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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pana mgra f.ukasza Kubika
zatytulowanej
sModelowanie zaleznoSci pomigdzy strukturg i retencjg chromatograficzng

zwigzkéw dysocjujacych”

Przedmiotem rozprawy doktorskiej mgra f.ukasza Kubika, wykonanej pod kierunkiem
dr hab. Pawla Wiczlinga, sa zagadnienia zwigzane wyznaczaniem wlasciwos$ci
fizykochemicznych  zwiazkéw organicznych z  wykorzystaniem  wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej, a na tej podstawie opracowania zaleznos$ci struktura-retencja
(modeli QSRR) pozwalajacych obliczanie czaséw retencji oraz na przewidywanie

zachowania si¢ czasteczek w organizmie, czyli ich potencjalnej aktywnosci biologiczne;.

Stale rosngca dilugos¢ zycia czlowieka i zwigzany z tym dluzszy okres aktywnosci
spotecznej i zawodowej a takze stres zwigzany z rosnacym tempem zycia, skutkuje
pojawianiem sie wielu choréb. Wiaze si¢ z tym konieczno$¢ przeciwdzialania pojawiajacym
problemom zdrowotnym i rozwoju nauk medycznych oraz poszukiwania nowych
skuteczniejszych lekdéw. Stale zatem poszukuje si¢ nowych lekéw syntezujac tysiace
zwiazkéw organicznych na przykltad z wykorzystaniem metod chemii kombinatoryjne;j.
Wybér zwiazkoéw o potencjalnej aktywnosci biologicznej i poddanie ich badaniom
klinicznym wymaga przeprowadzenia szeregu kosztownych i pracochlonnych badan
wstepnych, pozwalajacych na przewidywanie zachowania si¢ czasteczki w organizmie.
Znajomo$¢ takich wlasciwosci fizykochemicznych jak stata dysocjacji (pKa) czy lipofilowos$¢

(logP) pozwala przewidywaé zachowanie si¢ czasteczki w organizmie i odrzucenie juz na
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wstgpnym etapie badan zwiazkéw o niepozadanych wlasciwosciach. Wiasciwosci te sa
bezposrednio zalezne od struktury danej czasteczki, dlatego tez od wielu lat badane sa
zalezno$ci pomiedzy strukturg chemiczng czasteczek a wlasciwosciami fizykochemicznymi i
aktywnoscig biologiczng. Zaréwno stata dysocjacji (pK,) jak i lipofilowo$é (logP) powiazane
z wlasciwosciami farmakokinetycznymi zwiazkéw dysocjujacych moga byé wyznaczane
zar6wno metodami eksperymentalnymi jak i obliczeniowymi. Szybkie i doktadne oznaczenie
tych parametréw pozwala na wstgpna selekcje potencjalnych lekéw, a tym samym znacznie
obniza koszty badan. Do eksperymentalnego wyznaczania wiasciwosci fizykochemicznych
stosowanych jest wiele metod, w tym metody chromatograficzne, a szczegélnie
wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwréconym ukladzie faz, przy czym dotycza
one najczesciej pojedynczych substancji. Metoda ta zastosowana zostala do oznaczania
lipofilowosci i pK,, a przyktadem tego moze by¢ wyznaczanie chromatograficznego Indeksu
Hydrofobowosci (CHI). Natomiast badania dotyczace iloSciowej zaleznosci pomiedzy
strukturg substancji i retencja (QSRR) zapoczatkowane zostaly w drugiej potowie lat
siedemdziesiatych ubieglego wieku przez prof. Romana Kaliszana i sa do tej pory z

powodzeniem rozwijane w Jego zespole 1 przez Jego uczniéw.

Dlatego tez zrozumiatym jest fakt, ze rozprawa doktorska Pana mgra Fukasza Kubika
wykonana pod kierunkiem dr hab. Pawla Wiczlinga, ucznia Profesora Kaliszana, dotyczy
badan zaleznosci pomigdzy strukturg i retencja chromatograficzng zwiazkéw jonizujacych i
bylo, zdaniem recenzenta, jak najbardziej uzasadnione zar6wno ze wzgledéw poznawczych,

jak i praktycznych.

Oceniana rozprawa posiada struktur¢ mieszang. Zasadnicza jej cze$¢ zostata napisana w
klasycznym ukladzie rozdzialéw i zawiera wszystkie elementy cechujace bardzo dobrze
przygotowana i napisang rozpraw¢ doktorska. Integralng cze$é rozprawy, zgodnie z
przepisami opublikowanymi w Dz. U. z 2011 r. Nr 84, poz. 455, art. 13, ust. 2 stanowi spdjny
tematycznie zbidr 4 artykuléw opublikowanych w prestizowych mi¢dzynarodowych wysokim
wspotczynniku oddziatywania (IF) przedstawiony w Suplemencie B, w ktérym zamieszczono
réwniez o$wiadczenia okreslajace wklad, rodzaj zadan i zakres prac wykonanych przez

wspolautoréw publikacji.

Przedstawiona do oceny praca sklada si¢ z wykazu skrétow i symboli, streszczen w jezyku

polskim 1 angielskim, listy publikacji, czesci teoretycznej, celu pracy, metodyki,



przedstawienia wynikéw oraz dyskusji wynikéw i konkluzji, bibliografii oraz Suplementu A
zawierajacego spis badanych zwiazkéw i tabele z wynikami, wreszcie wymienionego wyzej
Suplementu B. W spisie publikacji podane sa réwniez informacje bibliometryczne, czyli
wspéiczynniki oddziatywania i cytowania publikacji wehodzacych w skiad pracy doktorskiej.
Sumaryczny IF publikacji jest bardzo wysoki i wynosi 13,114, co daje prawie 3,3 na 1 pracg,

a liczba cytowan wynosi 15.

Czgs¢ teoretyczna to omowienie literatury przedmiotu zawierajace krotki wstep,
omowienie sposobu opisu dysocjacji w réwnaniach QSRR, lipofilowosci i statych dysocjacji
oraz metod chemii obliczeniowej w tworzeniu modeli QSRR. Autor omawia w niej wplyw
faz stacjonarnej i ruchomej (sklad, pH) chromatografii cieczowej oraz budowy czasteczki
Jonizujacej i procesu dysocjacji na tworzenie tych réwnan. Nastepnie omawia zaleznosci
pomigdzy parametrami charakteryzujacymi uklad chromatograficzny i parametrami analitu.
Wreszcie krétko przedstawia metody chemii obliczeniowej uzyteczne w tworzeniu modeli
QSRR. Tresci zawarte w tej czgsci rozprawy podane sa we wilasciwych proporcjach i sa
zgodne z zakresem podjetych badan. Zaréwno pod wzgledem merytorycznym, jak i
edytorskim ta cze$¢ pracy $wiadczy o trafnym doborze tresci i nie budzi zastrzezen. Czesé

literaturowa poparta jest dobrze dobranymi cytacjami z literatury.

Nastgpnie Autor przedstawia cel pracy, ktorym okregla jako wyznaczenie prostych modeli
QSRR na podstawie réznorodnej grupy wybranych zwigzkéw chemicznych z

uwzglednieniem procesu dysocjacji analitow.

W czgsci pracy zatytutowanej ,Metodyka” mgr L. Kubik przedstawia tylko sposéb
wykonania eksperymentéw gltéwnych przeprowadzonych za pomoca RP HPLC z detekcja
ESI TOF MS (publikacje III i IV Suplementu B). Doswiadczenia wstepne opisane sg
natomiast tylko w publikacjach I i II Suplementu B. Przedstawia wykorzystywane w
badaniach odczynniki, warunki prowadzenia analiz chromatograficznych, sposoby
przygotowania probek i buforéw oraz sposoby obliczania parametréw chromatograficznych.
Nastgpnie omawia modelowanie molekularne i rodzaje uzywanych do tego celu programéw
obliczeniowych. Wreszcie przedstawia trzy techniki regresji wykorzystane w analizie
statystycznej do wyznaczenia zaleznosci pomiedzy deskryptorami strukturalnymi i danymi

eksperymentalnymi.



Kolejna czg$¢ pracy zawiera otrzymane wyniki wraz z ich dyskusja. Przy czym w tej
czgsci nie oméwiono wynikéw badan wstgpnych opisanych w publikacjach I i II. W ramach
badafi wstgpnych pracy testowano i optymalizowano bowiem opracowana w Katedrze
Biofarmacji i Farmakodynamiki GUM metod¢ wyznaczania, ze wspdlczynnika retencji dla
czyste] wody jako eluenta, chromatograficznej miary hydrofobowosci (logk,), stalej
dysocjacji (pKa) oraz wspoélczynnika nachylenia z réwnania Syndera-Soczewinskiego (S)
wykorzystujac wysokosprawng chromatografie cieczowa w odwréconym ukladzie faz (RP
HPLC). W pierwszy etapie wykorzystano technike RP HPLC z detektorem DAD dla
mieszaniny 26 pochodnych imidazoliny, czyli stosunkowo malej grupy zwiazkéw.
Wykorzystujac opracowang przez R. Kaliszana i P. Wiczlinga metode wyznaczania
eksperymentalnych wartosci lipofilowosci i stalej dysocjacji z zastosowaniem w RP HPLC
elucji gradientowej pH/modyfikator organiczny (metanol) zastosowano do wyznaczenia tych
warto$ci dla serii pochodnych imidazoliny. Otrzymane warto$ci dobrze korelowaly z danymi
teoretycznymi. Wykazano zatem, Zze metoda ta moze by¢ zastosowana do wstepnego
okreslania wlasciwosci farmakokinetycznych potencjalnych lekéw wystepujacych w
mieszaninie (publikacja I). Nast¢pnie metode t¢ zastosowano do wigkszej liczby mieszaniny
40 zwigzkow. Natomiast zastosowanie detekcji ESI TOF MS umozliwito okreslenie tych
wlasciwosci oraz identyfikacje pojedynczych zwiazkow wystepujacych nawet w mieszaninie
100 réznych substancji. Wykazano, ze po zastosowaniu kalibracji, wyznaczone wartosci
logk,, odpowiadaja wartosciom logP wyznaczanej dla standardowego uktadu oktanol-woda, a
PKachrom Wartosciom pK, w roztworze wodnym. Swiadczy to o tym, ze metoda ta jest
uzyteczna dla wstgpnego wyznaczania waznych farmakokinetycznie wlasciwosci

potencjalnych lekéw wystepujacych w ztozonych mieszaninach.

Po wymienionych wyzej badaniach wstepnych mgr Lukasz Kubik zastosowat te
technike (RP HPLC z detekcja ESI TOF MS) do oznaczania i okreS§lania wiasciwosci
mieszaniny 161 substancji chemicznych, zréznicowanych strukturalnie, w tym 25% z nich to
kwasy, 55% zasady oraz 20% zwiazkdéw o charakterze neutralnym. Sposrod tych zwiazkow z
powodzeniem udato si¢ zidentyfikowaé 140. Pozostalych nie zidentyfikowano ze wzgledu na
elucje razem z czasem martwym, problemy z detekcja, czy tez takie same masy molowe czyli
nierozroznialno$¢ za pomoca detekcji MS. W wyniku przeprowadzonych badan wykazal, ze
ograniczeniem zaproponowanej metody sa warunki prowadzenia eksperymentu. Zatem

metoda ta nie moze by¢ stosowana dla silnie hydrofilowych zwiazkéw (1ogPnchrom < 0,5) oraz



dla zwiazkéow o pK,chrom poza zakresem pH eksperymentu (2,5-10,5). W celu konwersji
otrzymanych za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej  wartosci
fizykochemicznych 1 pordwnania z warto$ciami literaturowymi wykonat kalibracje z
wybranymi pigcioma kwasami i pigcioma zasadami i wyznaczyl rownanie, pozwalajace
oszacowaé zardwno warto$ci pKa chrom, jak 1 10gPx cirom dla pozostalych zwiazkéw. Nastepnie,
w oparciu o deskryptory strukturalne otrzymane za pomocg modelowania molekularnego,
opracowal uniwersalne réwnania QSRR dla poszczegdlnych parametrdéw, czyli logk,, pKa. i
parametru S, badanych zwiazkéw z uwzglednieniem ich jonizacji. Obliczenia te wykonat
wykorzystujac trzy rézne metody regresji (Lasso, taczonej techniki Lasso/regresja krokowa i
PLSR). W konkluzji stwierdzil, ze rownania te nie zawsze posiadaja dobre zdolnosci
predykcyjne, jednak kombinacja danych otrzymanych przez modele QSRR w potaczeniu z
wynikami do$wiadczen chromatograficznych pozwala na znaczna poprawe wlasciwosci
predykcyjnych réwnaf. W celach poréwnawczych obliczyl réwniez wartosci tych
parametré6w wykorzystujac proste deskryptory z oprogramowania ACD/Labs. Tak
opracowane modele matematyczne pozwolily, na podstawie struktury chemicznej czasteczki,
na przewidywanie parametréw fizykochemicznych analitéw i na tej podstawie ich czaséw
retencje w ukladzie chromatograficznym. Stwierdza w konkluzji, ze przewidywanie czasoéw
retencji na podstawie obliczonych z wykorzystaniem deskryptoréw strukturalnych wartosci
wymienionych parametréw jest obarczone duzym bledem. Mozliwe jest jednak znaczne
poprawienie zdolnosci przewidywania opracowanego modelu QSRR przez polaczenie ich z

danymi uzyskanymi w eksperymentach wstgpnych.

Nie mam wickszych zastrzezen dotyczacych zaréwno samej rozprawy, jak i
merytorycznej strony publikacji przedstawionych do oceny jako rozprawa doktorska. Prace te
zostaly bowiem gruntownie ocenione przed opublikowaniem przez odpowiednich
recenzentéw, tym bardziej ze zostaly opublikowane w czasopismach o wysokiej renomie.

Niemniej jednak ma jedng uwage do dyskusji:

- Dlaczego Autor zdecydowat si¢ na przedstawienie gléwnego zakresu badan w formie
opracowania majacego charakter dysertacji i w zasadzie powtérzyl wyniki opisane w
publikacjach IIT i IV, natomiast tak zwane badania wstepne, zawarte w publikacjach I i II
zupelnie w tej dysertacji pominat ? Przeciez mozna bylo w tej sytuacji napisa¢ tylko krotki

,,Autoreferat”, lub tez opisa¢ cato$¢ w formie dysertacji.



Na podstawie lektury publikacji wchodzacych w sklad rozprawy przypuszczam, ze
Doktorant sprawnie postuguje si¢ jezykiem angielskim. Na uwage zastuguje fakt, iz
Autoreferat jest bardzo dobrze napisany i zawiera tylko nieliczne drobne bi¢dy. Te, ktdre

znalazlem wymieniam ponize;j:

- str. 48 1 59; ,wlasnosci”, chociaz w wielu innych przypadkach Autor uzywa

prawidlowego okreslenia ,,wlasciwosci”

”

- str. 59; ,,... umozliwiajace oznaczenia bardzo hydrofobowych.....substancji, ...”, a

powinno by¢ ,,...umozliwiajace oznaczenie bardzo hydrofilowych...substancji”

Podsumowujac chciatbym stwierdzi¢, Ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska reprezentuje wysoki poziom badan i zawiera wiele elementéw nowosci naukowej.
Zakres badan, zawarte w niej wyniki doswiadczalne, sposob interpretacji oraz wnioskowania
wskazuja, ze mgr Pukasz Kubik wykazal umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia
interesujacych badan naukowych i wnidst istotny wkiad w rozwdj badan nad modelowaniem
zalezno$ci pomiedzy struktura zwiazkéw i retencja chromatograficzng (QSRR), a opracowane
modele matematyczne powalajg przewidywaé¢ wiasciwosci fizykochemiczne analitéw i na tej
podstawie retencje w uktadach chromatograficznych. Po zapoznaniu si¢ z rozprawa mgra
Pukasza Kubika stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa spelnia wszelkie wymagania
stawiane w Ustawie o tytule naukowym i stopniach naukowych rozprawom doktorskim i

wnoszg¢ o jej dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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