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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Matyjaszczyk

pt.: ,,Ocena wlasciwosci fizykochemicznych i farmakokinetycznych nowych zwigzkow,
pochodnych antybiotykow antracyklinowych”

wykonanej w Jagiellonskim Centrum Rozwoju Lekéw (JCET)

pod kierunkiem dr hab. Marii Walczak, prof. UJ.

Wiasciwosci farmakokinetyczne zwigzku, takie jak jego zdolno$¢ do przenikania
przez blony biologiczne, stopien wigzania z biatkami krwi, stopien wchlaniania, dystrybucja,
metabolizm, wydalanie czy tez stopien toksycznosci, sa bezposrednio zalezne od jego
wihasciwosci fizykochemicznych, opisywanych m.in. poprzez wspotczynnik podziatu i statg
dysocjacji. Stata dysocjacji, zwykle opisywana poprzez warto$¢ pK,, stuzy do przewidywania
stopnia zjonizowania zwigzku dla wybranej wartosci pH, dlatego jest pomocna w badaniach
biodostepnosei czy badaniach farmakokinetyki potencjalnych lekéw. Z kolei lipofilowos¢
zwigzku, zwykle wyrazana poprzez logarytm wspotczynnika podziatu, /og P, lub logarytm ze
wspoéltczynnika dystrybucji, log D, jest parametrem fizykochemicznym charakteryzujacym
zdolno$¢ zwigzku do przenikania przez membrany, do wigzania z biatkami czy do kumulacji
w tkankach. Poznanie wyzej wymienionych wspotczynnikow dla zwigzkéow bedacych
kandydatami na leki jest kluczowe na wczesnych etapach badan przedklinicznych lekow,
gdyz umozliwia przewidywanie zachowania zwigzkow w organizmie zywym oraz ulatwia

odrzucenie zwigzkdéw o niekorzystnych wiasciwosciach farmakokinetycznych. A to z kolei



pozwala na obnizenie kosztow i skrocenie czasu badan nad lekiem. Poniewaz stale poszukuje
sie lepszych, bardziej precyzyjnych metod wyznaczania wartosci pK,, logP, czy logD,
przedstawiona do recenzji praca doktorska dokumentujgca wyznaczanie tych
wspdtczynnikow dla nowych antybiotykéw antracyklinowych oraz przedstawiajgca ich
analize farmakokinetyczng, wpisuje si¢ w aktualne trendy badan o wysokich walorach

poznawczych i praktycznych.

Praca doktorska mgr Karoliny Matyjaszczyk ma uktad typowy dla takich opracowan.
Rozprawa doktorska jest udokumentowana 34 rycinami, 18 tabelami i przypisami
literaturowymi w wysokiej liczbie 164, artykutéw naukowych opublikowanych gtownie w
czasopismach z listy filadelfijskiej. Monografia zawarta jest na 124 stronach i skfada si¢ z
klasycznie przyjetych czesci rozprawy doktorskiej. Zawiera niewiele potknigé edytorskich i

redakcyjnych, co sprawia, Ze pracg czyta si¢ z przyjemnoscia.

7.a najwazniejsze osiggniecia pracy doktorskiej uwazam:

1. Wyznaczenie wartosci pK, dla zwigzkéw antracyklinowych za pomocg
nowoopracowanej metody wykorzystujacej technike strefowej elektroforezy
kapilarnej.

2. Wyznaczenie warto$ci logDppio dla badanych zwigzkéw z wykorzystaniem techniki
mikroemulsyjnej elektrokinetycznej chromatografii kapilarne;.

3. Wyznaczenie profili farmakokinetycznych nowych zwigzkow antracyklinowych w
badaniach in vitro na myszach oraz parametréw PK w badania in silico.

4. Na podstawie przeprowadzonych badan wskazanie, sposrod badanych antybiotykow

antracyklinowych, kandydata do dalszych etapow badan przedklinicznych.

Wstep pracy jest rzetelnym wprowadzeniem do zagadnien stanowigcych podstawe
teoretyczng rozprawy doktorskiej i w sposob ciekawy przeprowadza czytelnika przez tematy
zwigzane z wilasciwosciami kwasowo-zasadowymi i lipofilowymi substancji oraz przez
dobrze opisane zagadnienia dotyczace antybiotykéw antracyklinowych. Lektura wstepu
zdradza dobre przygotowanie Doktorantki do prowadzenia badain w wyznaczonym obszarze
tematycznym. Dodatkowo, ujawnia fatwo$¢ piora Autorki, co moze okaza¢ si¢ przydatne na

dalszych etapach kariery naukowe;.



Cel pracy zostal wytyczony precyzyjnie i klarownie. Podzielony zostal na sze$¢
czastkowych punktéw, ktérych osiagniecie zostalo udowodnione na kolejnych kartach

dysertacji.

Rozdzial Materialy i metody zawiera poprawne spisy badanych zwigzkow z rycinami
ich struktur chemicznych, z lista stosowanych substancji, odczynnikéw, z opisem
wykorzystanej w pracy aparatury i metodyki postgpowania dotyczacej wyznaczenia
wspblezynnika  dystrybucji i wspotezynnika podzialu oraz  wyznaczenia profilu
farmakokinetycznego badanych pochodnych antracyklinowych. Rozdziat ten zawiera opisy
procedur podane w sposéb przejrzysty, umozliwiajacy odtworzenie bogatej czgdci
eksperymentalnej doktoratu. Ta cz¢s¢ dysertacji wzbudza szacunek wynikajgcy z nakiadu
pracy zwiazanej z duza iloscig eksperymentéw koniecznych do przeprowadzenia, aby
osiagna¢ postawione w pracy cele. Dodatkowo, réznorodnosé¢ stosowanych w badaniach
technik separacyjnych, niewatpliwie wymagata od Doktorantki solidnego przygotowania i
sporej ilosci czasu niezbednego do ich opanowania. Niezbyt czgsto spotyka si¢ prace
doktorskie laczace takie techniki jak elektroforeza kapilarna, mikroemulsyjna
elektrokinetyczna chromatografia kapilarna i wysokosprawna chromatografia cieczowa

sprzezona ze spektrometrig mas, dlatego podejscie to warte jest zauwazenia.

Wiasciwosei fizykochemiczne zwigzkéw wyznaczane byly eksperymentalnie za
pomocg nowoopracowanych metod strefowej elektroforezy kapilarnej oraz mikroemulsyjnej
elektrokinetycznej chromatografii kapilarnej. Chciatabym pogratulowa¢ Doktorantce tego
osiagniecia, bo zalicza si¢ ono do nietatwych badan wykorzystujacych elektromigracyjne
techniki separacyjne i zostalo opublikowane w liczacym si¢ czasopiSmie analitycznym,
Journal of Chromatography B 2017, 1060, 44, w artykule naukowym gdzie pierwszym

autorem jest mgr Karolina Matyjaszczyk.

Profil farmakokinetyczny pochodnych antybiotykow antracyklinowych, ich stezenia w
osoczu analizowane byly z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
sprzezonej ze spektrometria mas. Nalezy z uznaniem podkresli¢ zastosowanie techniki
ultrasprawnej  chromatografii cieczowej 1 dobor warunkéw  chromatograficznych
umozliwiajacy ostatecznie na rozdzielenie badanych zwigzkéw w ciggu 10 min przebiegu
chromatograficznego. Trzeba tez zauwazy¢, ze objetos¢ wyjsciowa osocza do analizy
ilosciowej byla bardzo niewielka, wynosita 100 pl. Nie jest to moze specjalnym

zaskoczeniem ze wzgledu na rodzaj badanych zwierzat, ale biorgc pod uwage kasetowe



podanie zwigzkow oraz koniecznos¢ oznaczenia stosunkowo niskich stezen tych zwigzkow w
krwi, procedura przygotowania probki i pézniejsza analiza ilosciowa stanowita niewatpliwie

spore wyzwanie analityczne.
Analiza metodyki tej czgsci pracy sktania do komentarza i kilku pytan.

- Wydaje sie, ze duzym ulatwieniem w kwestii identyfikacji badanych zwigzkow w
przysztych analizach byloby wyznaczenie dodatkowego przejécia jonowego, tzw. przejscia
jakos$ciowego. Mogloby ono, obok przedstawionych przejs¢ fragmentacyjnych branych pod
uwage w analizach ilosciowych, zmniejszy¢ niepewnos$¢ zwigzang z identyfikacjg badanych

antracyklin.

- Pojawia sie tez pytanie o warunki wyboru karwedilolu na standard wewngtrzny? Warto

byloby na chromatogramach pokaza¢ rowniez pik odpowiadajgcy temu zwigzkowi.

Rozdziat Wyniki, podobnie do rozdzialu go poprzedzajacego, opisany jest
przejrzyscie i dobrze ilustruje rezultaty doswiadczen. Zawiera 17 rozbudowanych rycin, w
wiekszoéci ztozonych z kilku a nawet kilkunastu mniejszych rycin i z 14 tabel. Rozdziat ten
zawiera szczegdltowe dane opisujgce optymalizacje metody wyznaczania wykladnika stalej

dysocjacji, wspolczynnika dystrybucji i wspétczynnika podziatu.
I ta cze$¢ pracy sktania do dyskusji i postawienia kilku pytan.

- Czy na Ryc.4.11 i 4.12, ilustrujgcej chromatogramy badanych zwigzkéw antracyklinowych

zostaly pokazane rézne stezenia wzorcOw, pochodnych doksorubicyny i daunorubicyny?

- Pewng watpliwo$¢ budzg ryciny obrazujace zalezno$¢ stezenia w krwi od czasu dla
badanych zwigzkéw (Ryc. 4.13 - 4.16). Umieszczone na niej zostaty punkty odpowiadajgce
stezeniom obliczonym z krzywej wzorcowej w zaleznosci od czasu, przy czym czg$¢ punktow
znajduje sie ponizej najnizszego punktu stezeniowego na krzywej kalibracyjnej (LLOQ).
Warto byloby zaznaczyé te rozbiezno$¢ w tekscie, ewentualnie na rycinie. Cheg tu podkreslic,
ze whaczenie do obliczen farmakokinetycznych stgzen obliczonych na podstawie réwnania
opisujacego krzywa kalibracyjng a wystgpujacych ponizej najnizszego punktu na krzywej
kalibracyjnej jest dopuszczalne. Jest przedmiotem badan i tematem wiodgcym
opublikowanych artykutéw naukowych znakomitych ekspertow, np., prof. Williama Jusko,

ktory opisuje ten problem w artykule pt. ,,Use of pharmacokinetic data below lower limit of



quantitation values” (Pharm Res 2012, 29, 2628). Watpliwo$¢ pewnie bylaby mniejsza,
gdyby granica oznaczalno$ci byta nizsza od LLOQ.

Dyskusja wynikéw jest rozdzialem napisanym bardzo ciekawie, trafnie wigzgc wyniki
uzyskane w trakcie pisania pracy doktorskiej dotyczace gtéwnie wihasciwoscel
fizykochemicznych antracyklin z obliczonymi parametrami farmakokinetycznymi oraz z
dostepnymi wiasciwosciami badanych zwiazkéw jak ich toksycznod$¢ czy wiasciwosci
antyproliferacyjne. Autorka cytuje wiele publikacji naukowych, odnoszacych si¢ do
poszczegodlnych badanych zagadnief, co dowodzi Jej dojrzatosci i umiejetnosei krytycznej

analizy wynikow.

Uwag edytorskich czy redakcyjnych jest bardzo niewiele, i nie bede ich tu wymieniac,
z wyjatkiem jednej. We wstepie, w rozdziale opisujacym kardiotoksycznos¢ antybiotykow
antracyklinowych (1.4.4.), pojawita si¢ do$¢ powszechnie stosowana, cho¢ jednak zargonowa

nazwa ,,beta-blokery”. Pewnie zgrabniej bytoby uzy¢ okreslenia ,,beta-adrenolityki”.

Wymienione wyzej uwagi czy komentarze nie obnizajg bardzo wysokiej oceny
rozprawy doktorskiej autorstwa mgr Karoliny Matyjaszczyk, ktéra stanowi opracowanie
warto$ciowe zaréwno z poznawczego, jak i praktycznego punktu widzenia. Stwierdzam, ze w
pelni odpowiada ona warunkom formalnym i merytorycznym stawianym rozprawom
doktorskim zawartym w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. — O stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dziennik Ustaw RP nr 65, poz. 595 z
dnia 16 kwietnia 2003 r.) i wnosze do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Jagielloniskiego Collegium Medicum o dopuszczenie mgr Karoliny
Matyjaszczyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, ze wzgledu na bardzo
bogaty warsztat badawczy, istotne walory poznawcze i aplikacyjne poruszonych w dysertacji
badan, réznorodno$é¢ zastosowanych technik analitycznych, badan in silico oraz badan in vivo
oraz na fakt wiodacej roli Doktorantki w publikacji uzyskanych wynikoéw w czasopis$mie z
Listy Filadelfijskiej (Journal of Chromatography B, 2017, IF=2,441), wnosz¢ do Wysokiej
Rady o wyr6znienie pracy doktorskie;.
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