaznych dla $rodowiska.
Kolejnym czynnikiem wymuszajacych badania nad nowymi metodami bioanalitycznymi jest
konieczno$¢ opracowania metod uwzgledniajacych oprdcz badan jakosciowych i ilosciowych
substancji czynnej, takie jej metabolitéow. Pomiary steien metabolitow majg kluczowe
znaczenie takze dla bezpieczenstwa produktow leczniczych juz stosowanych przez pacjentéw.

Obecnie walidacja metod bioanalitycznych wykonywana jest zgodnie z wytycznymi
Europejskiej Agencji Lekdw (EMA) lub Amerykariskiej Agencji ds. Lekéw i Zywnosci (FDA), a
dokumentowana wedtug zasad Dobrej Praktyki Laboratoryjnej (GLP). W odpowiedzi na
postulat harmonizacji na poziomie miedzynarodowym zalecen dotyczacych walidacji metod

bioanalitycznych, w 2019 roku powstat projekt wytycznej ICH M10, opracowany przez
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Miedzynarodowa Rade Harmonizacji Wymagan Technicznych dla Rejestracji Produktow
Leczniczych Stosowanych u Ludzi (ICH).

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Elzbiety M. Gniazdowskiej pt.
»,Opracowanie nowych metod bioanalitycznych oraz optymalizacja sposobu ich walidacji”
doskonale wpisuje sie w te innowacyjne trendy badaid nad opracowaniem innowacyjnych
podejs¢ bioanalitycznych.

Badania zawarte w rozprawie wykonano pod kierownictwem znakomitej specjalistki z
zakresu bioanalizy farmaceutycznej — dr hab. n. farm. Joanny Giebuttowicz w Zaktadzie Chemii
Lekdw Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego oraz Laboratorium  Analityki
Farmaceutycznej Sekcji Farmakokinetyki Sieci Badawczej tukasiewicz. Promotorem
pomocniczym rozprawy jest dr Katarzyna Bus-Kwasnik. Doktorat wykonano w ramach
projektu badawczego realizowanego w ramach programu ,Doktorat wdrozeniowy”
DW/03/2019.

Oceniana rozprawa doktorska ma forme zbioru opublikowanych, powigzanych
tematycznie pieciu prac. Jest on poprzedzony opisem, na ktéry sktadaja sie: Wykaz publikacji
bedacych przedmiotem rozprawy doktorskiej, Spis tresci, Wykaz stosowanych skrétow,
Streszczenie, Streszczenie w jezyku angielskim, Wprowadzenie, Zatozenia i cel badan,
Pismiennictwo. Kolejnymi rozdziatami sg kopie prac zawartych w rozprawie, Podsumowanie i
whnioski, Oswiadczenia wspotautorow, Wykaz innych publikacji naukowych, Wykaz doniesier
zjazdowych oraz Wykaz innych aktywnosci naukowych Doktorantki.

Wyniki badann Doktorantki opublikowano w pieciu petnotekstowych, spéjnych
tematycznie publikacjach wieloautorskich. We wszystkich mgr E. M. Gniazdowska jest
pierwszym autorem. Prace te opublikowano w latach 2020-2023 w specjalistycznych,
recenzowanych czasopismach o fgcznym wspétczynniki wptywu IF 17,134, punktacji MEiN 460.
Pani Magister przedstawita oswiadczenia wspétautorow dotyczace ich udziatu w publikacjach.
Wynika z nich jednoznacznie, ze udziat mgr E. M. Gniazdowskiej w przygotowaniu prac byt

dominujacy, gdyz obejmowat m. in.: opracowanie koncepcji i metodologii badan, wykonanie



NCZN
«° Y UNIWERSYTET MEDYCZNY W BIALYMSTOKU

Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej
Zaktad Analizy i Bioanalizy Lekow
15-222 Biatystok, ul. Adama Mickiewicza 2d
o0 & Tel: (85)7485735

Q\ERSYT&]’
Lo N

[0}

7,
Y

badan, analize i interpretacje wynikéw, wyciagniecie wnioskdw, przygotowanie pierwszej

wersji redagowanie i korekte manuskryptow.

Wstep liczacy 13 stron, opracowany na podstawie 41 pozycji literaturowych, w sposéb
syntetyczny przedstawia problematyke walidacji metod bioanalitycznych. Sposéb
przygotowania wstepu wskazuje na umiejetno$¢ Doktorantki postugiwania sie literaturg
naukowg i wykorzystania jej do przygotowania celéw badawczych. Literatura zostata
prawidtowo dobrana, odzwierciedla aktualny stan wiedzy w zakresie tematyki doktoratu.
Cytowanie duzej ilosci prac swiadczy o dobrej znajomosci Doktorantki materiatu z zakresu
bioanalizy lekéw.

Jako zatozenia i cel badawczy mgr E.M. Gniazdowska wskazata opracowanie nowych
metod bioanalitycznych oznaczania substancji czynnych lekéw i/lub ich metabolitéw w osoczu
ludzkim, optymalizacje wybranych testow walidacyjnych oraz ocene stabilnosci
dtugoterminowej wybranych substancji czynnych lekdw. Realizacja celu polegata na:

e opracowaniu metody oznaczania 21 substancji czynnych lekéw przeciwdepresyjnych w
osoczu ludzkim za pomocg metody ekstrakcji w punkcie zmetnienia potaczonej z
chromatografig cieczowa i tandemowa spektrometrig mas,

e opracowaniu metody oznaczania dutasterydu i jego metabolitow w osoczu ludzkim, oraz
ocenie stabilnosci tego APl w osoczu ludzkim po trzech latach od momentu pobrania
probek w klinice,

» optymalizacji liczby probek kontroli jakosci w tescie stabilnosci podczas walidacji metody,

e ocenie wptywu kolejnosci analizy probek w tescie wplywu matrycy podczas walidacji
metody,

¢ ocenie stabilnosci arypiprazolu w osoczu ludzkim po siedmiu latach od momentu pobrania
prébek w klinice,

e analizie zmian wprowadzonych w wytycznej ICH M10, dotyczacej walidacji metod

bioanalitycznych oraz analizy probek z badania, w porownaniu z wytyczng FDA oraz EMA.
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Zadania wskazane przez Doktorantke nie budzg watpliwosci i w sposdb jasny okreslajg
kierunek badawczy. Zaproponowane badania nad opracowaniem nowych metod
bioanalitycznych sg wazne zaréwno z praktycznego jak i poznawczego punktu widzenia.

W ramach realizacji zaplanowanych badarn Doktorantka opracowata modyfikacje
metody ekstrakcji w punkcie chmur (CPE). Innowacyjna modyfikacja CPE obejmowata uzycie
octanu amonu jako czynnika poprawiajgcego stopien ekstrakcji prébki, jak réwniez uzycie
etanolu zamiast acetonitrylu w celu zredukowania lepkosci prébki i uczynienia metody
bardziej przyjazng dla srodowiska. Opracowana i zweryfikowalismy metoda CPE-LC-MS
pozwala na jednoczesne oznaczania 21 lekéw przeciwdepresyjnych we krwi, co moze by¢
przydatne w toksykologii klinicznej i sgdowej. Wyznaczony zakres liniowosci wynosit od 10 do
750 ng/mL (r2 > 0,990). Wazng umiejetnoscia, ktéra wykazata si¢ Doktorantka w trakcie
realizacji powyzszych badan jest wskazanie ograniczer opracowanej metody, co $wiadczy o
dojrzatosci naukowej Kandydatki.

Kolejnym wainym problemem naukowym rozwigzanym przez Doktorantke jest
opracowanie metody analitycznej umozliwiajgcej oznaczanie dutasterydu i jego aktywnych
metabolitéw: 4'-hydroksydutasterydu, 6B-hydroksydutasterydu i 1,2-dihydrodutasterydu w
osoczu po pojedynczym podaniu 0,5 mg dutasterydu. Mgr E.M. Gniazdowska udowodnita
takze dtugoterminowa stabilnos$¢ dutasterydu w prébkach klinicznych. Dutasteryd byt stabilny
w trakcie przechowywania w zamrazarce przez maksymalnie 2 lata w probkach klinicznych.
Doktorantka wykazata, ze w ciggu 1014 dni przechowywania (ponizej -65 °C) probki
zawierajgce dutasteryd mozna ponownie przeanalizowa¢ bez ryzyka uzyskania
niewiarygodnych wynikéw. Wykorzystana przez Doktorantke metoda spetnia wszystkie
kryteria walidacyjne wymagane przez Europejska Agencje Lekow dla metod bioanalitycznych.

Waznym osiggnieciem Doktorantki jest takze wyznaczenie optymalnej liczby prébek do
testowania stabilnoéci. Mgr. E.M. Gniazdowska przeprowadzita badania eksperymentalne,
retrospektywne (264 przedziaty ufnosci dotyczace stabilnosci dziewieciu lekéw podczas
walidacji regulacyjnej metody bioanalitycznej) oraz teoretyczne (matematyczne). Uzyskata

dane eksperymentalne dotyczace stabilnosci dla dwéch analitéw - tramadolu i jego gtownego
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metabolitu (O-dezmetyl-tramadolu). Wykazata, ze pie¢ powtdrzen jest optymalne do oceny
stabilnosci analitu.

Z uwagi na szerokie wykorzystanie spektrometrii mas sprzezonej z chromatografia
cieczowg w badaniach farmakokinetycznych i toksykokinetycznych, Doktorantka podjeta
badania nad efektem matrycy na wiarygodnos¢ wynikow ilosciowych. Gtownym celem
badania byto ustalenie, jakie zaprojektowanie eksperymentu - przeplatanie czy zestaw blokow
— efektywniej pozwala na wykrywanie zmiennosci efektu matrycy. Wykorzystujgc metody
chemometryczne: analize gtéwnych sktadowych i analize dyskryminacyjng czesciowych
najmniejszych kwadratéw zaobserwowata porownywalny, ale statystycznie réiny efekt
matrycy przy uzyciu schematow przeplatanych i blokowych. Schemat przeplatany byt bardziej
wrazliwy na wykrywanie efektu matrycy niz schemat blokowy. Jako konkluzje Doktorantka
wskazata konieczno$¢ wskazywania kolejnosci probek, w celu zapewnienia powtarzatnosci
eksperymentow.

Osiggnieciem Doktorantki wartym podkreslenia jest przygotowanie pracy pogladowej
~Wytyczna ICH M10 - jednolite podejscie do bioanalizy na catym $wiecie” w jezyku polskim.
Praca ta sanowi podsumowanie wytycznych ICH w zakresie opracowywania metod
bioanalitycznych. W 2022 roku Miedzynarodowa Rada Harmonizacji Wymagan Technicznych
dla Rejestracji Produktow Leczniczych Stosowanych u Ludzi (ICH) ukorczyta prace nad
ostateczng wersjg wytycznej ICH M10 bedaca potaczeniem wytycznych amerykanskich,
europejskich, brazylijskich i japonskich. Dokument ten zawiera zasady przeprowadzania
walidacji metod bioanalitycznych i dokumentowania wynikéw 2z badan klinicznych i
nieklinicznych prowadzonych w wiekszosci krajow na catym swiecie na potrzeby rejestracji
produktow leczniczych. Publikacja Pani Doktor stanowi cenne kompendium wiedzy na temat
metod bioanalitycznych dla pracownikéw wielu laboratoriéw prowadzacych badania w tym
obszarze.

Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, w petni oddajg tre$¢ rozprawy. Dysertacja

zostata napisana starannie, poprawnym jezykiem w sposob jasny i zrozumiaty nawet dla
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czytelnikdw nie bedacych specjalistami z zakresu analityki farmaceutycznej. Edytorska strona
pracy nie budzi watpliwosci.

Rozprawe doktorska mgr Elibiety M. Gniazdowskie] oceniam bardzo pozytywnie.
Doktorantka zrealizowata zatoione cele badawcze. Wyniki badari zaprezentowane w jej
rozprawie doktorskie] posiadajq charakter aplikacyjny i duig wartod¢ poznawcza.
Przeprowadzone przez nig badania bloanalityczne majq duie znaczenie w przemysle
farmaceutycznym i analizie lekéw.

Rozprawa doktorska mgr E. M. Gniazdowskie] prezentuje ogding wiedze teoretyczng
Kandydatki w dyscyplinie nauki farmaceutyczne oraz umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Pani Magister poza pracami zawartymi w dysertacji jest autorka
dwéch kolejnych publikacji oraz czterech doniesiert 2jazdowych. Odbyta zagraniczny sta2
naukowy w ramach programu NAWA.

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Elzbiety Marii Gniazdowskiej spetnia warunki
okres$lone w art. 13 ust. 1 Ustawy 2 dnla 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2 2017 roku poz. 1789 ze zm.) w
2wiazku 2 art. 179 ust. 1 Ustawy z dn. 3 lipca 2018 roku Przepisy wprowadzajgce ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyiszym | nauce (Dz. Z 2018 r. poz. 1669 ze 2m.). Wnosze do Rady
Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Warszawsklego Uniwersytetu Medycznego wniosek o
dopuszczenie mgr Eliblety M. Gniazdowskiej do dalszych etapédw postepowania o nadanie
stopnia naukowego doktora w dyscyplinie nauki farmaceutyczne oraz wyréznienie jej

rozprawy doktorskiej.

ranitel

Prof. dr hab. n. farm. Wojciech Miltyk



