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Recenzja pracy doktorskiej mgr farm. Pawla Krecisza

»Opracowanie metod chromatograficznych
w optymalizacji projektowania oraz otrzymywania nowych farmaceutykéw”

IMO znacznego poszerzenia wiedzy z zakresu etiologii choroby ALZHEIMERA, wspélczesna te-
M rapia bazuje na leczeniu objawowym, gtéwnie za pomoca takryny, rywastygminy, donepezilu,
galantaminy oraz memantyny. Cele molekularne sg bardzo ograniczone, a prognozy méwig o wzro-
Scie odsetka zachorowan do okolo 1.2% ogétu populacji w 2050 roku. Juz dzié choroba ta odpowiada
za polowe przypadkéw starczej demencji.

W Zakladzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekéw i Radiofarmacji Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi prowadzone sy od dawna badania nad pochodnymi takryny, ktére stanowis, potencjaine ieki
na to schorzenie. Znakowanie ich czastek radioizotopami moze mieé¢ przelomowe znaczenie w dia-
gnostyce poprzez obrazowanie obszaréw mézgu, w ktérych stezenie acetylocholiny jest najwieksze.

Przedlozona do recenzji dysertacja mgr farm. PAWEA KRECISZA stanowi czeéé badan realizowanych
w tym obszarze. Zostala wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. n. farm. PAWEA SZYMANSKIEGO
oraz dr n. farm. KAMILI CZARNECKIEJ jako promotora pomocniczego.

Rezprawa sklada sig z dwéch publikacji dodwiadczalnych (opublikowanych w Biomedical Chroma-
tography: IF = 1.9 oraz Journal of Chromatographic Science: IF = 1.6), jednej obszernej pracy
przegladowej (opublikowanej w Bioconjugate Chemistry: IF = 4.7), jak réwniez liczacego 24 strony
polskiego komentarza, zawierajacego 62 starannie dobrane pozycje literaturowe.
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Pierwsza publikacja dotyczy dziewigciu produktéw kondensacji N'-(1,2,3,4-tetrahydroacrydyno-9-
ylo)alkilodiamin o trzech dlugosciach laficucha alkiloaminy z izomerami kwasu jodobenzoesowego
o trzech polozeniach jodu wzgledem grupy karboksylowej. Prezentuje trzy watki: spektrofotome-
tryczne badanie pK,, chromatograficzne badanie lipofilowoéci oraz opracowanie i walidacje metody
oznaczania ilosciowego.

Wspblezynnik pK, oznaczony zostal przez pomiar stosunku réznic absorbancji w okres§lonym zakre-
sie pH, a nastepnie wyznaczeniu miejsca zerowego zaleznodci pH od réznicy pomiedzy pH i logaryt-
mem tego stosunku. Cytowana praca MUSILA i wsp. w Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis znalazla sig tutaj prawdopodobnie omyltkowo, poniewaz dotyczy wyznaczania pK, z calego
widma metodami hard i soft modelling, a tych Autor rozprawy nie stosowal. Wyniki pK, zosta-
ly poréwnane z wartosciami obliczonymi w oprogramowaniu ChemAxon. Nasuwa si¢ kilka pytan,
ktére pomoglyby zinterpretowaé wyniki nieco szerzej, niz w publikacji:



1. Otrzymano in silico identyczne wartosci nizszego pK, dla wszystkich substancji — czy przy-
czyna tego stanu rzeczy moze byé cos wigcej, niz ,similar input data”?

2. Pomiedzy wyzszymi i nizszymi doswiadczalnymi wartosciami pK, istnieje slaba ujemna za-
leznoé¢ korelacyjna na granicy istotnosci: pK,o = 17.6(£2.9) — 0.73(20.35)pK,1, p = 0.07465.
Czy ma to jakiekolwiek uzasadnienie teoretyczne?

3. W przypadku doswiadczalnych wartosci log P mozna dopasowaé do wynikéw model zaklada-
jacy wyjsciowa lipofilowo$é (intercept) réwng, 3.4840.03 oraz zmiane o 0.3+0.03 dla laficucha
dluzszego niz dwa atomy wegla, jak réwniez zmiane o 0.73+0.03 w przypadku innego izomeru
niz orto. Model taki wyjasnia 99.3% calkowitej zmiennosci w tych wynikach. Dlaczego dodanie
czwartego wegla w lancuchu oraz zmiana izomeru z meta na para nie powoduje zauwazalnej
réznicy w lipofilowosci?

4. Analogiczne modelowanie wyzszej do$wiadczalnej wartosci pK,, pozwala stwierdzié, ze wydtu-
zenie lancucha do 3 lub 4 atoméw wegla powoduje niewielkie obnizenie wartosci pK, o okolo
0.2 (na granicy istotnosci, p = 0.084). Podobnie, ale zupelnie nieistotnie obniza pK, izomer
inny niz orto (o ok. 0.15; p = 0.21). Model taki wyjasnia tylko okolo 50% zmiennoéci. Niz-
sza dodwiadczalna warto$¢ pK, wykazuje wylacznie istotna na granicy zmiane w przypadku
izomerdw para, Srednio o 0.2340.097, p = 0.077. Jak mozna to zinterpretowad?

5. Jak zinterpretowaé fakt braku istotnej korelacji (p = 0.29) pomiedzy pK, do$wiadczalnym
i obliczonym oraz pomigdzy log P do$wiadczalnym i obliczonym (p = 0.58 dla ChemAxon
oraz p = 0.31 dla ALOGP)?

W publikacji wykonano takze walidacje oznaczenia iloSciowego oraz badanie stabilnosci czeéci otrzy-
manych substancji. Chociaz sekcja 2.4 podaje uzycie wylacznie substancji 3b oraz 9CI-THA i 6C-
4-NH (domyélam sig, ze sa to zanieczyszczenia), w dalszej czesci opisu i wynikéw pojawiajg sie
réwniez substancje 3a i 2¢ do badania selektywnosci metody. Analiz¢ prowadzono izokratycznie,
brak szczegéléw dotyczacych planu optymalizacyjnego wykorzystanego w badaniach. Dobér ana-
litycznej dlugosci fali wykonano na podstawie widm substancji zarejestrowanych w uzytej fazie

ruchomej.

Walidacja wskazuje wylacznie na ilosciowa aplikacje metody do substancji 3b i jest wykonana
zgodnie z wszystkimi wymogami. Metoda posluzyla do oceny stabilnosci substancji 3b wykazujac,
ze jest stabilna w obecnosci kwasu, zasady i utleniacza przez 48h, praktycznie nie rozklada sie
w ciggu 8h w temperaturze 60°C, za$ rozklada si¢ pod wplywem $wiatla UV w ciagu 8h, formujac
6 produktéw rozkladu, ktérych struktury warto wyznaczyé w dalszych badaniach.

————

Druga publikacja dotyczy optymalizacji gradientu dla chromatografii flash na podstawie wstepnych
eksperymentéw na cienkiej warstwie. Doktorant zaproponowal nowa metode, ktérej kluczowym
etapem jest wyznaczenie dla kazdego zwiazku takiego stezenia modyfikatora, dla ktérego wartosé
R jest zblizona do 0.25 i taka jest traktowana jako optymalna. Po uwzglednieniu dodatkowej ilosci
eluentu wymaganej do przejScia przez cala kolumne, istnieje mozliwoéé skonstruowania gradientu
w spos6b najkorzystniejszy.

Stezenie modyfikatora modelowane jest na podstawie zmiennej nazwanej CV (column volumes)
bedacej odwrotnosciag wspélczynnika Rp. Badana jest zaleznoéé stezenia modyfikatora ¢ od CV
wedlug nowatorskiego réwnania ¢ = @o(CV)® = po(1/Ryp)®. Skutecznoéé wykazano na przykladzie




zachowania chromatograficznego czterech z badanych pochodnych tetrahydroakrydyny oraz mie-
szanin takryny lub tiorydazyny z karbamazepina. Uzyskano lepsze rozdzielenie i ksztalt pikéw od
gradientu optymalizowanego przez dedykowane oprogramowanie do uzytkowanego sprzetu.

Aplikacyjnosé zaproponowanej metody zostala w pelni potwierdzona, za$ od strony teoretycznej
nasuwajg sie nastepujace pytania i wnioski:

1.
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Réwnanie z publikacji: k = k(X ™ jest niezlogarytmowang forma réwnania SOCZEWINSKIEGO-
WACHTMEISTERA: log k = log ky — mX. Dlaczego Doktorant nie zastosowal tej powszechne;j
(zwlaszcza np. w wyznaczaniu lipofilowosci) formy, z ktérej méglby znacznie latwiej (regresja
liniowa) okresli¢ pozadane stezenie modyfikatora?

Wspélezynnik C'V jest w rzeczywistosci wartoscig k& zwigkszona o 1: skoro k = (1 — Rp)/Rp,
to Rp = 1/(k + 1), a wiec 1/Rp = k + 1. Jak mozna uzasadni¢ wybér zwiekszonego o 1
wspoélezynnika w przypadku modelowania nieliniowego réwnania bez wyrazu wolnego: ¢ =
©wo(1/RF)*? W takim przypadku wspélczynnik ¢g oznacza stezenie modyfikatora konieczne
do osiggniecia Rp = 1, co teoretycznie nie jest wykonalne, a w praktyce moze dawaé wartosci
znacznie wigksze niz 100%.

Skoro (1/Rp) = (Rrp)™!, to réwnanie mozna modelowaé bezposrednio z wartoéci Rp przez
zmiane znaku a: ¢ = @o(Rp)~®. Po zlogarytmowaniu obu stron réwnania dostajemy liniows
zaleznoé¢ logp = logpp — aRp i wystarczy do tego regresja liniowa. Dlaczego nie zostala
tutaj zastosowana?

Poprzez uzycie wartoéci k& zwiekszonej o 1 rozwigzanie zastosowanego réwnania wzgledem k
daje wynik: k = ¢/¢/po — 1, co nie jest zaleznoscig tozsama z modelem SOCZEWINSKIEGO.
Gdyby modelowaé oryginalne k = (1/Rp)—1, réwnanie rozwigzaloby sie bez koficowe] jedynki:
k= /o/00 = (¢/we)Y/D, co po zlogarytmowaniu stronami daloby zaleznosé liniows: log k =
(log )/a — (log ¢o)/a. Réwnanie zawiera logarytm stezenia modyfikatora, czyli jest tozsame
z wersjg log-log (a nie semilogarytmiczna) réwnania SOCZEWINSKIEGO- WACHTMEISTERA.

Podstawowym celem gradientu jest zwykle (by¢ moze paradoksainie) zmniejszenie réznic po-
miedzy czasami retencji, czyli pogorszenie selektywnosci. Jaki jest dokladnie cel w opisanej
metodzie chromatograficzne;j?

—

Trzecia publikacja stanowi bardzo obszerne i wartoiciowe review na temat peptydéw i przeciwcial
znakowanych izotopowo w medycynie. Omawia metody znakowania izotopami i uzywane radionu-
klidy. Przedstawia najnowsze badania dotyczace receptoréw: somatostatyny, peptydu uwalniajacego
gastryne, integrynowych, glukagonopodobnego peptydu 1, chemokinowych. W dalszej czeéci omé-
wione sg znakowane przeciwciala monoklonalne oraz inne cele, ktérych znakowanie ma znaczenie
medyczne. Praca zawiera réwniez przeglad préb klinicznych wraz ze statystykami.



Rozprawa stanowi wyraznie wyodrebniong czei¢ wiekszego projektu badawczego i zawiera wszystkie
wymagane ofwiadczenia wspélautoréw. Dostrzegam w opublikewanych wynikach spory potencjal
1 przewiduje istotne zainteresowanie publikacjami przez inne grupy badawcze. Mozna réwniez spo-
dziewaé sie wielu cytowan pracy przegladowej.

Podsumowujac, praca doktorska mgr Pawla Krecisza spelnia wszystkie wymagania stawiane pra-
com doktorskim, zawiera istotne elementy nowos$ci naukowej i wnioskuje o dopuszczenie Dokto-
ranta do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

/’7

Katedra i Zaklad Chemii Lel\mn/

Um\\ ersy ﬁ?led\ czneg@«ﬁubhme

/ proff dr haﬁlll\gz Komsta

Lublin, 30 grudnia 2021.



