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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Barbary Witkowskiej

pt. ,Analiza zwigzkdéw azotoorganicznych w prébkach farmaceutycznych
i przemystowych ze szczegolnym uwzglednieniem nitrozoamin”

Rozprawa doktorska mgr Anny Barbary Witkowskiej zostata wykonana w Zaktadzie Chemii
Lekow, Analizy Farmaceutycznej i Biomedycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego oraz
Zaktadzie Metod Spektrometrycznych Narodowego Instytutu Lekéw pod kierunkiem promotora
dr hab. n. farm. Joanny Giebuttowicz, przy udziale promotora pomocniczego dr hab. n. farm.
Elzbiety Stolarczyk.

Praca zostata zrealizowana w ramach programu ,Doktorat wdrozeniowy”
({DWD/5/0401/2021).

Recenzja zostata sporzadzona zgodnie z wymaganiami okreslonymi w Ustawie Prawo o
szkolnictwie wyiszym i nauce oraz aktach wykonawczych, ze szczegolnym uwzglednieniem
oceny oryginalnosci, wartosci naukowej, poprawnosci metodologicznej, samodzielnosci
Doktorantki oraz znaczenia rozprawy dla dyscypliny nauk farmaceutycznych.

Rozprawa ma forme cyklu czterech powigzanych tematycznie publikacji naukowych,
uzupetnionych czescia opisowg. Trzy publikacje majg charakter oryginalnych prac
eksperymentalnych, natomiast jedna jest pracg przeglgdows. Wszystkie prace zostaly
opublikowane w recenzowanych czasopismach (jedno krajowe, pozostate zagraniczne), a
Doktorantka jest ich pierwszym autorem. Laczny wspdétczynnik oddziatywania IF czasopism, w
ktérych cpublikowano wchodzace w sktad rozprawy publikacje, wynosi 15,19.

W sktad rozprawy wchodza nastepujgce publikacje:

1. Witkowska, A.B.; Zezula, M.; Glice, M.; Stolarczyk, E.U.; Nowe aspekty metodyki oznaczania N-
nitrozoamin, Przemyst Chemiczny 2021;100(3):230-239. DOL: 10.15195/62.2021.3.3 Punkty IF:
0,49.

2. Witkowska, A.B.; Giebuttowicz, I.; Dgbrowska, M.; Stolarczyk, E.U.; Development of a Sensitive
Screening Method for Simultaneous Determination of Nine Genotoxic Nitrosamines in Active
Pharmaceutical Ingredients by GC-MS; International Journal of Molecular Sciences 2022; 23{20):
1-11. DOI: https://doi.org/10.3390/ijms232012125 Punkty IF: 5,6.

3. Witkowska, A.B.; Wotczyriska, A.; Lis-Cieplak, A.; Stolarczyk, E.U. 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;
Molecules 2023; 28(21):1-15. DOI: https://doi.org/10.3390/molecules28217405 Punkty |F: 4,2,

4. Witkowska, A.B.; Stolarczyk, K.; Fusaro, M.; Les, A.; Giebultowicz, 1.; Stolarczyk, E.U. Oxidation
and Reduction of Hydrazones—Risk Factors Related to the Manufacture and Stability of the Drugs;
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International Journal of Molecular Sciences 2025; 26(9):1-20. DOl
https://doi.org/10.3390/ijms26094295 Punkty {F: 4,9,

Podjeta tematyka badawcza dotyczy zwigzkéw azotoorganicznych, w szczegélnosci N-
nitrozoamin — grupy zanieczyszczenn o udokumentowanym potencjale genotoksycznym i
rakotwdrczym. Od momentu identyfikacji NDMA i NDEA w produktach leczniczych zawierajacych
sartany problem nitrozoamin stat sie jednym z kluczowych wyzwan w zakresie bezpieczenstwa
farmakoterapii, prowadzac do istotnych zmian regulacyjnych na poziomie miedzynarodowym. W
tym kontekscie podjecie niniejszej tematyki nalezy ocenié jako w petni uzasadnione, aktualne i
istotne zaréwno z naukowego, jak i aplikacyjnego punktu widzenia.

Gtéwnym celem pracy byt rozwdj, walidacja i zastosowanie nowoczesnych metod
analitycznych do identyfikacji oraz oznaczania zwigzkow azotoorganicznych, w szczegélnosci
genotoksycznych N-nitrozoamin, w prébkach farmaceutycznych i przemystowych. Cele
szczegbtowe obejmowaty opracowanie metody przesiewowej, badania stabilnosci substancji
czynnych, analize mechanizméw powstawania wybranych zanieczyszczen i produktéw
transformacji oraz odniesienie uzyskanych wynikéw do aktualnych wymagarn regulacyjnych.

Przedstawione w rozprawie zagadnienie oznaczania nitrozoamin w substancjach
aktywnych i produktach leczniczych dotyczy obszaru anatizy sladowej, ktéry do niedawna nie
stanowit standardowego elementu rutynowej kontroli jakosci w przemysle farmaceutycznym. Z
tego wzgledu jego realizacja wigze sig z istotnymi wyzwaniami zaréwno aparaturowymi, jak i
metodycznymi. Zauwazalnym efekterm ,kryzysu nitrozoaminowego” jest wdrazanie w wielu
laboratoriach technik opartych na spektrometrii mas, w szczegélnosci GC-MS oraz LC-MS{/MS),
ktére wezesniej byty wykorzystywane gtéwnie w badaniach specjalistycznych, a nie w analizach
rutynowych. W tym kontekscie zasadne wydaje sig 2wrdcenie uwagi, ze wybdr techniki
analitycznej nie powinien by¢ rozpatrywany wytgcznie przez pryzmat osigganej czutosci czy
selektywnosci, lecz réwniez z punktu widzenia jej kosztoefektywnosci oraz moiliwosci
praktycznego zastosowania w warunkach rutynowych. Techniki oparte na LC-MS{/MS}, cho¢
oferuja bardzo niskie granice wykrywalnoéci czy nznaczalnosci, wigzg sie z wysokimi kosztami
inwestycyjnymi i eksploatacyjnymi, a takie 2z koniecznoscig zapewnienia wysoko
wykwalifikowanego personelu. W wielu przypadkach alternatywne podejscie oparte na GC-MS
moze stanowi¢ rozwigzanie bardziej dostepne i ekonomicznie uzasadnione, pod warunkiem
wiasciwego dopasowania zakresu analitéw oraz procedury przygotowania probki.

Na podkreslenie zastuguje réwniez aspekt ztozonosci i pracochtonno$ci procedur
analitycznych. Rozbudowane etapy przygotowania probki, czesto niezbedne do osiggnigcia
bardzo niskich granic oznaczalnosci, moga istotnie wptywaé na catkowity koszt analizy, jej
powtarzalno$é oraz ryzyko powstawania artefaktdw analitycznych, w tym wtérnego nitrozowania.
Z tego wzgledu w ocenie metod zastosowanych w rozprawie doktorskie] warto uwzglgdnié¢
stopiet ich miniaturyzacji, prostoty oraz podatnosci na wdroZzenie w analizach
wysokoprzustowych.

Krétkie omdwienie poszczegdlnych prac wchodzacych w sktad rozprawy.
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Publikacja pierwsza ma charakter przegladowo-metodyczny i koncentruje sig na nowych
aspektach oznaczania N-pitrozoamin, ze szczegdlnym uwzglednieniem problemdow
analitycznych wynikajgcych z ich wlasciwosci fizykochemicznych oraz niskich stgzed w
prébkach. Doktorantka wraz ze wspotautorami omawiajg podstawowe strategie analityczne
stosowane w oznaczaniu hitrozoamin, wskazujgc na ograniczenia klasycznych podej$é oraz
rosngcg role technik opartych na spektrometrii mas. Praca petni funkcje wprowadzajgcg i
porzadkujgca zagadnienie w kontekécie krajowej literatury branzowej.

W drugiej pracy zaprezentowano opracowanie czutej metody GC-MS, okreslonej jako
przesiewowe], umozliwiajgcej jednoczesne oznaczanie dziewigciu genotoksycznych nitrozoamin
w substancjach czynnych. Autorzy skupiajg sie na optymalizacji warunkéw chromatograficznych
i detekcji mas, a takie na ocenie parametréw walidacyjnych metody. Publikacja podkresla
potencjat GC-MS jako narzedzia przesiewowego w analizie API, zwracajac uwage na mozliwosc
rownoczesnego oznaczahia wielu analitdw przy zachowaniu odpowiedniej czutosci.
Zastosowanie GC-MS oceni¢ nalezy jako adekwatne i ekonomicznie uzasadnione, gdyz
chromatografia gazowa ze spektrometrig mas jest powszechnie stosowana do analizy lotnych
zanieczyszczen w APl (substancjach czynnych) przy niskich kosztach operacyjnych.

Trzeci artykut dotyczy opracowania i walidacji metody LC-MS/MS do oznaczania 1-
metylo-4-nitrozopiperazyny (MNP} w wielosktadnikowych produktach leczniczych zawierajgcych
ryfampicyne. Zastosowanie chromatografii cieczowej sprzezonej z potréjnym kwadrupolem MS
byto jak najbardziej zasadne, zwazywszy, 2e MNP jest mniej lotna i wystepuje w preparatach o
skomplikowanym sktadzie {leki ztozone przeciwgruzlicze). Metode dostosowano pod wzglegdem
granicy wykrywalnosci do potrzeb wynikajacych z aktualnego limitu akceptowalnego
tymczasowo przez FDA dla ryfampicyny. Warto zaznaczyé, ze autorka nie poprzestata na
opracowaniu samej metody ilosciowej — przeprowadzita rowniez badania degradacji wymuszonej
ryfampicyny, identyfikujagc mechanizmy powstawania zanieczyszczenia MNP. Wykazanc, ze MNP
moze tworzyé sie dwiema drogami: na skutek rozktadu samej ryfampicyny oraz w wyniku
utleniania 1-amino-4-metylo-piperyzyny (fragmentu tancucha bocznego ryfampicyny). Te wyniki
dostarczajg cennej wiedzy praktycznej, pozwalajac producentom zrozumieé u Zrédta geneze
zanieczyszczenia i potencjalnie modyfikowaé proces wytwérezy (np. eliminacja lub lepsza
kontrola reagentéw nitrozujacych) w celu zapobiegania powstawaniu MNP,

Ostatnia publikacja z cyklu ma charakter bardziej mechanistyczny i dotyczy proceséw
utleniania i redukciji hydrazondw jako czynnikdw ryzyka zwigzanych z wytwarzaniem i stabilnoscig
AP oraz produktéw leczniczych. Jest jednoczesénie najbardziej innowacyjna dzigki zastosowaniu
systemu elektrochemicznego sprzezonego ze spektrometrem mas o wysokiej rozdzielczoscei (Q-
TOF). Metoda ta postuzyta do symulacji procesdw utleniania i redukcji wybranych zwigzkéw
azotoorganicznych {lekéw zawierajacych grupe hydrazonowg) w celu identyfikacji potencjalnych
zanieczyszczen powstajgcych podczas wytwarzania lub przechowywania APl lub produktu
gotowego. W praktyce uizyto uktadu reaktora elektrochemicznego ROXY EC, a powstajgce
produkty transformacji byly bezposrednio analizowane za pomocg wysokorozdzielczego MS (ESI-
QTOF). Takie potgczenie umozliwia detekcje nawet bardzo reaktywnych, nietrwatych produktéw
przemian. Jest to zaleta nieosiggalna tradycyjnymi metodami stosowanymi w analizie
stabilnosci, gdzie prébki zazwyczaj analizuje sie dopiero po dtugotrwatej inkubacji z
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odczynnikami chemicznymi. Adekwatnos$¢ tej metody w kontekscie rozprawy jest bardzo wysoka,
poniewaz stanowi ona odpowiedz na zidentyfikowana w literaturze potrzebe rozwoju narzedzi do
wczesnego przewidywania tworzenia potencjalnych zanieczyszczen (takich jak nitrozopochodne)
zanim zostang one wykryte w gotowych produktach. Doktorantka z wspétpracownikami wypetnita
te luke, demonstrujgc, ze elektrochemiczne utlenianie i redukcja substanciji takich jak dantrolen,
nitrofurantoina, furazydyna czy nitrofural pozwala zidentyfikowaé az 17 réinych produktow
transformacji tych substancji leczniczych. Identyfikacja oparta na HRMS byta dodatkowo
uwiarygodniona obliczeniami teoretycznymi DFT oraz poréwnaniem z produktami
przewidywanymi in silico. Zastosowanie EC-HRMS do generowania i identyfikaciji potencjalnych
zanieczyszczen naleZy uznaé za podejscie nowatorskie, pozwalajgce na pogtebienie wiedzy na
temat mechanizméw powstawania produktéw degradacji. Prace te wykraczajg poza
standardowe analizy rutynowe i majg charakter nauk podstawowych.

Doceniajgc warto$é merytoryczna rozprawy mozna sformutowaé réwniez kilka uwag o
charakterze dyskusyjnym. W czesci opisowej miejscami widoczna jest dysproporcja pomiedzy
rozbudowanym ttem regulacyjnym a krétsza dyskusja implikacji praktycznych uzyskanych
wynikéw. Od tej czesci oczekiwatbym raczej wskazania w syntetycznej formie tego, co dzigki
przeprowadzonym badaniom osiggnieto i jakie sg konsekwencie uzyskanych wynikéw.

Ponizej przedstawiam szczegbtowe uwagi do poszczegélnych publikacji.
Publikacja 1.

Sformutowanie ,niskie poziomy stezen” jest niepoprawne pod wzgledem jezykowym. Jest
pleonazmem, czyli zbednym powtdrzeniem znaczenia (,poziom” juz oznacza stopier/stezenie).
Poprawnie jest: ,niskie stezenia” lub ,,niskie poziomy”.

Anglojezyczny termin ,acceptable intake” przettumaczono jako ,dopuszczalne dzienne
spozycie”. Przez analogie do ADI (acceptable daily intake), za leksykonem NIZP-PZH, Al powinno
byé ttumaczone jako ,akceptowane lub dopuszczalne pobranie” (pobranie jest pojgciem
szerszym, niezalezne od drogi ekspozycji}, bo trudno méwié np. o spozyciu nitrozoamin bedgcych
zanieczyszczeniami produktu parenteralnego.

W publikacji uzyto kilkukrotnie skrétu EMEA, podczas gdy od 2009 roku obowigzuje nazwa
European Medicines Agency ze skrétem EMA.

Doktorantka klasyfikuje dietyloamine do amin lll-rzedowych {Sekcja: Analiza ryzyka w przemysle
farmaceutycznym), podczas gdy jest ona aming ll-rzedows.

Pod tabela 2. skrét HRMS jest wyjasdniony jako “wysokaorozdzielcza spektroskopia mas”, podczas
gdy powinno by¢ ,,wysokorozdzielcza spektrometria mas”.

W dalszej czesdci tekstu, w dwoch zdaniach na stronie 233 {(kolumna prawa) wymienione sg hazwy
substanciji, w ktérych stwierdzono obecnosé NDMA, po czym, w kolejnym zdaniu powtdrzone sg
w wiekszosci te same substancje. Z kolei wéréd ,znanych lub podeirzewanych prekursorow”
wymieniony jest zaskakujgco chlorek metylenu, bez podania potencjalnegoe mechanizmu
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tworzenia NDMA. Cze$¢ z tych nazw jest niepoprawna lub nie ma uzasadnienia chemicznego,
np.: metylometyl, metamforyna, tramadolina.

Publikacja Il.

Okreélenie ,medical product” nie jest pojeciem regulacyjnym ani precyzyjnym, okreslajgcym
produkt leczniczy (domyslam sie, Ze taka byta intencja autoréw) badZ APL. Poprawnym pojgciem
jest “medicinal product” w odréznieniu od np. “medical device”.

W publikacji jako jednostke stezenia wykorzystano ng/ml, mimo ze matryca (API) jest ciatem
statym. O ile w kontekscie kalibracji metody nie budzi to wiekszych zastrzezen, to przedstawianie
wynikow oznaczen nhie jest poprawne, Powinno byé wyrazone w ng/g lub w ppb (“DEA was
detected in olmesartan medoxomil at a concentration of 1.66 ng/mL").

Sekcja 2.2 Method development. Co Doktorantka rozumie jako ,,centrifugal extraction”? Nie
jest to znana powszechnie technika ekstrakcji.

W sekeji 3.4 Sample preparation Doktorantka opisuje proces przygotowania prébki do analizy,
ktéry zaktada odwazenie 150 mg APl do probéwki filtracyjnej, dodanie 0,25 ml roztworu wzorca
wewnetrznego bedgcego jednoczesnie rozpuszczalnikiem ekstrahujgcym i wirowanie w kolejnym
kroku. O ite, taki proces jest w stanie skutecznie wyizolowa¢ nitrozoaminy znajdujgce sig na
powierzchni krysztatdow, to mojg watpliwoéé budzi skuteczno$é tego procesu wobec czasteczek
nitrozoamin uwiezionych w strukturze krystalicznej. Czy Doktorantka przeprowadzita badania
oceniajgce skutecznos$é tej ekstrakcji poprzez analize APl z serii zawierajgcych wykrywalne
stezenia badanach nitrozoamin oznaczone inng metodg analityczng, w ktdrej rozpuszczano API?
Czy np. nie sprawdzono wptywu wspomagania ultradZwiekami, wytrzgsania przed wirowaniem
etc.? Dla przyktadu, cytowana przez Doktorantke metoda oznaczania NDMA za pomocg techniki
LC-HRMS {wg FDA) zaktada catkowite rozpuszczenie AP! a w przypadku produktu leczniczego
przygotowanie nawazki produktu do uzyskania stgzenia odpowiadajgcego 20 mg API/ml
metanolu a nastepnie az 40-minutowe wytrzasanie, Dopiero potem prébki sagczono i poddawano
analizie instrumentalnej. Z badar prowadzonych w naszym laboratorium wynika, Ze analiza tego
samego zestawu analitow: lotnych nitrozoamin technikg headspace z proszku APl jest
nieskuteczna i bardzo niepowtarzalna. Podobne obserwacje sg opisane przez Golob i in. 2025

{https://doi.org/10.1016/.ejps.2025.107135).

Dla niektérych analitéw nie uzyskano rozdzielenia chromatograficznego do linii podstawowe;]
(bazowej) co znaczgco utrudnia interpretacje chromatogramadw (NPYR, NPIP, N-methyl-NPZ w
olmesartanie), nie skomentowano tego réwniez w manuskrypcie ani omdwieniu doktoratu.
Chromatogramy przedstawiono w materiatach dodatkowych na stronach internetowych
wydawey a nie byty zataczone do rozprawy.

Przeprowadzona ocene stabilno$ci roztworu prébki poprzez wykonanie dwdch niezaleznych
oznaczen bezposrednio po przygotowaniu probki do analizy oraz 24 h péiniej. Wedtug jakich
wytycznych testowano stabilnosc i jakie przyjeto kryteria akceptacji?
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W publikacji ani w omdwieniu nie skomentowano braku mozliwesci wykorzystania metody do
oznaczania NPIP i N-methyl-npz w olmesartanie. Wydaje sie mie¢ to istotne znaczenie traktujac
opracowang metode jako przesiewowsa. Czy prowadzono préby wyjasnienia tego zjawiska?
Poprosze o komentarz.

Publikacja IV.

W badaniach elektrochemicznych interesujgcym uzupetnieniem bytaby bardziej
rozbudowana analiza poréwnawcza produktéw generowanych elektrochemicznie z
rzeczywistymi zanieczyszczeniami wykrywanymi w prébkach przemystowych. W publikacii,
produkty generowane w eksperymentach elektrochemicznych sg konsekwentnie okreslane jako
Jimpurities”, mimo ze przedstawione dane odnosza sige do produktéw transformaciji
powstajacych w warunkach stresowych EC. Brakuje jednoznacznego rozréZnienia pomiedzy
rzeczywistymi zanieczyszczeniami APl w rozumieniu wytycznych ICH a potencjalnymi
produktami degradacji o charakterze predykcyjnym.

Zgtoszone w recenzji uwagi majg w wigkszosci charakter dyskusyjny lub redakcyjny i nie
podwaiaja zasadniczej wartosci naukowej pracy.

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Anny Barbary Witkowskiej stanowi spéjne,
oryginalne i wartosciowe osiggniecie naukowe w dyscyplinie nauk farmaceutycznych.
Podjeta tematyka jest aktualna, istotna z punktu widzenia bezpieczeristwa farmakoterapii
oraz silnie osadzona w bieZgcych wyzwaniach analitycznych i regulacyjnych zwigzanych z
obecnoécig genotoksycznych zanieczyszczen w produktach leczniczych. Przedstawiony
cykl publikacji obejmuje zaréwno aspekty metodyczne, aplikacyjne, jak i mechanistyczne.

Doktorantka wykazata sie¢ bardzo dobra znajomoscia nowoczesnych technik
analitycznych opartych na spektrometrii mas, umiejetnoscig ich krytycznego doboru do
wtasciwosdci oznaczanych analitéw oraz zdolno$cig samodzielnego planowania i realizacji
badan naukowych. Na szczegblne podkreslenie zastuguje umiejetne tagczenie zagadnien
analitycznych z kontekstem regulacyjnym oraz praktycznymi implikacjami dla kontroli
jakoéci i wytwarzania produktéw teczniczych.

Na podstawie przeprowadzonej oceny stwierdzam, e rozprawa spetnia wymagania
stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyZszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). W zwigzku z powyiszym wnoszg o
dopuszczenie mgr Anny Barbary Witkowskiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki
farmaceutyczne.

Bartosz Wielgomas
2026-01-08

TN

KATEDRA | ZAKLAD TOKSYKOLOGII, WYDZIAL FARMACEUTYCINY
Al. Gen. J. Hallera 107
80-416 Gdansk, tel.: +48 58 349 14 71



