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rozprawy doktorskiej mgr Anny Witkowskie] pt.:
JAnaliza zwigzkdéw azoto-organicznych w prébkach farmaceutycznych i przemystowych ze
szczegdlnym uwzglednieniem nitrozoamin”

Recenzje opracowano w nawigzaniu do tresci Uchwaly Rady Dyscypliny Nauk
Farmaceutycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego z dnia 15.10.2025

W prezentowanej dysertacji analizie poddano problematyke optymalizacji metod
analityeznych, kwestie optymalizacji wykrywania oraz kontroli, aktywnych substancji
azotoorganicznych. Obecne doswiadczenia wskazujg na to, Ze niskoczasteczkowe N-
nitrozoaminy mogg stanowic zanieczyszczenia produktdw leczniczych ale jak wskazata jasno
Autorka dysertacji, nitrozowaniu mogg ulegac rdwniez substancje czynne, zaawansowane
produkty posrednie oraz produkty degradacji zawierajgce aminy drugorzedowe w swojej
strukturze. Podstawe rozprawy doktorskiej stanowi cigg czterech powigzanych ze soba
tematycznie publikacji naukowych.

Liczba publikacji zawierajgcych stowo kluczowe nitrozoamina indeksowanych przez NCBI
od blisko 50 lat utrzymuje sie na poziomie okofo 300 nowych publikacji rocznie. Potrzeba
implementowania nowych rozwigzan oraz poszerzania wiedzy w zakresie zwigzanym ze
zwigzkami azotoorganicznymi to trend utrzymujgcy sie od lat. Wynika miedzy innymi z
rosngcej Swiadomosci zagrozen jakie zwigzki te mogg stanowié dla czlowieka innych
organizmow #ywych oraz srodowiska. Jednoczesdnie wiele agencji regulacyjnych zaréwno na
poziomie narodowym jak i ponadnarodowym wprowadza regulacje, wytyczne oraz
obostrzenia zwigzane z potencjalng obecnoscig tego typu zwiazkow zaréwno w srodowisku

jakilekach czy zywnosci. Swiadomosc zagrozen oraz korzysci z umiejetnej kontroli oraz analizy
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ryzyk w tym zakresie indukujy prace zwigzane z optymalizacja odpowiednich metod
analitycznych. Niektore ze irddet podaja ze, nitrozoaminy rocznie mogg byé przyczyna nawet
40 przypadkéw chorob nowotworowych / 1 milion mieszkaricow UE. Oznacza to, e tylko w
UE az 18 tys. przypadkdéw choréb nowotworowych rocznie moie by¢ indukowane
kancerogenem jakim s3 nitrozoaminy. Jest to potencjainie ,tylko” okolo 0.5% wszystkich
nowych przypadkow chordb nowotworowych rocznie w UE. Jednoczesnie jest to potencjalnie
ai 18 tys. pacjentow borykajacych sie czesto ze Smiertelnym zagrozeniem.

Biorgc pod uwage powyisze, wybor tematyki rozprawy doktorskiej obejmujacej analize
zwigzkdéw azoto-organicznych w probkach farmaceutycznych i przemystowych ze szczegéinym
uwzglednieniem nitrozoamin, uwazam za uzasadniony. Podjete przez Doktorantke zadania
badawcze s aktualne i doskonale nawigzujg do obecnych trendéw oraz potrzeb.

Oceniana praca ma 130 stron, w tym kompletny tekst czterech publikacji, ktére
stanowity podstawe dysertacji. W rozprawie znajdujq sie wszystkie niezbedne elementy w tym
strona tytutowa, spis treéci, wykaz skrotow, wykaz publikacji stanowigcych podstawe
rozprawy, wykaz doniesien zjazdowych, streszczenie w jezyku angielskim oraz polskim,
wprowadzenie, cel i zalozenia pracy, kompletne wydruki publikacji stanowigcych podstawe
dysertacji, podsumowanie, wnioski oraz oéwiadczenia wspotautordw.

Spis tresci zawiera wszystkie niezbedne informacje i pozwala na odnalezienie wszystkich
elementéw rozprawy. Wykaz skrétow i symboli obejmuje najwazniejsze skréty, symbole i
spetnia swojg role. Pozostate skroty Autorka objasnia przy pierwszym zastosowaniu w tekécie.
Rozdzial zawierajacy streszczenia w jezyku polskim oraz angielskim, w syntetyczny sposéb
odzwierciedla tres¢ rozprawy. Streszczenie w jezyku angielskim jest wiernym tlumaczeniem
tekstu polskiego. Lista publikacji wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej zawiera cztery
publikacje reprezentujace powigzany ze soba ciag tematyczny.

Maleiy podkreslic to, ze w przypadku a2 trzech IF kaidej z nich ma wartoic powyiej 4 co
samo w sobie stanowi o jakosci zaproponowanej tematyki. Doktorantka w czterech
zaprezentowanych  publikacjach  osiggneta sumaryczny IF>15.  Jest  autorem,
korespondencyjnym jednej z cyklu czterech wymienionych wyzej publikacji.

Wstep napisano przejrzyscie, stosujac fachowy precyzyjny jezyk. Na uwage zastuguje to,
ze doktorantka sSmialo i z doskonalym skutkiem posfuguje sie w nim wieloma schematami
grafikami i zestawieniami. Elementy te utatwiaja zrozumienie tematyki ktorg rozwijata w

swojej racy ba dawcze_j_, Ia_chgcajq réwniei do dalszej lektury. Stcmr_s! wstepu oraz _wiele watkow
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ktére rozwineta Autorka ilustruje jej zaangaiowanie i szerokie spojrzenie na poruszane
tematy. W pismiennictwie dofgczonym do tresci wstepu znajduje sie ai 11 réinych Zrddet o
charakterze regulacji. Fakt ten potwierdza ie, Doktorantka potrafi poruszac sie w
skomplikowanym $rodowisku regulacji i wymogdw pomiedzy roinymi obszarami wplywu
poszczegolnych agencji chocby takich jak EMA czy FDA. Umiejetnosc korzystania z
pismiennictwa fachowego i faczenia go z tzw. srodowiskiem regulatorowym doskonale splata
sie z wdroZeniowym charakterem rozprawy.

W sekcji ,zatoZenia i cel pracy” okreslono cel glowny oraz kluczowe etapy realizacji prac
badawczych. W streszczeniu okreslono cel prowadzonych badan jako: ,przeprowadzenie
analizy ryzyka powstawania N-nitrozoamin, opracowanie sposcbu przygotowania probek oraz
innowacyjnych metod chromatograficznych oznaczania N-nitrozoamin iflub zwigzkow
azotoorganicznych, walidacja opracowanych metod chromatograficznych, zbadanie
mechanizmow powstawania wybranych N-nitrozoamin oraz synteza nowych zwigzkow
azotoorganicznych.”

W dalszej czesci pracy cel opisano jako :

Lopracowanie innowacyjnych metod chromatograficznych oznaczania nitrozoamin /
iwigzkéw azotoorganicznych w APl / produktach leczniczych, ktére beda wdroione w
tukasiewicz-Instytut Chemii Przemystowej (tukasiewicz-IChP), Narodowym Instytucie Lekow
(NIL) i/lub EDQM, a takie beda stanowity know-how wprowadzone do oferty ustugowej
tukasiewicz-IChP oraz NIL"

Przytoczone fragmenty réznig sie nieco w tresci prowadzac jednak do tych samych celow
gtéwnych odpowiadajgcych tytutom poszczegdinych publikacji stanowigcych podstawe
dysertacji oraz jej tytutlowi. W przypadku rozprawy doktorskiej zapisy te powinny byc
ujednolicone. Nie pozostawiajg jednak watpliwosci co do tego jaki byt cel prowadzonych
badari. W sekcji tej przywotano réwniez informacje o tym jakie cele szczegétowe realizowano
i opublikowano w poszczegblnych publikacjach (1-4) z uwzglednieniem informagji o
odpowiadajacych im doniesieniach zjazdowych.

Stowa wstepu napisano przejrzyicie, rzeczowo z uiyciem fachowego jezyka oraz z
dbatoscia o szczegétly i styl. Zagadnienia poruszane w rozprawie poparto prawidiowo
dobranym pisémiennictwem ktore koresponduje we wiasciwy sposdb z tematem dysertaciji

oraz celami szczegéfowymi. Zakres ciggu czterech publikacji swiadczy, o bardzo dobrym
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przygotowaniu merytorycznym Doktorantki. Sumaryczna liczba #rédet przytoczonych w
czterech publikacjach stanowigcych podstawe dysertacji wynosi ai 188.

W pracy zrezygnowano z sumarycznego opisu stosowanych metod. Stanowig one treséc
wigczonych do rozprawy czterech publikacji — jednej przegladowej oraz trzech oryginalnych.
W sekcji Podsumowanie | wnioski w syntetyczny sposéb podsumowano przeprowadzone
prace. Skonkludowano rowniei efekty prowadzonych prac. Wsréd nich miedzy innymi to, ze
opracowano nowg metode chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometriag mas (GC-MS)
z uzyciem mikroekstrakcji. Przy czym opracowana metoda pozwala na jednoczesne oznaczanie
dziewieciu kancerogennych N-nitrozoamin w cilostazolu, sunitynibie i olmesartanie
medoksomilu. Metode poddano drobiazgowe] walidacji co miedzy innymi umoiliwia
stosowanie jej w rutynowej kontroli jakosci APl w srodowisku GMP.

Opracowano rowniez metode LC-MS/MS umotliwiajagca oznaczanie 1-metylo-4-
nitrozopiperyzyny (MNP) w zlozonych preparatach z ryfampicyng. Podobnie jak w poprzednim
przypadku opracowana metoda zostata poddana drobiazgowe] walidacji zgodnie z wytycznymi
ICH. W trakcie badan stabilnosci | badan stresowch wykazano jednoczesnie ze MNP powstaje
zaréwno poprzez utlenianie l-amino-4-metylopiperyzyny, jak i w wyniku rozkladu
ryfampicyny w warunkach stresu oksydacyjnego i termicznego. W zwigzku z tym
zaproponowano rowniez mechanizm powstawania MNP w oparciu o hydrolize hydrazonu i
dalsze utlenianie produktéw degradacji ryfampicyny.

Wreszcie wykonano badania nad stabilnoscia wybranych APl zawierajacych grupe
hydrazonowsg, ze szczegdlnym uwzglednieniem mechanizmdw ich utleniania i redukcji.
Przebadano cztery substancje czynne: dantrolen, nitrofurantoine, furazydyne i nitrofural,
wykazujgc ich znaczng elektroaktywnoi¢ i tendencje do tworzenia potencjalnie
niebezpiecznych produktow degradacji. W wyniku przeprowadzonych analiz zidentyfikowano
siedem produktéw utleniania i dziesiec produktow redukcji. Co istotne zidentyfikowano nowe
zanieczyszczenia nieopisane dotychczas w pismiennictwie. Potwierdzono w kontekscie
badanych substancji ze, pofaczenie elektrochemii z wysokorozdzielcza spektrometria mas
moze by¢ praktycznym narzedziem pozwalajgcym na ocene stabilnodci zwigzkéw
chemicznych. Moie réwniez stuiy¢ wykrywaniu nowych zanieczyszczen oraz wspomagad
proces okreslania ich struktury.

Pod koniec rozdziatu doktorantka przedstawita dodatkowo dokumenty potwierdzajace

wdrozenie wymienionych wyiej metod. W dalsze] czedci dotgczono oiwiadczenia
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wspotautordw publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej. W tym kontekscie nie
jest konieczne aby doktorantka sama sobie udzielata pozwolenie na wykorzystanie publikacji
ktorej jest pierwszym autorem, do wykorzystania jej w rozprawie doktorskiej ktérej jest
réwniez pierwszym i w dodatku jedynym autorem (strona 104).

Konkluzje obejmujg szerokie spektrum prac optymalizacyjnych, zwigzanych 2z
optymalizacja metod analitycznych w potgczeniu z metodami stuzacymi de facto predykcji
potencjalnych zagrozen. Bezsprzecznie podkreslajg osiggniecie zardwno celéw naukowych jak
| wdrozeniowych.

W pierwszej z zaprezentowanych publikacji przeprowadzono przeglad literaturowy
dotyczgcy rozpoznania mechanizméw powstawania nitrozoamin w réznych matrycach, takich
jak prébki biologiczne, wody powierzchniowe i pitne, kosmetyki, substancje czynne lub
produkty farmaceutyczne oraz kryteria ich oznaczania na bardzo niskich poziomach stezern.
Publikacja jest rzeczywiscie doskonalym kompendium wiedzy napisanym z rozmachem i
swobodg. Na uwage zastuguje wiele zestawien i tabel ktdre sg niezwykle uzyteczne dla
czytelnika i pozwalaja réwniez na wlasng interpretacje zebranych danych. Kluczowa konkluzja
obecna w publikacji dotyczy nie tylko kwestii ich identyfikacji w zréznicowanych matrycach.
Dotyka rowniez kwestii predykcji zagroien a w tym metod identyfikacji mechanizmow
powstawania nitrozoamin.

W drugiej z zaprezentowanych publikacji przeprowadzono optymalizacje i walidacje
nowej metody. W efekcie uzyskano, metode analityczng wysokiej czutosci do analitycznych
badan przesiewowych obejmujgcg mikroekstrakcje. Zaproponowana metoda jest szybka,
prosta, przyjazna dla srodowiska i charakteryzuje sie granicami oznaczalnosci zblizonymi do
metod wieloetapowych z ekstrakcjg SPME lub SPE. Co wiecej, zastosowano GC-MS ktére
gwarantuje niskie koszty operacyjne i jest powszechnie stosowana do analizy lotnych
zanieczyszczen w substancjach farmaceutycznych. Nowatorskie podejicie pozwolito w efekcie
rwalidowac metode zgodnie z wytycznymi ICH. Metoda pozwala na jednoczesne oznaczanie
dziewieciu rakotwdrczych nitrozoamin (NDMA, NMEA, NDEA, NDBA, NMOR, NPYR, NPIP,
NDPA i N-metylo-npz) w takich substancjach aktywnych jak cilostazol, jablczan sunitynibu i

olmesartan medoksomilu.



W trzeciej publikacji przedstawiono zakres prac optymalizacyjnych w odniesieniu do
metody ktora, moze by¢ zastosowana do bardziej zlozonych matryc niz sama ryfampicyna.
Pozwala ona miedzy innymi na analize zlozonych formulacji farmaceutycznych, takich jak
tabletki zawierajgce ryfampicyne, izoniazyd, pirazynamid i chlorowodorek etambutolu.
Zastosowanie zaprezentowanego podejscia pozwala rowniez na stwierdzenie czy ryzyko
obecnosci | oznaczania 1-metylo-4-nitrozo-piperazyny (MNP) powinno byt brane pod uwage
tylko w przypadku gotowych produktéw zawierajgcych ryfampicyne. W konkluzji Autorka
potwierdza, ze konieczne jest monitorowanie i opisywanie produktéw degradacji oraz
mechanizmow degradacji API, w tym nitrozoamin, powstajgcych podczas réinego typu badan
stabilnoéciowych w szczegéinoséci w produktach wielosktadnikowych. Opracowana metoda
zostala z powodzeniem zastosowana do analizy produktdw ryfampicyny pochodzacych z
roznych Zrédet. Badanie potwierdzito obecnoé¢ réznych pozioméw MNP w postaci zaréwno
zanieczyszczenia ze szlaku syntezy ale rowniei jako produktu degradacji ryfampicyny.

W czwartej publikacji poddano ocenie metody elektrochemiczne do generowania
produktow utleniania i redukcji aktywnych substancji farmaceutycznych a dokfadnie
dantrolen, nitrofurantoine, furazydyne i nitrofural. W pierwszym etapie zastosowano
woltamperometrie cykliczng do oceny elektroaktywnoséci tych zwigzkéw. W drugim etapie
produkty przemiany wybranych APl po elektrochemicznym utlenianiu i redukdji analizowano
na spektrometrze masowym QTOF o wysokiej rozdzielczoéci. W ramach prowadzonych badan
Autorki zidentyfikowano za pomocg techniki QTOF siedemnascie produktéw degradacii.
Strukture wiekszosci z tych produktéow potwierdzono réwniei zastosowanymi metodami
obliczeniowymi. Przeprowadzone badania stanowig podstawe dla opracowania metodologii
umoizliwiajgce miedzy innymi zwiekszenie bezpieczenstwa produktéw leczniczych
przeznaczonych dla pacjentéw. Buduje rownieiz podstawy metodologiczne umoiliwiajace
elektrochemiczng synteze nowych produktéw rozpadu i zanieczyszczen.

W tekscie calej pracy widoczne jest zaangaiowanie i ogromny wysitek w tworzenie
wszystkich elementow dysertacji. Opisane w rozprawie badania reprezentuja logiczny ciag
prac ilustrujacy perspektywe ktora, pozwala zaznajomic sie z najnowszymi trendami
problematyki zwigzanej z nitrozoaminami. Zastosowane metody moga by¢é wprost aplikowane
do rozstrzygania praktycznych problemdw codziennej analizy pozostatosci nitrozoamin.
Wynikiem przeprowadzonych badan sg konkretne metody stuigce zarowno predykeji
Eagr_o'ieﬁ_jgk_i_ ich bezposredniej iden_tyﬁi:ac}i, Pad tym wzgl_qdem E;:_reiEEt?w;_ne_wmiki prac
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prowadzonych przez Doktorantke odzwierciedlajg oczekiwania nie tylko <$rodowiska
naukowego lecz takie potrzeby laboratoriow kontroli jakosci. Z pewnoscia przedstawione
metody analityczne bedg réwniei mogly by¢ ponownie optymalizowane i rewalidowane dla
wielu réznych matryc. lest to mozliwe dzieki niskiej ztozonosci przedstawionych procedur przy
zachowaniu niezmiernie detalicznego opisu.

W tekscie dysertacji a takie w przedstawionych publikacjach, Doktorantka przywotata
odpowiednio dobrang bibliografie. Dostepne irddta zostaly przeanalizowane w sposob
skrupulatny. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, stanowi ciekawe | nowoczesne
zestawienie prac naukowych. Tekst rozprawy inspiruje, sktania rowniez do postawienia kilku

pytan:

Pytanie 1. W kontekscie tresci publikacji 1. Dopuszczalne dzienne spoizycie N-nitrozoamin jest
obiektem odpowiednich regulacji. Wiadomo jednak ze czlowiek nie jest naraiony tylko na
jedng z nitrozoamin lecz na dziesigtki innych substancji groinych dla zdrowia jednoczesnie. 53
one rowniez obecne chocby w zywnosci na dozwolonym ,niskim poziomie”. Czy istniejq
badania lub regulacje ktdre potwierdzajg lub wykluczajg potegowanie sie efektow toksycznych
kilku takich substancji jednoczesnie. Szczegdlnie w sytuacji w ktérych dochodzi do interakcji
na poziomie toksykodynamicznym - efektu dziatania kilku substancji obecnych w
spozywanych pokarmach lecz obecnych nadal na akceptowalnych z punktu widzenia regulacji

LNiskich” poziomach. Jakie kompleksowe rozwigzania zaproponowataby Pani w tym zakresie.

Pytanie 2. W publikacji drugiej podkreslono niskg kosztochfonnosé opisanej metody
rownoczesnie wskazujac na wysoka czutosc. Czy moina obecng metode w kontekscie jej
czutosci oraz liczby analitéw poréwnaé do jakiejkolwiek innej metody UPLC lub UHPLC w ktorej

nie zastosowano zioZzonych procedur SPE, SPME czy DLLEM.

Pytanie 3. Trzecia publikacja w pewnym sensie nawigzuje bezposrednio do zatoien
metodologicznych drugiej publikacji. Autorka stwierdza w trzeciej pracy ie cyt.: ,Ryfampicyna,
zgodnie z literaturg i naszymi danymi eksperymentalnymi [na GC-MS/MS), rozktada sie w
podwyzszonych temperaturach do MNP”. Powstaje zatem pytanie czy w procedurach
majgcych na celu badania przesiewowe z zastosowaniem GC narazenie prébki na wysoka

temperature moie p{pwad_z_ié _do faijsszie pozytywnego wymiku. Ff"'_ jest to mozliwe i jak_




unikngé takiego zafalszowania. Czy istniejg badania w ktérych t3 samg probke kontrolng
poddawano analizom LC oraz GC w sytuacjach w ktoérych czynnik temperatury mogtby
indukowac takie mechanizmy. Wreszcie czy rozwigzania typu ESI w technikach LC zwigzku z
temperaturg niektorych elementéw irddia moze réwniez generowac fatszywie pozytywne

wiyniki.

Pytanie 4 Badania opublikowane w czwartej pracy obejmowaty wykorzystanie rozwigzan
typowych miedzy innymi dla klasycznych detektoréw amperometrycznych. Jak okreslitaby
Pani przydatnosc do tego typu zastosowan rozwizzad stosowanych w detektorach

kulometrycznych.

Podsumowujac stwierdzam, iz przedioiona do oceny rozprawa doktorska mgr Anny
Witkowskiej spefnia wymogi stawiane rozprawom na stopieri doktora nauk medycznych i
nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne. Wyniki przedstawionych badan zostaty
opublikowane w renomowanych czasopismach i stanowig podsumowanie nowatorskich
osiggniec Autorki. Postawione przez Autorke cele badawcze zostaty osiggniete, a wyniki
przeprowadzonych badan poddano detalicznej weryfikacji oraz walidacji zgodnej z wymogami
GMP. Zakres zrealizowanych badari byt szeroki. Ma duie znaczenie praktyczne, a wyniki
prowadzonych prac w postaci metod zostaly zaimplementowane w praktyce. Maszynopis
pracy zostat przygotowany z dbatoscig o szczegoty. Oceniana praca napisana jest przejrzyscie,

2 zastosowaniem fachowe] terminologii.
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Przytoczone wyiej uwagi, nie umniejszajg wartosd merytoryczne] recenzowanej
rozprawy. Dlatego uwaiam, ie przedioiona do recenzji rozprawa doktorska, mgr Anny
Witkowskiej pt.: ,Analiza zwigzkéw azoto-organicznych w pribkach farmaceutycznych i
przemystowych ze szczegdlnym uwzglednieniem nitrozoamin” w peini odpowiada

warunkom okreslonym w:

— Art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 ,,Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce”

Biorgc powyisze pod uwage, przedkfadam Radzie Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie mgr Anny Witkowskie]

do dalszych etapéw postepowania doktorskiego w sprawie nadania stopnia doktora w

dziedzinie nauk medyecznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Przedstawiona dysertacja jest wiarygodnym dowodem zaangaiowania, zaangaZowania i
biegtosci merytorycznej Doktorantki. Cele naukowe a przy tym szerokie mozliwosci aplikacyjne
przeprowadzonych prac s3 niepodwazalne. W zwigzku z powyiszym przedkiadam rowniez
Radzie Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

whniosek o wyrdinienie wymienionej wyzej dysertacji.
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