
 

 

mgr Lidia Gurba-Bryśkiewicz 

 

Zastosowanie statystycznych metod planowania eksperymentów  

(DoE, Design of Experiments) w podejściu QbD  

(Quality by Design) do rozwoju technologii innowacyjnych 

substancji czynnych i produktów leczniczych 

 

 

Rozprawa na stopień doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu 

w dyscyplinie nauki farmaceutyczne 

 

 

Promotor: dr hab. Wioleta Maruszak 

 

 

 

 
 
 
 

        DZIAŁ CHEMII MEDYCZNEJ 
        LABORATORIUM ANALIZ 

        FIZYKOCHEMICZNYCH 
 

 

 

 

 

Obrona rozprawy doktorskiej przed Radą Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych 

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego 

 

Warszawa rok 2024 



Dedykacje  
 

 

2 

Dedykacje 

Składam serdeczne podziękowania Pani Promotor dr hab. Wiolecie Maruszak za poświęcony 
czas, okazane wsparcie i motywowanie, dzielenie się wiedzą w trakcie wykonywania badań, 
przygotowania publikacji oraz cenne wskazówki merytoryczne podczas pisania niniejszej 
pracy. 
 
Dziękuję Krzysztofowi Dubielowi, Dyrektorowi Działu Chemii Medycznej Celon Pharma 
S.A. za umożliwienie rozwoju i wykonania badań w obszarze tematyki rozprawy. 
 
Dziękuję członkom zespołu: Damianowi Smudze, Urszuli Dawid, Monice Delis, Damianowi 
Tuzowi i Łukaszowi Markiewiczowi za życzliwość oraz pozytywną współpracę.  
 
Dziękuję współautorom publikacji wchodzących w skład rozprawy, za owocną  
i merytoryczną współpracę. 
 
Dziękuję dr hab. Piotrowi J. Rudzkiemu za wspierające zainteresowanie i motywowanie  
do przygotowania pracy doktorskiej. 
 
Rodzinie i Przyjaciołom dziękuję za pełne wsparcia zainteresowanie. 
 
Serdecznie dziękuję Teresie za nieocenione wsparcie i budowanie wiary w moje możliwości. 
 
Szczególne podziękowania składam mojemu mężowi Marcinowi i córce Oldze za obecność, 
pomoc, życzliwość, zainteresowanie i codzienne wsparcie.  
 



Nazwy i numery projektów badawczych  
 

 

3 

Nazwy i numery projektów badawczych 

Badania do pracy doktorskiej wykonywano w ramach realizacji następujących 

projektów badawczych:  

1. Narodowe Centrum Badań i Rozwoju oraz Celon Pharma S.A., projekt  

nr POIR.01.01.01-00-0382/16 „Selektywny inhibitor kinaz JAK w terapii chorób  

o podłożu immunologicznym”. 

2. Agencja Badań Medycznych oraz Celon Pharma S.A., projekt nr 2021/ABM/05/00005 

“TransformRNA—mRNA Therapeutics generation platform” w programie 

Development of Innovative Therapeutic Solutions using RNA technology. 

3. Narodowe Centrum Badań i Rozwoju oraz Celon Pharma. S.A., projekt  

nr POIR.01.02.00-00-0085/18 „KICHAI - Rozwój przedkliniczny i kliniczny 

innowacyjnego inhibitora kinazy PI3 delta jako kandydata w terapii chorób o podłożu 

zapalnym”. 

4. Narodowe Centrum Badań i Rozwoju oraz Celon Pharma. S.A., projekt  

nr STRATEGMED2/266776/17/NCBR/2015 „CELONKO – Opracowanie 

nowoczesnych biomarkerów oraz rozwój innowacyjnego inhibitora kinaz FGFR 

stosowanego w terapii nowotworów”. 



Wykaz publikacji stanowiących pracę doktorską  
 

 

4 

Wykaz publikacji stanowiących pracę doktorską 

Cykl publikacji będący podstawą do ubiegania się o nadanie stopnia doktora stanowią 

następujące publikacje wchodzące w skład dorobku naukowego: 

P1 Gurba-Bryśkiewicz L., Dawid U., Smuga D. A., Maruszak W., Delis M., Szymczak 

K., Stypik B., Moroz A., Błocka A., Mroczkiewicz M., Dubiel K.,Wieczorek M.; 

 Implementation of QbD Approach to the Development of Chromatographic Methods 

for the Determination of Complete Impurity Profile of Substance on the Preclinical and 

Clinical Step of Drug Discovery Studies; 

 Int. J. Mol. Sci., 2022, 23, 10720 https://doi.org/10.3390/10.3390/ijms231810720  

IF: 5,6; MNiSW: 140 

P2 Gurba-Bryśkiewicz L., Maruszak W., Smuga D. A., Dubiel K., Wieczorek M.;  

 Quality by Design (QbD) and Design of Experiments (DOE) as a Strategy for Tuning 

Lipid Nanoparticle Formulations for RNA Delivery; 

 Biomedicines, 2023, 11, 2752, https://doi.org/10.3390/biomedicines11102752 

 IF: 4,7; MNiSW: 100 

P3 Michałek S., Gurba-Bryśkiewicz L., Maruszak W., Zagozda M., Maj A. M., Ochal Z., 

Dubiel K., Wieczorek M.;  

 The design of experiments (DoE) in optimization of an aerobic flow Pd-catalyzed 

oxidation of alcohol towards an important aldehyde precursor in the synthesis of 

phosphatidylinositide 3-kinase inhibitor (CPL302415); 

RSC Adv., 2022, 12, 33605-33611, https://doi.org/10.1039/d2ra07003k 

IF: 3,9; MNiSW: 100 

P4 Michałek S., Maj M. A., Gurba-Bryśkiewicz L., Maruszak W., Zagozda M., Ochal Z., 

Dubiel K., Wieczorek M.;  

 Development and optimization of a continuous flow ester reduction with LiAlH4 in the 

synthesis of a key intermediate for a PI3Kδ inhibitor (CPL302415); 

 React. Chem. Eng., 2023, Advanced Article, https://doi.org/10.1039/D2RE00561A 

 IF: 3,9; MNiSW: 100 

P5 Michałek S., Powała A., Gurba‑Bryśkiewicz L., Piórkowska N., Olejkowska P., 

Yamani A., Ochal Z., Dubiel K., Wieczorek M.;  

 Fast Claisen condensation reaction optimization in a continuous flow reactor; 

 Monatsh Chem, 2023, 154, 1307–1314, https://doi.org/10.1007/s00706-023-03121-z 

 IF: 1,8; MNiSW: 40  

Sumaryczny IF: 19,9; MNiSW: 480 



Spis treści  
 

 

5 

1. Spis treści 

Dedykacje ................................................................................................................................... 2 

Nazwy i numery projektów badawczych ................................................................................... 3 

Wykaz publikacji stanowiących pracę doktorską ...................................................................... 4 

1. Spis treści .......................................................................................................................... 5 

2. Wykaz stosowanych skrótów ............................................................................................ 7 

3. Streszczenie w języku polskim ......................................................................................... 9 

4. Streszczenie w języku angielskim (Abstract) ................................................................. 11 

5. Wstęp teoretyczny ........................................................................................................... 13 

5.1. Wprowadzenie .......................................................................................................... 13 

5.2. Koncepcja Quality by Design (QbD) ....................................................................... 14 

5.2.1. Profil jakości docelowego produktu (Quality Target Product Profile, QTTP) .... 15 

5.2.2. Krytyczne atrybuty jakości (Critical Quality Attributes, CQAs) ......................... 15 

5.2.3. Krytyczne parametry procesu (Critical Process Parameters, CPPs) .................... 16 

5.2.4. Krytyczne atrybuty materiałów (Critical Material Attributes, CMAs) ................ 16 

5.2.5. Analiza ryzyka ...................................................................................................... 16 

5.2.6. Planowanie doświadczeń (Design of Experiments, DoE) .................................... 17 

5.2.7. Strategia kontroli .................................................................................................. 18 

5.2.8. Analytical Quality by Design (AQbD) ................................................................. 19 

5.3. Koncepcja Design of Experiments (DOE) ............................................................... 20 

5.3.1. Przestrzeń projektowa (Design Space, DS) .......................................................... 25 

6. Założenia i cel pracy ....................................................................................................... 27 

7. Omówienie publikacji w kontekście tematyki pracy doktorskiej ................................... 28 

7.1. Publikacja P1 ............................................................................................................ 28 

7.2. Publikacja P2 ............................................................................................................ 40 

7.3. Publikacja P3 ............................................................................................................ 43 

7.4. Publikacja P4 ............................................................................................................ 51 

7.5. Publikacja P5 ............................................................................................................ 58 

8. Podsumowanie i wnioski ................................................................................................ 62 

9. Bibliografia ..................................................................................................................... 65 

10. Kopie opublikowanych prac ........................................................................................... 71 

10.1. Publikacja P1 ............................................................................................................ 71 

10.2. Publikacja P2 ............................................................................................................ 95 



Spis treści  
 

 

6 

10.3. Publikacja P3 .......................................................................................................... 135 

10.4. Publikacja P4 .......................................................................................................... 167 

10.5. Publikacja P5 .......................................................................................................... 194 

11. Dodatkowa działalność naukowa .................................................................................. 210 

12. Analiza bibliometryczna – Biblioteka WUM ............................................................... 217 

13. Oświadczenia współautorów publikacji ....................................................................... 220 

13.1. Publikacja P1 .......................................................................................................... 220 

13.2. Publikacja P2 .......................................................................................................... 231 

13.3. Publikacja P3 .......................................................................................................... 235 

13.4. Publikacja P4 .......................................................................................................... 242 

13.5. Publikacja P5 .......................................................................................................... 249 

 



Wykaz stosowanych skrótów  
 

 

7 

2. Wykaz stosowanych skrótów 

DoE  (ang. Design of Experiments) planowanie eksperymentów 
QbD  (ang. Quality by Design) jakość przez projekt 
AQbD  (ang. Analytical Quality by Design (AQbD)) analityczana jakość przez projekt 
EMA  (ang. European Medicines Agency) Europejska Agencja Leków 
FDA  (ang. Food and Drug Administration) Amerykańska Agencja ds. Żywności  
  i Leków 
cGMP  (ang. Current Good Manufacturing Practices) Bieżąca Dobra Praktyka  
  Wytwarzania 
ICH  (ang. International Council for Harmonisation of Technical Requirements for 
  Pharmaceuticals for Human Use) Międzynarodowa Rada ds. Harmonizacji 
  Wymagań Technicznych dla Środków Farmaceutycznych Stosowanych  
  u Ludzi 
QTTP  (ang. Quality Target Product Profile) profil jakości docelowego produktu 
CQAs  (ang. Critical Quality Attributes) krytyczne atrybuty jakości 
CMAs  (ang. Critical Material Attributes) krytyczne atrybuty materiałów 
CPPs  (ang. Critical Process Parameters) krytyczne parametry procesu 
DS  (ang. Design Space) przestrzeń projektowa 
ANOVA analiza wariancji 
R2  współczynnik determinacji 
FTA  (ang. Fault Tree Analysis) analiza drzewa błędów 
FMEA  (ang. Failure Mode and Effects Analysis) analiza przyczyn i skutków wad 
ZTE  założenia techniczno – ekonomiczne 
CCD  (ang. Central Composite Design) plan centralny kompozycyjny 
API  (ang. Active Pharmaceutical Ingredient) substancja czynna 
HPLC  (ang. High Performance Liquid Chromatography) wysokosprawna 

 chromatografia cieczowa 
UHPLC  (ang. Ultra High Performance Liquid Chromatography) ultrawysokosprawna 

 chromatografia cieczowa  
JAK  kinaza Janusa 
ROCK  kinaza związana z Rho 
RP  (ang. Reverse Phase) fazy odwrócone 
MS  (ang. Mass Spectrometry) spektrometria mas 
UV  promieniowanie ultrafioletowe 
ATP  (ang. Analytical Target Profile) analityczny profil docelowy 
CMAs  (ang. Critical Method Attributes) krytyczne atrybuty metody 
CMPs  (ang. Critical Method Parameters) krytyczne parametry metody 
MODR (ang. Method Operable Design Region) operacyjna przestrzeń projektowa 
  metody 
Rs  współczynnik rozdzielania 
As  współczynnik symetrii piku 
ACN  acetonitryl 
MeOH  metanol 
logP  współczynnik podziału n-oktanol/woda 
logD  współczynnik dystrybucji 
pKa  ujemny logarytm dziesiętny stałej dysocjacji kwasowej 
CHIlogD chromatograficznie wyznaczony współczynnik hydrofobowości 
clogD  obliczony teoretycznie współczynnik dystrybucji 
USP  (ang. United States Pharmacopoeia) Farmakopea Amerykańska 
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C18  oktadecylowa faza stacjonarna  
RNA  kwas rybonukleinowy 
RNA-LNP nanocząstki lipidowe w kwasem rybonukleinowym 
COVID-19 coronavirus disease 2019, choroba zakaźna układu oddechowego wywołana 
  zakażeniem wirusem SARS-CoV-2 
PAT  (ang. Process Analytical Technology) technologia analizy procesowej 
PEG  (ang. poly(ethylene glycol)) glikol polietylenowy 
PDI  (ang. Polidyspersity Index) współczynnik polidyspersyjności 
FFD  (ang. Full Factorial Design) pełny plan czynnikowy,  
  (ang. Fractional Factorial Desig) frakcyjny plan czynnikowy 
DSD  (ang. Definitive Screening Design) ostateczny plan przesiewowy 
RSM  (ang. Response Surface Methodology) metodologia powierzchni odpowiedzi 
SVEM  (ang. Self Validated Ensemble Model) samouczące się modele grupujące 
PI3K  3-kinaza fosfoinozytydu 
SLE  toczeń rumieniowaty układowy 
SM  (ang. Starting Material) materiał wyjściowy 
TEACl  chlorek tetraetyloamoniowy 
DMA  dimetyloamina 
DMP  ftalan dimetylu 
DMF  dimetyloformamid 
LAH  wodorek litowo-glinowy (LiAlH4) 
THF  tetrahydrofuran 
RT  temperatura pokojowa 
PFA  polifluoroalkil 
DIBAL-H wodorek diizobutyloglinu 
pan-FGFR  (ang. pan-Fibroblast Growth Factor Receptor) receptor czynnika wzrostu  
  pan-fibroblastów 
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3. Streszczenie w języku polskim 

Celem pracy było wykazanie użyteczności zastosowania podejścia QbD oraz 
zaawansowanych narzędzi statystycznych planowania eksperymentów (DoE) w różnych 
obszarach rozwoju innowacyjnych substancji czynnych i produktów leczniczych: 
opracowaniu metod analitycznych umożliwiających monitorowanie jakości procesów  
i produktów na różnych etapach wytwarzania substancji i produktów leczniczych, 
opracowaniu i optymalizacji składu i postaci produktów leczniczych oraz opracowaniu  
i optymalizacji metody syntezy API na różnych etapach rozwoju technologii. 

Stosując podejścia AQbD oraz DoE, obejmujące badania przesiewowe, optymalizację  
i walidację, opracowano metodę UHPLC ilościowego oznaczania pełnego profilu dziewięciu 
zanieczyszczeń innowacyjnej substancji farmaceutycznej CPL409116 (inhibitor JAK/ROCK). 
Krytyczne parametry metody (CMP) zostały przetestowane w szerokim zakresie: rodzaj fazy 
stacjonarnej (8 różnych kolumn), pH wodnej fazy ruchomej (2,6, 3,2, 4,0, 6,8) oraz 
początkowa (20 – 25%) i końcowa (85 – 90%) zawartość organicznej fazy ruchomej (ACN). 
Krytycznymi atrybutami metody (CMA) były rozdzielczość pomiędzy pikami (≥ 2,0)  
i współczynnik symetrii pików analitów (0,8 – 1,8). Na etapie badań przesiewowych oceniono 
wpływ różnych poziomów CMP na CMA w oparciu o pełny plan czynnikowy 22. Odporność 
metody potwierdzono z zastosowaniem ułamkowego planu czynnikowego 2(4─1). 
Wygenerowano operacyjny zakres metody (MODR). Symulację Monte-Carlo zastosowano  
do obliczenia prawdopodobieństwa, że parametry CMA spełniają wymagania specyfikacji. 
Końcowe, optymalne parametry metody były następujące: kolumna Zorbax Eclipse Plus C18, 
wodna faza ruchoma 10mM 1mM wodny roztwór HCOOH o pH 2,6, 20% ± 1% ACN na 
początku i 85% ± 1% ACN na końcu gradientu, temperatura kolumny 30°C ± 2°C. Metodę 
zwalidowano zgodnie z wytyczną ICH Q2(R1). Opracowana metody spełniła wymagania 
liniowości, precyzji i odporności. LOQ wyniosło 0,05%, a LOD 0,02% dla wszystkich 
zanieczyszczeń. 

Skuteczne wykorzystanie koncepcji QbD i/lub DoE do optymalizacji składu i postaci 
produktów leczniczych przedstawiono na przykładzie rozwoju nanocząstek lipidowych  
do dostarczania różnych rodzajów RNA. W pracy przeglądowej zebrano badania 
opublikowane w ciągu ostatnich dziesięciu lat, prezentujące najnowsze trendy i wymagania 
regulacyjne, a także narzędzia projektowania statystycznego. W większości prac 
optymalizacyjnych zastosowano podejście DoE. Omówiono różne plany i metody oraz 
innowacyjne podejścia w ramach DoE. Oprócz tradycyjnie stosowanych testów  
i modelowania statystycznego (ANOVA, analiza regresji) wykorzystano także metody 
sztucznej inteligencji i uczenia maszynowego. Pełne QbD opisano w kilku artykułach, a kilka 
odnosiło się do wybranych aspektów QbD. 

Kolejnym obszarem, gdzie wykazano korzyści z zastosowania podejścia DoE  
jest synteza API. Użycie DoE pozwoliło poznać i skutecznie zoptymalizować prowadzenie 
dwóch etapów procesu wytwarzania innowacyjnej substancji czynnej CPL302415 (inhibitora 
PI3Kδ) w reaktorach przepływowych: etapu utleniania katalizowanego Pd oraz etapu redukcji 
grupy estrowej. Zastosowanie różnych narzędzi podejścia DoE pozwoliło znaleźć istotne 
czynniki wpływające na efektywność procesu oraz określić zakres operacyjny pozwalający  
na uzyskanie maksymalnej wydajności produktów. Zoptymalizowane warunki utleniania 
katalitycznego pozwoliły na uzyskanie wydajności produktu 84%. W przypadku etapu 
redukcji metodą katalityczną ponad 98%, a redukcji z użyciem LAH 83%. 
Zastosowanie podejścia DoE pozwoliło także na skuteczną optymalizację parametrów syntezy 
innowacyjnej substancji aktywnej CPL304110 (inhibitora pan-FGFR) w reaktorze 
przepływowym. Wykonanie kilkunastu eksperymentów w oparciu o plan centralny 
kompozycyjny (CCD) 24 z dwoma powtórzeniami w punkcie centralnym oraz metodologię 
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powierzchni odpowiedzi, pozwoliło na skrócenie czasu prowadzenia reakcji do 2 minut  
w temperaturze 20°C i ekwiwalencie szczawianu dietylu i etanolanu sodu 1,23,  
przy zadowalającej wydajności 84%. 
 
Słowa kluczowe: Analityczna Jakość przez Projekt (AQbD); Planowanie eksperymentów 
(DOE); Operacyjna Przestrzeń Projektowa Metody (MODR); profil zanieczyszczeń; rozwój 
metody analitycznej; CPL409116; inhibitor JAK/ROCK; nanocząstki lipidowe (LNP); 
dostarczanie RNA; CPL302415; inhibitor PI3Kδ, CPL304110; inhibitor pan-FGFR, reaktor 
przepływowy 
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4. Streszczenie w języku angielskim (Abstract) 

Application of statistical methods of Design of Experiments (DoE) in the  
Quality by Design (QbD) approach for the development of  

innovative active substances and drug products technologies 

The aim of the work was to demonstrate the usefulness of using advanced statistical tools 
for the design of experiments (DoE) and the QbD approach in various areas of the 
development of innovative active substances and drug products: developing analytical 
methods for monitoring the quality of processes and products at various stages of 
manufacturing substances and drug products, developing and optimizing the composition and 
formulation of drug products, development and optimization of API synthesis methods at 
various stages of technology development. 

Using AQbD and DoE approaches, including screening, optimization and validation, a 
UHPLC method was developed to quantify the full profile of nine impurities of the innovative 
pharmaceutical substance CPL409116 (JAK/ROCK inhibitor). Critical method parameters 
(CMP) were tested in a wide range: type of stationary phase (8 different columns), pH of the 
aqueous mobile phase (2.6, 3.2, 4.0, 6.8) and start (20 – 25%) and alloy (85 – 90%) per cent 
organic mobile phase (ACN). The critical method attributes (CMA) were peak-to-peak 
resolution (2.0) and analyte peak symmetry factor (0.8 – 1.8). At the screening stage, the 
impact of different CMP levels on CMA was assessed based on a full fractional design 22. 
The robustness of the method was confirmed using a 2(4─1) fractional factorial design. The 
method operational range (MODR) was generated. Monte-Carlo simulation was used to 
calculate the probability of meeting the CMA specifications. The final method parameters 
were as follows: Zorbax Eclipse Plus C18 column, aqueous mobile phase 10 mM ± 1mM 
aqueous HCOOH solution with pH 2.6, 20% ± 1% ACN at the beginning and 85% ± 1% 
ACN at the end gradient and column temperature 30°C ± 2°C. The method was validated 
according to ICH Q2(R1) guidelines. The developed method met the requirements of 
linearity, precision and robustness. The LOQ was 0.05% and LOD 0.02% for all impurities. 

The effective use of the QbD and/or DoE concept to optimize the composition and 
formulation of drug products is demonstrated in the example of the development of lipid 
nanoparticles for the various types of RNA delivery. The review summarised research 
published over the last ten years, presenting the latest trends and regulatory requirements, as 
well as mathematical and statistical design methods. Most of the optimization work used the 
DoE approach. Various methods of designing and innovative approaches to DoE were 
discussed. In addition to the traditional tests and statistical modelling (ANOVA, regression 
analysis), artificial intelligence and machine learning methods were also used. The full QbD 
approach was described in a few articles, and a few refer to some aspects of QbD.  

The API synthesis is another area where using the DoE approach benefits have been 
demonstrated. The use of DoE made it possible to learn and effectively optimize two stages of 
the production process of the innovative active substance CPL302415 (PI3Kδ inhibitor) in 
flow reactors: the Pd-catalyzed oxidation stage and the ester group reduction stage. The use of 
various tools of the DoE approach allowed us to find important factors influencing the 
efficiency of the process and to determine the operational scope allowing for maximum 
product efficiency. Optimized catalytic oxidation conditions allowed for a product yield of 
84%. In the case of the catalytic reduction stage, over 98%, and for reduction using LAH, 
83%. 

The use of the DoE approach also allowed for the effective optimization of the synthesis 
parameters of the innovative active substance CPL304110 (pan-FGFR inhibitor) in a flow 
reactor. Performing seventeen experiments based on the central composition design (CCD) 24 
with two repetitions at the central point and the response surface methodology allowed the 
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reduction of the reaction time to 2 minutes at 20°C and the equivalent of diethyl oxalate and 
sodium ethoxide 1.23, with a satisfactory product yield of 84%. 
 
Keywords: Analytical Quality by Design (AQbD); design of experiment (DOE); method 
operable design region (MODR); pharmaceutical impurity profiling; CPL409116; 
JAK/ROCK inhibitor; lipid nanoparticle (LNP); RNA delivery; CPL302415; PI3Kδ inhibitor, 
CPL304110; pan-FGFR inhibitor, flow chemistry 
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5. Wstęp teoretyczny 

5.1. Wprowadzenie 

Poszukiwanie, projektowanie oraz produkcja innowacyjnych substancji i produktów 

leczniczych, zgodnie z obowiązującymi wytycznymi prawa farmaceutycznego  

(EMA – European Medicines Agency, FDA - Food and Drug Administration), jest bardzo 

wyrafinowanym, zaawansowanym technologicznie przedsięwzięciem. Opracowanie nowych, 

bezpiecznych i skutecznych leków jest długim, trudnym i kosztownym procesem. 

W ostatnich latach nastąpiły ważne zmiany wspomagające działania w tym obszarze. 

Opracowano nowoczesne systemy zarządzania jakością i zarządzania ryzykiem, 

uwzględniające procesy produkcyjne, kontrolne i dystrybucyjne [1–3]. Narzędzia  

te umożliwiają producentom leków wykrywanie, analizowanie, korygowanie i zapobieganie 

problemom, przy jednoczesnym ciągłym doskonaleniu procesu wytwarzania [4–6].  

Modernizacja mająca na celu poprawę standardów produkcji farmaceutycznej ma początek 

regulacyjny we wprowadzonej w 2002 r. przez Amerykańską Agencję ds. Żywności i Leków 

(US FDA) koncepcji „Pharmaceutical Current Good Manufacturing Practices (cGMPs) for 

the 21st century” (Bieżące Zasady Dobrej Praktyki Wytwarzania w Farmacji dla 21 wieku) 

opisującej nowy kierunek rozwoju zasad dobrej praktyki wytwarzania stosowanych  

do zarządzania produkcją leków i jakością produktu [7,8]. Zwrócono uwagę na fakt, że jakość 

nie może być oceniana jedynie przez badanie produktu, powinna być „wbudowana  

w produkt” lub zagwarantowana przez projekt. W tym celu zaleca się przeprowadzenie 

systematycznych prospektywnych badań, w oparciu o naukowo uzasadnioną metodykę, 

zorientowanych na ocenę ryzyka i uwzględniających holistyczną naturę przedmiotu. 

Rozwiązania te nazwano „Jakość przez Projekt” (Quality by Design, QbD). 

Po inicjatywie FDA i wprowadzeniu koncepcji cGMP, Międzynarodowa Rada  

ds. Harmonizacji Wymagań Technicznych dla Środków Farmaceutycznych Stosowanych  

u Ludzi (International Council for Harmonisation of Technical Requirements for 

Pharmaceuticals for Human Use, ICH) ustanowiła szereg nowych wytycznych regulacyjnych 

(Q8(R2), Q9(R1), Q10, Q11) [9–12], gdzie zaleca się wdrożenie koncepcji QbD  

do przemysłu farmaceutycznego [9]. 

Wytyczna ICH Q8(R2) określa QbD jako systematyczne podejście do rozwoju leków oparte 

na wcześniej zdefiniowanych celach, zrozumieniu produktu i procesów, rzetelnej wiedzy 

naukowej, kontroli procesu oraz zarządzaniu ryzykiem jakości.  
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Pozostałe wytyczne ICH Q9 – Q11 wspomagają realizację QbD odnosząc się  

do nowoczesnych systemów zapewnienia jakości w zakresie informacji o produkcji, 

systemach zarządzania jakością i zarządzaniu ryzykiem.  

Statystyczne planowanie doświadczeń (Design of Experiments, DoE) stanowi kluczową 

rolę w koncepcji QbD. Planowanie doświadczeń to specyficzne metody empirycznego  

i półempirycznego modelowania badanych procesów i statystycznej analizy danych 

pomiarowych, które umożliwiają uzyskanie znacznej ilości wiarygodnych informacji przy 

zachowaniu ograniczeń narzucanych na liczbę realizowanych pomiarów. Zastosowanie DoE 

umożliwia zatem uzyskanie maksimum informacji przy minimalnym czasie i oszczędnym 

budżecie. Celem DoE jest zdefiniowanie tzw. przestrzeni projektowej (Design Space, DS), 

czyli takich zakresów zmiennych, które gwarantują najwyższą jakość optymalizowanych 

parametrów procesu, metody badania, produktu itp. 

Stosowanie podejścia QbD oraz DoE zmniejsza koszty optymalizacji procesu 

wytwarzania i finalnie leku, ponieważ jakość jest budowana podczas całego procesu 

produkcji, a nie jest weryfikowana głównie poprzez testowanie produktów gotowych, a także 

przynosi korzyści dla bezpieczeństwa pacjentów – zapewniając, że otrzymają oni leki wyższej 

jakości w krótszym czasie. 

Pierwotnie metodologia QbD koncentrowała się na rozwoju technologii 

farmaceutycznej, ale ostatnio została także wdrożona do rozwoju i optymalizacji metod 

analitycznych i nazwana Analytical Quality by Design (AQbD). 

5.2. Koncepcja Quality by Design (QbD) 

Zastosowanie podejścia QbD w rozwoju produkcji farmaceutycznej obejmuje 

następujące etapy (Rysunek 1):  

 zdefiniowanie głównego profilu jakości docelowego produktu – właściwości produktu  

o kluczowym znaczeniu dla pacjentów (Quality Target Product Profile, QTTP),  

 określenie krytycznych atrybutów jakości – cech produktu o krytycznym znaczeniu  

dla jakości (Critical Quality Attributes, CQAs),  

 określenie krytycznych atrybutów materiałów – cech składników produktu (Critical 

Material Attributes, CMAs),  

 określenie krytycznych parametrów procesu (Critical Process Parameters, CPPs),  

 wykonanie DoE (Design of Experiments) – optymalizacja procesu technologicznego, 

zakresów operacyjnych parametrów krytycznych, 
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 zdefiniowanie przestrzeni projektowej (Design Space, DS) procesu, z której powstaje 

produkt końcowy o pożądanym QTPP,  

 identyfikacja parametrów wpływających na wydajność procesu i przyczyn zmienności,  

 opracowanie strategii kontroli i analizy ryzyka,  

 ciągłe monitorowanie i doskonalenie procesu produkcyjnego [2–4,8,9,13]. 

Rysunek 1. Schemat podejścia Quality by Design (QbD) w rozwoju produkcji farmaceutycznej  
(opracowanie własne). 

5.2.1. Profil jakości docelowego produktu (Quality Target Product Profile, QTTP) 

Według ICH Q8(R2) [9] profil jakości docelowego produktu (QTTP) to „prospektywne 

podsumowanie cech jakościowych produktu leczniczego, które w idealnym przypadku 

zostaną osiągnięte w celu zapewnienia pożądanej jakości, biorąc pod uwagę bezpieczeństwo  

i skuteczność produktu leczniczego”. 

QTPP obejmuje wsparcie bezpieczeństwa klinicznego i efektywności produktu leczniczego 

oraz stanowi podstawę do projektowania i optymalizacji procesu. QTPP to zbiór atrybutów 

produktu, które decydują o jego jakości, skuteczności i bezpieczeństwie dla pacjenta. Według 

FDA QTPP koncentruje się na etapach rozwoju chemicznego, rozwoju produkcji i kontroli 

[7,9]. 

QTPP definiuje charakterystykę leku i odnosi się do parametrów, takich jak zastosowanie 

kliniczne, droga i sposób podawania, dawka terapeutyczna, postać farmaceutyczna, 

opakowanie, czynniki wpływające na parametry farmakokinetyczne i kryteria jakości 

produktu końcowego, takie jak stabilność podczas przechowywania, sterylność i uwalnianie.  

QTPP jest wskaźnikiem optymalizacji parametrów procesu, zapewnia, że krytyczne atrybuty 

jakości (Critical Quality Attributes, CQAs) mieszczą się w pożądanym zakresie [1–4,8,13]. 

5.2.2. Krytyczne atrybuty jakości (Critical Quality Attributes, CQAs) 

CQAs to cechy fizyczne, chemiczne, biologiczne lub mikrobiologiczne, które należy 

kontrolować, aby zapewnić odpowiednią jakość produktu [9]. CQAs to parametry 

wpływające na QTPP i mające kluczowe znaczenie dla jakości produktu. Są one na ogół 



Wstęp teoretyczny  
 

 

16 

związane z doborem odpowiednich ilości substancji pomocniczych i substancji aktywnych 

[1–4,8,13]. 

5.2.3. Krytyczne parametry procesu (Critical Process Parameters, CPPs) 

CPPs to krytyczne parametry produkcyjne, które wpływają na CQA, a tym samym  

na jakość produktu końcowego. CPPs powinny być monitorowane i kontrolowane w procesie 

produkcyjnym. Reprezentowane są przez zmierzoną lub obliczoną charakterystykę systemu 

lub procesu i zazwyczaj są to właściwości materiałów lub procesów wpływających  

na produkcję, takie jak, np. temperatura i ilość składników. 

5.2.4. Krytyczne atrybuty materiałów (Critical Material Attributes, CMAs) 

CMAs to krytyczne właściwości materiałów, które muszą osiągnąć odpowiednie limity, 

aby zagwarantować jakość substancji pomocniczych, produktów leczniczych i innych 

materiałów używanych w procesie. 

Ważne jest, aby podczas wdrażania podejścia QbD identyfikować różnicę między CQAs 

(dane wyjściowe) a CMAs (dane wejściowe). Na przykład CQAs produktu pośredniego 

danego etapu mogą stać się CMAs półproduktu na następnym etapie produkcji.  

Zgodnie z wytyczną ICH Q9(R1) „Zarządzanie ryzykiem w jakości” [10], identyfikacja 

możliwych przyczyn zmienności procesów oraz skuteczna analiza ryzyka ma kluczowe 

znaczenie podczas optymalizacji procesów. Analizę ryzyka można wykonać w etapach 

początkowych lub końcowych optymalizacji procesu, powtarzając ją lub przedefiniowując  

w razie potrzeby. Tym samym jakość produktu finalnego weryfikowana jest na podstawie 

dotychczasowych doświadczeń w zakresie wyznaczania CQAs, CPPs i oceny ryzyka 

[8,10,14]. 

5.2.5. Analiza ryzyka 

Ocena ryzyka służy do określenia prawdopodobieństwa wystąpienia szkody i strat, 

które szkoda może spowodować, w szczególności jej konsekwencji dla bezpieczeństwa 

pacjenta. W ramach analizy ryzyka należy podjąć decyzję, które ryzyka można zaakceptować, 

a które należy minimalizować. Według ICH Q9(R1) zarządzanie ryzykiem wiąże się  

z procedurami, które należy wdrożyć w celu jego ograniczenia [10]. W wytycznej tej 

przedstawiono przykłady powszechnie stosowanych narzędzi zarządzania ryzykiem.  

Do oceny ryzyka na podstawie danych eksperymentalnych wykorzystuje się analizę wariancji 

(ANOVA) lub analizę regresji wielokrotnej. Równanie matematyczne zależności między 

zmiennymi można wyprowadzić za pomocą analizy regresji wielokrotnej. Za pomocą 
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ANOVA ocenia się istotność statystyczną wpływu każdego czynnika i efektów interakcji 

[14]. Identyfikacja QTPP, CQAs i CPPs wymaga doświadczenia i wiedzy odnośnie procesu, 

ponieważ stosowane są różne narzędzia oceny ryzyka, m.in. ranking i filtrowanie ryzyka, 

diagram Ishikawy, analiza drzewa błędów (Fault Tree Analysis, FTA), analiza przyczyn  

i skutków wad (Failure Mode and Effects Analysis, FMEA) [4,10]. 

Typowy diagram przyczynowo - skutkowy określający prawdopodobne przyczyny 

zmienności procesu i ich wpływ na CQAs produktu leczniczego przedstawiono  

na Rysunku 2. Podstawowe obszary zmienności to: człowiek, metody, materiały, sprzęt, 

środowisko, pomiary. 

 

 

 

 

 

 

 

Rysunek 2. Schemat diagramu przyczynowo - skutkowego określający prawdopodobne przyczyny zmienności 
procesu i ich wpływ na CQAs produktu leczniczego (opracowanie własne na podstawie [15]). 

5.2.6. Planowanie doświadczeń (Design of Experiments, DoE) 

Planowanie doświadczeń (Design of Experiments, DoE) w świetle definicji  

z ICH Q8(R2) [9] jest najbardziej efektywnym kompromisem w trójkącie decyzyjnym 

każdego procesu (Rysunek 3) – pozwala na uzyskanie maksimum informacji  

przy minimalnym nakładzie czasu i oszczędnym budżecie.  

 
Rysunek 3. Schemat trójkąta decyzyjnego procesu (opracowanie własne). 

Narzędzie DoE jest najbardziej innowacyjnym elementem QbD, wymagającym 

specjalistycznej wiedzy matematyczno - statystycznej oraz odpowiednich narzędzi 

obliczeniowych. Jednocześnie realizacja DoE dostarcza najbardziej rzetelnych, opartych  
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na obliczeniach, danych i wiedzy o zależnościach między parametrami wpływającymi  

na jakość produktu i efektywność procesu. 

Podejście DoE może być zastosowane do wielu różnych celów (Rysunek 4): 

 Selekcja czynników, 

 rozpoznanie istotnych wielkości wejściowych, 

 ograniczenie zakresu, czasu i kosztów badań, 

 Stabilizacja procesu, 

 ograniczenie zmienności wielkości wyjściowych procesu, poprawa powtarzalności, 

 ograniczenie liczby wad, 

 zmniejszenie liczby interwencji korygujących, 

 Optymalizacja procesu, 

 identyfikacja czynników istotnych, 

 optymalizacja wartości wejściowych dających maksymalną wydajność procesu  

 i jakość produktu, 

 Modelowanie procesu („gdybanie”), 

 opracowanie matematycznego modelu procesu, 

 prognozowanie wartości wyjściowych bez konieczności eksperymentu. 

Rysunek 4. Obszary zastosowania DoE (opracowanie własne). 

5.2.7. Strategia kontroli 

Strategia kontroli jest bardzo ważnym krokiem w celu zabezpieczenia wydajności 

procesu i jakości produktu. Proces kontroli należy dokładnie zaplanować w oparciu  

o informacje o produkcie i procesie [11]. 

W podejściu QbD strategia kontroli jest realizowana podczas rozwoju produktu  

i pozwala na głębsze zrozumienie procesu i produktu. Opcje strategii kontroli za pomocą QbD 
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są bardziej efektywne w obszarach wymagających więcej czasu i specjalistycznej wiedzy, 

dostarczając więcej informacji niż w przypadku standardowego podejścia.  

W tym nowatorskim podejściu do jakości farmaceutycznej, jakość produktu końcowego 

buduje się poprzez identyfikację i kontrolę optymalnego zakresu zmiennych produkcyjnych. 

Gotowe produkty są ostatecznie testowane w celu potwierdzenia jakości [16]. 

Opracowanie skutecznej strategii kontroli rozpoczyna się od zdefiniowania QTPP. 

Pierwsze badania skupiają się na charakterystyce substancji czynnej oraz krytycznych 

właściwościach fizycznych, chemicznych, biologicznych i mikrobiologicznych produktu 

leczniczego. 

Na tym etapie definiowany jest także rozwój procesu. Na przykład, jeśli składnik 

aktywny ma niską rozpuszczalność w wodzie, postać tabletki o natychmiastowym uwalnianiu 

musi zapewniać wystarczające rozpuszczenie leku. Badania toksyczności przeprowadzone  

na wczesnych etapach zapewniają wyjściową ocenę profilu zanieczyszczeń substancji 

czynnej. Szczegółowa analiza mechanizmu i warunków powstawania oraz metod usuwania 

zanieczyszczeń, pozwala na opracowanie szczegółowych elementów i etapów strategii 

kontroli jakości, a także zdefiniowanie kryteriów i metod akceptacji uwzględnionych  

w specyfikacjach. Opracowując strategię kontroli należy uwzględnić także zasady 

zarządzania ryzykiem określone w ICH Q9(R1) [10,16]. 

Podczas produkcji strategia ciągłej kontroli umożliwia zrozumienie i stabilizację 

procesu. Dodatkowo stosowanie podejścia QbD umożliwia bieżącą aktualizację, modyfikację 

i ciągłe udoskonalanie strategii kontroli.  

5.2.8. Analytical Quality by Design (AQbD) 

Szczególną odmianą QbD jest AQbD – zastosowanie QbD do opracowania metod 

analitycznych. Na przestrzeni ostatnich lat pojawiło się wiele publikacji podkreślających 

podejście chemometryczne projektowania eksperymentów (DoE, design of experiments), jako 

nowego narzędzia w dziedzinie analizy farmaceutycznej, szczególnie przy optymalizacji  

i walidacji metod chromatograficznych i technik pokrewnych [17-28]. 

Schemat postępowania przy opracowaniu AQbD (Rysunek 5) jest analogiczny  

do ogólnego podejścia QbD. Poszczególne kroki są takie same, odmienne są jedynie nazwy  

i definicje poszczególnych parametrów.  
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Rysunek 5. Schemat podejścia AQbD (opracowanie własne na podstawie [26]). 

Szczegółowe zastosowanie podejścia AQbD przedstawiłam w Publikacji 1. 

5.3. Koncepcja Design of Experiments (DOE) 

Planowanie doświadczeń (Design of Experiments, DoE) wg ICH Q8(R2) [9] to: 

specyficzne metody empirycznego i półempirycznego modelowania badanych procesów  

i statystycznej analizy danych pomiarowych, które umożliwiają uzyskanie znacznej ilości 

wiarygodnych informacji przy zachowaniu ograniczeń narzucanych na liczbę realizowanych 

pomiarów, a tym samym na koszt badań i termin ich wykonania. Realizacja DoE opiera się  

na szczegółowej analizie zagadnienia, zaprojektowaniu doświadczeń odpowiednio do celu 

badań, wykonaniu eksperymentów oraz analizie statystycznej i interpretacji wyników. 

Schemat postępowania podczas realizacji podejścia DoE przedstawiono na Rysunku 6. 

                
Rysunek 6. Schemat realizacji podejścia DoE (opracowanie własne). 

Początkowym i bardzo ważnym etapem opracowania podejścia DoE jest dokładna 

analiza zagadnienia i odpowiednie zaplanowanie eksperymentów.  
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Pierwszym kryterium doboru odpowiedniego planu eksperymentów jest ilość 

analizowanych zmiennych wejściowych oraz cel DoE, którym może być screening i wybór 

istotnych zmiennych lub optymalizacja i opracowanie przestrzeni projektowej (Design Space, 

DS). Schemat doboru planu eksperymentów w zależności od celu zastosowania  

DoE przedstawiono na Rysunku 7. 

 
Rysunek 7. Schemat doboru odpowiedniego planu eksperymentów w zależności od celu zastosowania DoE 
(opracowanie własne na podstawie [29]). 

Drugim kryterium doboru planów eksperymentów jest typ zmiennych wejściowych.  

W zależności od rodzaju zmiennych wejściowych stosujemy różne plany i analizy 

statystyczne (Rysunek 8). 

 
Rysunek 8. Typy zmiennych wejściowych i wyjściowych i odpowiadające im rodzaje planów 
eksperymentalnych oraz analiz statystycznych ([29]). 
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Liczba eksperymentów jakie należy wykonać rośnie wykładniczo wraz z liczbą 

analizowanych zmiennych. Na Rysunku 9 przedstawiono jak zmienia się liczba koniecznych 

do wykonania eksperymentów planów dwuwartościowych kompletnych i frakcyjnych 

(badane zmienne są na dwóch poziomach). 

Rysunek 9. Liczba koniecznych do wykonania eksperymentów planów dwuwartościowych pełnych (białe)  
i frakcyjnych (zielone, żółte, czerwone) [30]. 

Uwzględniając powyższą prawidłowość, w zależności od celu oraz nakładów czasowych  

i finansowych stosuje się szereg różnych wieloczynnikowych planów eksperymentów. 

Istnieje wiele różnych rodzajów planów eksperymentów, można je rozróżnić  

na podstawie wyprowadzonego modelu (liniowy lub kwadratowy, z interakcjami lub bez), 

ilości poziomów czynników oraz celu badania (screening, optymalizacja). 

Wśród najbardziej efektywnych do optymalizacji i uzyskania dokładnych modeli 

matematycznych, pozwalających na analizę efektów głównych i interakcyjnych dwu i więcej 

wymiarowych przestrzeni eksperymentalnych stosuje się kompletne (pełne) plany 

czynnikowe (full factorial designs), plany centralne kompozycyjne (central composite 

design), plany Box-Behnken’a, plany optymalne i plany dla mieszanin, których schematy 

przedstawiono na Rysunku 10 (A - E). Natomiast wśród najczęściej stosowanych planów  

do badań przesiewowych wyróżnia się: ułamkowe (frakcyjne) plany czynnikowe (fractional 

factorial design), plany Taguchi oraz plany Plackett-Burman’a przedstawione schematycznie 

na Rysunku 10 (F-H):  
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Rysunek 10. Schematy planów eksperymentów dla trzech zmiennych wejściowych [31]. 

Plany czynnikowe, będące podstawą DoE, obejmują eksperymenty dla każdej 

kombinacji poziomów analizowanych czynników. Pełne projekty czynnikowe mają każdą 

możliwą kombinację czynników na wyznaczonych poziomach. Wykonywany jest każdy 

eksperyment. 

Natomiast ułamkowe plany czynnikowe stanowią specyficzny podzbiór pełnego planu. 

Wykonywana jest część eksperymentów pozwalająca na obliczenie określonych 

współczynników modelu.  

Plany czynnikowe dwupoziomowe są stosowane zwykle do badań przesiewowych  

i pozwalają na określenie efektów głównych i interakcyjnych (ale nie wyższych rzędów),  

a frakcjonowanie prowadzi do projektów, które dają tylko główne efekty [32].  

Projekty dwupoziomowe mogą prowadzić jedynie do liniowych modeli odpowiedzi,  

a zatem nie mogą dostarczać informacji o maksimach ani żadnych zależnościach 

nieliniowych. Z kolei wadą pełnych planów czynnikowych na poziomach większych niż dwa 

jest duża liczba eksperymentów. Projekty, które pozwalają na analizę większej liczby 

poziomów bez przeprowadzania eksperymentów na każdej kombinacji poziomów czynników, 

obejmują przestrzeń czynnikową z większą liczbą punktów w pobliżu centrum. Jednym  

z takich projektów jest plan centralny kompozycyjny (Central Composite Design, CCD) 

będący złożeniem dwupoziomowego planu czynnikowego z punktami gwiezdnymi i punktem 

w centrum. Punkty gwiezdne mogą leżeć w równej odległości od centrum lub mogą leżeć  

na ścianach przestrzeni planu. 

Projekt Boxa-Behnken’a zbudowany jest z trzech lub więcej poziomów bez punktów 

gwiezdnych i ekstremów. Może być stosowany do problemów mających trzy lub więcej 

czynników, o których wiadomo, że wartości optymalne leżą w środku zakresów czynników 

[32]. 

Wraz z rozwojem technik obliczeniowych wymagania stawiane planom eksperymentów 

polegające na ułatwianiu obliczeń związanych z wyznaczaniem współczynników modelu 
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stały się mniej istotne. Ważniejsze stało się opracowanie takich metod planowania 

eksperymentów, które umożliwiały niezależne szacowanie współczynników modelu. Nastąpił 

rozwój planów optymalnych, w których optymalizowano wartości wariancji określonych 

parametrów w analizie modelu metodą regresji. Najpopularniejsze plany optymalne to plany: 

D-, E-, A-, G- oraz V-optymalne. Plan D-optymalny minimalizuje wartość uogólnionej 

wariancji parametrów modelu. Plan E-optymalny minimalizuje wartość największej wariancji 

parametrów modelu. Plan A-optymalny minimalizuje średnią wariancję parametrów modelu. 

Plany G-(V-)-optymalne polegają natomiast na minimalizacji największej (średniej) wartości 

wariancji prognozowanej wartości funkcji modelu w punktach stanowiących plan 

eksperymentu. Mając listę dopuszczalnych punktów oraz zadaną liczbę układów, program 

dokona takiego wyboru punktów, aby zoptymalizować odpowiednie kryterium. Takie 

poszukiwanie najlepszego planu nie jest metodą dokładną, lecz raczej procedurą 

algorytmiczną, która używa pewnych strategii przeszukiwania w celu znalezienia najlepszego 

planu w sensie odpowiedniego kryterium optymalizacji [33]. 

Specjalny rodzaj planu dla mieszanin (mixture design) stosuje się przy analizie 

mieszaniny składników, które muszą się sumować do wartości stałej. Powszechnie 

stosowanym sposobem przedstawienia udziałów mieszanin najczęściej złożonych z nie więcej 

niż trzech składników są wykresy we współrzędnych trójkątnych (potrójnych; ang. triangular, 

ternary). Mieszanina trzech składników może być jednoznacznie określona poprzez podanie 

punktu w układzie współrzędnych trójkątnych zdefiniowanych przez trzy zmienne [33]. 

Przestrzeń planu jest więc płaszczyzną trójkątną. 

W przypadku konieczności uwzględnienia dużej liczby zmiennych w celu identyfikacji 

tych, które wpływają na wielkość wyjściową, można zastosować plan doświadczenia 

Plackett-Burman’a, który pozwala na zbadanie jak największej liczby głównych efektów  

przy najmniejszej możliwej liczbie eksperymentów. Jest to budowanie planu doświadczenia  

o rozdzielczości III z tak małą liczbą układów, jak to tylko możliwe. Stosuje się go  

od minimum 11 czynników i daje 12 przebiegów eksperymentalnych bez konieczności punktu 

centralnego [32,33]. 

W ostatnich latach odnotowano wzrastającą popularność metod planowania Taguchi. 

Przykłady znaczącej poprawy jakości w wyniku zastosowania tych metod, należą  

do powszechnie znanych wśród amerykańskich wytwórców [33]. Genichi Taguchi, japoński 

inżynier, zaproponował kilka podejść do planowania eksperymentów, zwanych metodami 

Taguchi. Metody te wykorzystują dwu-, trzy-poziomowe i mieszane frakcyjne plany 

czynnikowe. Taguchi nazywa projekt eksperymentalny „kontrolą jakości off-line”, ponieważ 
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jest to metoda zapewniająca dobrą wydajność na etapie projektowania produktów  

lub procesów. Jednak niektóre projekty eksperymentalne mogą być wykorzystywane w trybie 

on-line w trakcie trwania procesu [34,35]. Chociaż wzory „Taguchi” są podobne do układów 

ułamkowych, to podejście Taguchi wprowadza kilka nowych sposobów konceptualizacji 

eksperymentu, które są bardzo cenne, szczególnie w rozwoju produktu i inżynierii 

przemysłowej. Taguchi zalecał stosowanie projektów układów wewnętrznych i zewnętrznych 

w celu uwzględnienia czynników zakłócających (zewnętrzne), nad którymi mamy kontrolę 

tylko w laboratorium i czynników badanych (wewnętrzne), które kontrolujemy podczas 

prowadzenia eksperymentów. Celem jest uczynienie produktu lub procesu, nad którym mamy 

niewielką kontrolę lub nie mamy jej wcale, bardziej stabilnym. Obrazowo plan Taguchi 

możemy postrzegać jako konwencjonalny projekt uwzględniający czynniki układu 

wewnętrznego z dodatkiem „małego” układu czynnikowego zewnętrznego w każdym rogu 

„pudełka układu wewnętrznego” (Rysunek 10 (G)). 

Bardzo ważnym aspektem stosowania podejścia DoE jest zachowanie warunków 

powtarzalności i losowości (randomizacji). Eksperymenty powinny być wykonywane  

w krótkim czasie na tym samym urządzeniu przez tego samego operatora, czyli w warunkach 

powtarzalności pomiarów. W celu oszacowania wariancji powtarzalności można powtórzyć 

cały plan, ale zazwyczaj wykonuje się co najmniej trzy powtórzenia w centrum. Z kolei,  

aby uniknąć wystąpienia błędu systematycznego ważne jest, aby kolejność wykonania 

eksperymentów była losowa [32,33].  

Rezultatem DoE jest zdefiniowanie przestrzeni projektowej (Design Space, DS.) – 

takiego zakresu parametrów krytycznych procesu i materiałów (CPPs, CMAs), który 

zapewnia spełnienie założonych własności produktu (CQAs). 

5.3.1. Przestrzeń projektowa (Design Space, DS) 

Zdefiniowanie przestrzeni projektowej (Design Space, DS) jest kluczowym etapem 

zastosowania podejścia QbD w przemyśle farmaceutycznym. Ogólny schemat przestrzeni 

projektowej procesu przedstawiono na Rysunku 11.  
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Rysunek 11. Przestrzeń projektowa procesu (opracowanie własne na podstawie [36]). 

DS opisuje wielowymiarowe zależności pomiędzy CQAs i CPPs oraz uwzględnia ich relacje. 

Zależności te można znaleźć stosując ocenę ryzyka, projektowanie eksperymentów (DoE)  

i modelowanie. Przestrzeń projektowa jest specyficzna dla operacji jednostkowej  

lub pojedynczego procesu produkcyjnego i definiuje parametry procesu i ich zakresy,  

o których wiadomo, że wpływają na jakość produktu. DS można również uznać za łącznik 

pomiędzy CQAs i CPPs [37]. Jest to sposób na pokazanie rozwoju zrozumienia procesu,  

a korzyści płynące ze stworzenia przestrzeni projektowej są znaczące chociażby w kwestii 

przedstawienia organom regulacyjnym. 

Najważniejszym punktem w opracowywaniu przestrzeni projektowej jest wykazanie  

lub ustalenie, że niesklasyfikowane parametry wyłączone z DoE nie są krytycznymi 

parametrami procesu i nie wchodzą ze sobą w interakcje. Do identyfikacji interakcji między 

parametrami procesu można wykorzystać badanie przesiewowe DoE (screening zmiennych). 

W przypadku braku interakcji, przedziały pojedynczych zmiennych można bezpośrednio 

dodać do przestrzeni projektowej jako parametry niekrytyczne. 

Takie zdefiniowanie procesu pozwala na bardziej efektywną kontrolę i monitorowanie, 

a tym samym zapewnia jego przewidywalny przebieg [38,39]. 
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6. Założenia i cel pracy 

Celem pracy było wykazanie skuteczności i użyteczności zastosowania podejścia QbD 

oraz zaawansowanych narzędzi statystycznych planowania eksperymentów (DoE) w różnych 

obszarach rozwoju innowacyjnych substancji czynnych i produktów leczniczych tj:  

 opracowania metod analitycznych umożliwiających monitorowanie jakości procesów  

 i produktów na różnych etapach wytwarzania substancji i produktów leczniczych 

 (Publikacja P1), 

 krytyczna analiza literatury dotycząca opracowania i optymalizacji składu i postaci 

 produktów leczniczych (Publikacja P2), 

 opracowania i optymalizacji metody syntezy API na różnych etapach rozwoju 

 technologii (Publikacje P3, P4, P5). 
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7. Omówienie publikacji w kontekście tematyki pracy doktorskiej 

7.1. Publikacja P1 

Implementation of QbD Approach to the Development of Chromatographic Methods for the 

Determination of Complete Impurity Profile of Substance on the Preclinical and Clinical Step 

of Drug Discovery Studies; 

Gurba-Bryśkiewicz L., Dawid U., Smuga D. A., Maruszak W., Delis M., Szymczak K., 

Stypik B., Moroz A., Błocka A., Mroczkiewicz M., Dubiel K., Wieczorek M; 

Int. J. Mol. Sci., 2022, 23, 10720 https://doi.org/10.3390/10.3390/ijms231810720. 

Pierwszym z obszarów zastosowania podejścia QbD oraz DoE podjętych w ramach 

niniejszej rozprawy było opracowanie analitycznej metody chromatograficznej (RP-UHPLC  

z detekcją UV) służącej do określenia pełnego profilu zanieczyszczeń procesowych  

i degradacyjnych, innowacyjnej substancji farmaceutycznej CPL409116, której strukturę 

chemiczną przedstawiono na Rysunku P1.1. 

 
Rysunek P1.1. Wzór strukturalny CPL409116 (Figure 2 z P1). 

Badana API jest dualnym efektywnym inhibitorem kinaz JAK (kinaza Janusa) i ROCK 

(kinaza związana z Rho) [40-42]. Produkt leczniczy zawierający CPL409116 jako substancję 

czynną znajduje się obecnie w III fazie badań klinicznych Celon Pharma S.A.. 

Celem niniejszej pracy było zaprojektowanie nowej szybkiej, prostej i niezawodnej 

metody analitycznej kontroli czystości wytwarzanej substancji, spełniającej formalne 

wymagania jakościowe ilościowego określenia pełnego profilu dziewięciu zanieczyszczeń 

pochodzących z procesu wytwarzania oraz degradacji innowacyjnej substancji 

farmaceutycznej CPL409116. Moje badania skupiły się na wdrożeniu kompletnego podejścia 

AQbD, obejmującego etap screeningu, optymalizację i walidację. 

W pierwszym kroku zdefiniowałam analityczny profilu docelowy (Analytical Target 

Profile, ATP) [21–23], który koncentruje się przede wszystkim na: 
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 zapewnieniu selektywności i specyficzności metody – całkowitym rozdzieleniu API, 

dziewięciu zanieczyszczeń pokrewnych, 

 zapewnieniu odporności metody, 

 osiągnięciu wymaganej czułości metody (limit oznaczalności (LOQ) równy lub niższy  

od 0,05%), 

 zagwarantowaniu liniowości, precyzji i dokładności w odniesieniu do wszystkich 

oznaczanych zanieczyszczeń, 

 potwierdzeniu, że opracowywana metoda może być stosowana do rutynowej kontroli 

jakości, parametry walidacyjne metody spełniają wymagania wytycznej ICH Q2 (R1). 

W kolejnym etapie podejścia AQbD przeprowadziłam analizę ryzyka oraz określiłam 

krytyczne atrybuty metody (Critical Method Attributes, CMAs) i krytyczne parametry metody 

(Critical Method Parameters, CMPs), jako:  

 współczynnik rozdzielczości (Rs) między sąsiadującymi pikami powinien być ≥ 2,0, 

 współczynnik symetrii pików (As) wszystkich analitów powinien mieścić się w zakresie 

0,8 – 1,8. 

W celu identyfikacji CMPs metody chromatograficznej, które mogłyby potencjalnie mieć 

wpływ na wybrane CMAs uwzględniłam diagram ości rybiej [21,24,28], przedstawiony 

schematycznie na Rysunku P1.2. 

 
Rysunek P1.2. Diagram Ishikawa dla krytycznych parametrów metody chromatograficznej (CMP) (Figure 3  
z P1). 

Wielowymiarowej optymalizacji podlegały następujące parametry metody (zaciemnione 

na Rysunku P1.2): rodzaj fazy stacjonarnej (osiem kolumn różniących się składem 

chemicznym i parametrami fazy stacjonarnej), pH składnika wodnego fazy ruchomej, 

początkowy i końcowy skład procentowy składnika organicznego fazy ruchomej  
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oraz temperatura kolumny. W tym badaniu wybrałam elucję z gradientem liniowym,  

który zapewnia zminimalizowanie poszerzenia piku w porównaniu do elucji izokratycznej  

i zapewnia dokładniejsze i bardziej powtarzalne wyniki. Jako parametr modyfikacji gradientu 

stosowałam wartość początkowej i końcowej procentowej ilości fazy organicznej,  

przy zachowaniu stałego czasu gradientu. 

Wartości pozostałych parametrów metody ustaliłam na podstawie wstępnych 

eksperymentów:  

 objętość nastrzyku: 1 µl, 

 czas gradientu: 7 min (czas elucji dla wszystkich związków wynosił poniżej 4 min), 

 szybkość przepływu fazy ruchomej: 0,5 ml/min, 

 rozpuszczalnik organiczny: ACN (MeOH wykluczyłam ze względu na wysoką retencję 

pików i brak rozdzielenia pików dla części badanych związków), 

 długość fali detekcji UV: 297 nm jako maksimum absorbancji JAK01 (CPL409116)  

i ośmiu jego zanieczyszczeń oraz 230 nm do kontroli zanieczyszczenia JAK SM-05. 

Przestrzeń eksperymentalną DOE badań przesiewowych zbudowałam na dwóch 

zmiennych jakościowych: rodzaj kolumny chromatograficznej (8 wartości, C1 – C8)  

i pH roztworu wodnej fazy ruchomej (4 wartości, pH 2,6; 3,2; 4,0; 6;8) oraz dwóch 

zmiennych ilościowych ciągłych: początkowa ilość składnika organicznego fazy ruchomej – 

acetonitrylu (wartości w zakresie od 20% do 25%) i końcowa ilość acetonitrylu (wartości  

w zakresie od 85% do 90%). 

Statystyczny projekt eksperymentalny DoE przeprowadziłam w oparciu o pełny plan 

frakcyjny 22 (dwa czynniki: skład gradientu początkowego i końcowego, każdy na dwóch 

poziomach) z pełnym powtórzeniem dla każdej badanej kolumny i każdego pH wodnej fazy 

ruchomej. Jako zmienne wyjściowe (krytyczne atrybuty metody) wybrałam współczynniki 

rozdzielczości pomiędzy sąsiednimi pikami (Rs) oraz współczynniki symetrii pików 

wszystkich analitów (As). Szybkość przepływu fazy ruchomej, czas gradientu i temperatura 

kolumny były zmiennymi stałymi kontrolowanymi. Na etapie screeningu przeprowadziłam 

ogółem 128 eksperymentów wg planu DoE. 

Uzyskane wyniki chromatograficzne poddałam odpowiedniej analizie statystycznej  

za pomocą oprogramowania STATISTICA [33,43,44], które dostarczyły informacji na temat 

zależności pomiędzy badanymi krytycznymi parametrami metody (CMPs) oraz ich wpływu 

na krytyczne atrybuty metody (CMAs).  
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Zweryfikowałam istnienie liniowych efektów głównych, efektów krzywoliniowych  

i efektów interakcyjnych poszczególnych zmiennych. 

Do wygenerowania 9 modeli współczynników rozdzielczości między wszystkimi parami 

pików (Rs) oraz 10 modeli współczynników symetrii dla wszystkich pików (As) 

zastosowałam wielokrotną regresję liniową. Z obliczonych wstępnie modeli usunęłam efekty 

nieistotne i uwikłane. Oceny istotności każdego badanego parametru metody dokonałam  

na podstawie wartości p uzyskanej w analizie ANOVA (poziom istotności p < 0,05).  

Dla wszystkich modeli uzyskałam dobre dopasowanie do danych eksperymentalnych,  

(R2 powyżej 0,99, brak dopasowania (lack of fit ) nie istotny statystycznie (p > 0,05)). 

Oceny wyników analizy statystycznej dokonałam na podstawie wartości współczynnika 

użyteczności (utility factor) stosowanego w programie STATISTICA [33,43,44].  

Skumulowane wykresy użyteczności dla zmiennych wyjściowych Rs i As  

oraz wielowymiarowe funkcje odpowiedzi (Rysunku P1.3 i Rysunku P1.4) wykorzystałam 

do określenia przestrzeni projektowej, operacyjnej przestrzeni metody (MODR). 
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Rysunek P1.3. Wyniki eksperymentu przesiewowego pokazujące wpływ interakcji kolumn, % rozpuszczalnika 
organicznego na początku i na końcu gradientu oraz pH z CMAs jako wykres funkcji użyteczności  
dla współczynnika rozdzielczości (Rs). C1 – ZORBAX Eclipse Plus C18 (2,1 50 mm, 1,8 µm, Agilent 
Technologies), C2 – Kinetex EVO C18 (2,1 50 mm, 1,7 µm, Phenomenex), C3 – ACQUITY UPLC BEH C18 
(2,1 50 mm, 1,7 µm Waters), C4 – InfinityLab Poroshell 120 Phenyl Hexyl (2,1 50 mm, 1,9 µm, Agilent 
Technologies), C5 – Kinetex Bifenyl (2,1 50 mm, 1,7 µm, Phenomenex), C6 – Kinetex PFP (2,1 50 mm,  
1,7 µm, Phenomenex), C7 – ACQUITY UPLC CSH C18 (2,1 50 mm, 1,7 µm, Waters) i C8 – ACQUITY UPLC 
CSH Fluoro-Phenyl (2,1 100 mm, 1,7 µm, Waters) (Figure 4 z P1). 
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Rysunek P1.4. Wyniki eksperymentu przesiewowego pokazujące wpływ interakcji kolumn, % rozpuszczalnika 
organicznego na początku i na końcu gradientu oraz pH z CMAs jako wykres funkcji użyteczności  
dla współczynnika symetrii (As). C1 – ZORBAX Eclipse Plus C18 (2,1 50 mm, 1,8 µm, Agilent Technologies), 
C2 – Kinetex EVO C18 (2,1 50 mm, 1,7 µm, Phenomenex), C3 – ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1 50 mm,  
1,7 µm Waters), C4 – InfinityLab Poroshell 120 Phenyl Hexyl (2,1 50 mm, 1,9 µm, Agilent Technologies),  
C5 – Kinetex Bifenyl (2,1 50 mm, 1,7 µm, Phenomenex), C6 – Kinetex PFP (2,1 50 mm , 1,7 µm, Phenomenex), 
C7 – ACQUITY UPLC CSH C18 (2,1 50 mm, 1,7 µm, Waters) i C8 – ACQUITY UPLC CSH Fluoro-Phenyl  
(2,1 100 mm, 1,7 µm, Waters) (Figure 5 z P1). 



Omówienie publikacji w kontekście tematyki pracy doktorskiej  
 

 

34 

Na Rysunku P1.5 przedstawiłam przykładowe chromatogramy uzyskane  

przy wybranych parametrach metody z etapu badań przesiewowych. 

 
Rysunek P1.5. Przykładowe chromatogramy uzyskane przy wybranych parametrach metody z badań 
przesiewowych (Figure 6 z P1). 
 



Omówienie publikacji w kontekście tematyki pracy doktorskiej  
 

 

35 

Obliczone optymalne warunki rozdziału chromatograficznego substancji badanej 

CPL409116 i jej dziewięciu zanieczyszczeń zamieściłam w Tabeli P1.3. 

Tabela P1.3. Podsumowanie wyników badań przesiewowych (Table 4 z P1). 

 

W oparciu o wyniki badań przesiewowych, do dalszego etapu optymalizacji metody 

wybrałam następujące układy: (1) kolumna C1 – ZORBAX Eclipse Plus C18, pH 2.6,  

20% ACN na początku gradientu, 85% ACN na końcu gradientu, (2) kolumna C2 – Kinetex 

EVO C18, pH 4.0, 21% ACN na początku gradientu, 86% ACN na końcu gradientu,  
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(3) kolumna C8 – ACQUITY UPLC CSH Fluoro-Phenyl, pH 2.6, 20% ACN na początku 

gradientu, 85% ACN na końcu gradientu. 

W kolejnym etapie opracowywania metody wykonałam analizy dla próbki rzeczywistej 

substancji JAK01 oraz próbki substancji badanej wzbogaconej domieszkami zanieczyszczeń 

w ilości 0,15%, na podstawie których do dalszej weryfikacji metody wybrałam kolumnę 

Zorbax Eclipse Plus C18. Dla wybranej kolumny przeprowadziłam test odporności metody  

z zastosowaniem podejścia DoE, które pozwoliło na jednoczesną zmianę wielu zmiennych  

w różnych kombinacjach. Badania statystycznej analizy odporności metody przeprowadzono 

w oparciu o ułamkowy projekt czynnikowy (2(4-1)) z wartościami punktów centralnych  

i z pełnym powtórzeniem, pozwalający na wykonywanie 18 eksperymentów zamiast 81  

w przypadku zastosowania pełnego planu czynnikowego (34). Eksperymenty w ramach planu 

DoE prowadziłam w losowej kolejności dla roztworu SST i roztworu testowego 

zawierającego substancję JAK01 w stężeniu 0,5 mg/ml i zanieczyszczenia JAK01 w stężeniu 

0,75 µg/ml odpowiadającym poziomowi 0,15%. 

Projekt planu eksperymentu DoE i odpowiadające mu surowe dane są zamieszczone  

w Tabeli P1.4. 

Tabela P1.4. Plan eksperymentu DoE i odpowiadające mu wyniki surowe dla badania odporności metody. 
(Table 5 z P1). 

 

Oprócz zmiennych analizowanych na etapie badań przesiewowych, dodatkowo zbadałam 

temperaturę kolumny i stężenie kwasu mrówkowego. Zakres wartości zmiennych został 

ustalony na podstawie przestrzeni projektowej z etapu screeningu: % ACN na początku 

gradientu 20% ± 1%, % ACN na końcu gradientu 85% ± 1%). Stężenie kwasu mrówkowego 

badano w zakresie 10 mM ± 1 mM, a temperaturę kolumny w zakresie 30°C ± 2°C.  

Graficzna analiza efektów jest przedstawiona na Rysunku P1.6 jako przykład wykresu Pareto 

(dla Rs pomiędzy JAK01 i JAK07 oraz As dla JAK01), który pozwala na identyfikację 

istotnych składników modelu oraz wielkości i kierunku wpływu badanych zmiennych  

na krytyczne atrybuty metody, CMAs. 
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Rysunek P1.6. Wykresy Pareto dla Rs między pikami JAK01 i JAK07 oraz As dla piku JAK01 uzyskane  
w badaniach odporności metody (Figure 8 z P1). 

Na podstawie powyższych wykresów Pareto można stwierdzić, że parametrami metody 

wpływającymi istotnie statystycznie na współczynnik rozdziału między pikami JAK01  

i JAK07 były: efekt interakcji początkowego składu gradientu i stężenia HCOOH  

w wodnej fazie ruchomej, efekt interakcji początkowego składu gradientu i temperatury 

kolumny, efekt główny początkowego składu gradientu oraz efekt główny stężenia HCOOH 

w wodnej fazie ruchomej. Parametry istotnie statystycznie wpływające na współczynnik 

symetrii piku JAK01 to: temperatura kolumny, końcowy skład gradientu, początkowy skład 

gradientu, efekt interakcji początkowego i końcowego składu gradientu, efekt interakcji 

początkowego składu gradientu i stężenia HCOOH w wodnej fazie ruchomej oraz efekt 

interakcji początkowego składu gradientu i temperatury kolumny. 

Analiza uzyskanych wyników posłużyła do oszacowania ostatecznej przestrzeni 

projektowej opracowywanej metody (MODR). 

Wyniki analizy statystycznej wskazują, że, że założone wymagania dla CMAs  

są spełnione w całym badanym zakresie CMPs – współczynniki użyteczności znacznie 

powyżej 0,0, w pobliżu wartości maksymalnej równej 1,0.  



Omówienie publikacji w kontekście tematyki pracy doktorskiej  
 

 

38 

Do zdefiniowania ostatecznej przestrzeni projektowej opracowywanej metody (MODR) 

obliczyłam mapy prawdopodobieństwa za pomocą symulacji Monte-Carlo [21,22], 

propagując błąd predykcyjny za pomocą równania modelu na CMA i obliczając 

prawdopodobieństwo osiągnięcia zamierzonych celów. Próg ryzyka niepowodzenia ustaliłam 

na 10%. 

Ostateczna operacyjna przestrzeń projektowa metody (MODR) odpowiada następującym 

wartościom analizowanych parametrów metody: 20% ± 1% ACN na początku gradientu,  

85% ± 1% ACN na końcu gradientu, stężenie kwasu mrówkowego 10 mM ± 1 mM  

i temperatura kolumny 30°C ± 2°C. 

W oparciu o badania odporności opracowałam strategię kontroli metody identyfikując 

kryteria przydatności systemu.  

Ostatnim etapem badań była walidacja opracowanej metody zgodnie z wytycznymi  

ICH Q2(R1) [45]. Dane walidacyjne są przedstawione w Tabeli P1.5 Wyniki walidacji 

potwierdziły odpowiedniość metody do zamierzonego celu. Zgodnie z założeniami 

opracowana metoda oznaczania zawartości zanieczyszczeń CPL409116 (JAK01) jest 

specyficzna (Rs ≥ 2,0), liniowa (R = 0,99), precyzyjna (RSD < 10,0%). Wartość stężenia  

LOQ mieści się w progu raportowania wynoszącym 0,05% dla wszystkich zanieczyszczeń. 

Tabela P1.5. Podsumowanie wyników walidacji metody (Table 6 z P1). 

 

Opracowaną metodę ostatecznie została zastosowana do analizy rzeczywistej próbki 

substancji CPL409116 pochodzącej z wielkoskalowego procesu syntetycznego.  

Na Rysunku P1.7 przedstawiono chromatogramy roztworu substancji badanej JAK01  

i roztworu substancji badanej JAK01 z dodatkiem zanieczyszczeń na poziomie 0,15%. 
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Rysunek P1.7. Chromatogramy roztworu substancji badanej JAK01 (A) i roztworu substancji badanej JAK01  
z dodatkiem zanieczyszczeń na poziomie 0.15% przy 230 nm (B) i 297 nm (C), na kolumnie ZORBAX Eclipse 
Plus C18 (2.1 × 50 mm, 1.8 µm, Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) (Figure 9 z P1). 

Powyższa praca wykazała skuteczne zastosowanie AQbD oraz DoE do opracowania szybkiej, 

prostej i niezawodnej chromatograficznej metody analitycznej oznaczania zawartości 

zanieczyszczeń innowacyjnej substancji aktywnej CPL409116 (JAK01), spełniającej 

wymagania regulacyjne i z powodzeniem stosowanej do rutynowych oznaczeń. 

Zastosowanie podejścia DOE i ułamkowego planu czynnikowego z punktem środkowym 

pozwoliło na wykazanie odporności metody za pomocą ograniczonej liczby eksperymentów. 
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7.2. Publikacja P2 

Quality by Design (QbD) and Design of Experiments (DoE) as a Strategy for Tuning Lipid 

Nanoparticle Formulations for RNA Delivery; 

Gurba-Bryśkiewicz L., Maruszak W., Smuga D. A., Dubiel K., Wieczorek M.; 

Biomedicines, 2023, 11, 2752, https://doi.org/10.3390/biomedicines11102752. 

Drugim obszarem zastosowania podejścia QbD oraz DoE zbadanym w oparciu o 

przegląd literatury w ramach niniejszej rozprawy jest optymalizacja składu produktów 

farmaceutycznych zawierających nanocząstki lipidowe RNA (RNA-LNP). 

W ciągu ostatnich lat w wielu artykułach naukowych opisano rozwój badań nad 

nanocząsteczkami lipidowymi z RNA do różnych celów klinicznych, np. w profilaktyce 

chorób zakaźnych, leczeniu chorób rzadkich, genetycznej terapii zastępczej, terapii 

nowotworowej [46]. Ponadto, pandemia koronawirusa 2019 (COVID-19) oraz pojawienie  

się bezpiecznych i skutecznych szczepionek RNA sprawiły, że technologia RNA znalazła  

się w czołówce innowacji medycznych.  

W publikacji przeglądowej wchodzącej w skład cyklu pracy doktorskiej przedstawiłam 

analizę zastosowania podejścia QbD i DoE w rozwoju nanocząstek LNP-RNA na przykładach 

prac opublikowanych w ciągu ostatnich 10 lat [47-62]. W pierwszej części pracy opisałam 

koncepcje QbD, oceny ryzyka, projektowania eksperymentów (DoE) i technologii analizy 

procesowej (PAT). Następnie przedstawiłam przykłady badań wykorzystujących podejście 

QbD i/lub DoE w celu optymalizacji preparatów zawierających RNA-LNP. Wyniki 

zamieściłam w Tabeli 1 w niniejszej publikacji. Przeprowadziłam szczegółową analizę 

optymalizowanych zmiennych i ich zakresu w podejściu DOE oraz przedstawiłam  

w Tabeli 1S w suplemencie niniejszej publikacji szczegółowe wyniki uzyskane w ramach 

opisywanych prac. 

Implementacja QbD w rozwoju nanocząstek lipidowych z RNA jest ściśle powiązana  

z ich strukturą (Rysunek P2.1) oraz głównym celem terapeutycznym. 
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Rysunek P2.1. Schemat poglądowy struktury układu RNA-LNP (opracowanie własne na podstawie [47]) 
(Figure A z P2). 

Główne elementy składowe podejścia QbD, zdefiniowane podobnie w różnych 

opublikowanych badaniach, obejmują następujące parametry [48]: 

 QTPP: bezpieczeństwo i skuteczność, 

 CQAs: wielkość cząstek z-average, współczynnik polidyspersyjności PDI, potencjał 

zeta, efektywność enkapsulacji, wydajność ładowania, stabilność, warunki 

przechowywania, skład lipidowy, 

 CMAs: stosunek N/P, rodzaj lipidów, nietoksyczność, biodegradowalność, 

 Krytyczne parametry procesu (CPPs): temperatura, mikroprzepływy, filtracja. 

Z uwagi na złożoną budowę RNA-LNP, wiele parametrów składu wpływa  

na bezpieczeństwo i efektywność i wymaga optymalizacji. W tym celu zostało wdrożonych 

wiele różnych rodzajów planów eksperymentalnych. W pięciu pracach zastosowano pełne 

plany czynnikowe (full factorial design, FFD) [49,50,56,63,64]. Frakcyjne plany czynnikowe 

(fractional factorial design, FFD) z punktem centralnym wykorzystali w swoich badaniach 

Cun D. i in. [65] oraz Young R.E. [58], a z kolei Kauffman K.J. i in. [63] oraz Hashiba A.  

i in. [66] zastosowali frakcyjny projekt czynnikowy Taguchi. Plan Box- Behnken’a 

przeprowadzono w pracach Ly H.H. [60] oraz Terada T. i in. [67]. Optymalizację w oparciu  

o plan I-optymalny przeprowadzili Thanki K. i inni [49,50] oraz Lokras A. [46], a z kolei plan 

D-optymalny zastosował Bastogne T. i inni [60]. Definitive screening design (DSD) 

przeprowadzono w trzech pracach [58,60,63]. Plan centralny kompozycyjny (Central 

Composite Design, CCD) wykorzystał Zheng Q. [51]. 
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W ramach wykorzystania podejścia DoE zastosowano szeroką gamę analiz 

matematycznych i statystycznych oraz metod modelowania. Korelacje badano w pracach 

[68,69]. Metodę analizy regresji najmniejszych kwadratów zastosowano w publikacjach 

[52,56,58,63,64,66]. Analizę wariancji ANOVA przeprowadzono w badaniach  

[46,50,51,53,60,66]. Metodologię powierzchni odpowiedzi (Response Surface Methodology, 

RSM) zastosowano do analizy wyników DoE w pracach [48,54,62]. Tradycyjne testy  

i modelowanie statystyczne oparte na ANOVA i analizie regresji zostały zastąpione przez 

metody sztucznej inteligencji i uczenia maszynowego, np. sieci neuronowe [56], a do oceny 

predykcji modelu wykorzystano metodę estymacji Bayesowskiej, kontrolę predykcyjną  

i korelację krzyżową. Z metodologicznego punktu widzenia największą innowacyjnością  

w farmacji jest rozwój samouczących się modeli grupujących (Self Validated Ensemble 

Model, SVEM), szczególnie w powiązaniu z projektowaniem mieszanin [55].  

Praca stanowi przegląd stosowania podejścia QbD do opracowywania nanoukładów 

lipidowych zawierających różne typy RNA, w odniesieniu do obowiązujących wymogów 

regulacyjnych oraz przy użyciu nowoczesnych matematycznych i statystycznych metod 

projektowania. Zebrane konkluzje są użytecznym narzędziem dla badaczy i wytwórców  

w obszarze farmaceutycznym.  
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7.3. Publikacja P3 

The design of experiments (DoE) in optimization of an aerobic flow Pd-catalyzed oxidation of 

alcohol towards an important aldehyde precursor in the synthesis of phosphatidylinositide  

3-kinase inhibitor (CPL302415); 

Michałek S., Gurba-Bryśkiewicz L., Maruszak W., Zagozda M., Maj A. M., Ochal Z.,  

Dubiel K., Wieczorek M.; 

RSC Adv., 2022, 12, 33605-33611, https://doi.org/10.1039/d2ra07003k. 

Kolejnym obszarem skutecznego wykorzystania metod DoE w ramach niniejszej pracy 

doktorskiej była optymalizacja warunków reakcji syntezy API (CPL302415) w reaktorze 

przepływowym.  

CPL302415 to związek opracowany przez firmę Celon Pharma S.A. Należy do pierwszej 

klasy inhibitorów PI3K (3-kinazy fosfoinozytydu) zawierającej cztery heterodimeryczne 

białka (PI3Kα, PI3Kβ, PI3Kγ, PI3Kδ) i uważanej za efektywną w leczeniu wielu chorób, 

takich jak SLE (toczeń rumieniowaty układowy), stwardnienie rozsiane, astma, choroby 

zapalne, autoimmunologiczne i układu oddechowego [70-75].  

Związek CPL302415 jest inhibitorem kinazy PI3Kδ oparty na rdzeniu  

pirazolo[1,5-a]pirymidynowym (Rysunek P3.1) obecnie będący w fazie badań 

przedklinicznych Celon Pharma S.A. w terapii tocznia rumieniowatego w podaniu doustnym.  

 
Rysunek P3.1. Wzór strukturalny CPL302415 (Fig. 1 z P3). 

Synteza CPL302415 w skali laboratoryjnej została opisana w publikacji Stypik, 

Michałek et al. [74]. W procesie tym związek otrzymywany jest z komercyjnie dostępnego 

substratu (SM) w 4-etapowej syntezie. 

Etap utleniania alkoholu pierwszorzędowego, {5-[2-(difluorometylo)-2,3-dihydro-1H-1,  

3-benzodiazol-1-ilo]-7-(morfolin-4-ylo)pirazolo[1,5-a]pirymidyn-2-ylo}metanolu (1) do 5-[2-
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(difluorometylo)- 1H-benzimidazol-1-ilo]-7-(morfolin-4-ylo)pirazolo[1,5-a]pirymidyno- 

2-karbaldehydu (3) jest krytycznym etapem w syntezie CPL302415.  

Selektywne utlenianie prekursorów farmaceutycznych, które często są złożonymi 

cząsteczkami organicznymi zawierającymi wiele grup funkcyjnych, jest na ogół bardzo 

wymagające [75]. Celem badań było opracowanie parametrów prowadzenia katalitycznego 

selektywnego utleniania grupy alkoholowej do aldehydu z dużą wydajnością,  

a także utworzenie jednego podwójnego wiązania w pierścieniu benzimidazolowym, co jest 

bardzo ważne dla stabilności CPL302415. Dodatkowo etap utleniania powinien być 

zrównoważony pod względem ekonomicznym i środowiskowym oraz łatwy  

do zaimplementowania w produkcji na dużą skalę farmaceutycznej substancji aktywnej (API) 

(CPL302415). Etap ten sprawiał najwięcej trudności także ze względu na niską 

rozpuszczalność substratu w większości rozpuszczalników organicznych.  

W ramach badań związanych z etapem utleniania alkoholu do aldehydu, będącego 

bezpośrednim substratem do otrzymania CPL302415, opracowano reakcję w reaktorze 

przepływowym z wykorzystaniem gazowego tlenu, preferowanego na dużą skalę ze względu 

na niski koszt i niewielki wpływ na środowisko oraz octanu palladu Pd(OAc)2, jako taniego  

i przyjaznego dla środowiska katalizatora. [76-83]. 

Badania przepływowe przeprowadzono przy użyciu połączonych dwóch systemów 

Vapourtec easy-Medchem składających się z pomp perystaltycznych razem z czterema 

reaktorami rurowymi PFA (10 mL, średnica wewnętrzna = 1 mm). 

Do określenia krytycznych parametrów procesu i ich interakcji oraz ustalenia 

optymalnych warunków reakcji dla uzyskania wysokiej wydajności i niskich poziomów 

zanieczyszczeń zastosowałam podejście DoE.  

W pierwszym etapie przeprowadziłam screening parametrów na podstawie ułamkowego 

planu sześcioczynnikowego dwupoziomowego (2(6–3)) (Tabela P3.1) zawierającego dziesięć 

eksperymentów i dwa powtórzenia w punkcie centralnym dla zbadania odtwarzalności.  
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Tabela P3.1. Parametry wejściowe i wyniki uzyskane na podstawie planu 2(6–3) (Table 1 z P3). 

 

Optymalizacji wielowymiarowej poddałam parametry wejściowe w następujących zakresach: 

temperatura 80-120°C, przepływ reagentów oraz tlenu 0,1-1 ml/min, ilość katalizatora  

5-40 %mol, ilość ekwiwalentów pirydyny względem katalizatora od 1,3 do 4, ciśnienie 

układu 2-5 bar. 

Aby ułatwić odpowiednie wymieszanie strumieni i zapewnić właściwy stosunek 

substrat/katalizator, przepływy katalizatora i roztworu substratu były identyczne. Aby uzyskać 

rozpuszczalność wszystkich składników reakcji, substrat 1 rozpuszczono w mieszaninie 

toluenu i kaprolaktonu w niskim stężeniu (0,0125 M). Utlenianie prekursora CPL302415 

tlenem cząsteczkowym w przepływie może prowadzić do wielu produktów: alkoholu  

z odzyskanym podwójnym wiązaniem w pierścieniu benzimidazolowym (2), pożądanego 

aldehydu z odzyskanym podwójnym wiązaniem (3) i nadmiernie utlenionego produktu 

kwasowego (4). W badaniach w ramach niniejszej pracy zaobserwowano głównie produkty  

2 i 3, a produkt kwasowy powstał w bardzo ograniczonej ilości w określonych warunkach.  

Na podstawie wyników badań przesiewowych DoE (Tabela P3.1) wygenerowałam 

model matematyczny z głównymi efektami liniowymi dla wydajności produktu 3 z dobrym 

dopasowaniem do danych eksperymentalnych, R2 = 0,86. Analiza ANOVA pokazała, że ilość 

katalizatora, temperatura, szybkość przepływu reagentów i ciśnienie O2 mają statystycznie 

istotny (p < 0,05) wpływ na wydajność powstawania produktu 3. Najważniejszy pozytywny 

wpływ (p = 0,0032) na wydajność aldehydu miała ilość katalizatora. Korzystny wpływ  

na wydajność syntezy 3 miała również temperatura (p = 0,0072) i prędkość przepływu 

odczynników (p = 0,0094). Prędkość przepływu O2 miała natomiast negatywny wpływ  
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(p = 0,0116). Ciśnienie O2 miało niewielki pozytywny wpływ (p = 0,0347), natomiast wpływ 

ekwiwalentu pirydyny względem katalizatora był bliski granicy poziomu istotności  

(p = 0,052) (Rysunek P3.2). 

 
Rysunek P3.2. Podsumowanie wyników analizy statystycznej dla planu 2(6–3) (Figure S1 z P3). 

W kolejnym etapie stosowania DoE zaplanowałam badania optymalizacyjne  

z zastosowaniem planu centralnego kompozycyjnego (CCD) i metodologii powierzchni 

odpowiedzi (RSM). Optymalizacji poddałam trzy parametry, które na podstawie badania 

przesiewowego DoE miały największy wpływ na wydajność reakcji: ilość katalizatora, 

temperatura i szybkość przepływu odczynników (Tabela P3.2).  
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Tabela P3.2. (odpowiada Table 2) Parametry wejściowe i wyniki na podstawie planu centralnego 
kompozycyjnego (CCD) i modelu powierzchni odpowiedzi (RSM). 

 

Wartości pozostałych parametrów dobrałam tak, aby zmaksymalizować wydajność produktu 

aldehydu w oparciu o wyniki etapu analizy przesiewowej. Ciśnienie tlenu ustawiono na 5 bar 

(im wyższe, tym wyższa wydajność), przepływ tlenu na 0,1 ml/min (im niższa, tym większa 

wydajność), a ekwiwalent pirydyny względem katalizatora na 1,3 (brak istotnego wpływu  

na wydajność). 

Uzyskałam bardzo dobre dopasowanie modelu CCD do danych eksperymentalnych,  

R2 = 0,92. Główne statystycznie istotne efekty badanych parametrów na wydajność 

powstawania aldehydu miały charakter liniowy, podobnie jak te uzyskane z frakcyjnego planu 

czynnikowego. Stwierdziłam jednak dodatkowy wpływ interakcji ilości katalizatora  

z szybkością przepływu odczynników, jako istotny statystycznie efekt dodatni (p = 0,0157). 

Efekty kwadratowe nie wykazały istotności statystycznej (Rysunek P3.3). Ilość katalizatora 

miała najbardziej pozytywny wpływ (p = 0,0024) na wydajność produktu w oparciu o model 

CCD (RSM). Temperatura (p = 0,0080) i przepływ reagentów (p = 0,0414) wykazały również 

istotny pozytywny efekt. 
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Rysunek P3.3. Podsumowanie wyników analizy statystycznej dla planu centralnego kompozycyjnego (CCD)  
i modelu powierzchni odpowiedzi (RSM) (Figure S2 z P3). 

Jak wynika z modelu CCD, maksymalne przewidywane wydajności syntezy aldehydu  

w badanym zakresie nie przekraczały 80% przy maksymalnej ilości katalizatora (40%), 

temperatury (120°C) i przepływu reagentów (1,0 ml/min) (Rysunek P3.4). 

 
Rysunek P3.4. Powierzchnia odpowiedzi wydajności powstawania aldehydu uzyskana na podstawie planu 
centralnego kompozycyjnego 23, temperatura = 120°C, PO2 = 5 bar, VO2 = 0,1 ml/min (Figure 2 z P3). 
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Bazując na danych literaturowych [84] oraz doświadczeniach z reakcjami 

katalitycznymi wątpliwości wzbudził brak zależności efektywności reakcji od ekwiwalentu 

pirydyny względem katalizatora. W celu potwierdzenia tego efektu zostały przeprowadzone 

dodatkowe eksperymenty DoE zgodnie z planem D-optymalnym z trzema zmiennymi 

parametrami: katalizator, ekwiwalent pirydyny względem katalizatora i przepływ 

odczynników (Tabela P3.3). 

Tabela P3.3. Parametry wejściowe i wyniki na podstawie planu D-optymalnego (Table 3 z P3). 

 

Ciśnienie tlenu ustawiono na 5 bar, przepływ tlenu na 0,1 ml/min, a temperaturę na 120°C. 

Otrzymany model potwierdził, że ekwiwalent pirydyny względem katalizatora ma niewielki 

wpływ na wydajność reakcji (Rysunek P3.5). 

 
Rysunek P3.5. Powierzchnia odpowiedzi wydajności powstawania aldehydu uzyskana na podstawie planu  
D-optymalnego, temperatura = 120°C (Figure S3 z P3). 

Ponadto, uzyskane wyniki potwierdziły, że w badanym zakresie maksymalna przewidywana 

wydajność wynosi 85% przy maksymalnej wartości ilości katalizatora 40%, przepływie 

odczynników 1,0 ml/min i ekwiwalencie pirydyny względem katalizatora wynoszącym 4  

(84% dla równoważnika pirydyny względem katalizatora 1,3). 
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Zastosowanie różnych narzędzi podejścia DoE umożliwiło znalezienie istotnych 

czynników wpływających na efektywność procesu oraz określenie zakresu operacyjnego 

dającego maksymalne wydzielanie produktu. 

Katalityczne utlenianie alkoholu 1 tlenem w przepływie gazu i cieczy w obecności 

Pd(OAc)2/pirydyny charakteryzuje się wyższą wydajnością, lepszą oszczędnością, mniejszym 

wpływem na środowisko i mniejszym zużyciem energii. Ponadto strumień reagentów  

z procesu utleniania może zostać wykorzystany do kolejnego etapu syntezy, eliminując 

konieczność izolacji półproduktów oraz ich oczyszczania. Uzyskane za pomocą DoE wyniki 

pozwoliły udoskonalić proces syntezy CPL302415 w porównaniu do dwóch już istniejących 

metod stechiometrycznych. 
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7.4. Publikacja P4 

Development and optimization of a continuous flow ester reduction with LiAlH4 in the 

synthesis of a key intermediate for a PI3Kδ inhibitor (CPL302415); 

Michałek S., Maj M. A.; Gurba-Bryśkiewicz L., Maruszak W., Zagozda M., Ochal Z.,  

Dubiel K., Wieczorek M.; 

React. Chem. Eng., 2023, Advanced Article, https://doi.org/10.1039/D2RE00561A. 

W Publikacji 4 wchodzącej w skład cyklu niniejszej pracy doktorskiej zastosowałam 

metody DoE do optymalizacji kolejnego etapu reakcji syntezy CPL302415, redukcji  

w reaktorze przepływowym. Celem badań było opracowanie katalitycznej  

lub stechiometrycznej reakcji redukcji grupy estrowej w 5-[2-(difluorometylo)-1H-

benzimidazol-1-ilo]-7-(morfolin-4-ylo)pirazolopirymidyno-2-karboksylanie (1) do 

odpowiedniego alkoholu pierwszorzędowego, {5-[2-(difluorometylo)-1H-1,3-benzodiazol-1-

ilo]-7-(morfolin-4-ylo)pirazolo[1,5-a]pirymidyn- 2-l}metanolu (2), w procesie ciągłego 

przepływu tak, aby możliwe było połączenie procesu w sekwencję teleskopową z etapem 

utleniania alkoholu (2) do aldehydu (3), opisanym w Publikacji P3. 

Uwodornienie grupy estrowej substratu (1) może prowadzić do powstania wielu produktów: 

substratu z uwodornionym pierścieniem benzimidazolowym (1b) (Rysunek P4.1), 

pożądanego alkoholu z podwójnym wiązaniem w pierścieniu benzimidazolowym (2)  

oraz alkoholu ze zredukowanym wiązaniem podwójnym w pierścieniu benzimidazolowym 

(2b). 

 
Rysunek P4.1. Schemat reakcji redukcji estru 1 katalizowanej Ru (Table 1 z P4). 

W celu optymalizacji warunków reakcji i uzyskania maksymalnej wydajności produktu 

(2) przy minimalizacji ilości produktu ubocznego (2b) wykorzystałam podejście 

projektowania eksperymentów (DoE). 

Zastosowałam plan centralny kompozycyjny (CCD) 24 z dwoma powtórzeniami w punkcie 

centralnym oraz metodologię powierzchni odpowiedzi (RSM). Reakcja była prowadzona  

na katalizatorze Ru-PNN. W optymalizacji wielowymiarowej wzięłam pod uwagę 
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następujące czynniki: ilość katalizatora (w zakresie 2,5 – 5%), temperatura (w zakresie  

50 – 80 °C), ciśnienie wodoru H2 (w zakresie 50 – 75 bar) oraz czas reakcji (w zakresie  

6 – 24 godziny) (Tabela P4.1). 

Tabela P4.1. Wyniki reakcji redukcji estru 1 katalizowanej Ru-PNN uzyskane na podstawie dla planu 
centralnego kompozycyjnego CCD 24 (Table S2 z P4). 

 

Dopasowanie otrzymanego modelu CCD wyniosło R2 = 0,73. Na podstawie wyników 

analizy ANOVA wykazałam, że wydajność reakcji redukcji zależy istotnie statystycznie  

od następujących czynników: efektu interakcji ilości katalizatora z temperaturą (efekt ujemny, 

p = 0,0124 ), ciśnienia H2 (dodatni efekt liniowy, p = 0,0180 i dodatni efekt kwadratowy  

p = 0,0141), temperatury (dodatni efekt liniowy, p = 0,0224), czasu reakcji (ujemny efekt 

kwadratowy, p = 0,0240) (Rysunek P4.2). 
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Rysunek P4.2. Podsumowanie wyników analizy statystycznej dla planu centralnego kompozycyjnego (CCD) 24 
(Figure S1 z P4). 

Jak wynika z modelu CCD, przewidywaną wydajność produktu (2) powyżej 98% 

można uzyskać przy ilości katalizatora 2,5%, w temperaturze 80°C, przy ciśnieniu H2 75 bar  

i przy czasie prowadzenia reakcji (w zakres od 6,5 do 18,5 godziny, maksimum wydajności 

uzyskano do 12,8 godziny) (Rysunek P4.3 a i b). Generalnie, dla ilości katalizatora 2,5%  

i przy ciśnieniu H2 75 barów (Rysunek P4.3 a) w całym zakresie temperatur 

zaobserwowałam maksymalną wydajność reakcji syntezy alkoholu (2) przy czasie reakcji  

w zakresie od 6 do 20 godzin. Przy krótszym czasie reakcji substrat (1) nie został zużyty 

całkowicie, ale z drugiej strony przy czasie powyżej 20 godzin, wygenerowano więcej 

produktu ubocznego (2b). W temperaturze poniżej 60°C wydajność alkoholu (2)  

nie przekraczała 60%. Dla ilości katalizatora 2,5% i temperatury 80°C obserwowano dość 

wąski optymalny zakres ciśnienia H2. Maksymalną wydajność produktu (2) osiągnięto przy 

ciśnieniu około 73–75 barów, a przy ciśnieniu H2 poniżej 70 barów wydajności  

nie przekraczały 60%. 



Omówienie publikacji w kontekście tematyki pracy doktorskiej  
 

 

54 

 
Rysunek P4.3. Powierzchnia odpowiedzi wydajności powstawania alkoholu 2 uzyskana na podstawie planu 
centralnego kompozycyjnego 24, (a) ilość katalizatora = 2,5%, ciśnienie H2 = 75 bar, (b) ilość katalizatora  
= 2,5%, temperatura = 80°C (Figure 3a i 3b z P4). 

Podejście DoE w ramach Publikacji P4 zastosowałam również do optymalizacji 

alternatywnej, w stosunku do katalitycznej, reakcji redukcji estru (1) do alkoholu (2)  

w reaktorze przepływowym z zastosowaniem LiAlH4. Eksperymenty zostały wykonane 

według planu centralnego kompozycyjnego (CCD) 23. Optymalizacji poddałam trzy czynniki: 

temperaturę (w zakresie 0 – 40°C), czas reakcji (w zakresie 0,5 – 10 min) oraz ilość 

ekwiwalentów LiAlH4 (w zakresie 1,0 – 1,6). Szczegółowy plan eksperymentów oraz 

uzyskane wyniki są przedstawione w Tabeli P4.2.  

Tabela P4.2. Parametry wejściowe i wyniki uzyskane na podstawie planu centralnego kompozycyjnego (CCD) 
23 dla reakcji redukcji estru 1 w obecności LAH (Table 2 z P4). 

 

Dopasowanie otrzymanego modelu CCD wyniosło R2 = 0,82. Na podstawie wyników analizy 

ANOVA wykazałam, że wydajność reakcji redukcji zależy istotnie statystycznie jedynie  

od ilości ekwiwalentów LiAlH4 (negatywny efekt liniowy, p = 0,0426) (Rysunek P4.4).  
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Rysunek P4.4. Podsumowanie wyników analizy statystycznej planu centralnego kompozycyjnego (CCD) 23  
dla reakcji redukcji estru 1 w obecności LAH (Figure S3 z P4). 

Kolejnymi czynnikami wpływającymi na wydajność reakcji były efekty interakcyjne 

ekwiwalentu LiALH4 z temperaturą i czasem prowadzenia reakcji. Efekty te były negatywne, 

ale nie wykazały istotności statystycznej. Według modelu temperatura nie miała istotnego 

wpływu na konwersję substratu i ilość utworzonego (2b), ale miała istotny statystycznie 

pozytywny wpływ liniowy na ilość produktów ubocznych (im wyższa temperatura,  

tym więcej zanieczyszczeń). Zależności wydajności reakcji od zmieniających się wartości 

optymalizowanych parametrów przedstawiono na Rysunku P4.5. 
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Rysunek P4.5. Wybrane wykresy powierzchni odpowiedzi wydajności powstawania alkoholu 2 uzyskane  
na podstawie planu centralnego kompozycyjnego (CCD) 23 dla reakcji redukcji estru 1 w obecności LAH  
(Figure S4 z P4). 

Na podstawie uzyskanego modelu obliczyłam, że maksymalna przewidywana 

wydajność reakcji syntezy alkoholu (2) w badanym zakresie wynosiła 77,3% przy minimalnej 

wartości temperatury (0°C), minimalnej wartości ekwiwalentu LiAlH4 (1,0) i maksymalnym 

czasie (10 min) (Rysunek P4.6).  

 
Rysunek P4.6. Powierzchnia odpowiedzi wydajności powstawania alkoholu 2 uzyskane na podstawie planu 
centralnego kompozycyjnego (CCD) 23 dla reakacji redukcji estru 1 w obecności LAH, ekwiwalent  
LiALH4 = 1,0 (Figure 5 z P4). 

Z uwagi na fakt, że chłodzenie nie jest preferowane w procesie przepływowym  

i utrzymanie optymalnej na podstawie modelu temperatury 0°C byłoby kłopotliwe, 

obliczyłam, przy jakich wartościach ekwiwalentu LiAlH4 i czasu reakcji można byłoby 

uzyskać maksymalną wydajność syntezy produktu (2) w bardziej użytkowej temperaturze 
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20°C. Przy minimalnej wartości równoważnika LiAlH4 (1,0) i maksymalnym czasie  

(10 minut) i temperaturze 20°C, teoretyczna aproksymowana na podstawie modelu wydajność 

reakcji syntezy (2) wyniosła 67%. W celu weryfikacji wyników teoretycznych 

przeprowadzono reakcje przez 10 minut, z użyciem 1,0 ekwiwalentu LiAlH4 i w temperaturze 

0°C oraz 20°C. W temperaturze 0°C uzyskano pełną konwersję substratu (1) i wydajność 

reakcji zbliżoną do obliczonej, wynoszącą 70,3% (2) i 20,6% (2b). Dla reakcji prowadzonej  

w temperaturze 20°C uzyskana rzeczywista sumaryczna wydajność dla obu zredukowanych 

produktów (2 i 2b) była zgodna z teoretyczną, a wydajności poszczególnych alkoholi 

nieznacznie odbiegały od wartości teoretycznych i wynosiły odpowiednio 53,8% (2)  

oraz 32,4% (2b). Pomimo niezadowalających wstępnych wyników selektywności reakcji 

redukcji prowadzonej w temperaturze 20°C, ale z uwagi na fakt, że warunki te byłyby 

niezwykle korzystne z punktu widzenia prowadzenia procesu w większej skali  

(nie wymagałyby zastosowania żadnych dodatkowych elementów chłodzących  

ani grzewczych) przeprowadzono syntezę w skali 1 g. Uzyskano 83% wydajności pożądanego 

produktu (2) z zadowalającą selektywnością.  

Zastosowanie podejścia DoE pozwoliło poznać i skutecznie zoptymalizować 

prowadzenie procesu redukcji otrzymywania alkoholu (2) w reaktorze przepływowym, 

stanowiącego drugi etap wytwarzania innowacyjnej substancji czynnej CPL302415.  
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7.5. Publikacja P5 

Fast Claisen condensation reaction optimization in a continuous flow reactor; 

Michałek S.; Powała A.; Gurba‑Bryśkiewicz L.; Piórkowska N.; Olejkowska P.; Yamani A.; 

Ochal Z.; Dubiel K.; Wieczorek M.; 

Monatsh Chem, 2023, 154, 1307–1314, https://doi.org/10.1007/s00706-023-03121-z. 

Publikacja 5 wchodząca skład cyklu niniejszej pracy doktorskiej przedstawia 

zastosowanie podejścia DoE do optymalizacji jednego z etapów syntezy związku 

CPL304110, inhibitora pan-FGFR [85] (Rysunek P5.1) z wykorzystaniem reaktorów 

przepływowych. 

 
Rysunek P5.1. Schemat reakcji kondensacji Claisena w syntezie związku CPL304110 (Scheme 1 z P5). 

Wstępnie opracowany etap syntezy w reaktorze okresowym z użyciem etanolu jako 

rozpuszczalnika oraz etanolanu sodu jako zasady trwał 20 h w temperaturze pokojowej,  

a wydajność otrzymywania produktu po oczyszczeniu wynosiła 73%. Badania w ramach 

niniejszej publikacji miały na celu skrócenie czasu prowadzenia reakcji oraz podwyższenie 

wydajności. 

Optymalizację parametrów reakcji w reaktorze przepływowym przeprowadziłam  

w oparciu o plan centralny kompozycyjny (CCD) 24 z dwoma powtórzeniami w punkcie 

centralnym oraz metodologię powierzchni odpowiedzi (RSM). Optymalizacji poddałam 

następujące parametry: temperatura w zakresie 20 – 40°C, czas 2 – 8 min., ilość 

ekwiwalentów zasady oraz szczawianu dietylu 1,0 – 1,4. W celu minimalizacji ilości 

wykonywanych eksperymentów, ilość ekwiwalentów szczawianu etylu i etanolanu sodu 

potraktowałam wstępnie jako jeden parametr. 
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Plan eksperymentów i uzyskane wyniki przedstawione są w Tabeli P5.1. 

Tabela P5.1. Parametry wejściowe i wyniki uzyskane na podstawie planu centralnego kompozycyjnego (CCD) 
24 (Table 1 z P5). 

 

Uzyskałam model o bardzo wysokim współczynniku dopasowania, R2 = 0,96.  

Na podstawie analizy statystycznej wyników stwierdziłam, że większość badanych efektów 

ma istotny statystycznie wpływ na wydajność produktu (Rysunek P5.2 a). Do dalszej analizy 

wybrałam trzy najsilniejsze efekty: ekwiwalent szczawianu dietylu i etanolanu sodu 

(negatywny efekt kwadratowy), ekwiwalent szczawianu dietylu i etanolanu sodu (pozytywny 

efekt liniowy) oraz temperatura (negatywny efekt liniowy) (Rysunek P5.2 b). 

   
Rysunek P5.2. Wykres Pareto dla a wszystkich istotnych statystycznie efektów, b dla trzech najsilniejszych 
istotnych statystycznie efektów (Fig.1 z P5). 

Optymalne parametry reakcji obliczone na podstawie modelu wyniosły odpowiednio: 

temperatura = 20°C, ekwiwalent szczawianu dietylu i etanolanu sodu = 1,23, czas reakcji  

w całym badanym zakresie od 2 do 8 min.  
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Z uwagi na fakt, że ekwiwalent szczawianu dietylu i etanolanu sodu okazał  

się czynnikiem najsilniej i istotnie statystycznie wpływającym na wydajność, 

przeprowadziłam dodatkową optymalizację DoE dla ekwiwalentów szczawianu dietylu  

i etanolanu sodu jako osobnych zmiennych. Zastosowałam pełny dwuczynnikowy plan 

eksperymntów 22 z trzema powtórzeniami w punkcie centralnym (Tabela P5.2).  

Tabela P5.2. Parametry wejściowe i wyniki uzyskane dla planu kompletnego 22 (Table 2 z P5). 

 

Temperatura i czas reakcji wyniosły odpowiednio 30°C i 5 minut. Ze względu na mały zbiór 

danych uzyskany model nie posiada idealnego dopasowania (R2 = 0,63), ale dostarcza 

wystarczającej informacji o ogólnej liniowej zależności pomiędzy badanymi zmiennymi. 

Zarówno osobno ekwiwalent szczawianu dietylu i etanolanu sodu (efekty pozytywne) jak 

również ich interakcja (efekt negatywny) mają istotny statystycznie wpływ na wydajność 

produktu (Rysunku P5.3).  

 
Rysunek P5.3. Wykres Pareto dla istotnych statystycznie efektów (plan DoE 22) (Fig.3 z P5). 

Optymalne, maksymalne wydajności produktu wyznaczone na podstawie modelu 

uzyskano w przypadku gdy jeden lub oba ekwiwalenty były powyżej 1,2. Dla wartości 

ekwiwalentów powyżej 1,3, wydajność nieznacznie maleje (Rysunek P5.4). 
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Rysunek P5.4. Powierzchnia odpowiedzi wydajności syntezy produktu (plan DOE 22) (Fig 4 z P5). 

Zastosowanie DoE pozwoliło skutecznie zoptymalizować parametry syntezy  

w reaktorze przepływowym w kilku eksperymentach. Czas reakcji skrócono do 2 min przy 

zadowalającej wydajności 84%, wysokiej wydajności przestrzenno-czasowej (3720 kg/h m3)  

i łącznym przerobie produktu wynoszącym 74,4 g/h. Przeprowadzone badania stanowią także 

podstawę do przeniesienia dalszych etapów syntezy CPL304110 do przepływu ciągłego  

i połączenia ich w proces teleskopowy. 
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8. Podsumowanie i wnioski 

Zaprezentowane publikacje będące podstawą niniejszej pracy doktorskiej potwierdzają 

osiągnięcie założeń pracy. Przedstawione przykłady zastosowania podejścia QbD, AQbD  

oraz narzędzi statystycznych planowania eksperymentów (DoE) w różnych obszarach 

rozwoju innowacyjnych substancji czynnych i produktów leczniczych stanowią dowód  

na efektywność i użyteczność tych podejść. Pozwalają na lepsze zrozumienie produktu  

i procesu, a tym samym opracowanie bardziej wydajnych procesów.  

Skuteczność zastosowania podejścia AQbD oraz DoE wykazałam przy opracowaniu 

metody UHPLC ilościowego oznaczania pełnego profilu dziewięciu zanieczyszczeń 

innowacyjnej substancji farmaceutycznej CPL409116 (inhibitor JAK/ROCK). 

Przeprowadziłam badania przesiewowe, w oparciu o pełny plan czynnikowy 22. Do zbadania 

odporności metody zastosowałam ułamkowy planu czynnikowy 2(4-1). Symulację Monte-

Carlo zastosowałam do obliczenia prawdopodobieństwa, że parametry CMA spełnią 

wymagania specyfikacji. Wygenerowałam operacyjny zakres metody (MODR): kolumna 

Zorbax Eclipse Plus C18, wodna faza ruchoma 10 mM ± 1mM wodny roztwór HCOOH  

o pH 2,6, 20% ± 1% ACN na początku i 85% ± 1% ACN na końcu gradient i temperatura 

kolumny 30°C ± 2°C. Metodę zwalidowałam zgodnie z wytyczną ICH Q2(R1). Opracowana 

metody spełniła wymagania liniowości, precyzji i odporności. LOQ wyniosło 0,05%,  

a LOD 0,02% dla wszystkich zanieczyszczeń. 

Skuteczne wykorzystanie koncepcji QbD i/lub DoE do optymalizacji składu i postaci 

produktów leczniczych przedstawiłam w pracy przeglądowej na przykładzie rozwoju 

nanocząstek lipidowych do dostarczania różnych rodzajów RNA. Dokonałam analizy  

i porównania metod DoE oraz aspektów QbD stosowanych w prezentowanych pracach 

optymalizacyjnych [47-62].  

Kolejnym obszarem branży farmaceutycznej, gdzie wykazałam efektywność i korzyść 

stosowania podejścia DoE jest synteza innowacyjnych API. Za pomocą DoE skutecznie 

zoptymalizowałam prowadzenie dwóch etapów procesu wytwarzania innowacyjnej substancji 

czynnej CPL302415 (inhibitora PI3Kδ) w reaktorach przepływowych: etapu utleniania 

katalizowanego Pd oraz etapu redukcji grupy estrowej. W pierwszym etapie optymalizacji 

reakcji utleniania zostały przeprowadzone badania przesiewowe na podstawie ułamkowego 

planu sześcioczynnikowego dwupoziomowego (2(6–3)) z dwoma powtórzenia w punkcie 

centralnym. Parametry, które na podstawie badania przesiewowego, miały największy wpływ 

na wydajność reakcji poddano szczegółowej optymalizacji stosując plan centralny 

kompozycyjny (CCD) i metodologię powierzchni odpowiedzi (RSM). Dodatkowe 
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eksperymenty, zgodnie z planem D-optymalnym z trzema zmiennymi parametrami, zostały 

przeprowadzone, w celu potwierdzenia braku wpływu ekwiwalentu pirydyny względem 

katalizatora. 

Optymalizacja reakcji redukcji na katalizatorze Ru-PNN została przeprowadzona w oparciu  

o plan centralny kompozycyjny (CCD) 24 z dwoma powtórzeniami w punkcie centralnym  

oraz metodologię powierzchni odpowiedzi (RSM). Podejście DoE zastosowałam również  

do optymalizacji reakcji alternatywnej w stosunku do katalitycznej, redukcji estru do alkoholu 

w reaktorze przepływowym z zastosowaniem LiAlH4. Eksperymenty zostały wykonane 

zgodnie z planem centralnym kompozycyjnym (CCD) 23 dla trzech czynników.  

Odpowiednie zastosowanie różnych narzędzi podejścia DoE do określnych celów pozwoliło 

określić krytyczne parametry wpływające na efektywność optymalizowanych etapów reakcji 

syntezy CPL302415 oraz określić zakresy operacyjne pozwalające na uzyskanie maksymalnej 

wydajności produktów. 

Skuteczne zastosowanie podejścia DoE wykazałam także podczas optymalizacji parametrów 

syntezy innowacyjnej substancji aktywnej CPL304110 (inhibitora pan-FGFR) w reaktorze 

przepływowym. W oparciu o plan centralny kompozycyjny (CCD) 24 z dwoma 

powtórzeniami w punkcie centralnym oraz metodologię powierzchni odpowiedzi (RSM). 

Przeprowadziłam także optymalizację DoE dla ekwiwalentów szczawianu dietylu i etanolanu 

sodu jako osobnych zmiennych. Zastosowałam pełny dwuczynnikowy plan eksperymntów 22  

z trzema powtórzeniami w punkcie centralnym. Zastosowane podejście DoE pozwoliło  

na uzyskanie maksymalnej wydajności produktu 84% przy skróceniu czasu prowadzenia 

reakcji do 2 min, w temperaturze 20°C i ekwiwalencie szczawianu dietylu i etanolanu sodu 

1,23. 

Na podstawie przeprowadzonych badań potwierdziłam, że zastosowanie narzędzi DoE, 

najbardziej innowacyjnego elementu QbD, wymagającego specjalistycznej wiedzy 

matematyczno-statystycznej oraz odpowiednich narzędzi obliczeniowych, dostarczyło 

pewnych, opartych na obliczeniach, danych i wiedzy o zależnościach między parametrami 

wpływającymi na jakość produktu i efektywność procesu. Szeroki wachlarz narzędzi 

statystycznych w obszarze DoE pozwolił na elastyczny dobór odpowiednich planów 

eksperymentalnych do określonych celów i możliwości czasowo – finansowych.  

Wdrożenie naukowych podejść QbD i DoE do branży farmaceutycznej doskonale 

wpisuje się w aktualny szybki rozwój narzędzi matematyczno – informatycznych  

(m.in. uczenie maszynowe, sztuczna inteligencja) i otwiera możliwości dalszego doskonalenia 
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i rozwoju zaawansowanych statystycznych metod opracowywania, optymalizacji  

i monitorowania procesów w obszarze wytwarzania farmaceutycznego. 
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wysokosprawnej chromatografii cieczowej do oznaczania śladowych ilości 

chlorowodorku tetracykliny jako pozostałości po procesie produkcyjnym 

rekombinowanej insuliny ludzkiej”, Poster prezentowany na: IV Konferencja 

Analityczne Zastosowania Chromatografii, 15-16 października, Warszawa 2009 - 

wyróżnienie za najlepszy plakat uznany przez uczestników konferencji 

6. Surmacz-Chwedoruk W., Gurba L., Tejchman-Małecka B., Błażej S., Stadnik D. 

Badanie procesu rozwijania białek za pomocą SEC oraz DLS na przykładzie insuliny 

ludzkiej i jej analogów. Poster prezentowany na: VIII Polska Konferencja Chemii 
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analitycznej „Analityka dla społeczeństwa XXI wieku”; 2010 Lipiec 05-09; Kraków, 

Polska 

7. Stadnik D., Gurba L., Tejchman-Małecka B. Zastosowanie bioanalizatora 

mikroprzepływowego do analizy białek terapeutycznych. Komunikat ustny wygłoszony 

na: VIII Polska Konferencja Chemii analitycznej „Analityka dla społeczeństwa XXI 

wieku”; 2010 Lipiec 05-09; Kraków, Polska 

8. M. Korszla, J. Stadnik, J. Szewczak, W. Surmacz-Chwedoruk, S. Błażej-Sosnowska, 

Gurba L., B. Tejchman-Małecka, D. Stadnik: “Determination of identity, structure and 

purity of recombinant insulin analogs, IV Congress of Polish Biotechnology and IV 

EUROBIOTECH 2011”, Kraków, 12-15.10.2011 

9. Gurba L., W. Surmacz-Chwedoruk, B. Tejchman-Małecka, D. Stadnik: “Phase 

Additives on the Retention and Separation of Insulin and its Analogues by Size 

Exclusion Chromatography”, 29th International Symposium on Chromatography, 

Toruń, 9-13.09.2012 

Granty i projekty badawcze 

Lp. Grant / Projekt badawczy Rola w projekcie 
1 Projekt Celowy nr 6 T09 046 2001 C/5592 

Opracowanie technologii izolacji, transformacji i 
oczyszczania interferonu α2a, interferonu α2b, hormonu 
wzrostu, karboksypeptydazy B, interferonu-γ i proteazy 
UBP 

Opracowanie metod 
analitycznych badania 
surowców, substancji i 
produktów leczniczych 

Opracowanie dokumentacji w 
formacie CTD 

2 WND-POIG. 01.01.02-00-007/08-00 

Centre of medicinal product biotechnology. Package of 
innovative biopharmaceuticals for human and animal 
therapy and prophylactics 

Opracowanie metod 
analitycznych badania 
surowców, substancji i 
produktów leczniczych 

Opracowanie dokumentacji w 
formacie CTD 

3 „Inkubator Innowacyjności+” w ramach konkursu 
Centrum Transferu Technologii Warszawskiego 
Uniwersytetu Medycznego, IBAkteria Sp. z o.o., Synergia 
WUM Sp. z o. o. 

Opracowanie i walidacja metody analitycznej oznaczania 
pozostałości jednołańcuchowego prekursora w 
rekombinowanej insulinie ludzkiej i/lub analogach 
insuliny ludzkiej”) 

Kierownik projektu 

Zastosowanie narzędzi DoE  
i metod analizy statystycznej na 
różnych etapach realizacji 
projektu 

4 Projekt nr POIR.01.01.01-00-0382/16 

Narodowe Centrum Badań i Rozwoju oraz Celon Pharma 
S.A. 

Selektywny inhibitor kinaz JAK w terapii chorób o 
podłożu immunologicznym (Selective JAK kinase 
inhibitor in therapy of immune-related diseases) 

Opracowanie metod 
analitycznych i wykonywanie 
badań charakteryzujących 
właściwości fizykochemiczne 
substancji na różnych etapach 
realizacji projektu 

Zastosowanie narzędzi DoE  
i metod analizy statystycznej na 
różnych etapach realizacji 
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projektu 

5 Projekt nr 2021/ABM/05/00005 

Agencja Badań Medycznych oraz Celon Pharma S.A. 

Development of Innovative Therapeutic Solutions using 
RNA technology (TransformRNA—mRNA Therapeutics 
generation platform) 

Opracowanie metod 
analitycznych i wykonywanie 
badań charakteryzujących 
właściwości fizykochemiczne 
substancji na różnych etapach 
realizacji projektu 

Zastosowanie narzędzi DoE  
i metod analizy statystycznej na 
różnych etapach realizacji 
projektu 

6 Project nr POIR.01.02.00-00-0085/18 

Narodowe Centrum Badań i Rozwoju oraz Celon Pharma. 
S.A. 

Rozwój przedkliniczny i kliniczny innowacyjnego 
inhibitora kinazy PI3 delta jako kandydata w terapii 
chorób o podłożu zapalnym (KICHAI – Pre-clinical and 
clinical development of an innovative PI3 delta kinase 
inhibitor of as a candidate for the treatment of 
inflammatory disorders) 

Specjalista ds. chromatografii i 
spektrometrii 

Zastosowanie narzędzi DoE  
i metod analizy statystycznej na 
różnych etapach realizacji 
projektu 

7 Project nr STRATEGMED2/266776/17/NCBR/2015 

Narodowe Centrum Badań i Rozwoju oraz Celon Pharma. 
S.A. 

CELONKO – Opracowanie nowoczesnych biomarkerów 
oraz rozwój innowacyjnego inhibitora kinaz FGFR 
stosowanego w terapii nowotworów (CELONKO – 
Development of novel biomarkes and innovative FGFR 
kinases inhibitor as an anti-cancer therapy) 

Opracowanie metod 
analitycznych i wykonywanie 
badań charakteryzujących 
właściwości fizykochemiczne 
substancji na różnych etapach 
realizacji projektu 

Zastosowanie narzędzi DoE  
i metod analizy statystycznej na 
różnych etapach realizacji 
projektu 

8 Project nr POIR.01.01.01-00-0887/19 

Narodowe Centrum Badań i Rozwoju oraz Celon Pharma. 
S.A. 

Serotoninergiczna terapia przeciwbólowa oparta o 
agonistę receptora 5-HT7 (STEP7)  

Opracowanie metod 
analitycznych i wykonywanie 
badań charakteryzujących 
właściwości fizykochemiczne 
substancji na różnych etapach 
realizacji projektu 

9 Project nr POIR.01.01.01-00-0334/17 

Narodowe Centrum Badań i Rozwoju oraz Celon Pharma. 
S.A. 
Rozwój przedkliniczny i kliniczny innowacyjnego 
agonisty receptora GPR40 w terapii cukrzycy typu II 
GATE 

Opracowanie metod 
analitycznych i wykonywanie 
badań charakteryzujących 
właściwości fizykochemiczne 
substancji na różnych etapach 
realizacji projektu. 

 

Działalność dydaktyczna 

Wykłady 

1. Wykład dla studentów 5 roku Bloku Farmacja Przemysłowa i Biotechnologia 

Farmaceutyczna Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, „Zastosowanie 

statystycznych metod planowania eksperymentów (DoE, Design of Experiments)  
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w podejściu QdB (Quality by Design) do rozwoju technologii innowacyjnych substancji 

czynnych i produktów leczniczych”, 11.12.2023. 

2. Prezentacja dla studentów z Koła Naukowego w Zakładzie Chemii Organicznej  

i Fizycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, 03.04.2024. 

Opieka merytoryczna nad studentami w trakcie praktyk 

1. 04.07.2022 – 03.08.2022 – studentka IV semestru kierunku Chemia Ogólna, Wydział 

Chemii, Uniwersytet Warszawski 

2. 16.08.2022 – 30.09.2022 – student IV semestru kierunku Technologia Chemiczna, 

Wydział Chemii, Politechnika Warszawska 

Członek Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego 

Sumaryczny IF: 56,575; MNiSW: 1255; Współczynnik Hirscha H: 4 (Web of Science) 
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