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RECENZIA
pracy doktorskie) wykonanej przez mgr Katarzyne Bazydlo-Guzende
pt: ,,Rozwdj innowacyjnych agonistéw GPR40 jako potencjalnych lekéw w terapii
cukrzycy typu 2"

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr Katarzyny Bazydio-Guzendy
wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Boteny Kaminskiej-Kaczmarek oraz dr. Jerzego
Pieczykolana w laboratoriach Celon Pharma S.A., dotyczaca rozwoju nowego agonisty
GPR40, ktory moglby byé wykorzystany do leczenia cukrzycy typu 2, doskonale wpisuje
sig w nowoczesny nurt badan przedklinicznych majacych na celu zaprojektowanie i
opracowanic bezpiecznych 1 skutecanych lekéw przy wykorzystaniu szeregu
nowoczesnych technik analitycznych, linii komérkowych i modeli zwierzecych.

Rozprawa doktorska liczy 47 numerowanych stron i zawicra streszczenic w jezyku
polskim i angielskim, wykaz stosowanych skritdw, teoretyczne wprowadzenie do badanej
tematyki, jasno sprecyzowany cel projektu, opis materialéw i metod zastosowanych do
jego realizacji, wyniki wraz z komentarzem, podsumowanie i wnioski, a tak#e artykuly
bgdgee integralng czgéciq rozprawy. Wyniki przeprowadzonych przez mgr Bazydio-
Guzendg badafn udokumentowano w trzech spdjnych tematycznie publikacjach
oryginalnych, opublikowanych w 2021 r. w migdzynarodowych czasopismach (European
Journal of Medicinal Chemistry, Molecular Pharmacology i PLOS ONE), posiadajgcych
wysokie wspilczynniki oddzialywania fmpact Facfor 3,240 - 6,514, Elementem {gczacym
wszystkie publikacje jest rwigzek CPL207280, nowy agonista GPR40 o potencjalnym
dzialaniu przeciwcukrzycowym, dla ktérego przeprowadzono badania efektywnodci i
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bezpieczefistwa zardwno w testach in wirro jak i in wvive. Do rozprawy dolgczono
ofwiadczenia Doktorantki oraz wspdlautordw opublikowanych manuskryptow. Wynika 2
nich, 2e udzial p. mgr Katarzyny Bazydio-Guzendy w przygotowaniu tych prac byl
znaczacy (10-55%) i obejmowal aktywne uczesinictwo w czedci przeprowadzonych
eksperymentdw, interpretacji wynikéw i przygotowaniu manuskryptow. Doktorantka jest
osobg o znaczacym doswiadczeniu naukowym, ¢o na pewno pomoglo Jej w planowaniu §
realizacji szeregu zadan badawczych. Z przestanych mi informacyi wynika, ze p. Katarzyna
Bazydio-Guzenda moze poszczycié sie stosunkowo wysokim dorobkiem naukowym
{catkowity IF = 22,891), jest réwniez wspdlautorks patentu | dwéch grantéw NCBIR, oraz
brala udziat w licznych konferencjach naukowych.

W rozdziale pierwszym rozprawy, bedgcym teoretycznym wprowadzeniem w
podjeta tematyke badad, Doktorantka przedstawila zagadnienia dotyczace etiologii i
patologii cukrzycy, oraz omdwila mechanizmy dzialania lekéw przeciwcukrzycowych.
Opisala role receptora 1 dla wolnych kwasow thuszczowych (FFAR/GPR40) w regulacji
poziomu glukozy w organizmie i przedstawila histori¢ rozwoju  pierwszego
drobnoczasteczkowego agonisty GPR40 (TAKB75), powolujge sig na szczegoly
przeprowadzonych z jego udzialem badafn. Doktorantka trafnie wykorzystata
przedstawione powyze zagadnienia teoretyczne do podkredlenia zasadnosci pedjgeia
przeprowadzonych w ramach oceniangj rozprawy doklorskiej badafi nad opracowang w
laboratoriach Celon Pharma S.A. czgsteczky CPL207280. Rozdzial ten zawiera rownie2
omdwienie procesu rozwoju leku drobnoczasteczkowego na przykladzic wspomnianego
zwigzku wraz z opisem badan, kidre powinny byt przeprowadzone w poszczegdlnych
etapach tego procesu z uwzglednieniem badaf przesiewowych, analizy fizykochemicznej,
technologii postaci leku czy badan efektywnosci i bezpieczenstwa w warunkach in vivo,

Wybdr tematu pracy i cele badawcze zostaly jasno sprecyzowane w rozdziale
drugim. Doktorantka posiawita sobic ambine zadanie przeprowadzenia szerepu badan
obejmujacych wyselekcjonowanie efektywnego, maloczasteczkowego agonisty receplora
GPR40, ktéry moglhy byé wykorzystany do dalszego rozwoju jako innowacyjny lek
stosowany w leczeniu chorych z cukrrycg typu 2. Jak wspomniano w rozdziale 3
dotyczacym metodyki badan, cze$¢ prac zostala zlecona firmom zewngtranym, co prey tak
zlozonym projekeie jest w pelni zrozumiale. Jednak, jak wynika z o$wiadczenia Autorki,
synteza analizowanych zwiazkdw, wickszodé badah in wiro przy wdyciu lini
komérkowych oraz analiza i interpretacja wynikow, zostaly wykonane w laboratoriach
Celon Pharma S.A. przy zmaczacym udziale Doktorantki. Tak szeroki zakres badan



swiadezy o dobrej znajomodci rbznych technik analitycznych i umiejetnosei ich
wykorzystania do zalozonych celdw badawczych.

W kolejnym rozdziale Autorka przedstawila nicopublikowane wyniki dotyczace
testow przesiewowych potencjalnych agonistow GPR40, obejmujacych 200 zwiazkow
chemicznych zsyntetyzowanych na potrzeby badad. Testy te obejmowaly okreslenie
stopnia aktywacji receptora GPR40 przez badane zwiazki, a po wyselekcjonowaniu 13
wigzkdw o najwigkszej aktywnosci, przeprowadzono dla nich test wydzielania insuliny w
hodowli mysich komérek insulinomy oraz badania stabilnodci metaboliczne] z wkyciem
szczurzych i ludzkich mikrosomdw watrobowych, Wyznaczone dla badanych zwigzkiw
parametry kinetyczne, Tiz i Clim pordwnano do wartodci otrzymanych dla zwigzkdw
referencyjnych, TAKSTS oraz AMGE37. O ile zwigzek referencyjny TAKET7S zostal
wezesnie] zdefiniowany jako fasiglifam, agonista GPR40, ktdry zostal wycofany z badas
klinicznych z powoedu hepatotoksycznodci, o tyle AMGE37 nie zostal opisany w tekscie
rozprawy i nie wyjasniono, dlaczego jest zwigzkiem referencyjnym. Z kolei w opisie
Tabeli 1, Autorka podaje, ze stabilnoé¢ metsboliczng badanych zwigzkdw oceniano,
pordwnujge je do dwoch standardéw o niskiej | wysokiej stabilnodci metabolicznej,
krorymi byly odpowiednio werapamil i donepezil oraz stosujac klasyfikacje dostepng na
stronach firmy Cyprotex. Jednak w iekicic pracy brakuje wyjasnienia, kiore kryteria
ostalecznie przyjeto i czy wartodci graniczne podane w Tabeli | odnosza sig do
wspomnianych standardéw. Ponadto, pordwnujge w iekdcie wartodci  klirensu
wewnetrznego, nalezatoby podaé tez jednostke, w ktdrej te wartodci wyznaczono.

Pierwsza praca ujeta w rozprawie doktorskiej to publikacja przedstawiajgca wyniki
badan, na podstawie ktbrych dokonano wyboru zwigzku CPL207280 sposrdd grupy 4
najbardziej obiecujgcych cagsteczek wyselekcjonowanych we wezedniejszych testach in
vitro. Badania te obejmowaly okreélenie parametrdéw  farmakokinetycznych:
biodostgpnosci, st¢zenia maksymalnego w osoczu, Taew oraz biologicznego okresu
péttrwania po podaniu doustnym analizowanych zwigzkéw szezurom typu dzikiego (WT),
a tak2e badania oceniajgce zdolnos¢ stymulacji insuliny w tedcie obcigrenia glukozs. Tutaj
musz¢ wspomnie¢ o tym, e przy opisie testu obcigtenia glukozg stosowane sg trzy rdzne
skrbty: TTG (str. 32), GTT (np. str. 33) lub [PGTT (w publikacji 1), co mode byé mylgce,
Jeaeli dotyczy tego samego badania. Jezeli jednak testy te byly prowadzone w odmiennych
warunkach, nalezaloby to wyjaénié w tekécie. W zalgczonej Tabeli 2 przedstawiono
podsumowanie najwaimiejszych parametrdw zwigzku CPL207280 i wynikdow, na
podstawie ktdrych wyselekcjonowano ten zwigzek do dalszych badaf efektywnodci oraz
bezpieczefistwa. Szkoda, 2e nie omébwiono wynikdw z Tabeli 2 szerzej w tekécie, gdy2 nie
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do konca wiadomo, czego te parametry dotycza. Na przyklad wyjasnienia wymagalby
parametr CHILogD7.4 - czym ré&ni sig od parametru cLogD7.47 Dodatkowo okredlenie
parametrdw klirensu wewnetrznego i okresu pottrwania jako ,Clim (czlowiek)” i ., Tz
{czlowiek)” i zestawienie ich obok parametrdw farmakokinetycznych uzyskanych w
badaniach in vive na szczurach mode wprowadzad w blad i sugerowad kliniczny aspekt
badan, choé uzyskano te parametry w badaniach in virre z wykorzystaniem ludzkich
mikrosomdw. Natomiast oceniajac samg publikacjg 1, jestem pod dukym wrakeniem i
gratulujg tak dobrze preygotowanego opracowania. Caly opis procesu selekcji zwiazku
CPL207280 od same]j koncepcji, preez optymalizacje syntezy, a2 do badan na 2wierzgtach,
zostal reetelnie opisany | skomentowany, a do realizac)i czgsci badawczej wykorzystano
wiele nowoczesnych i rédnorodnych technik analityeznych.

Kolejna publikacja dotyczy analizy efektywnosci zwigzku CPL207280 i prezentuje

wyniki bada in vitro i in vive. W przeprowadzonych testach 2 uzyciem komorek ludzkich
z nadekspresja receptora GPR40, potwiendzono mechanizm dziatania badanej czasteczki
obejmujgcy zaledng od poziomu glukozy stymulacje wydzielania insuliny
podrednictwem receptora GPR40. Natomiast, w badaniach z wykorzystaniem mysich 1
srezurzych komdrek insulinoma wykazano, ze CPL207280 charakteryzuje sig silniejszym
drialaniem i nizszg toksycznoscia w pordwnaniu do referencyjnego zwigzku TAKETS.
Dodatkowo zbadano wplyw nowej czgsteczki na funkcje innych receptordw, enzymow,
kanaléw jonowych i transporterdw w celu oceny potencjalnych niespecyficznych interakeji
z biatkami. Aktywnosé zwiazku potwierdzono réwniez w modelach rwierzat zdrowych iz
cukrzyca, 8 c0 wakne nie obserwowano hipoglikemii nawet po podaniu wysokich dawek.
Dodatkowo wyznaczono parametry farmakokinetyczne u szczurdw po podaniu doustnym
i dozylnym zwigzku. Zauwakylam pewng nicicislosé dotyczacg wartodci biologicznego
okresu pdltrwania. W tabeli 3 publikacji 2 podana jest wartosé Tiz=0.49 h, natomiast w
tekscie tej publikacji (str. 339) jest to warto$é 1.4 h. Prosze o wyjaénienie, z czego wynika
ta rddnica.
Podsumowujgc zaprezentowane w publikacji 2 wyniki badan, zgadzam sig 2 opinig Autorki
rozprawy, e CPL207280 wykaruje si¢ wysoks cfcktywnodcia i nisks toksycznodcig
zardwne w badaniach na liniach komérkowych, jak i w modelach zwierzgeyeh, i jest
dobrym kandydatem na nowy lek o potencjalnym zastosowaniu w cukrzycy typu 2.

Ostatnia  publikacja objgta rozprawy doktorsky dotyczy badan nad
bezpieczefistwem stosowania nowego zwigzku. W tym celu przeprowadzono testy in vilro
oceniajace jego wpltyw na funkcje hepatocytdw, ludzkich komorek raka witroby oz
hepatosferoidow.  Przeanalizowano rowniez profil metabolicany cogsteceki 2
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wykorzystaniem mikrosomow i hepatocytéw zwierzgoych. W badaniach in vive, nie
wykazano hepatotoksycznodci po podaniu jednorazowym i wielokrotnym CPL207280
szczurom i malpom. Na podstawie zaleinosci zmian sigden zwigzkéw CPL207T280 oraz
TAKST5 w czasie u tych zwierzat, zardwno po podaniu jednorazowym jak i wielokrotnym
stwierdzono, 2e oba zwigzki wykazujg odmienng farmakokinetyke, co bylo widoczne
zwlaszeza w odniesieniu do biologicznego okresu poltrwania i biodostepnodci. Nie udalo
mi sig znalez¢ w publikacji informacji na temat programu wykorzysianego do wyznaczenia
parametréw farmakokinetycznych u zwierzgt. W dwdch poprzednich publikacjach, przy
opisie badan farmakokinetycznych podano, ¢ Cuax i tme odczylywano na podstawie
rzeczywistych wartodci stgzefi, natomiast brak bylo informacji, na temat sposobu
wyznaczania Tia. W publikacji trzeciej pojawily sie dodatkowe parametry, takie jak ke,
Tirtks, Va i AUC. W jaki sposcb je wyznaczono? Czy na podstawie uzyskanych profili
zmian stgrenia CPL20T280 w czasie u zwierzat molna okredlié dopasowanie do
konkretnego modelu farmakokinetycznego?

W przedstawionej do oceny rozprawie zamieszczono podsumowanie
przeprowadzonych badaf oraz wnioski, kidre wskazujg na wysokg aktywnosé zwigzku
CPL207280 w regulacji poziomu glukozy u zwierzat reprezentujacych rddne modele i
fenotypy cukrzycy oraz brak oznak toksycznodci. W podsumowaniu zawarta jest rdwnies
informacja, ke badany zwigzek jest obecnie poddawany badaniom klinicznym 2 fazy, co
wskazuje na 10, 2e inspirowana naturalnymi kwasami tuszezowymi czgsteczhka jest dalej
rozwijana jako atrakcyjny kandydat na lek, dedykowany do leczenia cukrzycy typu 2.

Do rozprawy dolaczono rowniez bibliografie, obejmujacy 74 pozycje, gliwnie w postaci
publikacji zagranicznych z kilku ostatnich lat i Zrddel internetowych, ktdre zostaly dobrze
dobrane i w spostb wyczerpujgcy wyjasdniajg podstawy teoretycane podjetych badan. Praca
napisana jest poprawnie pod wzgledem stylistycznym i gramatycznym. Zastosowane
metody badawcze s3 nowoczesne i zostaly trafnie dobrane do rodzaju zadah badawczych i
wyznaczonego celu, Liczne tabele i ryciny obrazujgce wyniki badaf przedstawione w
publikacjach sy niczwykle pomocne przy interpretacji prezentowanych parametrbw. W
mojej ocenie wszystkie wyniki zostaly poprawnie zinlerpretowane i skomentowane w
odniesieniu do danych literaturowych.

Po zapoznaniu sig z preedstawiong do recenzji rozprawg, nasunety mi sie dodatkowe
drobne uwagi w odniesieniu do wykazu stosowanych skrdtow:
¢ Dla FPG uyto potocznego sformulowania , glukoza na czczo”. Wg mnie,
powinno byé , stgtenie/poziom glukozy w osoczu na czczo”,



+ Podobnie, dla .. TBA - calkowite kwasy 20lciowe™, lepiej uyé sformulowania

Wsterenie calkowite kwasdw 2élciowych™

s EPAC - Exchange protein directly activated by camp / biatko wymienne
aktywowane przez camp - powinno byé , Bialko wymienne aktywowane prez
cAMP”.

Przedstawione przeze mnie uwagi nie umniejszajg warloéci merylorycenej pracy.
ktéra jest ambitna i nowatorska, a zawarte w niej dane i sposéb analizy $wiadczg o duzej
wiedzy i umiejetnodciach Doktorantki, nic tylko w zakresie planowania eksperymentdw,
prowadzenia badad z wykorzystaniem réfnorodnych metod analitycznych, linii
komédrkowych i modeli zwierzecych, ale ke analizy uzyskanych wynikow.

Podsumowujge, recenzowana praca jest oryginalna i dostarcza wielu
wartodciowych danych dotyezgeych wiasciwodei fizykochemicznych, efektywnosci i
bezpicczefistwa stosowania czgsteczki CPL207280. Stanowi ona tworczy wkiad
Doktorantki w proces rozwoju nowego agonisty GPR40 o potencjalnym zastosowaniu w
leczeniu cukrzyey typu 2. Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wy2szym i nauce (Dz. U. 2018 poz.
1668). W zwigzku z powy?szym wnioskuje o dopuszczenie mgr Katarzyny Bazydio-
Guzendy do dalszych etapbw preewodu doktorskiego.

Dodatkowo, proponuje wyrdzni¢ przedstawiong mi do oceny rozprawg doktorsk
ze wzgledu na wysoki aplikacyjny charakter przeprowadzonych badaf. O ich wartosci
$wiadczy rowniez fakt, 2e zostaly opublikowane w specjalistycznych czasopismach z bazy
JCR o sumarycznym wspdlczynniku oddzialywania [F= 14,19 i punktacji MEIN = 380.



