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W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej pani mgr Pauliny
Kubowicz-Kwasny przedmiotem badan byta ocena przydatnosci wybranych model
alternatywnych do badania biotransformaciji ksenobiotykow.

Tematyka podjeta przez Doktorantke jest niezwykle aktualna i dotyczy
poszukiwania szybkich i tanich metod skriningowych do zastosowania we wczesnych
etapach badar nad rozwojem nowego leku.

Analiza metabolizmu (biotransformaciji} potencjalnej substanciji leczniczej jest
koniecznym etapem badan przedklinicznych. Daje ona pojecie o stabilnosci
metabolicznej zwigzku, strukturach i profilu aktywnosci metabolitdw. Badania
biotransformacji ksenobiotykéw prowadzone s3 gtéwnie metodami in vivo. Metoda ta
obarczona jest jednak powaznymi wadami: wymaga poswigcenia ogromnej liczby
zwierzat laboratoryjnych, jest kosztowna, czasochtonna, a tylko w okoto 50%
przypadkow odzwierciedla metabolizm w organizmie czlowieka. Od okofo 30 lat
trwajg wiec poszukiwania metod alternatywnych - in vitro (z wykorzystaniem
mikroorganizméw, linii i frakcji komérkowych) oraz in silico (analiz komputerowych) -
oszczedzajacych zwierzeta, szybszych i tanszych. Metody te nie s3 rowniez
doskonate, nie oddajg bowiem zlozonosci reakcji enzymatycznych zachodzgcych w
organizmie cziowieka, niemniej pozwalajg okresli¢ stabilnosé metaboliczng zwigzku

chemicznego, umozliwiaja wskazanie miejsc atakéw enzymatycznych czy wreszcie



pozwalajg przewidywaé struktury powstajacych metabolitéw. Swiatowe standardy
sktaniajg si¢ wiec do stosowania metod alternatywnych na etapie badar
przedklinicznych potencjalnych substanciji leczniczych.

Cytowane we wstepie dysertacji dane, dotyczace wspomnianej powyzej
tematyki, stanowity dla Doktorantki przestanke do podjecia badarn nad
biotransformacija dziesieciu zréznicowanych pod wzgledem struktury i lipofilowosci
zwigzkébw o potwierdzonej w modelach zwierzecych aktywnosci w obrebie
o$rodkowego uktadu nerwowego. Badania przeprowadzone zostaly z zastosowaniem
modeli in silico oraz in vitro. Ich celem bylo oszacowanie stabilno$ci metaboliczne;
badanych zwigzkéw, okreslenie Sciezki biotransformacyjnej oraz wytypowanie
enzymoéw odpowiedzialnych za przebieg procesu biotransformacji. Doktorantka
zaplanowata réwniez poréwnanie wynikow uzyskanych réznymi metodami.

Warto podkredlié, ze osiaggniecie zatozonego celu utrudniata zréznicowana
budowa chemiczna badanych zwigzkéw, niemniej zastosowana przez Autorke
strategia badarn data pozytywne efekty.

Recenzowana dysertacja ma posta¢ 119 stronicowej rozprawy o klasycznym
uktadzie, zawierajacej streszczenie w jezyku polskim i angielskim, czesé teoretyczna
(wstep), zatozenia i cel pracy, opis badan wlasnych, dyskusje wynikéw i wnioski, opis
stosowanej metodyki (materialy i metody) oraz podsumowanie. Zaprezentowany w
dysertacji przeglad pismiennictwa jest szeroki; obejmuje ponad 130 pozycji, w
wysokim procencie opublikowanych w okresie ostatnich 10 lat. Stanowi on czytelng
podstawe dla postawionej przez doktorantke hipotezy badawczej.

We wstgpie, stanowigcym czes$é teoretyczng rozprawy Autorka oméwita
proces metabolizmu ksenobiotykéw w organizmie ludzkim, w tym reakcje
biotransformacii pierwszej i drugiej fazy oraz ich mozliwe efekty, takie, jak powstanie
aktywnych  metabolitw z nieaktywnego substratu, powstanie nieaktywnych
metabolitéw, metabolittw o wiasciwosciach toksycznych oraz o innym dziataniu
farmakologicznym. Odrebny podrozdziat poswiecita alternatywnym metodom badania
metabolizmu, w tym metodom in silico i in vitro — co tacznie stanowito przedmiot i€
badan eksperymentalnych. Duzg uwage Doktorantka poswiecita szczepom
mikroorganizméw stosowanych w badaniach metabolizmu ksenobiotykéw, liniom
komérkowym oraz ich modyfikacjom. Opisata tez metody ex vivo, bedace niejako na

pograniczu metod in vivo i in vifro. Reasumujac, czeéé teoretyczna pracy uzasadnia



celowos¢ zastosowania metod /in vitro i in silico w badaniach przedklinicznych
potencjalnych lekow.

Badania wiasne przedstawione w rozprawie doktorskiej mgr Pauliny
Kubowicz-Kwasny sg rozlegte i trudne do podsumowania w krétkiej formie recenzji.

Przedmiotem badan byfo dziesie¢ nowych zwigzkéw, w tym jeden w postaci
izomeréw R, S, oraz mieszaniny racemicznej, wszystkie o potwierdzonym dziataniu w
obrgbie oSrodkowego ukiadu nerwowego. Podobnym badaniom Autorka poddata
dwa leki referencyjne, aripiprazol i zolpidem. Nowe zwigzki otrzymane byly w
Zakiadzie Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej oraz w zakladzie
Chemii Lekow Katedry Chemii Farmaceutycznej UJ CM.

Wybrane do badan zwiagzki byly zréznicowane co do struktury oraz kierunku
dziatania biologicznego. Jednym z nich byta aminoalkanolowa pochodna 2-
aminocykloheksan-1-olu (dwa enancjomery | mieszanina racemiczna) o
stwierdzonym dziataniu antyepileptycznym. Dwa kolejne, to aminoalkanolowe
pochodne 2-aminobutan-1-olu o dziataniu analgetycznym, cztery - to pochodne
aripiprazolu, zwigzki sulfonamidowe o potwierdzonej aktywnoséci antypsychotyczne;j,
trzy — to pochodne imidazo[1,2-a]pirydyny (zolpidemu) o profilu antypsychotycznym.
Wszystkie analizowane zwiazki cechowata znaczna lipofilowo$é (log P w zakresie
2,16 - 5,03).

Biorac pod uwage cel i stosowang metodyke, badania wlasne Autorki mozna
podzielic na dwa kolejne etapy. Pierwszy etap pracy polegat na wstepnym
wytypowaniu metabolitbw badanych zwiazkéw metodami in silico przy uzyciu
programu MetaSite. Dla analizowanych struktur wytypowane zostaty ugrupowania
najbardziej wrazliwe na przemiany biotransformacyjne oraz zaproponowane zostaty
§ciezki metaboliczne z uwzglednieniem udzialu w reakcjach odpowiednich
izoenzymow cytochromu P450.

W drugim etapie pracy, w celu zweryfikowania symulowanych metodg in silico
sciezek metabolicznych, Doktorantka przeprowadzita badania biotransformaciji tych
samych zwigzkéw metodami in vitro. Zastosowata dwa rézne modele badawcze:
model mikrobiologiczny ~Cunninghamella oraz model mikrosoméw watrobowych.
Aminoalkanolowe pochodne 2-aminocykloheksan-1-olu, 2-aminobutan-1-olu oraz
imidazo[1,2-ajpirydyny  (zolpidemu) poddano badaniom mikrobiologicznym,
prowadzonym z wykorzystaniem trzech gatunkéw grzyba strzepkowego
Cunninghamella (C. elegans 1908, C. echinulata 1384 oraz C. blakesleena 1906),



charakteryzujacego sie posiadaniem systemu monooksygenaz cytochromu P450
oraz enzymoéw |l fazy metabolizmu. Przebieg biotransformacji monitorowany byt
technikami TLC oraz LC-MS/MS.

Dla wszystkich badanych zwiazkéw Doktorantka przeprowadzita analize
procesu biotransformacji wykorzystujac drugi z modeli in vitro — frakcje mikrosomalne
dwéch gatunkéw gryzoni oraz mikrosomy ludzkie.

Dodatkowe badania objely wybrane zwigzki: dla enancjomeréw oraz
mieszaniny racemicznej aminoalkanolowej pochodnej 2-aminocykloheksan-1-olu
Autorka przeprowadzita analiz¢ procesu biotransformacji wykorzystujac frakcje
watrobowe S$9, a dla zwigzku oznaczonego symbolem 2, czyli 2-{[2-(2-chioro-6-
metylofenoksy)etyloJamino}butan-1-olu  zbadata interakcje z najwazniejszymi
izoenzymami cytochromu P450.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki wskazujg, ze efekty symulacji metodg in
silico przemian metabolicznych sg zgodne z wynikami badan in vitro dla wiekszosci
badanych zwigzkéw. Obydwie metody pozwolity np. stwierdzié réznice w strukturze
metabolitéw dla izomeréw R i S aminoalkanoiowej pochodnej 2-aminocykloheksan-
1-olu, wykazujgcej aktywno$é¢ przeciwdrgawkowg. Doktorantka wnioskuje, ze
prawdopodobnie jest to przyczyng korzystniejszych parametrow antyepileptycznych
jednego z izomeréw. Wyniki badan pozwolity rowniez Autorce wyselekcjonowaé
zwigzki podlegajace intensywnym procesom biotransformacii (cztery struktury, w tym
iedna w postaci obydwdch enancjomeréw) oraz te o wysokiej stabilnosci
metabolicznej (szes¢ struktur). Dia pieciu z badanych zwigzkéw, w tym dwéch
enancjomeréw jednego z nich, uzyskane wyniki pozwolity Doktorantce na opisanie
ich sciezek metabolicznych.

Korelujgc dane dotyczace stabiinosci badanych zwigzkéw, uzyskane metodami in
silico t in vitro z obliczonymi teoretycznie wartosciami log P, Autorka stwierdzita
istnienie zaleznosci pomiedzy lipofilowoscia a stabilnoscig badanych struktur.
Przeprowadzone dla jednego z badanych zwigzkéw (wspomnianego powyzej
zwigzku 2 0 dziataniu znoszacym bdl neuropatyczny) badania interakcji z
najwazniejszymi izoenzymami cytochromu P450 pozwolity Doktorantce stwierdzi¢, ze
jest on inhibitorem izoenzymu CYP2D6 typu mieszanego.



Reasumujac, warte podkreslenia sg zalety, zaréwno poznawcze jak i aplikacyjne
recenzowanej pracy.
1. Doktorantka wykazata istotne zalety i ograniczenia wybranych modeli
alternatywnych do badania biotransformaciji ksenobiotykow:

- W znaczacej czesci przypadkéw struktury gtéwnych metabolitéw uzyskane z
symulacji komputerowej i badan in vitro byly zbiezne. Mozna wiec wyciggnaé
wniosek, ze metoda in silico jest przydatnym lecz nie idealnym narzedziem w
przewidywaniu kierunkéw biotransformacji w danej grupie zwigzkow.

- Obydwa stosowane modele badan in vitro wykazaty znaczace ograniczenia
dotyczace liczby generowanych metabolitbw, dawaty jednak mozliwosé

oszacowania stabilnosci metabolicznej zwigzku.

- Z przeprowadzonych badan wynika, ze obydwie metody moga byé z
powodzeniem stosowane na wczesnym etapie rozwoju potencjalnego leku.

2. Przeprowadzone przez Doktorantke badania nowych, aktywnych biologicznie
zwiazkdw - potencjalnych lekéw dostarczyly syntetykom danych przydatnych
dla przeprojektowania czasteczek, w celu poprawy ich parametréw
farmakokinetycznych.

Uwagi krytyczne i zagadnienia wymagajace dodatkowego wyjasnienia przez
Doktorantke w mojej opinii sg nieliczne.

Praca zawiera pewne btedy edycyjne oraz niesciste sformutowania. W mojej
ocenie np. stanowi je stwierdzenie, ze badaniom poddano 12 nowych struktur, biorac
pod uwage, Ze trzy z nich (zwigzki 1a, 1b i 1¢) sa to enancjomery R i S tego samego
zwiazku oraz mieszanina racemiczna. S3 to jednak drobne btedy formalne, w zaden
sposéb nie pomniejszajgce wartosci przedstawionej do recenzji pracy.

Podsumowujac pragne stwierdzi¢, ze mgr Paulina Kubowicz-Kwasny
przediozyta wartoSciowa prace, wnoszagcg powazny wkiad do wiedzy na temat
alternatywnych metod badania metabolizmu zwigzkéw biologicznie aktywnych —
potencjalnych lekéw. Doktorantka wykazata sie umiejetnoscig tworzenia hipotezy
badawczej, zaprojektowania i przeprowadzenia ztozonych eksperymentdw, analizy
otrzymanych wynikéw oraz formutowania wnioskéw. W mojej ocenie recenzowana
rozprawa w peini odpowiada wymaganiom stawianym pracom doktorskim i
przedktadam Wysokiej Radzie Woydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu



Jagielloriskiego  Collegium Medicum wniosek o dopuszczenie pani mgr Pauliny
Kubowicz-Kwaény do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage szeroki zakres i wysoki poziom recenzowanej pracy, jej
walory aplikacyjne oraz fakt, 2e Doktorantka jest wsp&lautorka oraz pierwsza
autorkg publikacji o sumarycznym IF = 4,87 sktadam réwniez wniosek o wyrdznienie
recenzowanej pracy.
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