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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Barbary Witkowskiej pod
tytulem "Analiza zwigzkow azoto-organicznych w prébkach farmaceutycznych i

przemystowych ze szczegélnym uwzglednieniem nitrozoamin"

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Anny Barbary Witkowskiej pod
tytulem "Analiza zwigzkéw azoto-organicznych w probkach farmaceutycznych i przemystowych ze
szczegdlnym uwzglednieniem nitrozoamin" zostala zrealizowana pod kierunkiem merytorycznym dr
hab. n. farm. Joanna Giebuttowicz z Zakladu Chemii Lekdéw, Analizy Farmaceutycznej i
Biomedycznej w Warszawskim Uniwersytecie Medycznym oraz dr hab. n. farm. Elzbiety Stolarczyk
z Zaktadu Metod Spektrometrycznych w Narodowym Instytucie Lekow.

Tematem pracy sg wybrane zagadnienia dotyczace analizy zwigzkéw azotoorganicznych, w
tym w szczegdlnosci nitrozoamin i hydrazondéw, w produktach farmaceutycznych. Oznaczanie
jakosciowe i ilosciowe nitrozoamin stanowi obecnie wythko‘.wo istotny i aktualny obszar badan,
przede wszystkim ze wzgledu na ich udokumentowany potencjal rakotworczy oraz zdolnos¢ do
powstawania w wielu produktach codziennego uzytku, w tym w zywnosci, wodzie, kosmetykach i
produktach leczniczych. Zainteresowanie ta grupg zwiagzkéw znaczaco wzrosto po 2018 roku, kiedy
to wykryto ich obecnos$¢ w szeregu lekéw o duzej skali stosowania. Wspolczesne regulacje prawne
wymagaja Scistej kontroli poziomu nitrozoamin, co wymusza rozw6j wysoce czutych i selektywnych
metod analitycznych. Dokiadne oznaczanie tych zanieczyszczen ma kluczowe znaczenie dla oceny
bezpieczenstwa pacjentow, zapewnienia zgodnosci produktéw z restrykcyjnymi normami oraz
identyfikacji potencjalnych zrédet ich powstawania. Badania nad nitrozoaminami umozliwiajg nie
tylko monitorowanie ryzyka, ale takze lepsze zrozumienie proceséw degradacji, reaktywnosci

chemicznej i wptywu warunkéw produkcji na jakosé farmaceutykow. Réwniez inne klasy zwigzkow
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azotoorganicznych, takie jak hydrazony, cho¢ zwykle charakteryzujg si¢ odmiennym profilem
reaktywnosci i potencjatem toksykologicznym, moga petni¢ role prekursoréw reakcji prowadzacych
do formowania bardziej reaktywnych produktéow, w tym potencjalnie nitrozoaminowych. W tym
kontekscie analityka zwiazkow azotoorganicznych stanowi obecnie jedno z najbardziej aktualnych i
dynamicznie rozwijajacych sie zagadnien w ocenie jakosci, bezpieczenstwa oraz stabilnosci
produktow chemicznych i farmaceutycznych.

Rozprawa liczy 100 stron i sktada si¢ z cyklu 4 publikacji naukowych poprzedzonych ponad
dwudziestostronicowym komentarzem. Komentarz ten stanowi wprowadzenie do publikacji,
okreslajac zakres poruszanej w nich tematyki oraz streszczajgc najwazniejsze uzyskane osiagnigcia i
wyniki. Mgr Witkowska omawia w nim migdzy innymi zagadnienia dotyczace potencjalnych zagrozen
wywolywanych zwigzkami azotoorganicznymi, wymagan agencji regulacyjnych dotyczacych
zawartosci takich zwiazkéw w produktach farmaceutycznych, parametréw kwantyfikujgcych
zagrozenia (m. in. dopuszczalne spozycie, maksymalna dawka produktu leczniczego, limit
dopuszczalny) oraz metod oznaczania zawartodci zanieczyszczen. Opis konczy wskazanie
perspektywicznych kierunkow badan zwigzkow azotoorganicznych w najblizszych latach oraz
bibliografia, na ktorg sktada si¢ 45 pozycji.

Nastepnie Doktorantka przedstawia zalozenia i cel rozprawy doktorskiej. Jak wskazuje,
gtownym celem pracy bylo opracowanie oraz walidacja nowych metod chromatograficznych
oznaczania wybranych zwigzkéw azotoorganicznych, w tym N-nitrozoamin, jak réwniez synteza
nowych zwiazkow azotoorganicznych. Cel pracy zostal poprawnie sformulowany. Mozna co najwyzej
mie¢ watpliwosci, czy mgr Anna Witkowska faktycznie przeprowadzala synteze zwigzkow
azotoorganicznych. Na pewno w przedstawionych w dalszej kolejnosci publikacjach nie ma opisu
klasycznych syntez organicznych, gdzie celem byloby planowe otrzymanie okreslonych zwigzkow
chemicznych. Przedstawiony jest natomiast opis przemian elektrochemicznych szeregu zwigzkdw i
zapewne to Doktorantka miata na mysli.

Trzon pracy stanowig 4 publikacje, w ktorych mgr Witkowska jest wspotautorka.

Pierwsza praca zatytulowana Nowe aspekty metodyki oznaczania N-nitrozoamin opublikowana zostata
w jezyku polskim w czasopi$mie Przemyst Chemiczny i ma charakter przegladu literaturowego.
Przedstawia ona zakres aktualnej wiedzy na temat metod oznaczania N- nitrozoamin, grupy zwiazkow
o potencjalnych wiasciwosciach rakotworczych i teratogennych.

Istotng czescig publikacji jest omowienie mechanizméw ich powstawania, co przedstawione zostato
na szeregu schematdéw. Znajomos¢ reakeji chemicznych, w ktorych powstaja zwigzki szkodliwe jest

kluczowe z punktu widzenia analizy ryzyka w przemysle farmaceutycznym.
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W nastepnym rozdziale publikacji szczegdétowo przedstawiono zastosowanie technik analitycznych
oznaczania nitrozoamin, w tym chromatografii cieczowej i gazowej oraz elektroforezy kapilarnej,
sprzgzonych z rdéznymi typami detekcji, m.in. fluorescencyjnej, spektrofotometrycznej oraz z
zastosowaniem spektrometrii mas. Dane w znaczacej czgsci przedstawione sa w formie tabelarycznej,
co jest dobrym rozwigzaniem z punktu widzenia przejrzystosci i systematycznosci.

Podsumowujac, publikacja stanowi bardzo wartosciowy i aktualny przeglad metodologii oznaczania
nitrozoamin. Wskazuje na zlozonos¢ problemdw z tym zwigzanych, jak réwniez dynamiczny rozwéj
technik analitycznych oraz regulacji, ktére sprawiaja, ze tematyka ta pozostaje niezwykle aktualna z
perspektywy bezpieczenstwa terapeutycznego i ochrony zdrowia publicznego.

Drugi artykut, zatytulowany Development of a Sensitive Screening Method for Simultaneous
Determination of Nine Genotoxic Nitrosamines in Active Pharmaceutical Ingredients by GC-MS,
zostal napisany w jezyku angielskim i opublikowany w czasopi$mie International Journal of Molecular
Sciences.

Przedstawia on opracowanie i peing walidacje nowej metody analitycznej GC-MS
umozliwiajacej jednoczesne oznaczanie dziewigciu genotoksycznych nitrozoamin w  trzech
substancjach czynnych farmaceutykéw. Opracowana metoda charakteryzuje sie uniwersalnoscis,
wysoka czutoseia, niskimi kosztami eksploatacyjnymi oraz prostym przygotowaniem probki. Metoda
zostala zoptymalizowana pod katem doboru rozpuszczalnika, parametréw wirowania oraz warunkow
chromatograficznych, co pozwolito uzyska¢ bardzo niskie granice oznaczalnosci oraz peten rozdziat
wszystkich analizowanych zwigzkow.

W nastepnym kroku, zgodnie z wytycznymi Miedzynarodowej Rady ds. Harmonizacji Wymagan
Technicznych dla Produktow Farmaceutycznych Stosowanych u Ludzi (ICH), przeprowadzona
zostala jej walidacja, obejmujaca badanie liniowosci, precyzji, dokladnoscei, stabilno$ci i odpornosci
na zmiany parametréw. Opracowana metoda charakteryzuje sic wysoka powtarzalnoscig oraz brakiem
interferencji matrycowych, a jej czulo$¢ jest poréwnywalna lub wyzsza niz w przypadku
alternatywnych, bardziej zlozonych metod analitycznych. Na koniec procedura zostata zastosowana
do trzech wybranych substancji czynnych, cilostazolu, sunitinibu i olmesartanu medoksomilu,
wykazujagc brak nitrozoamin w dwoch pierwszych substancjach oraz sladowa obecnosé w
olmesartanie.

Zaproponowana metoda moze by¢ z powodzeniem wdrazana jako uniwersalne narz¢dzie przesiewowe
do kontroli jakosci substancji czynnych narazonych na powstawanie nitrozoamin, zwigzane z ich
strukturg chemiczng lub procesem technologicznym. Jej prostota, niskie zuzycie rozpuszczalnikdw i
wysoka czulo$¢ czynig jg alternatywa dla bardziej zlozonych i kosztownych procedur stosowanych

rutynowo.
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W mojej ocenie artykut jest bardzo dobrze zorganizowany, metodycznie dopracowany i przedstawiony
w sposob klarowny. Wyniki sg przekonujace, a zaproponowana procedura stanowi realne narzedzie
do stosowania w laboratoriach kontroli jakosci.

Trzecia z cyklu publikacji zatytutowana Development and Validation of LC-MS/MS Method
for the Determination of 1-Methyl-4-Nitrosopiperazine (MNP) in Multicomponent Products with
Rifampicin - Analytical Challenges and Degradation Studies opublikowana zostala w periodyku
naukowym Molecules.

Artykul omawia wyniki badawcze dotyczgce opracowania i walidacji metody LC-MS/MS oznaczania
1-metylo-4-nitrozopiperazyny (MNP), genotoksycznej nitrozoaminy powstajacej w produktach
farmaceutycznych zawierajacych rifampicyne.

Opracowanie metody analitycznej bylo zlozonym zadaniem, co wynikalo ze znacznej polarnosci i
niewielkie] masy czasteczkowej analitu. Przeprowadzono szeroki proces optymalizacji
chromatograficznej, obejmujacy wybdr kolumn, opracowanie odpowiedniego gradientu elucji,
konfiguracje spektrometru mas oraz przygotowanie probki. Walidacja opracowanej metody zostala
przeprowadzona zgodnie z wymaganiami ICH, obejmujac ocene jej liniowosci, selektywnosci,
dokladnosci oraz parametrow czutosci. Uzyskane wyniki potwierdzily, ze metoda charakteryzuje si¢
wysokg powtarzalnodcig i wystarczajgcg czulodcig do oznaczania MNP na poziomie sladowym.
Niezwykle interesujgcym elementem pracy sg badania degradacyjne rifampicyny. Rifampicyna ulega
degradacji, ktorej produktem jest MNP. Proces taki byt juz opisywany w literaturze jako wywolany
podwyzszong temperaturg oraz obecnoscig wody, ale mgr Witkowska i wsp. wykazali, ze moze on
zachodzi¢ w wyniku dziatania czynnikow utleniajacych. Pod wplywem relatywnie niewielkiego
stezenia nadtlenku wodoru (3%) stezenie nitrozoaminy wzrasta 2-3 rzedy wielkosci. Obserwacja ta ma
duze znacznie z punktu widzenia koniecznosci rewizji nie tylko metod i procesow wytwarzania
farmaceutyku, ale réwniez jego przechowywania, tak aby eliminowa¢ lub ograniczac¢ tworzenie si¢
nitrozoamin. W tym kontekscie niezwykle cieckawe bylyby badania utleniania elektrochemicznego
rifampicyny, podobne do tych opisanych w czwartej z publikacji sktadajacych si¢ na rozprawe
doktorska. Dlaczego takie badania nie zostaly przeprowadzone i jakich obserwacji mozna byloby si¢
spodziewac? Czy elektrochemiczne utlenianie rifampicyny opisane jest w literaturze, a jesli tak, czy
produktem utleniania jest MNP lub inne nitrozoaminy?

Ostatnig z serii publikacji skfadajacych sie na rozprawe doktorskg mgr Anny Witkowskiej jest
praca opublikowana w International Journal of Molecular Sciences pod tytulem: Oxidation and
Reduction of Hydrazones — Risk Factors Related to the Manufacture and Stability of the Drugs.
Stanowi ona obszerne opracowanie dotyczace stabilnosci oraz potencjalnych produktéw degradacji
substancji czynnych zawierajgcych grupe hydrazonowa. Wykorzystano polaczenie technik
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elektrochemicznych z wysokorozdzielczg spektrometria mas, wspomaganych obliczeniami DFT i
narzedziami in silico, aby zidentyfikowaé produkty utleniania i redukeji takich zwigzkéw jak
dantrolen, nitrofurantoina, furazydyna i nitrofural. Podejscie to umozliwito modelowanie przemian
redoks, ktére moga zachodzi¢ zardéwno podczas przechowywania, jak i w trakcie produkcji lekdw.,

W pierwszej czesci pracy prezentowane sa badania redukcji i utleniania badanych zwigzkow z
wykorzystaniem woltamperometrii cyklicznej. W dyskusji wynikéw podawane sg wartosci pradow
wyrazone w pA. Wydaje sig, ze wlasciwszym byloby tu operowanie raczej gestosciami pradu, a nie
natezeniami pradu. W przypadku krzywych redukeji (Fig. 2A), dla wielu zwigzkdéw obserwuje sie
wigcej niz jeden sygnat elektrochemiczny, ale nie jest to komentowane w tekscie. Czy obecno$¢ wielu
etapow redukcji obserwowanych na krzywych woltamperometrycznych koreluje w jakikolwiek
sposob np. z liczbg produktow identyfikowanych na podstawie pomiardw spektrometrii mas? Z kolei
na krzywych utleniania (Fig. 2B), piki anodowe sg bardzo stabo wyksztalcone. Gdzie na krzywej dla
dantrolenu widoczny jest pik utleniania? Tajemnica pozostaje tez spos6b wyznaczenia pradu tego piku,
Dlaczego prady na elektrodzie w roztworze elektrolitu podstawowego sa wyraznie wyzsze, niz w
obecnosci zwigzkow? Czy roztwor po utlenianiu samego materiatu elektrodowego badany byt z
wykorzystaniem spektrometrii mas? Dlaczego woltamperometria cykliczna nie zostala
przeprowadzona na elektrodzie z diamentu domieszkowanego borem, tak jak w przypadku pomiaréw
wykorzystujgcych aparat ROXY™ EC?

Niezaleznie od tych polemicznych pytan, wyniki przedstawione w pracy sa niezwykle
interesujace. Lacznie zidentyfikowano szereg produktoéw utleniania i redukcji badanych zwigzkow, w
tym nieopisywanych w literaturze. Identyfikacja zostala poparta analiza doktadnej masy, wzorcéw
fragmentacji oraz oceng stabilnosci termodynamicznej z obliczen DFT. Wyniki te majg istotne
znaczenie, gdyz pokazuja, ze zwiazki zawierajace ugrupowanie hydrazonowe mogg ulegaé ztozonym
przemianom redoks, prowadzac do powstawania wielu potencjalnych zanieczyszczen, w tym takich o
nieznanej wczesniej strukturze. Artykut pokazuje réwniez role metod elektrochemicznych jako
alternatywy dla bardziej klasycznych badan degradacji substancji aktywnych. Metody ta pozwalajg
szybko oszacowacd ryzyko degradacji i wskazac potencjalnie niebezpieczne produkty.

Rozpraweg doktorska konczy krotkie podsumowanie, w ktérym mgr Witkowska przywotuje
najwieksze osiagnigcia opisane w pracy. W dalszej czgsci zamieszezone zostaly kopie dokumentow
potwierdzajagcych wdrozenia rozwinigtych metod analitycznych, oraz oswiadczen o wkladzie
wspolautordw do poszezegdlnych publikacji. Wskazuja one jednoznacznie, ze wymogi stawiane
doktoratom wdrozeniowym zostaly w pelni spelnione, a udzial samej Doktorantki w

przeprowadzonych badaniach ma charakter wiodacy i samodzielny.
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Prace doktorska mgr Anny Witkowskiej oceniam bardzo wysoko. Mam natomiast uwage
natury technicznej. Trzem publikacjom wchodzacym w skiad rozprawy doktorskiej towarzysza
materialy dodatkowe (tzw. Supplementary Material), ktére jednak nie zostaly zataczone. W
publikacjach tych bardzo czeste sa odwotania do danych i rysunkéw z Supplementary Material, ale
zeby do nich dotrzeé, trzeba poszuka¢ ich na stronie internetowej wydawcy.
W tym miejscu rodzi si¢ pytanie natury filozoficznej. Czy materialy dodatkowe stanowia czesé
rozprawy doktorskiej, czy tez nie? Jesli stanowia, dlaczego nie zostaly dolgczone do pliku PDF i
drukowanej wersji pracy? Jesli nie wchodza w jej skitad, praca doktorska zawiera szereg odwolan do
danych i rysunkow, ktorych w pracy nie ma. Probujgc rozwigza¢ ten fundamentalny dylemat
odwolalem si¢ do logiki dialektycznej, ktora neguje klasyczne prawo wylaczonego $rodka, czyli
stynne: Tertiam non datur. W logice dialektycznej co$ jednocze$nie moze czyms byé i nie by¢.
Przyjalem wiec, ze materiaty dodatkowe jednoczesnie sg i nie sg czescig pracy doktorskiej mgr Anny
Witkowskiej. Skojarzenia z kotem Schrédingera sg tu czysto przypadkowe.

Kolejna uwaga ma z kolei charakter jezykowy. Pani mgr Anna Witkowska zatytutlowala swoja

bt

pracg: "Analiza zwigzkoéw azoto-organicznych...” piszac .azoto-organicznych” rozdzielnie, z
facznikiem. Zgodnie z dokumentem Rady Jezyka Polskiego ,,Zasady pisowni i interpunkcji polskiej™
z roku 2024, niesamodzielne czastki rodzime i obce pisze si¢ tacznie z wyrazami zapisywanymi mata
litera, np. okotobiegunowy, pseudoartysta, czy wokotoziemski. Zasady te jednak obowigzujg dopiero
od 1 stycznia 2026 — jest to termin po dacie zlozenia rozprawy doktorskiej. Pozostajemy wigc znow w
superpozycji stanOw: obowigzuje - nie obowigzuje. Niezaleznie od tego, doradzatbym mgr
Witkowskiej doktadne przeczytanie tematu, gdy bedzie przygotowywaé swojg prace habilitacyjna.

Chciatbym podkreslié, ze podniesione w recenzji kwestie maja charakter polemiczny i nie
wplywaja na ogélng bardzo wysoka oceng calej pracy. Jest to rozprawa dojrzala, spojna i przemyslana,
a przedstawione w niej wyniki badan stanowia realny wkilad w rozwdj wspolczesnej analityki
zwiazkdéw azotoorganicznych. Autorka wykazata sie umiej¢tnoscia samodzielnego prowadzenia
zlozonych badan, a takze zdolnoscia krytycznej analizy i trafnego interpretowania uzyskanych
rezultatow.
Whioski koncowe

Po starannym zapoznaniu si¢ z pracg doktorskg Pani mgr Anny Witkowskiej oceniam, ze cele
pracy zostaly jasno sformulowane, a zastosowane materialy i metody badawcze pozwolity na ich
pomyslng realizacje. Praca wpisuje si¢ w dynamicznie rozwijany na calym $wiecie nurt badan nad
oznaczaniem zwiazkéw nitroorganicznych w produktach farmaceutycznych. Co wigcej, jej
interdyscyplinarny charakter, obejmujgcy analityke instrumentalng, elektrochemig, badania
degradacyjne oraz aspekty regulacyjne, czyni jg szczegolnie warto$ciowa z punktu widzenia zarowno
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nauki, jak i praktyki laboratoryjnej. Wyniki otrzymane przez Doktorantk¢ majg charakter nie tylko
poznawczy, lecz takze praktyczny, moga bowiem bezposrednio wspieraé procesy oceny jakosci i
bezpieczenstwa produktow leczniczych.

Uwazam, ze giéwnym atutem rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Witkowskiej jest szeroki
zakres prowadzonych badan i kompetentne wykorzystywanie metod 1 wiedzy z réznych dziedzin
nauki. Jestem pod ogromnym wrazeniem pomystowosci, erudycji i dojrzatosci naukowej Autorki.
Fundamentalne znaczenie ma tez aspekt aplikacyjny uzyskanych wynikéw badawczych. Oprocz
czterech bardzo dobrych publikacji naukowych, ktore skladaja si¢ na rozprawe, Pani mgr Witkowska
jest wspotautorkg 16 innych prac naukowych.

Biorge pod uwage powyzsze stwierdzam, ze praca doktorska spelnia wszelkie warunki
okre$lone w obowigzujacych przepisach Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
Wwyzszym 1 nauce, jak rowniez wewnetrznych regulacjach Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
dotyczacych rozpraw doktorskich, w tym w szczegdlnosci wymogi stawiane doktoratom o charakterze
wdrozeniowym. Wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego o dopuszczenie Pani mgr Anny Barbary Witkowskiej do dalszych etapdw postepowania
doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na wysoka oceng merytoryczng pracy doktorskiej, jej nowatorstwo i

aspekt wdrozeniowy, wnioskuje o jej wyrdznienie.
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