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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr. KAMILA KUSIA zatytulowanej
sZastosowanie techniki LC/MS/MS do badania metabolizmu nowych zwigzkow,

potencjalnych lekow”

Do glowny przyczyn niepowodzenia we wprowadzaniu do lecznictwa nowych
zwigzkow farmakologicznie czynnych nalezg niedostateczne wiasciwosci biofarmaceutyczne
oraz, czgsto z tym zwigzana, wysoka toksyczno$é potencjalnych lekow. Wsrod wyzej
wymienionych czynnikoéw istotne znaczenie odgrywa niedostateczne wchianianie substancji
czynnej badzZ tez jej unieczynnienie farmakologiczne w wyniku biotransformacji i tzw. efektu
pierwszego przejécia. Sposobem na zwig¢kszenie szans wprowadzenia nowego leku do
lecznictwa jest zaproponowanie formy tzw. proleku czyli takiej postaci chemicznej substancji
czynnej, ktéra posiada ,korzystne” wlasciwosci biofarmaceutyczno/farmakokinetyczne
umozliwiajgce osiggniecie okre$lonego poziomu w organizmie (narzadzie) a w wyniku
biotransformacji  ujawnienia  zachowanej aktywnosci farmakodynamicznej. Celem
recenzowane] pracy doktorskiej bylo przeprowadzenie kompleksowej analizy farmakokinetyki i
metabolizmu dwdch zwigzkoéw z grupy diolandéw diazoniowych uwalniajacych NO w watrobie,
do czego niezbednym bylo wczesniejsze opracowanie i zwalidowanie odpowiednich metod

bioanalitycznych z zastosowaniem zaawansowanych technik sprzezonych spektrometrii mas.



Oceniana praca doktorska wykonana w Jagiellonskim Centrum Rozwoju Lekéw (JCET)
pod kierunkiem Promotora prof. dr. hab. Stefana Chlopickiego, wybitnego Specjalisty w
dziedzinie farmakologii do$wiadczalnej $rodblonka, oraz Promotora pomocniczego dr hab.
Marii Walczak jest doskonatym przyktadem kompleksowego podejscia do badan zlozonych
procesow farmakologicznych. Maszynopis pracy jest obszerny i obejmuje ponad 140 stron.
Czgs¢ teoretyczna dos¢ szczegdlowo opisuje zagadnienia zwiazane z zastosowaniem prolekow
w farmakoterapii, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem selektywnej dystrybucji prolekéw do
osrodkowego ukladu nerwowego, narzadéw takich jak nerka, watroba, oraz jelito grube.
Dodatkowo scharakteryzowane zostaly diolany diazoniowe, zwiazki uwalniajgce tlenek azotu,
w tym dwa zwiazki selektywnie uwalniajace NO w watrobie stanowigce przedmiot badan w
pracy doktorskiej czyli V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO.

Nastepnie, w czesci doswiadczalnej bardzo doktadnie 1 szczegélowo opisano
zastosowane w pracy metody analityczne wraz z metodyka badan z rozroznieniem na warunki
ich realizacji w $rodowisku in vitro, in vivo i ex vivo. Wsréd stosowanych metod analitycznych
znalazla si¢ technika chromatografii cieczowej sprzezona z tandemowga spektrometrig mas (LC-
MS/MS) do jednoczesnego oznaczania st¢zenia V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO w materiale
biologicznym jak rowniez do jednoczesnego oznaczania stezenia metabolitow substancji

modelowych wybranych izoenzymdw cytochromu P-450. Szczegdlnie interesujgce, takze ze

wzgledu na ich unikalnosé¢, bylo uzycie metody utleniania zwigzkow z zastosowaniem uktadu
elektrochemicznego ROXY™, takze w polaczeniu z systemem MS/MS, oraz oznaczanie
st¢zenia azotandéw (III) i (V) w prébkach biologicznych w oparciu chromatografi¢ cieczows i
system ENO-20 oraz pokolumnowsg modyfikacje chemiczna odczynnikiem Griess’a.
Opracowane metody bioanalityczne zostaly poddane procesowi walidacji w oparciu o wytyczne
FDA i EMEA z okresleniem takich parametrow jak: selektywnosé, zakres metody, liniowos¢,

dokladnos¢ i precyzja, odzysk, efekt matrycy oraz stabilno$¢ badanych zwigzkdéw podczas



prowadzonych badan. Uzyskane wyniki analityczne postuzyly do wyznaczenia podstawowych
parametréw farmakokinetycznych. W tym celu postuzono si¢ metoda niezalezna od modelu i
oprogramowaniem Pheonix WinNonlin (Certara, USA). Dla wyznaczonych parametrow
przeprowadzono odpowiednie obliczenia statystyczne. Brakuje jedynie wskazania narzedzia
jakim postuzono si¢ na tym etapie pracy. Wymieniony zakres dziatan eksperymentalnych
podjetych w pracy doktorskiej mgr. Kamila Kusia jest bardzo obszerny i zastuguje na
docenienie.

Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki zostaly rozdzielone na dwie czesci i osobno
przedstawione oraz omowione. Pierwsza czgs¢ wynikéw odnosi si¢ do opracowania i
zwalidowania metod analitycznych w celu badania farmakokinetyki i metabolizmu V-
PYRRO/NO i V-PROLI/NO a druga czg$¢ dotyczy analizy profili farmakokinetycznych oraz
metabolizmu ww. zwigzkéw w eksperymentach in vivo, ex vivo i in vitro. Oméwienie wynikow
1 ich dyskusja zostaly udokumentowane w 16 tabelach i na 43 rycinach. Na pi$miennictwo
sklada si¢ ponad 300 pozycji co budzi wysoki podziw dla umiejetnosci edytorskich oraz
wiedzy Autora, szczegblnie zwazywszy na fakt, ze zdecydowana wigkszo$¢ to publikacje, ktore
ukazaty si¢ po 2000 roku.

Niewatpliwym rezultatem pracy Doktoranta jest opracowanie i zwalidowanie trzech

metod badawczych opierajacych si¢ na wykorzystaniu systemu LC/MS/MS a stuzacych do

Jednoczesnego oznaczania V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NO, réwnoczesnego badania
aktywnosci izoenzymow cytochromu P450 oraz przewidywania metabolizmu nowych
zwiazkéw za pomoca detektora elektrochemicznego ROXY™ sprzgzonego z tandemowg
spektrometrig mas.

Najcenniejszymi poznawczo osiagni¢ciami pracy byly natomiast wyciagnigte wnioski
ze zrealizowanych eksperymentow. I tak, bardzo uzyteczny wydaje si¢ wniosek wyciagniety z

opracowanej alternatywnej elektrochemicznej metody badania metabolizmu o braku zgodnosci



wygenerowanych  potencjalnych  metabolitow  badanych zwigzkéw z  produktami
biotransformacji in vivo. Nastgpnie, w toku przeprowadzonych eksperymentéw wykazano -
pomimo podobienstwa strukturalnego réznice w profilach farmakokinetycznych badanych
zwiazkow. V-PYRRO/NO ulegal metabolizmowi w watrobie przez izoenzymy cytochromu
P450 uwalniajge NO, podezas gdy V-PROLI/NO nie byt wychwytywany i metabolizowany w
watrobie, natomiast byl eliminowany przede wszystkim przez nerki w postaci niezmienione;.
Dodatkowo zaobserwowano zmiane w profilu farmakokinetycznym badanych zwiazkéw w
przebiegu stluszczenie watroby u myszy.

Praca doktorska mgr. Kamila Kusia jest bardzo wartosciowa pod wzgledem tresci
merytorycznych i ma niewatpliwe walory poznawcze. Jednak z obowigzku recenzenckiego, po
lekturze dysertacji nasunety mi si¢ nastepujace pytania i komentarze.

Na stronach 43 i 44 pracy wymienione zostaly wyznaczone parametry
farmakokinetyczne wraz ze wzorami do tego stuzacymi. Numerem 6 oznaczone zostalo
roOwnanie, ktére stuzy do obliczania stalej szybkosci eliminacji Az. Jednak wartosci liczbowe
dla tego parametru nigdzie w pracy nie zostaly umieszczone chociaz z pewnoscia musialy byé
wyznaczone chociazby w celu obliczenia AUCy.inr. Wsréd wyznaczanych i opisanych na
stronie 44 parametréw farmakokinetycznych znajduje si¢ objetos¢ dystrybucii, Vy. Z kolei na
stronie 76 w tabeli 4.13 i tekscie ponizej mowa jest o objetosci dystrybucji w stanie
stacjonarnym, V. To samo dotyczy wynikow farmakokinetyczny po podaniu badanych
zwigzkow u myszy ze stluszczeniem watroby na str. 85 gdzie w tabeli 4.14 jest wymieniony Vg
a w tekscie pojawia si¢ juz tylko objetos¢ dystrybucji. Powstaje pytanie jaka objetosé
dystrybucji zostata ostatecznie wyznaczona w pracy i na podstawie jakiego wzoru? W dyskusji
wynikéw zauwazono roznice w wielkosciach parametréw Cy, AUC.iyr a przede wszystkim Cl i
Vg w odniesieniu do obu badanych zwiazkéw i badania na myszach zdrowych oraz ze

stluszczong watrobag. I tak np. zauwazono zwigkszenie objgtosci dystrybucji dla V-PROLI/NO



w przypadku mysz ze sthuszczeniem watroby z 0,15 L/kg do 0,22 L/kg. Brakuje jednak analizy
statystycznej, ktora pozwolilaby na oceng istotnosci statystycznej obserwowanych réznic w
wynikach. Szkoda, ze nie wyznaczono w pracy takze parametru pola powierzchni pod krzywa
zaleznosci  stezenia-czas, AUCy: oraz nie  przedstawiono  wykresow  profili
farmakokinetycznych badanych zwigzkéw w skali liniowej. Za malo fortunny mozna uznaé
skrét myslowy umieszczony na str. 102: ,,V-PYRRO/NO, bedac bardziej lipofilowy,
rozmieszczal si¢ w calkowitej wodzie organizmu ...”. Domyslam sie, ze Autorowi chodzito o
zdolnos¢ V-PYRRO/NO do penetracji przez blony komérkowe i stad wysokg dystrybucje w
organizmie co warunkowane bylo wilasciwosciami fizykochemicznymi zwigzku a przede
wszystkim jego lipofilowoscig. Podobnie okreélenie na str. 46 ,skonstruowanie metody
bioanalitycznej” budzi moj jezykowy sprzeciw. Czy jednostka odpowiadajgca AUC w tabelach
4.13 1 4.14 jest wlasciwa? Jakie byly przestanki do stracania bialek z moczu (str. 30)? W jakiej
objetosci bylo osocze myszy pobierane na heparyng? W pracy sg tez nieliczne przejezyczenia
jak ,,dektrorfan” na str. 36 czy ,.efuenty” na str. 73, jak tez niepoprawne sformulowania typu
orozdzial  chromatograficzny”  zamiast uznanego za  wlasciwe  ,rozdzielanie
chromatograficzne”.

Powyzsze komentarze i pytania, nie wplywaja na wartos¢ merytoryczng pracy, ktorg
oceniam wysoko. Praca doktorska mgr. Kamila Kusia ma wyrazne aspekty oryginalnosci
naukowej. Jest polaczeniem wiedzy i umiejetnosci z zakresu bioanalityki i farmakologii. Autor
wykazat si¢ opanowaniem réznorodnych technik i procedur, wymagajgcych specjalistycznego
oprzyrzadowania.

Biorac powyzsze pod uwage oraz fakt spelnienia wymagan ustawowych wnioskuje do
Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium
Medicum w Krakowie o dopuszczenie mgr. Kamila Kusia do publicznej obrony tez

przedstawionych w dysertacji.




