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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Gonciarz-Dytman
“Zastosowanie elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej do oceny
wigzania lekow z biatkami krwi” wykonanej w Jagielloriskim Centrum Rozwoju
Lekow (JCET) pod kierunkiem dr hab. Marii Walczak

Wigzanie lekéw z biatkami krwi ma istotne znaczenie dla loséw substancji leczniczej
w organizmie i dla jej dzialania farmakologicznego. Tylko niezwigzana z biatkami czes¢ leku
moze przenikaé z krazenia do receptora i by¢ czynna farmakologicznie. Zwigzana z biatkiem
czgs¢ leku jest nieaktywna, nie podlega dystrybucji, nie przenika do tkanek, nie wywiera
dzialania farmakologicznego, nie jest metabolizowana ani wydalana. Jest forma rezerwy, z
ktérej jest uwalniana w miar¢ zmniejszania si¢ frakcji wolnej w organizmie. Szczegolnie
niebezpieczne w praktyce klinicznej jest zjawisko interakcji lekéw na etapie wigzania z
biatkami krwi. Na etapie poszukiwania nowych lekéw znajomosé stopnia wiazania zwigzkow
z biatkami krwi jest pomocna w wyborze struktury wiodacej kandydata na lek. Natomiast w
praktyce klinicznej wiedza tego typu shuzy doborowi odpowiednich dawek leku.

Poszukiwanie wysokowydajnych, szybkich i tanich metod oceny wigzania lekéw z
biatkami krwi to jeden z wielu kierunkéw nowoczesnych technik analitycznych. Wymogi te
spelnia elektroforeza kapilarna w trybie analizy frontalne;.

Przedstawiona do recenzji praca liczy 149 stron, w tym spis pi$miennictwa (169
pozycji) oraz 44 tabele i 49 rycin. Pracg otwiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
brakuje mi natomiast dolaczanego zwykle spisu skrétéw. Uklad pracy jest typowy dla
rozpraw doktorskich i sklada si¢ z czg§ci wstepnej, teoretycznej, zakoficzonej
sformutowaniem celu pracy. Dalsze czgsci to materialy i metodyka, przedstawienie wynikow
badan, oméwienie wynikow, wnioski, bibliografia oraz spis rycin i tabel. Przejrzystodci pracy
dodaje umiejetne podzielenie wymienionych czesci pracy na podrozdziaty, co bardzo ulatwia
zapoznanie si¢ z rozprawa i jej ocene.

W czesci teoretycznej Doktorantka dosyé szczegdéltowo przedstawila zagadnienia

dotyczace wigzania lekow z biatkami krwi oraz graficznych metod wyznaczania parametréw



wigzania leku z biatkiem. W dalszej kolejnosci Doktorantka przedstawila charakterystyke
biatek wigzacych leki we krwi oraz oméwita wpltyw wigzania lekéw z biatkami krwi na profil
farmakokinetyczny i procesy farmakodynamiczne. W koficowych rozdziatach czesci wstepnej
dokonala przeglagdu metod stosowanych w badaniach wigzania substanciji z bialkami krwi ze
szczegblnym uwzglednieniem dializy réwnowagowej i elektroforezy kapilarnej w trybie
analizy frontalnej. Na koniec Autorka przedstawila zastosowanie wigzania substancji z
biatkami krwi w badaniach nad nowymi lekami i znacznikami stosowanymi w diagnostyce
medyczne;j.

Oceniajgc czgs$¢ wstgpna pragng podkredlié umiejetno$é zwiezlego, a zarazem
Jasnego przedstawienia kolejnych zagadnien przez Doktorantke, opartych na odpowiednio
dobranym pi$miennictwie. Szkoda moze jedynie, ze w czesci wstepnej Doktorantka nie
zamiescila chociazby krdtkiej charakterystyki zwiazkéw wybranych do badan.

Nastepnie Doktorantka przedstawila cel pracy, ktéry obejmowal nastepujace zadania
badawcze:

1. Opracowanie i walidacja metod oznaczania wolnej frakeji deksametazonu i
prawastatyny z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej
oraz ocena wigzania tych lekéw z albuming wotowa, albuming ludzkg oraz kwasng a,-
glikoproteing.

2. Porownanie elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej z dializg
rownowagowg jako technik separacyjnych stosowanych w badaniu wigzania
substancji z biatkami krwi na przyktadzie deksametazonu i prawastatyny.

3. Ocena termodynamiki procesu wiazania deksametazonu i prawastatyny z albuming
wolowa i1 ludzka.

4. Zastosowanie elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej do badania wiazania
z albuming i kwasng o,-glikoproteing zwigzkow o aktywnosci srodblonkowej, takich
jak pochodne nikorandylu (1-metylopirydyna i 1,4-dimetylopirydyna), kwas
nikotynowy i jego pochodne (nikotynamid i N-metylonikotynamid), prekursory
chlorku N-metylonikotynamidu z komponenta uwalniania tlenku azotu (C-2504, C-
2507, C-2511, C-2515, C-2517, C-2518, C-2551, C-2578, C-2586 i C-2590) oraz
hepatoselektywne donory tlenku azotu (zwiazki z grupy diolanéw diazoniowych V-
Pyrro/NO i V-Proli/NO).

5. Ocena zaleznosci pomiedzy wlasciwoéciami fizykochemicznymi zwigzkéw, a

stopniem wigzania z biatkami krwi.



W rozdziale ‘Materialy i Metody’ zostaly wyszczegélnione uzyte do badan zwigzki i
odczynniki chemiczne. Doktorantka krétko opisala sposéb przygotowania buforéw oraz
roztwordéw bialek 1 roztworéw badanych zwiazkéw. Dokonata réwniez opisu uzytej do badan
aparatury. Badania wykonano przy uzyciu systemu do elektroforezy kapilarnej PFACE™
MDQ firmy Beckman Coulter. Do oznaczenia stezenia frakcji wolnej deksametazonu i
prawastatyny oraz zwiazkéw o aktywnosci srédblonkowej zastosowano elektroforeze
kapilarng w trybie analizy frontalnej. Jako metodg odniesienia w badaniu zastosowano dialize
rownowagowa oznaczajac frakcje wolna zwigzkéw w ptynie dializacyjnym z zastosowaniem
strefowej elekroforezy kapilarnej. Kazda z opracowanych metod zwalidowano zgodnie z
wytycznymi FDA, ICH i EMA, obowigzujacymi dla metod analitycznych, oceniajac takie
parametry jak: specyficznos¢, selektywnodé, liniowo$¢ metody, granica wykrywalnosei,
dokladnos¢ metody, powtarzalno$é i odtwarzalnos$é. Wyznaczenie parametréw wigzania
wykonano metoda regresji nieliniowej korzystajac z programu Mathematica 8.0. Ponadto, dla
deksametazonu wyznaczono parametry wigzania z zastosowaniem metody Scatcharda.
Wyniki przeprowadzonych badar opracowano statystycznie przy zastosowaniu odpowiednich
testow (test t-Studenta oraz test U Manna-Whitneya). Do wyznaczenia in silico wybranych
parametréw fizykochemicznych oraz oceny wigzania badanych zwigzkéw z biatkami krwi
zastosowano program komputerowy ACD/I-Lab 2.0.

Przedstawiona metodyka badan s$wiadczy o kompleksowym, bardzo nowoczesnym
podejsciu Doktorantki do rozwigzania zalozen zawartych w celu pracy, ktére realizowala
zgodnie z najlepszymi standardami badah w tym zakresie, a takze o ogromie wlozonej pracy
w przebadanie az 19 zwiazkdw .

Rozdzial ‘Wyniki® odnosi si¢ zar6wno do opracowania i walidacji metod analitycznych
(elektroforeza kapilarna w trybie analizy frontalnej, dializa réwnowagowa w polaczeniu ze
strefowg elektroforeza kapilarng), ktére postuzyly do oznaczenia wolnej frakeji
deksametazonu i prawastatyny jak i oceny wigzania tych lekéw oraz zwiazkéw o dzialaniu
Srédblonkowym z albuming wolowa, albuming ludzka i kwasng «,;-glikoproteina.

Wykazano, ze wiazanie deksametazonu i prawastatyny z albuming wynosito odpowiednio
70-90% i 40-50%. Stale wigzania pozwalajg zaliczy¢ deksametazon do lekéw o $rednim
powinowactwie do albuminy, a prawastatyn¢ do lekéw o niskim powinowactwie do tego
biatka. Ponadto, przeprowadzone badania poréwnawcze pozwolily uznaé elektroforeze
kapilarng w trybie analizy frontalnej i dialize réwnowagowa za techniki réwnocenne do
badania wigzania zwigzkow z biatkami krwi. Nie stwierdzono istotnych réznic w procesie

wigzania deksametazonu i prawastatyny z albuming ludzkg i wolows, co wskazuje, ze



albumina wolowa moze by¢ stosowana jako zamiennik albuminy ludzkiej w badaniach
wigzania zwigzkéw z biatkami krwi. Wykazano takze, iz elektroforeza kapilarna w trybie
analizy frontalnej moze byé wykorzystana do wyznaczania podstawowych funkcji
termodynamicznych i oceny termodynamiki interakcji pomiedzy zwigzkiem a biatkiem.
Sposréd badanych zwigzkéw o aktywnosci $rodblonkowej tylko niektore wigzaly sie z
albuming wotowg (kwas nikotynowy, C-2551, C-2590, V-Proli/NO i V-Pyrro/NO). Zwiazki
te roéznily si¢ zaréwno stopniem jak i sila i stechiometria wigzania z albuming wolows.
Ponadto, badane zwiazki wiazaly si¢ z kwasna a,-glikoproteing w stopniu nie wigkszym niz
10%. Z kolei badania in silico wskazaly na zréznicowanie wilasciwosci fizykochemiczne
badanych zwiazkéw (wartosci LogP, LogD, pK,) oraz dostarczyty informacji o stopniu i sile
ich wigzania z biatkami krwi. Wykazano pozytywna korelacje pomiedzy wyznaczona
¢ksperymentalnie sumg wigzania substancji z albuming ludzkg lub wolows oraz kwasng a,-
glikoproteing, a wartosciami wyznaczonymi in silico. Podobnie wysokg korelacje
stwierdzono dla wigzania badanych substancji z albuming wolowa. Z drugiej strony
parametry wigzania wyznaczone in silico réznily sie od tych, uzyskanych doswiadczalnie oraz
dostepnych w literaturze.

Oméwienie wynikéw badan nie budzi zastrzezen. Jest ono oparte na uzyskanych i bogato
udokumentowanych rezultatach, a réwnoczesnie umiejetnie nawigzuje do aktualnych badan
innych autoré6w. Spos6b przeprowadzenia analizy uzyskanych wynikéw potwierdza bardzo
dobre przygotowanie metodyczne i szeroka wiedze Autorki. By¢ moze szerszego komentarza
wymagaja tylko rozbiezne wartosci parametréw wigzania badanych zwigzkéw z biatkami
krwi wyznaczone in silico oraz uzyskane doswiadczalnie.

Przeprowadzone badania pozwolily Doktorantce na sformutowanie pieciu wnioskéw,
ktore znajdujg pelne uzasadnienie w uzyskanych wynikach badan.

Cala recenzowang prace charakteryzuje niezwykta staranno$é¢ zaréwno pod wzgledem
tresci, formy, jak i poprawnosci jezykowej. Pod wzgledem edytorskim praca zostala
przygotowana bardzo starannie, chociaz trudno ustrzec si¢ w tak obszernym opracowaniu réznego
rodzaju potknig¢ redakcyjnych. Wymieniam je ponizej z obowiazku recenzenta:

- str. 67, w opisie wynikéw podano inny zakres doktadnosci metody oznaczania wolnej
frakcji deksametazonu (100.84-101.56%), anizeli zamieszczono w tabeli 4.11 (10.77-
101.56%),

- str 68, w opisie wynikow podano, iz precyzja posrednia metody oznaczania wolnej frakcji
deksametazonu byta nizsza niz 2.32%, w tabeli 4.12 warto$¢ ta jest nizsza od 2.74,

- str. 80, w opisie wynikéw podano, 2e prawastatyna wigzala si¢ z albuming wolowa od

56.68% dla najnizszego stgzenia leku, w tabeli 4.23 wartos¢ ta wynosi 54.67%,



- str 83 w opisie wynikéw podano maksymalne wigzanie prawastatyny z AGP na poziomie
5.83%, podczas gdy w tabeli 4.27 jest to 6.65%.

Wymienione przeze mnie uwagi nie umniejszaja wartosci pracy, ktorg oceniam bardzo
wysoko. Uwazam, ze podjete w niej badania sg niezmiernie aktualne i nowatorskie. Zostaly
znakomicie zaplanowane i bardzo rzetelnie wykonane. Wyniki zostaly przedstawione
szczegblowo i czytelnie, a wnioski z nich wyplywajace, zamieszczone przez Doktorantke w 5
punktach sa logiczne. Istotnym osiagnigciem Autorki jest opracowanie i zwalidowanie metod
oznaczania wolnej frakcji deksametazonu i prawastatyny z zastosowaniem elektroforezy
kapilarnej w trybie analizy frontalnej oraz wykazanie, ze elektroforeza kapilarna w trybie
analizy frontalnej moze by¢ stosowana jako metoda przesiewowa do badania wigzania
substancji o réznych wlasciwosciach fizykochemicznych. Wymagato to od Doktorantki
bardzo duzego nakiadu pracy polaczonego z odpowiednig starannodcig i dokladnoscia, a
przede wszystkim duzej wiedzy w celu uzyskania wynikéw analitycznych o jak najwiekszej
jakosci. Niewatpliwymi osiggnieciami Autorki jest tez wykazanie, iz elektroforeze kapilarg i
dializ¢ réwnowagowa (uwazang dotychczas jako standard w badaniach wiazania lekéw z
biatkami krwi) mozna uzna¢ za techniki réwnocenne. Przewaga elektroforezy kapilarnej w
trybie analizy frontalnej jest jednak mozliwo$¢ bezposredniego pomiaru stezenia wolnej
frakcji leku, co istotnie obniza koszt i czas analizy. Ponadto, z uwagi na mozliwosé
wykonywania analiz w réznych temperaturach elektroforeza kapilarna w trybie analizy
frontalnej moze by¢ stosowana do oceny termodynamiki w procesie wigzania zwigzkéw z
biatkami krwi. Uzyskane wyniki badan sa nie tylko bardzo rzetelne, ale takze niezwykle
interesujace pod wzgledem poznawczym oraz posiadaja duza warto$¢ praktyczng (kliniczng).

Reasumujge nalezy stwierdzi¢, ze cel pracy zostal w pelni zrealizowany, a uzyskane
wyniki sg oryginalnym osiggni¢ciem Autorki. Powierzona mi do oceny praca spelnia
wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim. Przedstawiam zatem Wysokiej Radzie
Wydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum UJ wniosek o dopuszczenie Pani mgr

Anny Gonciarz-Dytman do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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