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Wstep

W ostatnich latach wzrasta zainteresowanie i popularnos¢ stosowania lekéw
przeciwwirusowych, dzieki ktérym leczy sie choroby wirusowe, ale takze wzmacnia
odpornos¢ organizmu. Jak wiekszos¢ lekow, takze te dziatajgce na wirusy mogg
powodowac niepozgdane dziatania, szkodliwe dla organizmu, w tym niestrawno$ci,
wymioty, uczucie zmeczenia, czy zaburzenia pracy nerek. Dlatego tak wazne jest
monitorowanie dawek lekéw podawanych pacjentom w celu zminimalizowania
skutkdw ubocznych, w tym nefrotoksycznosci. Do tego celu mogg by¢ przydatne
metody chromatograficzne, dzieki ktorym bedzie mozna uzyskaé¢ informacje
dotyczagce miedzy innymi: wydalania lekéw przeciwwirusowych 2z moczem,

bioakumulaciji ich w osoczu oraz biodostepnosci w slinie.



Tematyka zrealizowana w rozprawie doktorskiej przez mgr Patrycje Olejarz
dobrze wpisuje sie witasnie w ten obszar badan naukowych. Dotyczy bowiem
opracowania i walidacji nowych metod analitycznych z zastosowaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg spektrofotometryczng (HPLC-
UV-VIS) do oznaczania lekow przeciwwirusowych Tenofowiru (TFV) i Entekawiru
(ENT) w materiale biologicznym (osocze, mocz, slina) oraz kreatyniny (Crn) w
prébkach moczu i osocza. Leki te znajdujg zastosowanie w terapii niedoboru
odpornosci (HIV) i wirusowego zapalenia watroby typu B (HBV).

Przedstawione w rozprawie doktorskiej wyniki sg aktualne, o czym moze
Swiadczy¢ fakt, ze mechanizm nefrotoksycznosci TFV jest nie do konca wyjasniony,
a w przypadku leku ENT, ktérego dawka powinna zaleze¢ od czynnosci nerek
pacjenta, stabo poznana jest odpowiedz wirusologiczna.

Dysertacja wpisuje sie takze w zasady tzw. ,zielonej chemii analitycznej”,
poniewaz Doktorantka w swiadomy sposdb ograniczyta, bgdz dokonata eliminacji
duzych ilosci rozpuszczalnikdbw organicznych i odpadéw laboratoryjnych podczas
optymalizacji procedur analitycznych. Pragne podkresli¢ juz w tym miejscu duzy
analityczny wktad pracy mgr Patrycji Olejarz  zwigzany przede wszystkim z
przygotowaniem probek materiatu biologicznego, ktory jest bardzo problematyczny
i czesto wigze sie z oznaczaniem analitbw wystepujacych na bardzo niskich

poziomach stezen.

Struktura i tres¢ rozprawy doktorskiej

Recenzowana praca mgr Patrycji Olejarz napisana jest w formie tradycyjnej,
w ktorej wyrdznione zostaty nastepujgce czesci: wprowadzenie, czes¢ literaturowa,
cel pracy wraz ze wskazaniem w punktach celéw szczegotowych, opis badan
eksperymentalnych wraz 2z uzasadnieniem podjetych dziatah, opis metod
badawczych, dyskusja otrzymanych wynikéw, podsumowanie i wnioski kohcowe oraz
literatura. Cytowana bibliografia jest dos¢ obszerna i obejmuje blisko 160 pozycji
naukowych, gtownie  zagranicznych. Ponadto, w przedstawionej do recenzji
dysertacji znalazt sie: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz dorobku
naukowego Doktorantki, wykaz skrotow i symboli, ktdérego zamieszczenie
zdecydowanie utatwito czytanie pracy oraz spis rycin i tabel. Wykaz dorobku
naukowego Doktorantki sktada sie z 7 publikacji naukowych, ktore ukazaty sie w

dobrych czasopismach naukowych o zasiegu miedzynarodowym. Wsréd nich sg
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takie czasopisma jak: Journal of Separation Science (Wiley, IF= 3,614), International
Journal of Molecular Science (MDPI, IF= 6,208), Biomedical Chromatography (Wiley,
IF= 1,911), czy Analytical Biochemistry (Elsevier, IF= 3, 219). Ponadto, w dorobku
naukowym znajduje sie zgtoszenie patentowe. Wyniki Doktorantki byly takze
prezentowane podczas polskich i zagranicznych konferencji naukowych w formie
komunikatéw ustnych i posterowych.

Wprowadzenie, opis wynikow wraz z dyskusjg dotyczgcy otrzymanych przez
Doktorantke rezultatow nie budzg wiekszych moich watpliwosci. Podoba mi sie, ze
Doktorantka przedstawita w uporzagdkowany sposéb, krok po kroku jak opracowywata
procedury analityczne oznaczania analitéw dla réznych matryc biologicznych. Przy
tak duzej ilosci wynikow, dla réznych prébek biologicznych bardzo to porzadkuje
czytanie pracy.

W czesci wprowadzajgcej do tematyki badan, znalazty sie informacje na
temat wiruséw HIV i HBV, zaprezentowane zostaty terapie przeciwwirusowe zakazen
wirusami HIV i HBV ze wskazaniem lekéw najczesciej stosowanych w terapii oraz
szczegotowe informacje na temat Tenofowiru (TFV) oraz Entekawiru (ENT). Ponadto,
znalazta sie w czesci literaturowej charakterystyka biochemicznego markera
zaburzen pracy nerek, jakim jest kreatynina oraz informacje na temat ptynow
ustrojowych: moczu, krwi i Sliny. W bardzo zwarty, tabelaryczny sposoéb
zaprezentowany zostat przeglad metod oznaczania TFV i ENT w materiale
biologicznym. Ta cze$S¢ rozprawy jest dobrym wprowadzeniem do czesci
eksperymentalne;j.

Cel gtébwny badan zostat sformutowany jasno i dotyczyt opracowania i walidaciji
metod analitycznych do oznaczania TFV i ENT oraz kreatyniny w ptynach
ustrojowych z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg
spektrofotometryczng. Oprocz celu gtdwnego w rozprawie znalazly sie takze zadania
badawcze, nazwane przez Doktorantke celami szczegdtowymi w skiad ktérych
weszly: opracowania nowych metod analitycznych jednoczesnego oznaczania lekéw
i kreatyniny, walidacja opracowanych metod, poprzedzona optymalizacjg warunkow
przygotowania probek do analiz koncowych oraz uwzglednienie zminimalizowania
zuzycia odczynnikbw chemicznych, w tym rozpuszczalnikdw organicznych na

wszystkich etapach procedur analitycznych.



W czesci doswiadczalnej, dotyczgcej opisu prowadzonych eksperymentéw,
szczegolng uwage zwrocono na dobranie warunkéw rozdzielania TFV i kreatyniny w
moczu, ktéry uwzgledniat wybdér odpowiedniej kolumny chromatograficznej i
analitycznej dlugosci fali, optymalizacje rozdzielania chromatograficznego,
sprawdzenie stabilnosci analitow oraz walidacje metody. Nastepnie wykorzystanie
metody do oznaczenia pozioméw stezen leku w moczu oraz wyznaczenie profilu
farmakokinetycznego. Badania doswiadczalne dla TFV i kreatyniny dotyczyly takze
osocza. Etap tych badan uwzgledniat dobranie warunkéw separacji oraz
przygotowanie prébek do analizy z uwzglednieniem etapu odbiatczania z uzyciem
filtrow membranowych typu ,cut off’, ktére to nie przyniosto oczekiwanego przez
Doktorantke rezultatu. Ponadto, zbadano trwatos¢ TFV i kreatyniny w osoczu Krwi
cztowieka i zwalidowano opracowang metode. Doktorantka opracowata i zwalidowata
takze metode oznaczania TFV w innym materiale biologicznym, w slinie. Kolejny
trudny etap pracy eksperymentalnej dotyczyt oznaczania ENT i kreatyniny w moczu,
osoczu i $linie z uwzglednieniem etapéw przygotowania prébek do analizy. Na
podkreslenie zastuguje takze fakt, ze Doktorantka oprécz zastosowania detekcji
spektrofotometrycznej, zbadata mozliwosci zastosowania innego detektora,
mianowicie detektora spektrofluorescencyjnego (FLD), ktéry okazat sie przydatny
tylko dla oznaczen ENT w prébkach moczu, osocza, sliny. Czes¢ doswiadczalna
wymagata od Doktoranki ogromnego zaangazowania i wielogodzinnej pracy w
laboratorium, dlatego ten etap bardzo doceniam, poniewaz wiem jak trudne i zmudne

bywa przygotowanie prébek biologicznych do analizy oraz walidacja nowej metody.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej
Za najbardziej warto$ciowe w przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej
uwazam:
e Opracowanie, zoptymalizowanie prostych procedur analitycznych oznaczania
TFV i ENT oraz kreatyniny w moczu, osoczu i $linie,
e Opracowanie nowej metody jednoczesnego oOznaczania i monitorowania
poziomow stezen TFV i kreatyniny w osoczu,
e zbadanie wplywu réznych czynnikbw na proces separacji lekow
przeciwwirusowych w ptynach ustrojowych,

e podjecie sie wyjasnienia, jak leki i potencjalne dawki mogg wptywac



na neurotoksyczno$s¢ u pacjentow poprzez zastosowanie wskaznika -

kreatyniny.

Uwagi

Recenzent poza oczywistym podkresleniem walorow i zalet pracy ma takze

obowigzek wskazania pewnych niedociggnie¢, uwag i postawienia pytan.

WSsrdd niedociggnie w pracy, uwag dyskusyjnych, merytorycznych i pytan trzeba

wymienic:

1.

btedne sformutowania, np. na str. 57 , powinno byc¢: najlepszych
rozdzielczosci, waskich pikow, uzywajgc kolumne, na str. 61 powinno by¢:
w matrycy nie wystepujg sktadniki, na str. 72 powinno byc¢: rozdzielczosci

sygnatow.

2. Czy w zdaniu na str. 56 , 2 akapit, 5 linijka chodzi o jednostki leku?

Co rozumie Pani pod pojeciem walidacje nowoczesnych metod analitycznych?
(str. 49). Wydaje mi sie, ze miata Pani raczej na mysli nowe metody
analityczne.

Prosze o rozwiniecie zagadnienia optymalizacji w kontekscie zdania ze strony
49, , Z uwagi na fakt, iz etap przygotowania probki do analizy generuje
najwiecej btedow, prowadzony przeze mnie proces optymalizacji byt
determinowany potrzebg minimalizacji liczby etapow przygotowania probki do
koncowej analizy.

Na stronie 61, znajduje sie zapis ,jakos¢ separacji”, co ma Pani na mysli ?

6. Czy zamiast zamrazac i rozmrazac¢ materiat biologiczny, np. mocz nie tatwiej

bytoby podzielic go na mniejsze porcje przed zamrozeniem, pytam w
przypadku prébek rzeczywistych pochodzgcych od pacjentéw? Rozumiem
intencje prowadzonych badan pod kgtem stabilnosci analitéw na wielokrotne
zamrazanie i rozmrazanie np. dla TFV i brak stosownych informaciji

literaturowych, ktére warto uzupemic.

7. Czym sie Pani kierowata przy wyborze detektorow?

Czy kazdy pacjent z wirusem HBV typu B wymaga leczenia

przeciwwirusowego i jego monitorowania?



Podsumowanie recenzji

Stwierdzam, Zze mgr Patrycja Olejarz wykazata sie wiedzg w aktualnej
tematyce bedacej przedmiotem rozprawy doktorskiej, a wskazane w recenzji uwagi
nie umniejszajg wartosci dysertaciji.

Praca spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (aktualne odniesienie do aktu prawnego - tekst

jednolity: DzU z 2022 r. poz. 574 z p6zn. zm.).

Whniosek koncowy

Podsumowujgc, recenzowana rozprawa mgr Patrycji Olejarz zatytutowana
,Chromatograficzne badania wybranych lekow przeciwwirusowych w probkach
biologicznych” spetnia wymogi stawiane pracom doktorskim, wnosze o dopuszczenie

jej Autorki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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