Ocena
pracy doktorskiej mgr farmacji Kamila Kus z Jagielloniskiego Centrum Rozwoju Lekéw (JCET)

pt.: ,Zastosowanie techniki LC/MS/MS do badania metabolizmu nowych zwigzkéw,
potencjalnych lekéw.”

Odkrycie obecnosci tlenku azotu (NO) w $rédbtonku, a zwiaszcza poznanie jego
wiadciwoséci biologicznych i roli w fizjologii i patologii cztowieka byto i jest niewatpliwie
jednym z najbardziej znaczacych odkryé w medycynie XX wieku. Nie dziwi wiec, ze odkrywcy
zarowno wtasciwosci NO, jak tez i jego mechanizmu dziatania zostali uhonorowani Nagroda
Nobla. Dzieki nim wyjasniony zostat takie mechanizm dziatania nitratow — lekow
stosowanych od dawna w niewydolnosci uktadu krazenia. Bylo oczywistym, ze po odkryciu
tym w szybkim czasie dojdzie do syntezy wielu nowych zwiazkéw (lekéw), bardziej
skutecznych i bezpiecznych. Niestety, wczesniej juz byto wiadomo, ze nitrogliceryna moze byc
stosowana wytacznie pozajelitowo, dziatata szybko i gwattownie, szybko wywotuje
przyzwyczajenie, a wielooérodkowe badania ISSIS-4 i GISI-3 wykazaly, ze w odroznieniu od
innych lekéw stosowanych w niewydolnosci krazenia, takich jak kwas acetylosalicylowy,
blokery receptoréw B-adrenergicznych czy inhibitory uktadu renina angiotensyna -
nitrogliceryna, jak i jej pochodne nie mialy wptywu na powtdrne incydenty sercowe czy
wydtuzenie zycia.

Pomimo rosnacej ilosci publikacji na temat NO, rozwoju nowych technik
analitycznych, zwiekszonych mozliwosci syntezy nowych struktur chemicznych, postgp w
syntezie nowych lekéw spetniajacych kryteria skutecznosci i bezpieczeristwa, o mechanizmie
uwalniajgcym NO, jest nadal niezadowalajacy.

Dlatego nie dziwi, ze mgr Kamil Ku$ podjat badania dwutorowe, w ktérych po
pierwsze postanowit opracowaé i ocenié trzy metody, ktére pozwolityby na kompleksowa
ocene profilu farmakokinetycznego i metabolizmu zwiazkéw uwalniajacych NO, a po drugie,
korzystajac z tych metod, dokona¢ takich ocen w odniesieniu do V-PYRO/NO i V-PROLI/NO,
2wiazkéw, ktore jak sugerowaly dotychczasowe badania, moglyby sta¢ sig nowymi lekami do
stosowania w sttuszczeniu watroby. Jest to cel badan bardzo ambity i w petni uzasadniony,
tym bardziej, 7e stluszczenie watroby jest w naszym kraju powszechne.

We wstepnie pracy doktorant opisuje mechanizmy odpowiedzialne za metabolizm
lekoéw i ich znaczenie dla skutecznosci i dziatar niepozadanych. Duig czeé¢ wstepu autor
poéwieca selektywnej dystrybucji lekéw lub prolekéw, ktére wedrujac do OUN, nerek, jelita
grubego, nowotworéw czy do watroby — wywiera¢ mogag swoje miejscowe dziatania
terapeutyczne. Jak wynika z przedstawionych danych literaturowych, koncepcja celowanej
farmakoterapii, mimo e niewatpliwie bardzo atrakcyjna, kryje wiele pufapek, zwtaszcza w
obszarze dziatan niepozadanych. Ta cze$é wstepu jest niezmiernie pouczajaca. Czes¢ koncowa



wstepu to przeglad danych literaturowych, dotyczacych wtasciwosci fizyko-chemicznych i
biologicznych diolanéw diazoniowych, w tym V-PYRO/NO i V-PROLI/NO - zwigzkéw
uwalniajgcych NO = w tym i w watrobie.

Biorgc powyzsze pod uwage cel jest jak najbardziej uzasadniony.

Metodyka badari zostata opisana obszernie i przejrzyécie. Badania dotyczgce zaréwno
opracowan metodologicznych, jak tez oceny farmakokinetycznej i metabolizmu badanych
zwigzkéw zostaty wykonane starannie, na myszach bad: szczurach, in vivo, ex vivo oraz in
vitro. Tak zaplanowane badania, jak sie poZniej w czasie ich realizacji okazato, mialy kluczowe
znaczenie dla uzyskanych wynikéw i w rezultacie dla oceny wiasciwosci biologicznych
badanych diolanow diazoniowych.

Wyniki badan zostaly opisane przejrzyscie i zamieszczone na 37 rycinach oraz w 14
tabelach. Wynika z nich, ze zaréwno metoda jednoczesnego oznaczania badanych zwigzkdw,
jak tez réwnoczesnego badania aktywnosci izoenzymdéw watrobowych P450 okazaly sig
kluczowe dla oceny wtasciwosci V-PYRO/NO i V-PROLI/NO.

Okazato sie, ze profil farmakokinetyczny obu badanych zwiazkow pomimo podobne;
budowy chemicznej réznit sie znacznie. | tak V-PYRO/NO byt metabolizowany w watrobie i
uwalniat NO podczas gdy V-PROLI/NO nie byly metabolizowany w watrobie i w postaci
niezmienionej byt wydalany przez nerki. Zwigzek pierwszy wolniej byt eliminowany u myszy
ze sttuszczeniem watroby, a zwiazek drugi szybciej. Paradoksalnie jednak objetos¢ dystrybuciji
w pierwszym przypadku zmniejszyta sie o okoto 50%, a w drugim przeciwnie, ulegta o ok.
47% zwigkszeniu. Z kolei metoda przewidywania metabolizmu nowych zwigzkéw pozwolita
na wykazanie, ze wygenerowane przy jej pomocy potencjalne metabolity badanych zwigzkow
nie zawsze sa zgodne z metabolitami powstajgcymi w procesie biotransformacji in vivo.

Uzyskane wyniki doktorant analizuje w oparciu o dotychczasowe dane literaturowe. Z
analizy tej wynika, ze poczynione obserwacje w badaniach wtasnych nie zawsze zgadzajq sig z
wynikami uzyskanymi przez innych autoréw prowadzacych zwykle badania wykorzystujace
jeden model doswiadczalny badZ nie zawsze stosujgce adekwatny model do stawianego w
badaniach celu. Takie wnioski mogt Autor uzyskaé stosujgc jednoczesnie w badaniach
wtasnych metody in vitro, in situ oraz in vivo. Okazuje sie bowiem, ze nie zawsze tez ,in vivo
veritas”. Zalezy to takze od gatunku ssaka, na ktérym prowadzi sie badania. Podsumowujac tg
cze$é pracy stwierdzam, ze éwiadczy ona o doglebnej znajomosci i zrozumieniu problematyki,
jaka doktorant sie zajmuje. Posiada On umiejetnoé¢ spojrzenia krytycznego na wyniki badan
wtasnych i innych autorow.

Prace koriczg 3 wnioski, ktére mogtyby by by¢ nieco krétsze, streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, 302 pozycje pismiennictwa do 2015 roku wigcznie oraz spis rycin i tabel.

Podsumowujac, prace oceniam niezmiernie wysoko. Przygotowujac ja bardzo
starannie Doktorant wykazal ogromna iloé¢ doéwiadczen, zapoznat sig z niezwykle



nowoczesnymi technikami analitycznymi i modelami farmakologicznymi oraz obszerng
literaturg — rokujgc dalszy rozwdj naukowy.

Oceniajac uzyskane wyniki, a zwlaszcza zbadane wihasciwosci farmakokinetyczne oraz
dane literaturowe sadze, ze Doktorant mégtby byé bardziej krytyczny stwierdzajac, ze kazdy
ze zbadanych przez Niego zwigzkéw nie najdzie zastosowania praktycznego, zwiaszcza w
terapii sttuszczenia watroby. Mam tu na mysli zaréwno problem wtasciwosci
farmakokinetycznych, wyniki dotychczasowych badai na zwigzkach, jak tez dziatan
niepozadanych. Dlatego okreélenia w trybie oznajmujacych zamienitbym na ew. tryb
przypuszczajacy. Sttuszczenie watroby, w tym poalkoholowe, jest procesem przewlektym,
wymagajacym leczenia diugotrwatego, dlatego wskazanym bytoby badanie zwigzkéw nie
tylko uwalniajacych NO w watrobie, ale dziatajgcych dtugo po podaniu doustnym. Nalezatoby
ujednolici¢ takze spis pismiennictwa rezygnujac min. z cytowania miesiecy, stosowania

skrotow vol, no i pp.

Moje uwagi maja przede wszystkim na celu podniesienie i tak juz wysokiej wartosci
merytorycznej pracy.

Podsumowuijac cato$é pracy oceniam ja bardzo wysoko i wnosze do Wysokiej Rady
Wydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum UJ w Krakowie o dopuszczenie mgr Kamila
Kusia do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Prof. dr hab. Wiodzimierz Buczko



