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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Anny Gonciarz-Dytman ’

pt.: ,Zastosowanie elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej do oceny wigzania
lekow z biatkami krwi”

wykonanej w Jagiellonskim Centrum Rozwoju Lekéw (JCET)

pod kierunkiem dr hab. Marii Walczak.

Badania natury oddziatywan pomiedzy czasteczkami a biatkami majg fundamentalne
znaczenie dla nauk z dziedziny badan biomedycznych i farmaceutycznych. Takie parametry
jak dystrybucja, metabolizm, wydalanie lekéw czy tez czas trwania i intensywnos¢ dziatania
leku sa skorelowane z powinowactwem lekéw do biatek osoczowych. Dlatego tez badania
podejmujace tematyke wigzania lekow z biatkami znajduja coraz szersze zastosowanie w
~ poszukiwaniu zwigzkoéw aktywnych biologicznie, zwiazkéw o potencjalnych wlasciwosciach
leczniczych czy ‘diagnostycznych. Wobec powyzszego podjete w pracy doktorskiej przez p.
mgr Anng Goneiarz-Dytman nielatwe zadanie zastosowania elektroforezy kapilarnej w trybie
analizy frontalnej do opisu parametrow wiazania z biatkami prawastatyny, deksametazonu i
srodkéw o aktywnosci srédblonkowej wpisuja si¢ w aktualny nurt badan o duzym znaczeniu

praktycznym dla badan przedklinicznych.

Praca doktorska mgr Anny Gonciarz-Dytman stanowi obszerne opracowanie o
typowym ukladzie dla tego typu opracowan (wstep, celu pracy, materiaty i metody, wyniki
wraz z ich oméwieniem, rozdzial po$wiecony wnioskom, oraz pismiennictwo). Rozprawa
doktorska jest udokumentowana 49 rycinami, 44 tabelami i przypisami literaturowymi w

ilosci 169, w zdecydowanej wiekszosci opublikowanymi po 2005 roku.



Rozprawa napisana jest poprawnym jezykiem i zawiera niewiele potknigé
redakeyjnych. Doktorantka swobodnie poshuguje sie precyzyjnym jezykiem naukowym i
adekwatnie stosuje terminologie zwigzang z przedmiotem pracy. Trzeba zaznaczy¢, ze
prezentacja wynikéw w formie opisowej, tabelarycznej i graficznej oraz edytorska czes¢

dysertacji zastugujg na wysoka oceng.

We Wstepie pracy Autorka w przystgpny sposob opisuje zagadnienia dotyczace
wigzania lekéw z biatkami krwi i przedstawia metody wyznaczania parametréw wigzania z
uwzglednieniem metod graficznych. W ciekawy sposob przedstawione zostaly tez
zagadnienia wplywu wigzania lekéw z biatkami krwi na ich farmakokinetyke i
farmakodynamike oraz rozdzial dotyczacy elektroforezy kapilarnej w trybie analizy
frontalnej. Z duzym zainteresowaniem czyta si¢ takze czg$¢ poswigcong zastosowaniu badan
nad wigzaniem substancji z bialkami krwi w poszukiwaniu nowych lekéw i znacznikow
diagnostycznych. Czgé¢ teoretyczna stanowi cenne kompendium dla studentéw i doktorantow

zajmujacych sie zagadnieniami powiazanymi z farmakometrig.

Cel pracy doktorskiej zostal okreslony bardzo precyzyjnie, co klarownie wytyczylo

realizacje kolejnych etapow pracy.

W Czeéci doswiadezalnej Autorka podata szczegdlowy opis zastosowanej metodyki
badawczej. Zawarla tez obszerng liste badanych zwiazkow, wykaz zastosowanych w pracy
odczynnikow i materialéw jak rowniez w szczegblowy sposob opisata przygotowanie

roztworow uzytych w badaniach.

Przedstawione wyniki zostaly zilustrowane bogatym materialem faktograficznym w postaci
40 rycin i 42 tabel, co uwydatnia ilo§¢ wlozonej przez Doktorantke pracy i imponujacg liczbe
przeprowadzonych eksperymentow. Oméwienie wynikow zawarte w kolejnej, réwnie
obszernej czeéci pracy, dobrze uwypukla najwazniejsze elementy wykonanej pracy
doktorskiej oraz jest ich przejrzystym podsumowaniem. Lektura tej czesci dysertacji uprawnia
do stwierdzenia, ze Doktorantka opanowala w stopniu zadowalajacy umiejetnos¢ wlasciwe;j i

rownoczesnie krytycznej oceny otrzymanych wynikow.

Whioski zebrane w pigciu zwigztych punktach dowodza, ze Doktorantka nabrata
umiejetnoéci przedstawienia najwazniejszych dokonan pracy badawczej w syntetyczny i

réwnoczesdnie przystepny sposob.



Wyniki uzyskane w trakcie badan nalezy oceni¢ bardzo wysoko. Za najwazniejsze

osiggniecia Doktorantki uwazam:

- opracowanie i walidacja metod oznaczania wolnej frakcji deksametazonu I
prawastatyny z zastosowaniem techniki elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej i
wykazanie ich przydatnosci do oceny wigzania zwigzkow z bialkami krwi poprzez
poréwnanie z wynikami uzyskanymi metodg dializy rownowagowej. Jeszcze raz nalezy
podkresli¢ duzg ilo$¢ przeprowadzonych czasochtonnych eksperymentow, koniecznych do
opracowania selektywnych metod analitycznych i tym samym do uzyskania zalozonego celu

badan,

- zastosowanie opracowanej metody (z ewentualnymi modyfikacjami) z
wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej do badania natury
wiazania z bialkami krwi 17 substancji, w tym pochodnych pirydynowych, kwasu
nikotynowego oraz jego dwéch pochodnych, 10 prekursoréw N-metylonikotynamidu z
komponentg uwalniania NO oraz dwoch zwigzkow zaliczanych do hepatoselektywnych

donoréw NO,

- wyprowadzenie na bazie powyzszych analiz, w tym badan termodynamicznych,
parametréw dotyczacych wigzania tych substancji z biatkami krwi, takich jak stopien
wiazania z albuming ludzka i kwasna a;- glikoproteing, jak réwniez liczbg miejsc wigzacych,

liczbe miejsc wigzacych danej klasy, pojemnos¢ wigzania, statych dysocjacji i asocjacji,

- i jako konsekwencje powyzszych osiagni¢¢ — wykazanie przydatnosci elektroforezy
kapilarnej w trybie analizy frontalnej do przedklinicznych badan przesiewowych wigzania z
biatkami krwi substancji o zréznicowanych wiasciwosciach fizykochemicznych. Badania te
dodatkowo potwierdzone zostaly poprzez analiz¢ termodynamiki procesu wigzania zwigzkow
z biatkami krwi jak tez poprzez poréwnanie wyznaczonych dos$wiadczalnie parametréw z

danymi otrzymanymi in silico, oraz, jesli to byto mozliwe, z danymi literaturowymi.

Nalezy podkredlié, ze jeden z etapéw pracy doktorskiej zwigzany z oznaczeniami
parametréw wigzania deksametazonu z albuminami krwi, dotyczacy poréwnania wynikow
badan otrzymanych z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej w trybie analizy frontalnej z
wynikami z dializy rOwnowagowej, zostaty opublikowane w Electrophoresis, renomowanym
czasopismie o zasiegu miedzynarodowym. Pani mgr Anna Gonciarz-Dytman jest pierwszym

autorem tej publikacji. Trzeba réwniez z uznaniem doda¢, ze badania przedstawione w



rozprawie doktorskiej byly wspolfinansowane ze §rodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego oraz w ramach grantu Preludium, przyznanego przez Narodowe Centrum

Nauki.

Lektura przedstawionej do recenzji pracy sktania do postawienia kilku pytas. Jednym
z nalozonych na recenzenta obowigzkow jest zwrdcenie uwagi na pewne niescistosci czy
nieprecyzyjne sformutowania, ktore dostrzezone zostang w tekscie pracy. Wywigzujac si¢ z

tego obowigzku chciatam prosic¢ o odniesienie si¢ do nastepujgcych uwag.

o (Cze$é doswiadczalng pracy otwiera spis 19 zwigzkéw wlaczonych do badan, przy ktérych
warto byloby zamieéci¢ informacje dotyczaca czystosci substancji, o ile dane takie sg
dostepne.

e Zoptymalizowane metody analizy wolnej frakcji badanych zwiqZk()w zostaly
zwalidowane zgodnie z wytycznymi Agencji ds. Zywnosci i Lekow (USA) oraz
Europejskiej Agencji Lekow (EMA). Tabelaryczny raport parametréw walidacyjnych, w
tym precyzji i dokladnosci nie pozostawia watpliwodci co do solidnosci wyprowadzonych
i stosowanych metod. Wydaje si¢ jednak, ze w pracy dobrze byloby umiesci¢ jeszcze
wyniki dotyczace trwalosci analitbw w roztworze podstawowym i w roztworach
roboczych.

e W ,Omodwieniu wynikow” w paragrafie ,,Kondycjonowanie kapilary” (str. 110) Autorka
deklaruje unikniecie ,,zjawiska przenoszenia substancji pomigdzy nastgpujgcymi po sobie
oznaczeniami”. Szkoda, ze ten element badan walidacyjnych nie zostal zamieszczony w
opisie metod i ich walidacji.

e W Tabeli 441 zebrane zostaly parametry fizykochemiczne badanych zwigzkow
wyznaczone z zastosowaniem programu ACD wraz z dostgpnymi danymi literaturowymi.
W kolumnie prezentujacej dane literaturowe wydaje si¢, ze zabraklo danej logP dla
deksametazonu (logP = 1,83; Hansch et al. 1995).

e Mimo dbalosci o strone jezykowa w rozprawie doktorskiej pojawilo si¢ kilka potknigé
edytorskich; niektore z nich przedstawiam ponizej:

- zgodnie z polskim zwyczajem typograficznym czg¢$¢ dziesigtng oddziela sig¢ przecinkiem
a nie kropka, ktora pojawia si¢ z kolei w tym miejscu, gdy tekst pisany jest w jezyku
angielskim; innymi stowy w pracy pisanej w jezyku polskim znakiem separatora

dziesigtnego powinien by¢ przecinek,



- na str. 46 $rednica wewnetrzna kapilary opatrzona jest skrotem ,,OD” a $rednica
zewnetrzna - ,,ID”,

- w kilku miejscach pojawia si¢ sformulowanie ,rozdzialu” w miejsce bardziej
adekwatnego ,,rozdzielenie” czy ewentualnie ,,separacja”.

e Doktorantka opisuje stosowang wod¢ o wysokiej czystosci jako wode dejonizowana, a
moment dalej jako bidestylowang (str. 49). Zadeklarowany w pracy aparat do
oczyszczania wody jest firmy Millipore (str. 42). Czy faktycznie uzywana w badaniach
woda oczyszczona byta przy pomocy destylacji?

e W dysertacji zabraklo listy skrétow, ktore stosowane sa przez Autorke w wielu miejscach,

a tego typu spis na pewno ulatwitby lekture obszernej pracy doktorskie;.

Wymienione wyzej uchybienia nie obnizaja bardzo wysokiej oceny rozprawy
doktorskiej autorstwa mgr Anny Gonciarz-Dytman, ktora stanowi opracowanie wartosciowe
zaréwno z poznawczego, jak i praktycznego punktu widzenia. Stwierdzam, ze w pelni
odpowiada ona warunkom formalnym i merytorycznym stawianym rozprawom doktorskim
zawartym w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. — O stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dziennik Ustaw RP nr 65, poz. 595 z dnia 16
kwietnia 2003 r.) i wnosze do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum o dopuszczenie mgr Anny Gonciarz-Dytman do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, ze wzgledu na istotne walory poznawcze i
aplikacyjne poruszonych w dysertacji badan, oryginalno$¢ zastosowanych technik
analitycznych z wlgczeniem technik obliczeniowych oraz na fakt wiodgcej roli Doktorantki w
publikacji uzyskanych wynikéw w czasopi$mie z Listy Filadelfijskiej (Elecfrophoresis 2012,
IF=3,261, MNiSW=35 pkt.), wnosz¢ do Wysokiej Rady o wyrdznienie pracy doktorskiej.
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