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RECENZJA
rozprawy doktorskiej pana mgr. Damiana SZCZESNEGO
pt.:
Oznaczanie fizykochemicznych i biochemicznych wiasciwosci naturalnych alkaloidéw
pirvdynowych i piperydynowych oraz ich prostych pochodnych, istotnych dla dziatania
przeciwko chorobie Alzheimera
wykonanej w
Katedrze Biofarmacji i Farmakodynamiki
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
pod kierunkiem
prof. dr. hab. dr hc Romana Kaliszana, czl. PAN i PAU

Odkrywanie nowych lekow jest procesem zlozonym i wieloetapowym. Proces ten
rozpoczyna si¢ jednak zawsze od identyfikacji punktu uchwytu dla potencjalnego leku i jest to
zwykle biatko (takim bialkiem, ktore jest szczegdlnym przedmiotem zainteresowania
przedlozonej pracy doktorskiej jest p-amyloid). Dopiero potem nastgpuje walidacja punktu
uchwytu z wykorzystaniem modelu zwierzgcego lub kultury tkankowej, zaprojektowanie
odpowiedniego ukladu skriningowego dla zwigzkdéw matoczasteczkowych modulujacych
aktywno$¢ biatka, charakterystyka i optymalizacja tych zwiazkdéw maloczasteczkowych,
testowanie ich efektywnosci 1 toksycznosei i ostatecznie przeprowadzenie badan klinicznych.
Praca doktorska wpisuje si¢ w ten tryb postgpowania, proponujac poznanie wlasciwosci
trygoneliny i jej analogow strukturalnych z punktu widzenia zapobiegania i leczenia choroby

Alzheimera.



Zintegrowane studia biomedyczne obejmujace bioanaliz¢ szerokiego spektrum
analitow wraz z poglebiona analiz¢ statystyczng i chemometryczng stanowia przy tym
nieodzowny element nowoczesnego prowadzenia badan. Dlatego obecnie, ogodlna strategia
zaklada coraz czgsciej laczne wykorzystanie nowoczesnych strategii bioanalitycznych, takze
podczas analizy farmakokinetycznej z wuzyciem nowych platform analitycznych.
Chromatografia cieczowa oddzialywan hydrofilowych (ang. hydrophilic interaction liguid
chromatography, HILIC) moze by¢ przy tym cenng alternatywg dla chromatografii w
odwroconym ukltadzie faz (ang. reversed-phase liquid chromatography, RP-LC) w przypadku
rozdzielania probek zawierajacych zwiazki o charakterze polarnym. To roéwniez
zademonstrowano w pracy doktorskiej podczas oceny penetracji trygoneliny do o$rodkowego
uklady nerwowego. Poniewaz selektywno$é rozdzielania w HILIC jest cennymi
uzupelnieniem chromatografii w odwréconym ukladzie faz, kombinacje HILIC, RP-LC,
chromatografii jonowymiennej i innych ukladéw rozdzielczych sg obecnie niezwykle
atrakcyjne dla zastosowania ich w najnowoczesniejszych, analitycznych i bioanalitycznych,
ortogonalnych ukladach chromatograficznych. Wzrastajacg role HILIC wida¢ takze na

przykladzie przedstawionej pracy doktorskiej.

Niezaleznie od charakteru prowadzonych badan, kluczowg role odgrywaja
odpowiednie, nowe techniki analityczne. Analizy takie prowadzone sa w os$rodkach
naukowych o uznanej renomie naukowej, dysponujacymi nie tylko odpowiednim sprzetem
kontrolno-pomiarowym., ale rowniez do$wiadczeniem i wiedza. I w tym tez kontekscie nalezy
rozpatrywa¢ program badawczy wywodzacy si¢ ze szkoly naukowej Pana prof. dr. hab.
Romana Kaliszana, realizowany przez Pana mgr. Damiana Szczesnego. Problematyka, ktorej
podjal si¢ Doktorant nalezy do trudnych z punktu widzenia opanowania warsztatu
badawczego. Stanowi ona ponadto przedmiot studiéw krajowych i miedzynarodowych
laboratoriow badawczych. Tego typu badania naleza do tych, ktére wymagaja zaistnienia
umiejetnosci fgczenia osiggnigé teoretycznych z praktyka. Stad, na szczegdlne wyrdznienie
zastuguje proba znalezienia stosownego kompromisu i wyciagniecia odpowiednich wnioskow
na podstawie przedstawionych wynikéw pracy. Slowa uznania naleza si¢ za trafne

sformulowanie tematu rozprawy, jak rowniez konsekwentng jego realizacje.

Calos¢ rozprawy doktorskiej liczy 106 stron maszynopisu, dokumentowanego
rysunkami (w liczbie 11), tabelami (w liczbie 11) i pozycjami literaturowymi (w liczbie 168).

Analizujgc pismiennictwo nalezy stwierdzi¢, ze zdecydowana wigkszos¢ pozycji pochodzi juz
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z XXI wieku, obejmujac najnowsze monografie ksigzkowe oraz publikacje oryginalne. Uktad
pracy sklada sie¢ typowo z czesci teoretycznej, celu pracy, czesci doswiadczanej, wynikow
badan i dyskusji oraz wnioskdw. Ze wzgledu na uklad i przejrzysto$¢ niniejsze opracowanie
jest jak najbardziej odpowiednie. Przedstawione rozwazania w czeséci teoretycznej to przede
wszystkim obraz kliniczny 1 diagnostyka choroby Alzheimera, ze szczegdlnym
uwzglednieniem biomarkeréw choroby Alzheimera. Dalej, Autor poswieca duzo uwagi
przedstawieniu czynnikow ryzyka i patofizjologii choroby Alzheimera, koncentrujgc si¢ przy
tym na przedmiocie szczegolnego zainteresowania badawczego, czyli roli B-amyloidu wraz ze
streszczeniem aktualnych teorii tlumaczacych rozwdj tej choroby. Dodatkowo, w sposob
przejrzysty omowiono farmakoterapi¢ choroby Alzheimera, biorgc pod uwage nie tylko
obecnie stosowane leki, ale takze rozpatrujac strategie eksperymentalne i omawiajac
znaczenie alkaloidéw pirydynowych i piperydynowych bedacych przedmiotem szczegdlnego
zainteresowania. Generalnie, nalezy stwierdzi¢, ze ta czg$¢ rozprawy jest dobrze napisana, w
spos6b jasny i nie budzacy zastrzezen merytorycznych. Swietnie wprowadza czytelnika do
dalszych rozdzialéw niniejszej lektury. Wyboér i wstepne uzasadnienie tematu badan
przedstawiono wlasciwie w celu pracy, a w czgsci eksperymentalnej Doktorant precyzyjnie
opisal metodyke i warunki przeprowadzonych doswiadczen, zastosowane techniki pomiarowe
oraz wykaz odczynnikéw i materialéw zastosowanych w badaniach. W tym miejscu nalezy
podkresli¢ trafnos¢ zaréwno wyboru uzytych technik i narzedzi obliczeniowych, dzieki
ktorym, wedlug mojej opinii, wytyczony przez Promotora i Doktoranta cel zostat osiagniety.

Za najwazniejsze osiagnigcia Doktoranta nalezy uznag:

1) wykazanie, w wyniku przeprowadzonego modelowania molekularnego, Ze trygonelina
i jej analogi mogg wchodzi¢ w interakeje z resztami aminokwasowymi uznanymi za
kluczowe w procesie agregacji B-amyloidu,

2) wykazania, ze trygonelina i jej analogi nie wykazuja cytotoksycznosci (z wyjatkiem
jednego badanego zwigzku chemicznego) wobec linii komorkowej ludzkiego
nowotworu neuroblastomy SH-SY5Y,

3) opracowanie procedury analitycznej opartej na technice HILIC-ESI-MS
umozliwiajgcej okreslenie poziomu trygoneliny w surowicy krwi mysiej i tkance
mozgowej myszy,

4) przeprowadzenie analizy farmakokinetycznej dla trygoneliny wraz z ocena jej

przechodzenia przez barierg krew-mozg i szybkoscia eliminacji z organizmu.
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Na podstawie przedstawionej rozprawy mozna zgodzi¢ si¢ z koncowym
stwierdzeniem, ze opisane eksperymenty wskazujg na istniejgcy potencjal zawarty w
strukturze trygoneliny pod katem powinowactwa do [-amyloidu przy jednoczesnym
uwzglednieniu koniecznos$ci poprawy istotnych dla procesow eliminacyjnych parametrow

farmakokinetycznych.

Jak w kazdej recenzowanej pracy doszukaé si¢ mozna punktow, ktére mozna poddac
dyskusji. Wywiazujgc sie z powierzonego obowiazku mam w zwigzku z tym kilka uwag i

zapytan.

1) Czy podczas przeprowadzanego dokowania molekularnego obserwowano w
przypadku kazdego badanego zwiazku tak intensywne okupowanie rejonu -amyloidu
wyznaczonego przez wskazane w pracy reszty aminokwasowe? W tabeli 3
przedstawiono tylko wybrane wyniki dokowania w obrebie histydyny w pozycji 13 i
14,

2) Jakie byly przeslanki merytoryczne uzycia linii komérkowej ludzkiego nowotworu
neuroblastomy SH-SYSY podczas oceny cytotoksycznosci badanych zwigzkow?

3) Wykresy zaleznosci stezenia trygoneliny w surowicy (Rysunek 10) i w mozgu
(Rysunek 11) nie informujg precyzyjnie o odchyleniu standardowym obserwowanym
dla zmierzonych wartosci w kazdym momencie czasu. Nie zebrano tych wynikéw
rowniez w tabelach umozliwiajacych bardziej szczegétowa analize danych
czgstkowych.

4) Z jednej strony stwierdzono, ze wyznaczony parametr logBB (logarytm stosunku
stezen trygoneliny w mozgu i krwi wynoszacy -1,22 jest nizszy niz spotykany u lekéw
dzialajacych osrodkowo (str. 83), a z drugiej strony, ze jest tego samego rzedu
wielkosci, jak niektorych dziatajacych osrodkowo lekow (str. 88). W obu przypadkach
podanie kilku przyktadowych nazw lekéw mogloby wzbogacié zawarta w pracy

informacj¢ o charakterze porownawczym.

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji zadan badawczych stanowiacych podstawe
rozprawy doktorskiej zostaly juz czg$ciowo wprowadzone do migdzynarodowego obiegu
informacji naukowej. Doktorant jest wspolautorem pieciu prac opublikowanych w
renomowanych  czasopismach naukowych umieszczonych na Liscie Filadelfijskiej

(Chronobiology International, BMC Pharmacology and Toxicology, Pharmacology Reports,
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Journal of Chromatography B, Journal of Pharmacokinetics and Pharmacodynamics). To
takze $wiadczy na korzy$¢ Doktoranta, bo prowadzone przez Niego badania stanowig czes¢
wigkszego programu badawczego, realizowanego przez grupe naukowcow cieszacych sie
uznaniem w skali miedzynarodowej. Takie doswiadczenie to warto$¢ podwyzszajaca jakosc

wykonywanych badan naukowych w naszym kraju.

Praca swoja tematyka i zakresem materialu badawczego zastuguje na uwage. Zostata
ona dobrze zaprojektowana i wykonana, odzwierciedlajac przy tym duzy wklad praca podczas
zbierania i opracowania danych pomiarowych. Wyniki badan przedstawione w przejrzystej
formie rycin i tabel zostaly wlasciwie zinterpretowane. Wnioski zostaly dobrze opisane,
dowodzac réowniez dobrego przygotowania teoretycznego Doktoranta oraz umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia badan., Biorge powyzsze pod uwage nie mam watpliwosci, ze
spelnione sa wymogi formalne, aby Rada Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem
Medycyny Laboratoryjnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego mogla podja¢ uchwale o
dopuszczeniu Pana mgr. Damiana Szczesnego do ostatniego etapu postepowania

kwalifikacyjnego, czyli publicznej obrony.




