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RECENZJA
pracy doktorskiej wykonanej przez mgr Karoling Matyjaszczyk
pt: ,,Ocena wiasciwosci fizykochemicznych i farmakokinetycznych nowych zwiazkéw,

pochodnych antybiotykéw antracyklinowych®

Poszukiwanie nowych lekéw syntetycznych wymaga dhugoletnich i kosztownych
badan prowadzonych zaréwno w warunkach in vitro, jak i in vivo. Przedmiotem
doswiadczen in vitro jest okreslenie wiasciwosci fizykochemicznych szeregu zwiazkow
chemicznych oraz wstgpne oszacowanie ich aktywnosci biologicznej, stuzace
wyselekcjonowaniu  jednego lub kilku najbardziej obiecujacych kandydatow,
kierowanych dalej do do$wiadczei na modelu zwierzecym. Coraz wicksza role w
nowoczesnym projektowaniu lekow metodami modelowania molekularnego odgrywa
wykorzystanie chemii obliczeniowej, czyli tzw. badania in silico, stuzace do
przewidywania wlasciwosci fizykochemicznych, farmakokinetycznych i
toksykologicznych zwigzkéw na podstawie ich struktury. Praca doktorska mgr Karoliny
Matyjaszczyk wykonana pod kierunkiem dr hab. Marii Walczak, prof. UJ, wpisuje si¢
doskonale w nowoczesny nurt badafi nad nowymi czasteczkami o potencjalnym
zastosowaniu w terapii. Jej celem byla ocena wilasciwosci fizykochemicznych oraz
farmakokinetycznych  nowych  antybiotykow antracyklinowych  pochodnych
doksorubicyny i daunorubicyny i wyselekcjonowanie z nich kandydata do dalszych
badan przedklinicznych.

Praca realizowana byta w Jagiellonskim Centrum Rozwoju Lekéw we wspolpracy
z Instytutem Biotechnologii i Antybiotykéw w Warszawie, ktéry udostepnit zwiazki do

badan. Realizacja pracy wymagala od Doktorantki opracowania metod wyznaczania
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wlasciwosci fizykochemicznych z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej oraz czutych i
selektywnych metod UPLC-MS/MS, pozwalajacych na oznaczanie stgzenia badanych
zwigzkéw w osoczu myszy, a nastgpnie okredlenia profilu farmakokinetycznego nowych
antybiotykéw antracyklinowych o potencjalnym dzialaniu przeciwnowotworowym.

W czesci teoretycznej swojej pracy Doktorantka przedstawia zagadnienia
zwigzane z wlasciwosciami kwasowo-zasadowymi i lipofilowymi czasteczek, z
uwzglednieniem metod stosowanych do wyznaczania wykladnika statej dysocjacji,
wspolczynnika podziatu i wspétczynnika dystrybucji. Omawia takze modele predykcyjne
w metodzie in silico modelowania tych parametrow fizykochemicznych. W dalszej czgsci
szczegblowo opisuje antybiotyki antracyklinowe pod katem ich wlasciwosci,
mechanizmu dziatania i toksycznosci. Zwraca uwage na nowe antybiotyki
antracyklinowe stosowane w lecznictwie oraz na pochodne formamidynowe o
potencjalnym zastosowaniu w terapii chor6b nowotworowych, ze wzgledu na wigksza
aktywno$é antyproliferacyjng i lepszy profil bezpieczenstwa w poréwnaniu do
antracyklin 1 generacji. Cel pracy zostal jasno sprecyzowany, chociaz brakuje
uzasadnienia wyboru myszy jako modelu zwierzgcego w prezentowanej rozprawie.
Zaplanowane zadania badawcze pozwalaja na osiagnigcie zalozonego celu i zostaly
zrealizowane w caloéci. Cze$¢ metodyczna jest wihasciwie zredagowana i dostarcza
niezbednych informacji odnosnie wigkszosci stosowanych technik i metod
obliczeniowych. W czesci dotyczacej metody elektroforezy kapilarnej nic podano nazwy
producenta stosowanych kapilar krzemionkowych. Brak tez informacji, w jaki sposob
obliczono objetosé nastrzyku probki. W czesci dotyczace] obliczen farmakokinetycznych
blednie wpisano wzory na AUCo,. oraz V. Szczegbtowo omdwiono parametry
wyznaczone w ramach walidacji metody, przeprowadzonej zgodnie z wytycznymi FDA i
EMA. Jednak badania stabilnosci przeprowadzono jedynie podczas przechowywania
badanych zwigzkow w podajniku probek.

Przeprowadzone badania doprowadzity do ciekawych obserwacji. Wyznaczone
wartoéci pKa dla lekéw macierzystych oraz ich pochodnych formamidynowych
wskazuja, ze modyfikacje w pierécieniu daunozaminy maja duzy wplyw na wiasciwosci
kwasowo-zasadowe. Nowe pochodne w fizjologicznym pH wystgpowaly w postaci
zjonizowanej i charakteryzowaly sie wicksza lipofilowoscia niz zwigzki macierzyste.
Natomiast na podstawie analizy farmakokinetycznej w modelu zwierz¢cym stwierdzono,
7e badane zwiazki charakteryzujg sie¢ dlugimi czasami przebywania w organizmie,
duzymi objetosciami dystrybucji, co wskazuje na ich rozmieszczenie zarowno w

przestrzeni zewnatrz- jak i wewngtrzkomorkowej, niewielkimi wartosciami AUC, co
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prawdopodobnie moze wplywaé na zmniejszenie kardiotoksycznosci, oraz wyzsza od
zwigzkéw macierzystych biodostepnosciag. Na podstawie uzyskanych wynikow
Doktorantka wytypowata zwigzek EDOX-FMOR jako najbardziej obiecujacego
kandydata na lek.

Omoéwienie 1 dyskusja wynikéw, ktére sa rzeczowe i niezwykle wnikliwe,
potwierdzajg dobra znajomo$¢ poruszanej tematyki oraz duzg wiedze Doktorantki na
temat nie tylko stosowanych przez nia nowoczesnych metod analitycznych, ale takze
umiejetno$¢ wyciggania trafnych wnioskéw na podstawie uzyskanych wartosci
parametréw fizykochemicznych w celu okreslenia potencjalnego dzialania biologicznego
nowych pochodnych antybiotykéw antracyklinowych. Na uwage zastluguje takze
umiej¢tnos¢ zastosowania modelu zwierzecego do analizy farmakokinetycznej badanych
zwigzkow. Konsekwencjg tego rozdzialu sa wnioski, ktére trafnie podsumowuja calg
pracg. Uzyskane wyniki charakteryzuje duzy potencjal aplikacyjny. Dostarczaja one
wskazowek odnosnie potencjalnego wykorzystania nowych zwigzkow w  celu
zwigkszenia  skutecznodci  terapii  przeciwnowotworowej oraz  ograniczenia
kardiotoksycznosci antybiotykow antracyklinowych.

Rozprawa mgr Karoliny Matyjaszczyk liczy tacznie 124 strony i ma uklad typowy
dla prac eksperymentalnych. Skfada si¢ z czgsci teoretycznej w postaci wstepu, celu
pracy, metodyki badan, wynikéw, ich dyskusji oraz wnioskéw, a takze umiejetnie
cytowanych 164 pozycji piSmiennictwa. Praca napisana jest poprawnie pod wzgledem
stylistycznym i gramatycznym. Wyniki przedstawiono w postaci licznych tabel i rycin.
Zostaly one poprawnie zinterpretowane i skomentowane w odniesieniu do danych
literaturowych. Zastosowane metody badawcze sa nowoczesne i zostaly trafnie dobrane
do rodzaju zadan badawczych i wyznaczonego celu.

Po zapoznaniu si¢ z przedstawiong do recenzji praca, nasuwaja si¢ nastepujace uwagi i
propozycje:

1) Przeprowadzone badania stabilnosci badanych zwiazkéw w matrycy biologicznej
nalezaloby uzupehi¢ o test mrozenia i rozmrazania oraz badania trwalosci
podczas przechowywania osocza w temperaturze przygotowywania prébek i w
temperaturze mrozenia probek, zgodnie z wytycznymi EMA i FDA, na ktére
powoluje si¢ Doktorantka. Nie podano rowniez trwalosci badanych zwigzkéw w
roztworach.

2) Ryc. 4.4. Nie sprecyzowano, czy wykresy dotycza zaleznosci $rednich czy
przykladowych ruchliwosci elektroforetycznych badanych zwigzkéw od pH
srodowiska. W przypadku, gdy bylyby to §rednie wyniki, mozna by zaznaczyé na
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wykresic SD lub przynajmniej wpisaé, z ilu wynikéw liczone byly $rednie

ruchliwosci.

3) Wg Doktorantki, stwierdzono istotng zalezno$¢ miedzy ApKa a toksycznoscia
badanych antracyklin dla linii komérek nowotworowych HCV29T. Jednak
wspdlczynnik korelacji r=0.427, przy P=0.099 nie wskazuje na silng korelacje
mi¢dzy zmiennymi.

4) W odniesieniu do wyznaczonych parametréw walidacyjnych metody UPLC-
MS/MS oznaczania pochodnych DOX i DAU w materiale biologicznym,
nalezatoby wyjasnié, z czym zwigzany byt tak wysoki odzysk analitow po
ekstrakcji siggajacy nawet 126% oraz duzy efekt matrycy siggajacy 145%.

W pracy mozna zauwazy¢ drobne bledy, gtéwnie edytorskie, takie jak:

str. 9 — powinno byé ,ujemny wspélczynnik aparaturowy”, zamiast ,ujemnym
wspotczynnik aparaturowym”

str. 10, wiersz 7 — powinno by¢ ,,wartosé logarytmu wspdtczynnika podziatu nie powinna
przekraczac 57, zamiast, ,,warto$¢ wspélczynnika podziatu nie powinna przekracza¢ 5”.
str. 37, wiersz 37 — powinno by¢ ,,iniekcji”, zamiast ,,inikcji”

str. 52 — AUC obliczono z zastosowaniem ,metody trapezow”, zamiast ,,metody
najmniejszych kwadratéw”

str. 69 i 70 (Tabela 4.2.) — powinno by¢ ,,logDyu10”, zamiast ,,Dpri0”

Przedstawione uwagi w Zaden sposob nie umniejszajg oceny merytorycznej pracy,
ktora jest ambitna i nowatorska, a zawarte w niej dane i sposob analizy $wiadcza o duzej
wiedzy i umiejetnosciach Doktorantki, nie tylko w zakresie prowadzenia badan
laboratoryjnych, ale takze analizy in silico metodami modelowania molekularmego.

W podsumowaniu nalezy stwierdzié, Zze recenzowana praca jest oryginalna i
dostarcza wiclu wartosciowych danych dotyczgcych whasciwosci fizykochemicznych
nowych zwigzkéw pochodnych antybiotykéw antracyklinowych o potencjalnym
zastosowaniu w farmakoterapii. Stanowi ona twdrczy wktad Doktorantki w rozw¢j badan
nad nowymi czasteczkami zwigzkéw leczniczych oraz spelnia kryteria okreslone w art.
13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65poz. 595 z pdézn. zmianami). W
zwigzkOw z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagicllonskiego o dopuszczenie mgr Karoliny

Matyjaszczyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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