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"Modelowanie metodami in vitro metabolizmu wyselekcjonowanych zwigzkéw o
zdefiniowanej aktywnosci w oérodkowym ukladzie nerwowym”
wykonanej przez mgr Pauline Kubowicz-Kwasny
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Oceniana rozprawa doktorska sklada si¢ z nastgpujacych rozdzialéw: Streszczenie (w jezyku
polskim i angielskim), Lista skr6téw, Wstgp, Zalozenia i cel pracy, Badania wlasne, Dyskusja i
wnioski, Materialy i metody, Podsumowanie, Literatura, Spis tabel i Spis rysunkéw.

Celem pracy bylo badania in silico i in vitro nad metabolizmem, a scislej rzecz biorac
biotransformacja, zwazywszy, ze chodzi o ksenobiotyki, 12 syntetycznych zwigzkéw - kandydatow
na leki w grupic pochodnych aminoalkanoli o aktywnosci przeciwdrgawkowej i przeciwbdlowe;j
(zwigzki 1(a-¢) - 3), pochodnych aripiprazolu o dziataniu przeciwpsychotycznym (zwiazki 4-7) oraz
pochodnych zolpidemu o aktywnosei nasennej i przeciwpsychotycznej (zwiazki 8-10).

We Wsicpie, stanowigcym czesé teoretyczng pracy, doktorantka przedstawila zagadnienie
metabolizmu lekéw, na ktéry skladaja si¢ reakcje dotyczace wszelkich ksenobiotykéw, reakeje fazy I -
gléwnie utlenianie z udzialem licznych monooksydaz — enzyméw cytochromu P450 (CYP450) lub
monooksydaz flawinowych, a takze redukcja i hydroliza oraz reakeje fazy II - glownie sprzeganie z
kwasem glukuronowym, kwasem siarkowym lub glicyna. Nastgpnie przedstawila wplyw enzyméw
wspomnianego metabolizmu (biotransformacji) na leki, ktérego wynikiem moze byé powstawanie
aktywnych metabolitéow z nieaktywnego substratu, Zwanego wowczas prolekiem, deaktywacja,
metabolity toksyczne oraz metabolity o innym dzialaniu farmakologicznym.

W dalszej czgéé Wstepu oméwione zostaly nowe metody badan in silico i in vitro metabolizmu
lekow alternatywne w stosunku do tradycyjnych metod in vivo na zwierzgtach laboratoryjnych.
Badania in silico polegaja na komputerowej symulaciji pozwalajacej przewidywaé z duzym
prawdopodobienstwem migjsce reakeji biotransformacji w zaleznosci od enzymu (gléwnie izoenzymu
CYP450) lub wskazanie wiasciwego izoenzymu odpowiedzialnego za biotransformacje. Badania in
vitro polegaja na zastosowanin mikroorganizméw posiadajacych zdolnosé biotransformacji
analogiczng jak u ssakéw, w szczegdlnosci grzybéw z rodzaju Cunninghamella, subkomoérkowych
frakeji watrobowych (zwierzecych Iub ludzkich), linii hepatocytéw ludzkich lub raka watroby
ludzkiej, a takze komorek bakterii, drozdzy, owadéw, ssakéw transformowanych genami ludzkich
enzyméw cytochromu P450. We wsigpie oméwiono tez ksenobiotyki bedace induktorami lub
inhibitorami izoenzyméw cytochromu P450 uczestniczacych w biotransformacji lekéw, ktore moga
powodowac brak aktywnosci tych lekéw lub ich nadmierng aktywno$é czyli przekroczenie dawki.
Dalsze akapity wstepu dotycza zastosowania linii komérkowej Caco-2 w badaniach substratéw i
inhibitoréw bialek transportujacych leki, badan in situ polegajacych na analizie losow leku w watrobie
pozostawione} w organizmie lub watrobie 1zolowanej oraz badan ex vivo polegajacych na podawaniu
leku zwierzgciu, a nastgpnie izolacji i analizie Jego watroby.

W czgsei doswiadczalnej doktorantka uzyla do badan 12 nowych zwiazkow otrzymanych w
wyniku syntezy w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM:
la- 1R 2R 2~(trans-{[2-(4-chlor-3-metylfenoksy) etylojJamino}cykloheksan-1-ol,
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1b-15,28 2-(trans-{[2—(4-chlor-3-metylfcnoksy) etylo]amino}cykloheksan-l-ol,
1c - 1RS, 2RS 2-(trans -§ [2-(4-chlor-3-metyifenoksy) etyloJamino}cykloheksan-I-ol,
w Zakladzie Chemii Bioorganicznej, Katedry Chemii Organicznej UJ CM:
2-2-¢ [2-(2-chloro-6-mctylfenoksy) etyloJamino}butan-l-ol,
3 - 2-{[2-(2,6-dimetylfenoksy) etylolamino} propan-l-ol,
1 w Zakladzie Chemii Lekéw, Katedry Chemii Farmaceutycznej UJ:
4 - N-(3-(4-(2,3-dichlorofenylo)piperazyn-l-ylo)butylo)chinolino-?-suifonamid,
5- N-(3-(4-(2,3-dichlorofenylo)piperazyn-l-ylo)propylo)chinolino-'l—sulfonamid,
6- N-(3-(4-(2,3-djchlorofeny]o)piperazyn-l-ylo)bulylo)izochjnolino-7—sulfonamid,
7- 4-ﬂuoro-N-(l-{2-[metylsulfanyl)fenoksy]ctyl}pirolidyn-3-ylo) benzenosulfonamid,
8- 2-[6—ﬂuoro-2—(4-metylofenylo)imidazo[l,2-o]pirydyn—3-ylo]-N,N-dimetyloacetamid,
9- 2—[6-ﬂuoro—2-(4-ﬂuorofenylo)imidazo[l,2—o]pirydyn-3—ylo]- N, N-dimetyloacetamid,
10 - 2—[6—metylo-2-(4-ﬂuorofenylo)imidazo[l,Z-o]pirydyn—B-ylo]— N, N-dimetyloacetamid,
oraz dwa zwiazki referencyjne;
Aripiprazol -7—[4-[4-(2,3-djchlorofenylo)piperazyn-l-ylo]butoksy]-3,4-dihydro- 1H-chinolin-2-on i
Zolpidem - 2-[6-metylo~2-(4-metylofenylo)imidazo[l,2-a]pirydyn-3-ylo]-N,N-dimetyloacetamid.

W pierwszym etapie przeprowadzono badania in silico i w drugim etapie badania i# virro,

Badania in silico prowadzono za pomoca programu komputerowego MetaSite, w ktérym
symulowano reakcje biotransformacji pod wplywem najwazniejszych enzyméw cytochromu P450, jak
CYPIAL, CYPI1A2, CYP2CS9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2EI oraz CYP3AP, jak réwniez miejsca w
czgsteczce najbardziej podatne na atak enzymow biotransformujacych. Symulacja wskazywala, ze
liczba metabolitow o okreslonej strukturze chemicznej powstajacych w wyniku utlenienia lub
dealkilacji moze wynosi¢ 2 (zwiazki 8 1 10), 4 (zwiazki 1(a¢) 1 7), 5 (zwiazek 9, zolpidem), 6
(zwigzki 2 i 3), 11 (zwiazki 4-6) i 12 (aripiprazol), a liczba atoméw wegla z okreslonych pozycii,
mogacych wehodzié w reakcje wahala si¢ od 2 do 4.

W drugim etapie badan doswiadczalnych przeprowadzono badania in vitro w dwéch modelach —
modelu mikrobiologicznym oraz modelu frakeji watrobowych.

W pierwszym modelu stosowano hodowle piynne dostepnych komercyjnie drozdzy z rodzaju
Cunninghamella - C.echinulata, C. blakeesleana, C.elegans.

W drugim modelu zastosowano dostepne komercyjnie mikrosomy mysie (MLM), szczurze (RLM)
i ludzkie (HLM) stanowiace bogate Zréodlo izoenzyméw cytochromu P450, a w ograniczonym zakresie
2astosowano tez frakej¢ S9 watroby ludzkiej zawierajaca dodatkowo enzymy cytozolowe.

Po zakoficzenin inkubacji, ekstrakt octanowo-etylowy z plynu pohodowlanego po oddzieleniu
grzybni lub z mieszaniny z frakcja watrobows analizowano wstepnie metoda TLC (tylko model
mikrobiologiczny) na zely krzemionkowym w fazie ruchomej toluen-metanol 1:1 oraz metody
chromatografii cieczowej Sprz¢zonej ze spektrometria mas z Jonizacja elektrorozpylaniem (ESI) - LC-
MS/MS, a 4cislej UPLC-MS/MS na kolumnie z RP-18, wielkoéé ziarna L7 pm, stosujac elucje
gradientows mieszaning woda-acetonitryl z dodatkiem 0,1% kwasu mréwkowego, detekcje PDA w
zakresie 200-700 nm, rejestracje widm MS w trybie jonéw dodatnich, stosujac energie jonizacji 30
eV. Substraty i ich metabolity identyfikowano na podstawie mas jonow macierzystych i
fragmentacyjnych.

W badaniach z grzybami Cunninghamella stwierdzono, ze zwiazki 1(a-c) ulegaly transformagcji do
1 metabolitu wskutek hydroksylacji grupy C-metylowej, zwiazek 2 ulegat C-dealkilagji, zwiazki 8-10
byly stabilne; zwiazkéw 4-7 nie badano.

W doswiadczeniach z frakcjami mikrosomalnymi stwierdzono, ze wynikiem biotransformacji byly
w przypadku: (i) zwiazkéw 1a-¢), izomeru § (1c), produkt hydroksylacji grupy C-metylowej, izomeru
R (1a) dodatkowy metabolit, w wyniku dalszej oksydacji do grupy COOH; (i) zwiazkéw 2 i 3:
produkty C-dealkilacji, C-demetylaci, utlenienia arylowej grupy C-metylowej do grupy COOH, lub
Jej hydroksylacji; (iii) zolpidemu i jego analogu zwiazku 9: hydroksylacja arylowej grupy C-
metylowej, co wymagalo acetylacji metabolitu przed analizaz LC-MS; (iv) aripiprazolu: 3 metabolity
opisane w literaturze, a w przypadku Jjego pochodnych 4-7 - zwigzku 4 - 3 metabolity, zwiazku 5 — ]
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metabolit, zwiazku 6 - brak metabolitéw; (v) zwiazku 7 — 2 metabolity z mikrosomami gryzoni i 1
metabolit z mikrosomami ludzkimi; (v1) zwiazkéw 8 i 10 : brak metabolitow

Poniewaz wyniki biotransformacji zwiazkéw 4-6 rejestrowano w trzech réznych odstepach czasu
(10, 20, 30 minut), dlatego wyznaczono ich okresy péltrwania (1) oraz klirens wewnetrzny (Cl,,).

Dodatkowa analiza biotransformacji z frakcjg S9 przeprowadzona dla zwiazkéw 1(a-c) wykazata,
ze powstawal tylko produkt hydroksylacji arylowe; grupy C-metylowej - w przypadku 1zomerow R
(1a)18(1c) z wydajnoscia, odpowiednio - 50% i 10%

W czeéer dysertaci Dyskusja i wnioski doktorantka zestawita wyniki badan in silico i in vitro
biorac pod uwage réwniez komputerowo obliczone parametry lipofilnosci — log P (program
ACD/ChemSketch). Z zestawienia wyniklo, ze zwiazki o log P > 4 ulegajg gtownie biotransformacji w
drodze N-, O- lub, rzadziej, C-dealkilacji. Pozostale zwiazki, o nizszym log P < 4 ulegaly gléwnie
reakcjom utleniania. Ogélnie biorac, liczba metabolitéw stwierdzonych w badaniach in vitro byla
mniejsza niz przewidywana w symulacjach in silico. Analizujac sprawg od strony gléwnego
metabolitu doktorantka stwierdzila w wigkszosci badanych zwiazkéw wysoka zbieznos¢ miedzy
wynikami symulacji in silico, a wynikami in vitro w modelu z frakcjami watrobowymi; najwigksze
rozbieznosci wystapily w przypadku zwiazkéw 2 i 3. Najbardziej stabilne (odporne na
biotransformacje), we wszystkich modelach badawezych, byly zwiazki 6, 8 i 10, co w przypadku
dwoéch ostamich wymienionych przypisano obecnosci atoméw fluoru w miegjsce grup metylowych w
bocznym podstawniku fenylowym.

Podjety przez doktorantke temat badawczy jest uzasadniony i reprezentatywny dla nauk
farmaceutycznych i macierzystej jednostki naukowej doktorantki. Dotyczy waznego problemu badan
przedklinicznych zwiazkéw o potencjalnym zastosowaniu leczniczym.

Oryginalnym osiagnieciem naukowym pracy doktorskiej pani mgr Pauliny Kubowicz-Kwasny jest
zbadanie po raz pierwszy 12 nowych zwiazkéw o zdefiniowanej aktywnosci w osrodkowym ukladzie
nerwowym, kandydatéw na leki, pod wzgledem mozliwych drég ich biotransformacji w organizmie
ludzkim, przewidywanych w badaniach in silico 1 badaniach do$wiadczalnych in virro w dwéch
modelach, a ponadto wyznaczenie czasy pottrwania i kiirensu wewnetrznego trzech zwiazkéw oraz
zbadanie interakcji Jednego z tych zwiazkéw z okreslonym lekiem,

Wyniki badan wlasnych sa klarownie przedstawione i przekonywujaco uzasadnione i
udokumentowane materiatem doswiadczalnym w postaci licznych chromatograméw, widm
masowych, schematow reakcji ze wzorami strukturalnymi (razem 42 rysunki) i 8 zestawien
tabelarycznych. Uzyskane wyniki wlasne sa poddane wnikliwej dyskusji z uwzglednieniem literatury
naukowej, ktérej lista cytowanych prac wynosi 131 Pozycji z podaniem pelnej informacji
bibliograficznej. Rozprawa doktorska ma poprawny ukiad i strukture, napisana jest poprawnym,
zwigzlym, jezykiem i jej redakcja jest niezwykle staranna

Uwagi sa nastgpujace. Nalezalo zamiesci¢ opis sposobu interpretacji widm masowych.
Zwigkszenie mas wskutek wprowadzenia atoméw tlenu jest oczywiste, ale pozycja w czasteczce juz
nie. Z opisow badan mozna wydedukowac, ze omyltkowo zwiazkowi 9 przypisano strukture zwiazku 8
i odwrotnie na stronach 45 | 95, Wedtug nazwy chemiczne;, systematycznej (str. 95) i wzoru
strukturalnego (str. 45) zwigzek 9 ma dwa atomy fluoru, natomiast na rycinie 14 (str. 60) i rycinie 26
(str. 70) ma jeden fluor, a w tabeli 8 (str. 93) jego metabolit M1 ni¢ ma zadnego fluoru i jest taki sam
Jak metabolit zolpidemu (str. 92). Na stronie 49, we wzorze strukturalnym wspoinym dla zwigzkow 8-
10 brakuje atomu N (grupa N N-dimetyloacetamidowa). W tabeli 8 pominigto informacje, ze zwiazki
8-10 byly testowane z uzyciem mikroorganizmu Cunninghamella. Uwagi te dotycza formalnej,
redakcyjnej strony pracy i w Zadnym stopniu nie podwazaja zasadnosci wynikéw i ich interpretacji,
ani nic obnizaja wysokiej wartosci merytorycznej dysertacji. W dysertacji umieszczono az 184
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wzoréw strukturalnych badanych zwiazkéw, ich metabolitow, jonéw fragmentacyjnych MS, stad
pomytki nie sa zaskoczeniem.

Nalezy zwrocié uwagg, ze czeéé wynikéw ocenianej pracy doktorskiej jest przedmiotem dwéch
publikacji w czasopismach o obiegu swiatowym: w Chirality (2015 r., Impact Factor = 2,025),
dotyczacej zwigzkéow 1(a-c), gdzie doktorantka Jest pierwszym wéréd trzech wspolautoréw oraz w
Current Drug Metabolism (2016r., Impact Factor = 2,847), dotyczacym zagadnienia uzytecznosci
grzyboéw z rodzaju Cunninghamella w badaniach biotransformacji lekéw, gdzie doktorantka Jjest
czwartym wérdd pieciu autoréw.

Zwracam si¢ do Rady Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagielloriskiego Collegium
Medicum z wnioskiem o dopuszczenie pani mgr Pauliny Kubowicz-Kwasny do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Réwnoczesnie wnioskuje o wyrdznienie pracy doktorskiej mgr Pauliny Kubowic z-Kwasny z
powodu wysokiej rangi podjetego problemu badawczego, wysokiego poziomu jego rozwigzania
wynikajacego z zastosowania nowoczesnych metod doswiadczalnych, perspektywy  zastosowania
praktycznego oraz opublikowania czesci wynikéw w dwoch czasopismach z listy filadelfijskie;j.

Ketedra i Zokled Botaniki Formaceutycznej
i Biotechnologii Roslin

prog‘!%k .%m u%:& wski

Poznan, 07 lipca, 2016 r. prof. dr hab. n.farm. Jaromir Budzianowski
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