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Rozprawy doktorskiej pt.
tACZONE TECHNIKI CHROMATOGRAFICZNE W ANALIZIE LEKOW O DZIALANIU

PRZECIWZAKRZEPOWYM

autorstwa mgr Radostawa Sadowskiego
Wykonanej w Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu w Katedrze Chemii
Srodowiskowej

pod kierownictwem naukowym dr hab. Renaty Gadzata-Kopciuch, prof. UMK

Przedstawiona do recenzji praca dotyczy badania, przy zastosowaniu réznorodnych
metod chromatograficznych, skfadu lekow przeciwzakrzepowych w celu identyfikacji
wyjsciowego materiatu biologicznego, sposobu preparatyki preparatu oraz jego
biodostepnosci.

Celowos¢ podjetych badan

Skutecznos¢ terapeutycznego dziatania lekow zalezy od rodzaju substancji czynnej,
zastosowane]j dawki oraz czystosci zwigzku aktywnego biologicznie. Oznaczenie substancji
czynnej jest szczegdlnie wazne w przypadku otrzymywania lekow wielkoczasteczkowych z
materiatu biologicznego. Lek taki moze by¢ zanieczyszczony substancjami matrycy, podczas
procesu izolacji substancji czynnej z materiatu biologicznego moze nastepowac
transformacja tej substancji w izomery, ktére mogg rdzni¢ sie aktywnoscig biologiczng, lub
jak w przypadku lekow bedacych biopolimerami — moze nastgpi¢ ich depolimeryzacja.
Izolacja substancji czynnej réznymi metodami z réznego rodzaju materiatu biologicznego
prowadzi do otrzymania koricowego produktu o zréznicowanym sktadzie jakosciowym i
ilosciowym a w konsekwencji o réznym dziataniu terapeutycznym. Dlatego tez analiza
jakosciowa i ilosciowa takich preparatéw jest bardzo wazna. Problem ten jest szczegdlnie
wazny dla lekdéw przeciwzakrzepowych, w ktérych heparyna — substancja czynna jest
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izolowana z réznorodnego materiatu biologicznego, o niezidentyfikowanej jednoznacznie
formule chemicznej substancji czynnej. Zarowno jakos¢ materiatu biologicznego jak i metody
izolacji z niego substancji czynnej wptywaja na konicowy sktad preparatu w tym samym na
jego biodostepnosé i aktywno$¢ farmakologiczng. W ten trend badari wpisuje si¢ tematyka
badawcza doktoranta — dlatego tez wybrana przez niego tematyke badawczg uwazam za
zasadna, tym bardziej, ze badania dotyczg lekéw na choroby uktadu krazenia, ktére s3 jedna
z gtdwnych przyczyn zgondw.

Formalna ocena pracy

Przedstawiona do oceny praca jest pracg zwiezta, przedstawiong na 90 stornach.

Rozprawa doktorska skfada sie z:

- wprowadzenia - w ktorym autor przedstawit istote badanego przez siebie problemu,

-celu pracy —w ktérym autor przedstawit w sposéb jasny i skondensowany cele badawcze
-syntetycznego omdwienia probleméw badawczych rozprawy. Ta czg$¢ pracy oparta jest na
55 aktualnych pozycjach literaturowych — dotyczacych sktadu, farmakologii oraz analizy
lekéw przeciwzakrzepowych. Pozycje literaturowe zostaty dobrze dobrane, s3 odpowiednio
cytowane w tekscie. Nalezy zwrdci¢ uwage, na to, ze autor opiera sie w przewazajacej czesci
na aktualnych doniesieniach literaturowych.

- tekstéw 4 prac na ktorych bazuje rozprawa doktorska,

- podsumowania i wnioskow,

-streszczenia w jezyku polskim i angielskim,

-oéwiadczert wspdtautoréw dotyczacych ich udziatu w realizacji publikacji, bedacych
podstawa rozprawy doktorskiej,

-wykazu osiggnie¢ naukowych doktoranta,

-wykazu skrétow stosowanych w pracy.

Uktad pracy jest przejrzysty, praca jest napisana poprawnie po wzgledem technicznym,
czytelna. Praca doktorska bazuje na czterech pracach opublikowanych w czasopismach o
obiegu miedzynarodowym sumarycznym IF = 9,875 oraz PM=280. W pracach tych autor jest
pierwszym wspdtautorem i wedtug zataczonych o$wiadczed wspotautorow — gtownym
wykonawca.

W sumie praca liczy 90 stron z czego tekst wtasny autora to 25 strony, pozostate — to skany
publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej oraz oswiadczenia wspétautorow.

Zakres tematyki badawczej

Autor podjat sie zadania zbadania sktadu preparatéw przeciwzakrzepowych. Badania te
polegaly na jakoéciowej i iloSciowej analizie produktéw depolimeryzacji lekow
przeciwzakrzepowych przy uzyciu metod chromatograficznych.  Zakres prowadzonych
badan to:



modyfikacja metody analitycznej zalecanej w Farmakopei Amerykarskiej do analizy
sktadu lekow przeciwzakrzepowych. Zmodyfikowang przez siebie metode autor
zastosowal do przetestowania jej mozliwosci analitycznych do analizy (po
depolimeryzacji enzymatycznej) sktadu nowo otrzymanych bioproduktéw, w celu
oznaczenia #rédet pochodzenia produktow — poprzez analize statystyczng
otrzymanych danych i poréwnaniu ich z materiatem referencyjnym. Autor poddat
badaniu 11 prébek, ktére na podstawie przeprowadzonych przez siebie badan
zakwalifikowat do trzech grup — co moze swiadczy¢ o réznym materiale biologicznym,
z ktérych byly pozyskiwane badane preparaty lub o réznej metodyce ich preparatyki.
W te] samej pracy autor rowniez przetestowal zmodyfikowang metode do
oznaczania skfadu trzech dostepnych handlowo preparatéw przeciwzakrzepowych,
réznigcych sie sposobem depolimeryzacji — a w konsekwencji sktadem produktu
koricowego. Badania te zastaty opublikowane w pracy D2.

przetestowanie mozliwosci zastosowania dendrymerycznych faz stacjonarnych do
analizy niskoczasteczkowych heparyn. Zakres badar obejmowat badanie mozliwosci
separacji 8 disacharydéw w uktadach chromatograficznych réznigcych sie:

o fazami stacjonarnymi — przetestowano 4 fazy stacjonarne na bazie Zzelu
krzemionkowego modyfikowane dendrymerami o rdéinej liczbie zwigzanych
warstw dendrymerycznych — 1-4 warstwy,

o fazami ruchomymi— przetestowano trzy fazy ruchome o réznym pH,

o temperaturg pomiaru —badania prowadzone dla trzech temperatur.

Rezultatem przeprowadzonych badan byt wybér optymalnego uktadu chromatograficznego z
dendrymeryczng fazg stacjonarng do badania produktéw depolimeryzacji LMWHs. Badania
te zostaly opublikowane w pracy D3

opracowanie procedur otrzymywania probek do analizy LMWHs przy pomocy
depolimeryzacji enzymatycznej i chemicznej oraz analiza otrzymanego preparatu przy
zastosowaniu metody IPC- UHPLC z tandemowa spektrometrig mas — praca D4. W tej
pracy autor badat produkty rozktadu enzymatycznego 4 preparatow LWMHs przy
pomocy heparynazy |, heparynazy Il oraz produkty depolimeryzacji chemicznej.
Opracowat réwniez warunki oznaczania produktow depolimeryzacji przy pomocy
metody chromatografii par jonowych sprzezonej z tandemowgq spektrometrig mas -
dobierajagc  optymalng energie zderzen. Dokonat identyfikacji produktow
depolimeryzacji. Badania te zostaly opublikowane w pracy D4.

Reasumujac — praca zawiera szeroki réznorodny materiat eksperymentalny. Przeprowadzone
eksperymenty sg opisane w pracach w sposob jasny, uporzadkowany. Otrzymane wyniki
przedstawione w sposéb klarowny, zamieszczone na rysunkach i w tabelach.



Merytoryczna ocena pracy

Celem pracy byto opracowanie metod analitycznych pozwalajacych na analize oraz
okreslenie rodzaju materiatu biologicznego i procesu depolimeryzacji preparatéw
niskoczgsteczkowej heparyny. Merytoryczna ocene prowadzonych badan przeprowadzili juz
recenzji publikacji bedacych podstawg pracy doktorskiej. Biorgc pod uwage range czasopism
w ktorych zostaty one opublikowane - zaréwno pod wzgledem merytorycznym jak i
badawczym prace doktoranta zostaly ocenione wysoko, co nie jest zaskoczeniem ze wzgledu
na range zespotu badawczego, w ktérym byly one realizowane.
Prace badawcze to prace dotyczace analizy sktadu lekéw przeciwzakrzepowych — ich zakres
badawczy zostat omowiony w poprzedniej czesci recenzji.

Na podstawie lektury publikacji bedacej podstawg rozprawy doktorskiej wyraznie
wida¢ naukowy rozwdj doktoranta. Kazda praca wchodzaca w zakres pracy doktorskiej
zawiera istotny element nowosci naukowej wnoszgcy znaczacy wktad w badania w dziedzinie
zainteresowan doktoranta. Praca przegladowa (D1), oparta na 97 pozycjach literaturowych,
to kompendium wiedzy na temat analitycznych metod migracyjnych heparyn. W pracy D2
autor stosuje chromatografie SAX do analizy sktadu trzech komercyjnie dostepnych
niskoczasteczkowych heparyn. Otrzymane wyniki badarn autor poréwnat z wynikami
otrzymanymi przy pomocy innych metod analitycznych, co swiadczy o dobrej znajomosci
tematyki badawczej doktoranta i podwyzsza poziom pracy. Autor wykazat, ze opracowana
przez niego metoda jest uzyteczna do badan preparatéw otrzymanych zaréwno na drodze
enzymatycznej eliminacji estru benzylowego heparyny - poprzez mozliwo$¢ oznaczenia
sacharydow z grupa 1,6 anhydro na koricu redukujgcym jak i dla preparatéw otrzymanych na
drodze chemicznej deaminacji — poprzez oznaczanie 2,5-anhydro-D-mannitolu. Ponadto
autor przeprowadzit analize probek niskoczgsteczkowych nowych biopochodnych
produktéw NMWHs. Praca D3 to testowanie mozliwosci zastosowania nowych, o wiekszej
trwatosci niz fazy SAX, dendrymerycznych faz stacjonarnych oraz opis optymalizacji uktadu
chromatograficznego. Praca D4 to praca wykazujgca mozliwos$¢ zastosowania chromatografii
par jonowych sprzezonej z MS do analizy produktéw enzymatycznej oraz chemicznej
depolimeryzacji niskoczasteczkowych heparyn. Nalezy wspomnie¢ o tym, ze celem pracy
autora byto opracowanie metodyki depolimeryzacji heparyn.

Efektem pracy autora byto:
e Zaproponowanie modyfikacji metody SAX rekomendowanej przez Farmakopee

Amerykanska do analizy LMWHs.

e Zaproponowanie nowych uktadéw chromatograficznych z fazami dendrymerycznymi
do analizy LMWHSs, co pozwala na skrécenie czasu analizy w stosunku do analizy
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metodg SAX, oraz pozwala na korzystanie ze znacznie trwalszych faz stacjonarnych
niz SAX.

e Sporzadzenie map cukrowych niskoczgsteczkowych heparyn, co umozliwia
identyfikacje materiatu biologicznego oraz sposobu preparatyki LMWHs,

e Porownanie produktéw depolimeryzacji niskoczasteczkowych heparyn przez
heparynazy | i Il oraz wykazanie, ze chemiczna depolimeryzacja rowniez pozwala na
identyfikacje preparatu. Zaproponowana przez autora chemiczna depolimeryzacja
jest metoda bardziej ekonomiczng ze wzgledu na nizszy koszt odczynnikéw oraz
kilkunastokrotny kroétszy czas preparatyki probki.

Na podstawie przedstawionej pracy mozna stwierdzic, ze autor potrafi:
e postugiwac sie réznymi metodami chromatograficznymi,
e zoptymalizowac uktad chromatograficzny,
e prowadzi¢ szeroko zakrojone prace eksperymentalne,
e korzystac z nowoczesnych metod badawczych, w tym z metod statystycznych,
e zarzadzac duzg liczhg danych,
e wyciggac logiczne wnioski z otrzymanych wynikow,
e korzystac z literatury naukowej.

Na uwage zastuguje rodwniez aktywnos$¢ naukowa doktoranta. Jest on wspdtautorem 7
publikacji naukowych w czasopismach naukowych o obiegu miedzynarodowym, badania
wchodzace w zakres pracy doktorskiej sg opublikowane w trzech pracach. Ponadto
doktorant brat udziat w wielu konferencjach naukowych krajowych i zagranicznych
prezentujgc na nich 5 komunikatéw oraz 20 prezentacji posterowych. Jest rdwniez
wspotautorem monografii. Doktorant byt rowniez kierownikiem 3 grantéw badawczych
gtéwnym wykonawcg 1 projektu badawczego oraz wykonawcy 1 projektu badawczego. O
zaangazowaniu doktoranta w badania swiadczg réwniez ukoriczone kursy oraz odbyte staze,
tematycznie zwigzane z badaniami wykonywanymi przez doktoranta. O randze osiggnieé¢
doktoranta moze Swiadczy¢ szereg nagrdd oraz stypendidw naukowych przyznawanych
doktorantowi.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska mgr Radostawa
Sadowskiego spetnia wymagania stawione w art. 13 Ustawy o stopniach i tytutach
naukowych, poniewaz zawiera oryginalne rozwigzania postawionego problemu naukowego,
wskazuje na posiadanie przez autora wymaganej wiedzy teoretycznej i umiejetnosci jej
praktycznego wykorzystania a ponadto wyniki badan zostaty opublikowane w czasopismach
naukowych, przedstawione na konferencjach naukowych oraz badania te mogg mieé



zastosowanie w praktyce. Dlatego tez wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie mgr Radostawa Sadowskiego do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie sktadam wniosek do Wysokiej Rady o wyrdznienie pracy doktorskiej mgr.
Radostawa Sadowskiego.

Uzasadnienie wniosku wyrdznienia rozprawy doktorskiej.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska to badania zawierajgce elementy nowosci
naukowej, majqce praktyczne zastosowanie. Praca jest oparta na 4 publikacjach
opublikowanych w czasopismach o obiegu miedzynarodowym o duzej renomie w Srodowisku
naukowym. Badania doktoranta sq kompleksowe. Dotyczyty one nie tylko opracowania
nowych uktadow chromatograficznych do analizy LMWHs ale réwniez opracowanie nowych
sposobow preparatyki probek do analizy. Kazda czes¢ pracy eksperymentalnej doktoranta to
nowa technika chromatograficzna — autor prezentuje uktady chromatograficzne do analizy
LMWHs w uktadach SAX, w uktadach RP przy zastosowaniu nowych dendrymerycznych faz
stacjonarnych oraz w ukfadach IPC-MS w kazdej z prac stosujgc inny typ detektoréw. Nalezy
wspomniec rowniez, ze prace doktoranta nie tylko ograniczyty sie do opracowania nowych
uktaddw chromatograficznych ale réwniez do opracowania i poréwnania metod preparatyki
probek. Nie sposob réwniez poming¢ pracy przeglgdowej doktoranta dotyczqcej metod
badania LMWHSs. Reasumujgc — praca doktorska zawiera szeroki, réznorodny a jednoczesnie
spojny materiat badawczy i wnosi istotne elementy nowosci do dziedziny badar lekéw
przeciwzakrzepowych. W zwigzku z tym prosze Wysokqg Rade o akceptacje wniosku o
wyroznieniu pracy doktorskiej mgr Radostawa Sadowskiego.
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