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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Basinskiej-Ziobron

Krakow, dn. 25 sierpnia 2020 r.

Ocene przygotowano na podstawie pisma Dyrektora Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja

Polskiej Akademii Nauk w Krakowie.
Informacje ogélne

Podstawa ubiegania si¢ mgr inz. Agnieszki Basinskiej-Ziobron o stopien naukowy
doktora jest monografia zatytulowana ,Interakcje lewomepromazyny, neuroleptyku o
szerokim spektrum dziatania klinicznego, z ludzkim watrobowym g:ytochromem P450”.

Rozprawa doktorska obejmuje 102 strony i sktada si¢ z wykazu skrotow uzytych w
pracy, wstepu bedacego wprowadzeniem do aspektu biologicznego i analitycznego tematu,
celu pracy, opisu zastosowanej metodologii, wynikéw badan, ich dyskusji, wnioskow,
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, bibliografii sktadajacej si¢ z 225 pozycji
utozonych w sposdb logiczny 1 uporzagdkowany, spisu rycin (22) i tabel (9) oraz informacji o

finansowaniu projektu.

Ocena rozprawy doktorskicej

Przedmiotem badan pracy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Basinskiej-Ziobron byta
kompleksowa ocena metabolizmu watrobowego lewomepromazyny — neuroleptyku szeroko
stosowanego w praktyce klinicznej, w aspekcie interakcji farmakokinetycznych, mogacych
skutkowa¢  zmieniong eliminacjg tego leku, a w  konsekwencji interakcji

farmakodynamicznych, objawiajagcych si¢ ostabieniem Iub nasileniem dziatania



terapeutycznego tego leku. Doktorantka podjeta si¢ nietatwych badan nad oceng udziatu
izoenzymow cytochromu P450 w katalizowaniu glownych Sciezek metabolizmu
lewomepromazyny u czlowieka. Zagadnienia poruszane przez Autorke sa oryginalne i nie
zostaty opisywane do tej pory w literaturze naukowej przez innych badaczy, a wybor leku jest
dobrze uzasadniony merytorycznie.

Oceniana praca doktorska wykonana w Zaktadzie Farmakokinetyki i Metabolizmu
Lekéw Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie pod kierunkiem Promotora prof. dr hab.
Wiadystawy Anny Daniel, wybitnej specjalistki w dziedzinie farmakokinetyki i metabolizmu
lekéw jest doskonatym przyktadem kompleksowego podejscia do badan ztozonych procesow
farmakokinetycznych.

Streszczenie pracy stanowi wnikliwg synteze tematu odzwierciedlajaca poszczegolne
czesci rozprawy, podkre$lajgc najwazniejsze informacje opisane szczegdtowo w kolejnych
rozdziatach dysertacji.

W czeSci teoretycznej pracy Doktorantka przedstawila informacje szeroko
naswietlajgce zakres tematyczny podjetych badan. W pierwszej czg¢éci wstgpu wprowadzono
czytelnika w temat izoenzyméw cytochromu P450, podkreslajac ich zmiennosé
micdzygatunkowa, jak réwniez konserwatywnos$¢ i podobienstwo sekwencyjne niektorych z
nich, ktore pozwala na ustalenie u zwierzat sekwencji analogicznych do ludzkich 1
prowadzenie badan z udziatem organizmoéw modelowych. W rozdziale tym podkreslono, ze
aktywnos¢ enzyméw CYP modulowana jest przez substancje endogenne i egzogenne, w
wyniku indukcji badz inhibicji. Niezwykle istotne jest zwrocenie przez Doktorantke uwagi na
wzajemne oddziatywania przyjmowanych przez pacjenta lekéw, wielokrotnie niekorzystnie
wplywajace na koncowy efekt ich stosowania i stanowigce jeden z waznych problemow
wspolczesnej farmakoterapii.

Grupg pacjentdw szczegélnie narazong na wystgpowanie niepozadanych dziatan
lekow. sg osoby starsze, co wigze si¢ przede wszystkim ze zjawiskiem wielochorobowosci i
wielolekowosci. W rozdziale tym podkre§lono znaczenie uwarunkowan genetycznych,
szczegblnie w procesie biotransformacji lekow, powodujgce zaburzenia ich eliminacji.
Nastepstwem tego zjawiska jest zréznicowanie stgzenl substancji leczniczych po podaniu ich
standardowych dawek i zwigkszone ryzyko wystepowania objawow niepozadanych u osob z
wolnym metabolizmem lub niewystarczajgcego dzialania leczniczego, w przypadku szybko i
ultraszybko zachodzacych proceséw biotransformacii.

W tym aspekcie Doktorantka zwrocita uwage na czgsto spotykane w praktyce

zjawisko politerapii w psychiatrii. Metabolizm wigkszosci lekow psychotropowych
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zachodzacy przy udziale izoenzyméw cytochromu P450 predysponuje do wystepowania
interakcji farmakokinetycznych. Od rodzaju i1 szybko$ci przemian lekoéw zalezy nie tylko sita
ich dzialania, ale rowniez wystgpowanie dziatan niepozadanych i toksycznych. W rozdziatach
tych, w sposob przejrzysty i zwiezly Autorka dowiodta bardzo dobrej znajomosci badane;j
problematyki.

Po lekturze wstepu nasuwa sie pytanie o inne metabolity lewomepromazyny. W
przytaczanej przez Doktorantke pracy P.A. Hals oraz S.G. Dahl opublikowanej w Eur J Drug
Metab Pharmacokinet w 1995 r. wykazano obecno$¢ kilka metabolitéw lewomepromazyny, w
tym O-demetylo 3-hydroksy lewomepromazyny, O-demetylo 7-hydroksy lewomepromazyny,
N,O-didemetylo 7-hydroksy lewomepromazyny oraz O-demetylo lewomepromazyny. W
moim odczuciu zamieszczenie w Dysertacji schematu ze wszystkimi, rGwniez potencjalnymi
szlakami metabolizmu tego leku byloby pomocne w lepszym zrozumieniu Sciezek
metabolizmu leku.

W celu pracy Autorka uzasadnila istote i znaczenie podj¢tych badan oraz przedstawita
ogdlne zalozenia pracy, skupiajace si¢ na okre$leniu udzialu wybranych izoenzymow
cytochromu P450 w metabolizmie lewomepromazyny, w tym na ocenie leku jako substratu,
induktora lub inhibitora enzymatycznego, w aspekcie interakcji farmakokinetycznych.
Zaprezentowany cel sygnalizuje szeroki zakres pracy wilozonej w realizacj¢ ambitnych
zatozen, co zresztg znajduje potwierdzenie w dalszych czgéciach rozprawy.

W czeéei doswiadczalnej Doktorantka bardzo dokladnie i szczegdétowo opisala
zastosowane procedury badawcze, ktore pozwolily na dokfadne $ledzenie zaplanowanych
etapdw badan i uzyskane wyniki. Wykonanie tych badan wymagato przeprowadzenia duzej
ilosci czasochtonnych i pracochtonnych do$wiadczen. W rozdziale tym Autorka po
zapoznaniu czytelnika z wykorzystanymi materiatami i odczynnikami opisuje §ciezke syntezy
5-sulfotlenku lewomepromazyny oraz N-demetylolewomepromazyny wykonang w Zaktadzie
Chemii Lekow IF PAN oraz warunki, w jakich badata metabolizm lewomepromazyny, w
kierunku oceny kinetyki reakcji S-sulfoksydacji oraz N-demetylacji w ludzkich mikrosomach
watrobowych, w Supersomach zawierajgcych rekombinowane ludzkie izoenzymy CYP1A2,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1l, CYP3A4 oraz w
kriokonserwowanych ludzkich hepatocytach.

W metodyce opisano rowniez warunki badania wpltywu amitryptyliny i
karbamazepiny na metabolizm lewomepromazyny w mikrosomach watrobowych,
wyznaczajac podstawowe parametry kinetyki enzymatycznej. W kolejnych podrozdziatach

Doktorantka precyzyjnie opisata wszystkie kroki zwigzane z hodowla ludzkich hepatocytow,
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w ktorych badano potencjat lewomepromazyny do indukowania izoenzyméw CYP. Rozdziat
ten zamyka opis metodyki oznaczania poziomu mRNA izoenzyméw CYP w hepatocytach
metodg gRT-PCR. Stezenia lewomepromazyny oraz jej metabolitow (5-sulfotlenku
lewomepromazyny 1 N-demetylolewomepromazyny), jak réwniez stgZenia substratow
izoenzymow CYP oraz powstajacych metabolitow oznaczano z zastosowaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg UV, wzorujac si¢ na opublikowanych
przez innych autoréw metodach oznaczania tych zwigzkow.

Wiadomym jest, ze wiarygodno$¢ oznaczen w materiale biologicznym zaleZy zar6wno
od doboru 1 optymalizacji warunkow przygotowania prébek do analizy, jak i od wiasciwie
opracowanej 1 zwalidowanej metody bioanalitycznej. Wyzwanie to jest tym wigksze, 1m
mniejsze jest stezenie oznaczanych skladnikoéw w probce. Nalezy pamigtac, iz w procesie
przygotowania probek do analizy trudnosé stwarzaja sktadniki matryc badanych probek, ktore
wystepuja zwykle w znacznym nadmiarze w stosunku do analitdéw, begdac potencjalnym
zrédlem efektow interferencyjnych, i w konsekwencji bledéw analitycznych. W moim
odczuciu zdefiniowanie parametrow walidacji, a takze szczegdtowe i krytyczne podejscie do
aspektu zastosowanej metody analitycznej wymagato podkreslenia, pokazujac zrozumienie
waznosci tego etapu prac i jego wpltywu na wyniki badan wiasciwych probek, a tym samym
interpretacje biologiczng uzyskanych wynikow. Pytanie, ktére nasuwa mi si¢ po lekturze tej
cze$ci pracy wiaze sie z walidacjg metod bioanalitycznych, a mianowicie jakie parametry
walidacji metody bioanalitycznej zostaly ocenione?

Lewomepromazyng badano w kierunku hamowania oraz indukowania aktywnoSci
izoenzyméw CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 oraz CYP3A4 odpowiednio w
ludzkich Supersamach lub ludzkich hepatocytach stosujac specyficzne substraty dla
poszczegdlnych izoenzymoéow CYP, takie jak kofeina, diklofenak, perazyna, bufuralol,
testosteron i oznaczajgc stezenia substratéw i powstajacych metabolitow. W tym miejscu
nasuwa sie pytanie czy inhibitory te do kazdej probki dodawano pojedynczo, czy w postaci
koktajlu?

W kolejnym punkcie Doktorantka wymienia testy statystyczne, ktdrymi postuzyla sig
do opracowania wynikéw przeprowadzonych analiz. W tym miejscu nasuwa si¢ pytanie, jaki
parametr  decydowal o doborze odpowiednich metod parametrycznych lub
nieparametrycznych do oceny znamiennosci statystycznej? Jaka warto$¢ p przyjeto za granice
znamienno$ci statystycznej?

Kolejng cze$¢ pracy stanowi przedstawienie wynikéw z przeprowadzonych badan.

Struktura i forma przedstawianych wynikéw jest czytelna i umozliwia fatwe poruszanie sig
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czytelnika po opisywanych zagadnieniach. Pierwsze dane dotycza oceny 5-sulfoksydacji 1 N-
demetylacji lewomepromazyny w ludzkich mikrosomach watrobowych, wyznaczenia
parametrow kinetycznych dla tych procesow oraz poszukiwania korelacji pomigdzy
aktywnoscig izoenzymdéw CYP dostarczong przez producenta mikrosomoéw, a szybko$cia
metabolizmu badanego leku. W badaniu tym szybko$¢ reakcji korelowala jedynie z
aktywnoscig izoenzymu CYP3A4. Czy zdaniem Doktorantki wykonanie badania, ktdrego
celem byloby zmierzenie aktywno$ci pozostalych izoenzyméw w  warunkach
eksperymentalnych poprawitoby korelacjg?

W kolejnej czeSci pracy przedstawiono wyniki udzialu specyficznych inhibitoréw
CYP w metabolizmie lewomepromazyny w mikrosomach watrobowych, wykazujac w
przypadku stezenia terapeutycznego tego leku istotny udzial CYP3A4, przy malo istotnym
udziale pozostatych izoenzymdw, natomiast przy stezeniu toksycznym leku zaobserwowano
istotne zmniejszenie udzialu CYP3A4. Czy Doktorantka moglaby wyjadni¢ przyczyng tej
rozbieznosci? Czy zdaniem Autorki uzyskane wartosci klirensu wewngtrznego tego leku in
vitro pozwalaja na przewidywanie klirensu catkowitego lewomepromazyny in vivo?

W rozdziale poswigconym dyskusji wynikdw Doktorantka przeprowadzita
szczegolowa analize uzyskanych wynikow, konfrontujac badania wiasne z osiggnigciami
innych zespoldéw badawczych. Autorka wykazata, ze lewomepromazyna jest substratem oraz
inhibitorem enzymatycznym, a w wyzszych stgzeniach takze induktorem. Solidny przeglad
literatury w zestawieniu z krytycznym podejéciem do uzyskanych wynikéw pozwolil na
sprecyzowanie wiodacego udziatu izoenzymu CYP3A4 w reakcji 5-sulfoksydacji i N-
demetylacji lewomepromazyny.

Po lekturze tego rozdziatu nasuwa si¢ nastgpujgce pytanie. Czy stwierdzone zjawisko
prawdopodobnej interakcji lewomepromazyny z innymi lekami — substratami dla izoenzymu
CYP3A4 moze by¢ wykorzystane w praktyce klinicznej jako farmakoterapia wielolekowa,
ktérej celem jest zwickszenie sity dziatania farmakologicznego i uzyskanie pozadanego
efektu terapeutycznego, przy jednoczesnym zmniejszeniu dawek poszczegolnych lekow? Czy
takie postgpowanie zmniejszy prawdopodobienstwo wystgpienia dziatan niepozadanych, i czy
moze by¢ korzystne dla chorego?

Na podkreslenie zastluguje bardzo staranna analiza merytoryczna uzyskanych
wynikéw kinetyki enzymatycznej i poprawne wyciagniecie wnioskéw, co zostato

przedstawione w sposob spdjny 1 czytelny.



W przedstawionej pracy badania zaplanowano w sposdb przemys$lany, wyniki
przedstawiono w sposodb jasny i precyzyjny, a dyskusja jest merytoryczna i oparta na
odpowiednio dobranych anglojezycznych pozycjach literaturowych.

Pod wzgledem edytorskim, pomimo kilku potknigé, praca zostata zredagowana bardzo
starannie. Prac¢ charakteryzuje duzy tadunek naukowy oraz potencjalna warto$¢ aplikacyjna
uzyskanych wynikéw badan. Wyniki, ktore oceniam bardzo wysoko, S$wiadcza o
samodzielno$ci naukowej i badawczej Autorki, swobodzie poruszania si¢ w zagadnieniach z
obszaru farmakokinetyki i metabolizmu lekéw, umiejetnosci rozwigzywania problemow
metodologicznych, a takze o jej duzej pracowitoéci i rzetelnosci badawczej. Uzyskane wyniki
W znacznym stopniu poszerzaja wiedz¢ w obszarze metabolizmu lewomepromazyny.
Rozprawa jest skonstruowana w sposob estetyczny i przejrzysty. Doktorantka swobodnie
postuguje si¢ precyzyjnym jezykiem naukowym i adekwatnie stosuje terminologie zwigzang z
przedmiotem pracy.

W.pracy nie znaleziono btgdow stylistycznych, interpunkcyjnych, ortograficznych lub
gramatycznych, jedynie drobne bledy literowe, jak niepoprawny zapis teofiliny na str. 11,
chromosom i glucocorticoid na str. 12, artemizyna na str. 13, Supelcosil na str. 47. W spisie
literatury zauwazono pewng nickonsekwencje w przytaczaniu skrétdow nazw czasopism, tj. z
kropkg lub bez kropki, spowodowana najprawdopodobniej stosowaniem jednego =z
programow do automatycznego wprowadzania referencji, a ktore niestety czgsto wprowadzajg
bledy -edytorskie. Poza tym na stronie 82 powinno by¢ ,,.Endocrinology”, w pozycji 53
pismiennictwa brakuje tytulu czasopisma, w ktérym opublikowano prace. Powyzsze

komentarze nie wplywaja na warto$¢ merytoryczng pracy, ktéra oceniam bardzo wysoko.
Podsumowanie

Reasumujgc nalezy stwierdzic, ze rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Basinskiej-
Ziobron jest oryginalnym i kompleksowym opracowaniem dotyczacym oceny metabolizmu
watrobowego lewomepromazyny. Badania zawierajg szereg elementoéw nowatorskich, zostaty
wykonane metodycznie poprawnie, z uzyciem odpowiednich narzedzi badawczych, a
Doktorantka przy ich wykonywaniu 1 opracowywaniu wynikéw wykazata si¢ odpowiednig
wiedzag merytoryczng i umiejg¢tnosciami analitycznymi. Wyniki badan zostaty opublikowane
w trzech publikacjach, w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym, takich jak
Pharmacological Reports (2015) - w pracy tej Doktorantka jest pierwszym autorem,
Biochemical Pharmacology (2014) oraz Pharmacological Reports (2014) - w ktorych jest

drugim autorem.



Podjete badania sg niezwykle wazne ze wzgledu na mozliwos¢ aplikacji klinicznej
uzyskanych wynikéw. Wymiernym efektem dysertacji mgr inz. Agnieszki Basinskiej-Ziobron
jest dostarczenie informacji pozwalajacych na zwigkszenie bezpieczenstwa stosowania
lewomepromazyny u pacjentdw. Z uwagi na fakt, ze lek ten charakteryzuje si¢ duza
zmienno$cig migdzyosobniczg, w konsekwencji interakcji farmakokinetycznych mozna
zaobserwowac¢ wystgpienie efektéw toksycznych tego leku lub tez zmniejszong skutecznosé
leczenia. Dlatego tez podjete w pracy doktorskiej przez mgr inz. Agnieszke Basinska-Ziobron
zadanie oceny metabolizmu lewemepromazyny w watrobie wpisuje si¢ w aktualny nurt
badan, a tematyka poruszana przez Autork¢ ma znaczenie praktyczne, w dziedzinach
zwigzanych ze zdrowiem cztowieka, szczegdlnie w aspekcie stosowania tego neuroleptyku u
chorych. Biorge pod uwage zakres prac, uzyskane przez Doktorantke wyniki nalezy uznac¢ za
znaczgcg nowos¢ naukows i niewatpliwie duze jej osiagnigcie badawcze.

Na podkre$lenie zastuguje fakt, ze badania przedstawione w rozprawie doktorskiej
byty finansowane ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach konkursu Opus 1,
Preludium 8 oraz funduszy statutowych Zakladu Farmakokinetyki i Metabolizmu Lekow
Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie.

We wniosku koncowym stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska, pt. ,,Interakcje lewomepromazyny, neuroleptyku o szerokim spektrum dziatania
klinicznego, z ludzkim watrobowym cytochromem P450” cechuje sig istotnymi walorami, do
ktérych zalicza sie adekwatng do postawionych zadan metodyke, aktualnos¢ i wartosé
aplikacyjng uzyskanych wynikéw oraz wartoéciowg dyskusje dowodzaca wiedzy 1
opanowania tematu przez Doktorantke. Rozprawe doktorska oceniam wysoko, uwazam za
interesujaca i wazng w kontek$cie zastosowan klinicznych lewomepromazyny. Dysertacja
mgr inz. Agnieszki Basinskiej-Ziobron w petni odpowiada warunkom okre$lonym 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 wnosz¢ do
Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w
Krakowie o dopuszczenie mgr Agnieszki Basinskiej-Ziobron do publicznej obrony tez
przedstawionych w dysertacji. Ponadto, biorac pod uwage wysoki poziom przedstawionej
dysertacji zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie z

wnioskiem o wyrdznienie rozprawy (wniosek zataczam w osobnym pismie).

dr hab. n. farm. Maria Walczak, prof. UJ
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WNIOSEK O WYROZNIENIE PRACY DOKTORSKIEJ

Niniejszym zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie z
whnioskiem o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Basinskiej-Ziobron. Tytut
rozprawy: ,Interakcje lewomepromazyny, neuroleptyku o szerokim spektrum dzialania
klinicznego, z ludzkim watrobowym cytochromem P450”. Przedstawiona do recenzji praca
prezentuje wysoki poziom merytoryczny, wpisuje sie w Swiatowe trendy zwigzane z
badaniami nad interakcjami lekowymi w aspekcie oddziatywania z cytochromem P450. W
badaniach zastosowano bogaty warsztat badawczy, praca posiada istotne walory poznawcze, a
uzyskane wyniki maja potencjat aplikacyjny. Przedstawione w monografii wyniki ukazaly si¢
juz w postaci publikacji naukowych, w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym:

1. Basinska-Ziobrof A., Daniel W.A., Wojcikowski J.: Inhibition of human cytochrome P450
isoenzymes by a phenothiazine neuroleptic levomepromazine: An in vitro study. Pharmacol.
Rep. 2015, 67, 1178-1182. doi: 10.1016/j.pharep.2015.04.005. Epub 2015 Apr 23.

2. Wojcikowski J, Basinska A, Daniel WA.: The cytochrome P450-catalyzed metabolism of

levomepromazine: a phenothiazine neuroleptic with a wide spectrum of clinical application.
Biochem Pharmacol. 2014 Jul 15;90(2):188-95. doi: 10.1016/j.bcp.2014.05.005.

3. Wojcikowski J, Basinska A, Boksa J, Daniel WA.: The influence of amitriptyline and
carbamazepine on levomepromazine metabolism in human liver: an in vitro study. Pharmacol
Rep. 2014 Dec;66(6):1122-6. doi: 10.1016/j.pharep.2014.07.012.
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