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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Damiana Szczesnego

,,Oznaczanie fizykochemicznych i biochemicznych wlasciwosci naturalnych
alkaloidéw pirydynowych i piperydynowych oraz ich prostych pochodnych istotnych
dla dziatania przeciwko chorobie Alzheimera”

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. dr h.c. Romana Kaliszana, czt. PAN i PAU

w Katedrze Biofarmacji i Farmakodynamiki, Wydziatu Farmaceutycznego z
Oddziatem Medycyny Laboratoryjne;j,
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Choroba Alzheimera nalezy do grupy choréb otgpiennych i mimo faktu, iz po raz
pierwszy zostala opisana przez niemieckiego neurologa Aloisa Alzheimera juz ponad 100 lat
temu, jej przyczyny weciaz nie sa dokfadnie poznane. Czy znalezione patologiczne biatka,
plytki beta-amyloidowe sg przyczyng choroby, czy tez powstaja przy okazji zaburzen
stanowiacych rzeczywistg przyczyne - na to pytanie odpowiedzi nie znamy. Na to pytanie
réwniez nie sa w stanie odpowiedzie¢ Noblisci w dziedzinie Medycyny i Fizjologii z 2014
roku John O'Keefe, May-Britt Moser i Edvard Moser. Jednak prowadzone przez nich badania
od ponad czterech dekad pozwolity na odkrycie tzw. komoérkowego systemu pozycjonowania

znajdujacego sie w hipokampie, co jak twierdzg daje nowe mozliwosci walki z demencja.

Z uwagi na fakt, iz obecnie dostepne leki nie s3 w stanie zatrzyma¢ postepu ani
odwrécenia zmian w strukturach moézgu spowodowanych choroba Alzheimera a jedynie
ztagodzenia objaw6w tej choroby, badania podejmowane w tym kierunku sg pozadane 1
uzasadnione. Dlatego zaproponowany temat rozprawy doktorskiej przez Pana mgr Damiana

Szczesnego dotyczacy badan nad wiasciwosciami naturalnych alkaloidéw pirydynowych i



piperydynowych oraz ich pochodnych istotnych dla dziatania przeciwko chorobie

Alzheimera jest niezwykle wazny i aktualny.

Przedstawiona do recenzji praca liczy 106 stron i zawiera podstawowe rozdziaty:
streszczenie, czes$¢ teoretyczng, cel pracy, metodyke, wyniki, dyskusje i wnioski oraz
starannie dobrane piSmiennictwo. Praca poprzedzona jest wykazem skr6tow a na koncu

umieszczono spis tabel i rysunkéw co utatwia lekture rozprawy doktorskiej.

We wstepie doktorant obszernie opisal farmakoterapi¢ choroby Alzheimera,
zar6wno pod katem lekow stosowanych jako spowalniajace rozwdj choroby jak rowniez
najwazniejszych eksperymentalnych strategii leczenia tej choroby. W tej czgsci wykazat
sie duzg wiedzg na temat najnowszych badan majacych na celu identyfikacj¢ punktu
uchwytu potencjalnego leku co mogloby si¢ przyczyni¢ zar6wno do zapobiegania
przyczyny oraz leczenia choroby. Opisane badania eksperymentalne m. in. z
zastosowaniem procesu immunizacji wobec fragmentu A1.42, inhibitor6w biatek szoku
termicznego (gléwnie HSP90), agonistow receptora PPARy czy tez biatko t stanowia
cieckawy kierunek w poszukiwaniu nowych lekéw. Jednak bez watpienia

najwazniejszym punktem uchwytu jest B-amyloid.

Gléwnym celem zatozonym w przedstawionej rozprawie byto poznanie
wlasciwosci trygoneliny oraz jej analogéw jako potencjalnych zwigzkow, ktore moga
byé wykorzystane w profilaktyce i leczeniu choroby Alzheimera. Zwigzek ten zostat
wyselekcjonowany do badan przez zespot naukowy kierowany przez Pana Profesora
Romana Kaliszana po wnikliwej analizie literaturowej a wybor zaproponowanych

zwigzkow zostat dobrze uzasadniony przez doktoranta.

Pierwszy etap badan obejmowal modelowanie mechanizmu oddziatywania
trygoneliny oraz jej analogéw strukturalnych z czasteczkg amyloidu B. Procedura
dokowania molekularnego zostala przeprowadzona przy wspoétpracy z Katedrag Chemii
Nieorganicznej oraz Katedra Chemii Teoretycznej Wydziatu Chemii, Uniwersytetu

Gdanskiego. Celem dokowania molekularnego bylo wyselekcjonowanie badanych



zwiazkow z moggcych wehodzi¢ w interakcje resztami aminokwasowymi uznanymi za
kluczowe w procesie agregacji — z tyrozyna w pozycji 10 oraz histydyng w réznych
pozycjach. Sposrod 25 zwigzkéw wyselekcjonowano 7 jako potencjalne ligandy dla

APi-42. Analizujac Tabele 3 (str 75) oraz Tabele 4 (str 77) nasuwa si¢ pytanie:

- na jakiej podstawie wyselekcjonowano 7 zwigzkéw (Tabela 4)? W Tabeli 3 np.
dla niewybranego do dalszych badan zwigzku nr 10 (chlorek 1-
heksadecylopirydyniowy) procentowy udziat lokowania si¢ w danym rejonie
czgsteczki APi.42 wynosit 82% oraz 22% odpowiednio dla His13 i Hisl4,

znacznie wiecej niz dla np. zwigzku nr 22, zostat poddany dalszym badaniom.

Drugi etap badan obejmowal wykorzystanie wyselekcjonowanych ligandéw do
badan cytotoksycznosci i zostat przeprowadzony we wspolpracy z Zaktadem Biologii
Komoérki, Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii GUMed oraz UG. Badania z
wykorzystaniem  wskazanej linii komorkowej wykazaly, ze  wszystkie
wyselekcjonowane zwigzki za wyjatkiem zwiazku nr 22 charakteryzowaly si¢ brakiem
istotnej toksyczno$ci w stezeniu ponizej 100uM. W tym miejscu rOwniez powstaje

pytanie:

- na jakiej podstawie dokonano doboru uzytego testu w postaci linii ludzkiego
nowotworu neuroblastoma SH-SY5Y. Czy sa wskazane standardy odnosnie
badan cytotoksycznosci dla wybranych/potencjalnych zwigzkéw/lekow we

wskazanej jednostce chorobowe;j?

Ostatni etap badaf obejmowal opracowanie i walidacj¢ metody analitycznej
pozwalajacej na ilo§ciowe oznaczania trygoneliny celem oszacowania stezen w
surowicy krwi oraz mézgu. Na tym etapie badan wykorzystano chromatografie
oddziatywan hydrofilowych sprzezona ze spektrometria mas (HILIC/ESI-MS/MS).
Badania farmakokinetyczne wykazaly umiarkowana przenikalno$¢ trygoneliny do

oérodkowego ukladu nerwowego. W tym momencie nasuwajg si¢ pytania:



- czy badaniem poziomu leku w moézgu objeto calg strukture (jako narzad) czy
poszczegblne czgsci?

- podajac warto$¢ parametru logBB byloby wskazane poda¢ przykladowe
wartosci innych lekéw, ktore charakteryzuja si¢ tatwym przejsciem bariery

krew-mozg aby utatwi¢ interpretacje wyniku przez potencjalnego czytelnika

Bardzo dobrze oceniam przedtozong do recenzji prace. Dobrze postawione cele,
umiejetno$é wyciggania wnioskow, konsekwentna realizacja zadan badawczych,
akceptacja badaf przez Lokalng Komisj¢ Etyczng do Spraw Doswiadczen na
Zwierzetach oraz przyznanie $rodkéw finansowych w ramach grantu Preludium
Narodowego Centrum Nauki potwierdzaja wysoki poziom badan. Na uwagge nalezy
podkresli¢ fakt, iz przeprowadzone zadania badawcze (od badan in silico do in vivo)
majg charakter interdyscyplinarny i wymagaly od doktoranta duzej wiedzy 1
do$wiadczenia a przede wszystkim umiejetnosci wspotpracy ze wezesniej opisanymi
zespolami z réznych jednostek naukowych. Warto réwniez zwroci¢ uwage, ze Pan mgr
Damian Szczesny jest wspétautorem pigciu publikacji z czego jedna dotyczy tematyki
przedstawionej rozprawy doktorskiej (J. Chromatogr B, IF 2,729) a swoja wiedzeg i
umiejetnosci udoskonalal podczas licznych szkolen i stazy, w tym m. in. u Pana Prof.

Tadeusza Malifiskiego, w Katedrze Chemii i Biochemii na Uniwersytecie Ohio.

Przedstawione w powyzszej recenzji uwagi nie zmieniajg mojej pozytywnej
oceny co do rozprawy doktorskiej i jednoczesnie stwierdzam, iz odpowiada ona
wymaganiom stawianym przez obowigzujace przepisy. Dlatego wnosz¢ do Wysokiej
Rady Wydzialu Farmaceutycznego Gdafiskiego Uniwersytetu Medycznego z OML o
dopuszczenie Pana magistra Damiana Szczesnego do dalszych etapow przewodu

doktorskiego celem uzyskania stopnia doktora nauk farmaceutycznych.
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