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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Oliwii Szerkus pod tytutem , 0znaczanie wybranych substancji
farmaceutycznych w materiale biologicznym z zastosowaniem technik UHPLC-DAD i HPLC-MS/MS i
wykorzystaniem metod planowania do§wiadczen (DoE)”

Szybki 1 niskokosztowy proces doboru najlepszych warunkéw oznaczen instrumentalnych,
optymalizacja procedur analitycznych oraz ich pelna i wiarygodna walidacja przedstawiajg jedne z
najpowazniejszych wyzwan wspoélczesnej analityki i bioanalityki farmaceutycznej w badaniach
farmakokinetycznych czy metabolomicznych. Nieocenione w tym zakresie staly sie w ostatnich kilku
latach zaawansowane narzedzia statystyczne umozliwiajgce w zaledwie kilku krokach dobér
optymalnych zmiennych procesu czy wybér najlepszych parametréw oznaczen koncowych jak i
modelowanie i analize uzyskiwanych danych pomiarowych. Jednym z praktycznych podej$é¢ w tym
zakresie jest szerokie spektrum metod tzw. planowania eksperymentéw DoE (ang. Design of
Experiments), ktére mozna stosowac na roéznych etapach procesu analitycznego, tj. przygotowania
probek do analiz, badan przesiewowych, doboru warunkéw ekstrakcji, doboru warunkéw rozdzielen
chromatograficznych, ocenie elastycznos$ci procedur czy optymalizacji parametrow detekgji.

Tematem rozprawy doktorskiej mgr Oliwii Szerkus byto zastosowanie zaawansowanych metod
planowania doswiadczen w badaniach nad opracowaniem procedur analitycznych oznaczania
lewofloksacyny, cyprofloksacyny, deksmedetomidyny, cyklosporyny, 7-metyloguaniny, kwasu
glukuronowego oraz innych zwigzkéw w réznych prébkach biologicznych. Badania analityczne
prowadzono z wykorzystaniem technik wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz ultrasprawne;j
chromatografii cieczowej sprzegnietych z tandemowg spektrometriag mas lub spektrometrem z
matryca fotodiodowa. Z kolei w planowaniu eksperymentéw wykorzystano plany ulamkowe,
kompozycyjne, Plackett-Burmana oraz Box Behnkena. Praca zostata wykonana pod kierunkiem Pana
Prof. dr hab. Michata Markuszewskiego z Katedry Biofarmacji i Farmakodynamiki Wydziatu
Farmaceutycznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Jest to jeden z wiodgcych zespotéow
badawczych w zakresie nowoczesnych badan biofarmaceutycznych opartych o techniki rozdzielcze
wspomagane narzedziami statystycznymi stad Kandydatka mogta rozpocza¢ swoje zadania badawcze
na podstawie mocno ugruntowanych tez, ktérych podstawy eksperymentalne wypracowano przez lata
we wczedniejszych badaniach Katedry. Niezaleznie od tego, nalezy uznaé, iZ wybrana przez
Kandydatke tematyka pracy doktorskiej jest nie tylko bardzo interesujgca z utylitarnego punktu
widzenia, ale i wnosi znaczacy wkiad w poznanie podstawowych zagadnien, zaréwno na réznych
etapach procesu analitycznego jak i w obrebie interpretacji wynikéw badan.

Prace rozpoczyna kroétki wstep i cze$¢ teoretyczna, ktéra niemal w calosci poswiecona zostata
metodykom planowania oraz rodzajom stosowanych planéw do$wiadczen. Lektura tej niezle
napisanej czeSci pracy pozostawia lekki niedosyt w zakresie najciekawszego, z punktu widzenia
dysertacji, zagadnienia zastosowania DoE w badaniach bioanalitycznych. Nie mam watpliwosci, co do
liczby i aktualnosci przytoczonych tam doniesienn naukowych w tym zakresie. Uwazam jednak, ze
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stabych i mocnych stron z punktu widzenia ich przydatnosci w optymalizacji procedur. Znaczaco
pomogtoby to w ocenie badan wiasnych doktorantki.

Czes¢ doswiadczalng dysertacji przedstawiono na podstawie pieciu opublikowanych artykutéw
oryginalnych i jednej pracy przegladowej. Do pracy dotaczono o§wiadczenia wspotautordéw, z ktérych
wynika, ze we wszystkich pracach udziat kandydatki byt wiodacy zaréwno w zakresie koncepcji
badan, planowania i wykonania prac eksperymentalnych, wykonaniu obliczei statystycznych, jak i
interpretacji i dyskusji wynikéw. Publikacje wchodzgce w sklad rozprawy doktorskiej zostaly
opublikowane w dobrych i bardzo dobrych periodykach naukowych takich jak Journal of
Chromatography B (IF=2,6), Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis (IF=3,2) czy Bioanalysis
(IF=2,6). Prace te przeszly juz rygorystyczny proces wydawniczy, w ktérym zaangazowano
przynajmniej dwéch zewnetrznych recenzentéw, stad ocena tych osiggnie¢ jest poniekad utatwiona.

Wigkszos¢ z uzyskanych przez doktorantke wynikéw oceniam bardzo wysoko. Za najwazniejsze
osiggnigcia kandydatki uwazam:

* Wykazanie przydatnoséci zastosowanych planéw DoE do rozpoznania zmiennych wptlywajgcych
Nna proces przygotowania prébek i jako$é oznaczen analitycznych lewofloksacyny i
cyprofloksacyny w tkance ludzkiej prostaty i osoczu z zastosowaniem technik UHPLC-DAD oraz
LC-MS/MS, a takze dowiedzenie informatywnosci analitycznej wygenerowanych wykreséw
powierzchni odpowiedzi i wykreséw kwantylowych. Na uznanie zastuguje réwniez fakt,
zastosowania opracowanej metody do analizy prébek biologicznych pochodzacych od 140
Pacjentéw Kliniki Urologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

* Pomysélne zastosowanie centralnego planu kompozycyjnego do optymalizacji pracy zrédta jonéw
ESI wykorzystywanego w metodach iloSciowego oznaczania deksmedetomidyny w prébkach
osocza czy 7-metyloguaniny i kwasu glukuronowego w moczu z uzyciem techniki LC-ESI-MS/MS,
a takze wykorzystanie planu Plackett-Burmana do oceny elastyczno$ci metod. Potwierdzono przy
tym stabilno$¢ opracowanej metody oznaczania deksmedetomidyny w oznaczeniach ponad 600
probek rzeczywistych, ktére staly si¢ podstawg oceny farmakokinetycznej populacji pacjentéw
pediatrycznych z oddziatéw intensywnej terapii.

* Opracowanie metody oznaczania ilosciowego cyklosporyny A w tkankach ptynnych oka krélikéw
z uzyciem techniki UHPLC-DAD oraz ocena jej elastycznodci poprzez parametryzowanie
temperatury kolumny, udzial modyfikatora w fazie, dtugo$¢ fali analitycznej oraz natezenia
przeptywu fazy wykorzystujac odpowiednie plany doswiadczen.

Z kolei ponizej wymieniam zagadnienia budzgce moje watpliwosci oraz pytania jakie pojawity sie w
trakcie lektury dysertacji:

* Jednym z celéw pierwszej pracy cyklu byto zastosowanie planu Box-Behenkena do optymalizacji
warunkow elucji izokratycznej lewofloksacyny i cyprofloksacyny dla uzyskania pozadanego czasu
retencji analitéw, zadowalajacej symetrii sygnaléw oraz odpowiedniej rozdzielczoéci. Zaréwno w
samym artykule jak i poprzedzajacym go opisie nie sformutowano jednak jasno problemu
analitycznego zwigzanego z rozdzieleniem tych dwu zwiazkéw, ani tez strategii jego rozwigzania.
Nie skonfrontowano takze uzyskanych w badaniach parametréw chromatograficznych z tymi juz
przedstawionymi w literaturze (np. Liang i in. 2002). W zwigzku z tym ocena korzysci
wynikajacych z zastosowania ww planu, a nastepnie funkcji uzytecznosci jest utrudniona.
Niewatpliwym osiggnieciem jest tu optymalizacja metody ekstrakeji lewofloksacyny z prébek
osocza i tkanek gruczotu prostaty z zastosowaniem metody planowania do$wiadczen. Jednakze
nie jest jasne dlaczego do oceny wplywu wybranych czynnikéw wykorzystano stosunek
powierzchni sygnatéw lewofloksacyny i cyprofloksacyny (wzorzec wewnetrzny), a nie wartoéé
efektywnosci ekstrakcji czy odzysku bezwzglednego?

* W kolejnej pracy cyklu przedstawiono wyniki badafi oznaczania lewofloksacyny i cyprofloksacyny
w probkach tkanek ludzkiej prostaty. W ramach badan przeprowadzono szereg eksperymentéw

optymalizacyjnych w oparciu o utamkowy plan czynnikowy w celu oceny wplywu
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najwazniejszych parametréw (czas i temperatura ekstrakcji, objeto$¢ metanolu uzyta do
homogenizacji prébki, czas homogenizacji) na wydajno$¢ ekstrakcji obu substancji. Czy podjecie
optymalizacji tych parametréw ponownie byto uzasadnione, skoro wplyw trzech z nich (objeto$é
metanolu uzyta do homogenizacji prébki, czas i temperatura ekstrakcji), byt juz okreslony i
zdefiniowany jako istotny w pierwszym artykule cyklu? W niniejszej pracy dokonano réwniez
badanie elastyczno$ci metody analitycznej z uwzglednieniem wplywu wybranych parametréw
pracy chromatografu i spektrometru mas. Nie wiadomo jednak na jakiej podstawie dokonano
wyboru zakresu badanych parametréw przedstawionych w Tabeli 1 (str. 60 pracy doktorskiej)

* W artykule nt. metody oznaczania deksmedetomidyny w prébkach osocza przetestowano dwie
kolumny analityczne wypetnione faza C18, ale o réznych rozmiarach. Do dalszych badan wybrano
kolumng Zorbax Eclipse Plus, jako powéd podajgc, cyt. ,obnizenie thumienia jonu”. W pracy nie
podano jednak zadnych danych wtasnych czy literaturowych potwierdzajgcych ten wniosek. Czy
doktorantka mogtaby poda¢ prawdopodobny mechanizm wzmocnienia/tlumienia sygnatéw w
LC-MS w zwigzku z wplywem rodzaju kolumny na obnizenie/zwiekszenie efektow matrycowych.
Jestem rowniez ciekaw, w jaki sposéb dokonano wyboru zakresu badanych parametréw
przedstawionych w podrozdziale pt. Experimental design approach (str. 77).

* W optymalizacji parametréw pracy zrédia jonébw z zastosowaniem kilkuetapowej strategii
optymalizacyjnej do oznaczania kilkunastu zwiazkéw obecnych w ludzkim moczu przedstawiono
szczegotowy opis prac zakoficzonych wyborem najbardziej korzystnej kombinacji tych
parametréw. W pracy nie znalaztem jednak informacji nt. kryterium wyboru badanych analitéw.
Nie znalaztem takze parametréw walidacyjnych opracowanej metodyki oraz wielkoéci efektow
matrycowych. Opracowana metoda zostala zastosowana do analizy prébki moczu, jednakze w
publikacji nie podano sposobu przygotowania tej probki do analizy. Ponadto w pracy napisano
(str. 84), iz opracowane ustawienia pracy zrédia jonéw zastosowano do analizy probek moczu 40
pacjentow zdrowych oraz 40 pacjentéw ze zdiagnozowanym nowotworem pecherza moczowego,
jednakze wyniki ww poréwnania analiz nie zostaty przedstawione.

* w zadnej z przedstawionych w ramach pracy doktorskiej publikacji nie dotgczono materiatéw
uzupetniajgcych (Supplement) co nieco utrudnia interpretacje uzyskanych w ramach tych prac
wynikéw.

* W pracy znalazto sie kilka niezrecznosci jezykowych, np. zamiennie uzywanie terminéw
oznaczanie i analiza, tryb monitorowania reakcji nastepczych (powinno byé monitorowanie
wybranych reakcji fragmentacji), napigcie na kapilarze (powinno by¢ napiecie przytozone do
kapilary) czy zawarto$¢ procentowa metanolu na poczatku gradientu fazy ruchomej (powinno by¢
zawarto$¢ procentowa metanolu w fazie ruchomej na poczatku programu elucji gradientowej).

Przytoczone watpliwos$ci nie maja istotnego charakteru i nie podwazaja w Zadnej mierze wartoéci
rozprawy i mojej bardzo pozytywnej jej oceny. Reasumujgc, uwazam, ze cel pracy zostat zrealizowany,
a postawione przez autorke tezy znalazly potwierdzenie. Rozprawa mgr Oliwii Szerkus zawiera
bogaty, solidny i wartosciowy materiat badawczy, a Kandydatka wykazata si¢ ponadto doskonata
znajomoscig technik laboratoryjnych w zakresie analityki chromatograficznej materiatu biologicznego
oraz metod DoE.

Biorgc pod uwage powyzsze fakty z peinym przekonaniem stwierdzam, ze przedtozona do oceny
rozprawa spetnia ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do Rady
Wydziatu Farmaceutycznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Oliwii
Szerkus do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, majgc na wzgledzie zakres wykonanych prac oraz dotychczasowg aktywnosé naukowg
doktorantki zwracam sie takze do Wysokiej Rady z wnioskiem o wyréznienie tej rozprawy.
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