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Ocena rozprawy na stopiei doktora nauk farmaceutycznych,
autorstwa mgr Justyny Godyn
pt.: ,Badanie wladciwosci biochemicznych i fizykochemicznych nowych ligandéw
wielofunkcyjnych o potencjalnym wplywie na procesy neurodegeneracyjne” wykenana
w Zakladzie Fizykochemicznej Analizy Leku, Katedry Chemii Fizycznej Wydzialu

Farmaceutycznego Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellofiskiego w Krakowie.

Przedtozona do oceny praca liczy 87 strony maszynopisu, do ktorych dotaczono 6 kopii
publikacji naukowych, z udzialem Doktorantki. W opracowaniu zacytowano 118 prac
zrédtowych bibliografii z okresu lat 1961-2019. Tekst uzupelniaja ulatwiajace odbidr
elementy — Lista skrotow stosowanych w pracy i Streszczenie. Dodano tez krotkie
streszczenie w jezyku angielskim. W mojej opinii tekst jest petny i nie wymaga uzupelnien.
Zbior publikacji dolaczonych do opracowania, polgczony jest z tematem doktoratu. Prace
powstaly z udziatem 3-15 wspotautorow. Pani mgr Godyn jest pierwszym autorem trzech
prac. Do opracowania dotaczono zbiér oswiadczen wspétautorow prezentowanych publikacji
dotyczacych udziatu w realizacji badan.

Przedstawione badania stanowig cze$¢ sktadows szerokiego projektu naukowego
dotyczacego poszukiwania zwigzkdw o potencjalnym charakterze ligandow wielofunkcyjnych
1 przewidywanej aktywnosci wzgledem wybranych celéw biologicznych. W zakresie pracy
doktorskiej wykonano badania biochemiczne in vitro i fizykochemiczne 120 zwigzkow
chemicznych. Okreslono ich zdolnoé¢ hamowania enzymow: acetylocholinoesterazy,
butyrylocholinoesterazy i beta-sekretazy. Zbadano kinetyke reakcji enzymatycznej
cholinoesteraz i powinowactwo wybranych inhibitoréw do tych enzymow. W badaniach
fizykochemicznych oszacowano optymalne wartosci log P dla przenikania zwiazkéow do
OUN. Lipofilowosc 49 przypadkéw badano technikg micelarnej chromatografii
elektrokinetycznej. Badano tez zdolno$¢ przenikania BBB stosujac elektrochromatografie
kapilarng z uzyciem kapilary powlekanej warstwa liposoméw. Optymalizowano warunki

parametroOw  do$wiadczenia. Oceniono  statystycznie Kkorelacje  wynikow analizy



i biodostgpnos¢ OUN+/- 26 znanych lekow. W badaniach strukturalnych nowych zwiazkow,
po analizach biochemicznych i fizykochemicznych, wytypowano strukture wiodaca do dalszej
optymalizacji.

Wprowadzeniem do pracy jest zwigzly opis podstaw teoretycznych prowadzonych
badan (Wstgp). Doktorantka zawarla tu podstawowe informacje na temat: zasady dziatania
ligandow wielofunkcyjnych i ich zalet w terapii chordb o zlozonej patogenezie, a wérod nich
w terapil choroby Alzheimera;, rozwoju badan w poszukiwaniu nowych, skutecznych oraz
aktualnie funkcjonujacych lekéw w terapii tej choroby; etiologii choroby Alzheimera
i poszukiwan w zakresie mozliwosci terapii, z rownoczesnym wskazaniem i uzasadnieniem
wyboru celow biologicznych dia projektowanych liganddw; aktualmego stanu badaf nad
mozliwosciami terapeutycznymi, zwigzanymi z przyczynami powstawania objawow; strategii
modelowania ligandow wielofunkcyjnych i analizy ich profilu farmakologicznego. Tak
skonstruowane wprowadzenie teoretyczne, mimo krotkiej formy, zawiera wszystkie wazne
dla pracy elementy i pelne uzasadnienie prowadzonych prac.

Realizacje tematu rozpocz¢to od badan biochemicznych ligandéw wielofunkcyjnych,
zaprojektowanych i syntezowanych w Zaktadzie Fizykochemicznej Analizy Leku UJCM.
Badania przeprowadzono na trzech seriach wybranych pochodnych benzyloaminy lub
fenyloetyloaminy, farmakoforéw odpowiedzialnych za interakcje z centrum aktywnym
cholinoesterazy. W grupie I znalazlo si¢ 30 pochodnych falimidu i sacharyny oraz amin
alicyklicznych o spodziewanym dziataniu hamujacym enzymy cholinoesterazy, agregacje
beta-amyloidu i beta-sekretaz¢. W II grupie znalazly si¢ zwiazki projektowane na podstawie
analizy grupy I. W sposob planowy wprowadzono liczne zmiany strukturalne i modyfikacje
podstawnikéw. Zsyntezowano i zbadano 15 pochodnych ftalimidu i 2-hydroksyetloaminy
z zalozeniem dzialania hamujacego cholinoesterazy, agregacje beta-amyloidu i beta-
sekretazy. III grupa to 24 pochodne 2-hydroksyetyloaminy, 3-hydrokypropyloaminy i roznych
reszt aminowych. Ich budowa jest wynikiem kolejmych modyfikacji struktury aktywnych
pochodnych. Dla tych zwiazkow przewidywano potencjalng zdolnos¢ hamownia
wymienionych enzymow oraz biatka tau. Fragmenty strukturalne wszystkich trzech grup
zostaly polaczone z mozliwoscia oddzialywan z elementami aktywnymi wytypowanych
celow biologicznych. Pozwolio to uzasadni¢, wybrane do badan biochemicznych kolejne
zwigzki i uzyte testy biochemiczne. Zastosowano spektrofotometryczny test Ellmana, ktory
uwidocznia obnizenie aktywnosci cholinoesteraz, w reakcji z acetylocholing lub
butyrylocholing i poziomu produktu — tiocholiny. Zastosowana metoda analityczna jest

znanym sposobem oceny inhibitoréw tych enzyméw. Badanie przeprowadzono dla



wszystkich zwigzkow grup I-1l. Podobnie, wszystkie zwigzki poddano badaniu w technologii
przeniesienia energii rezonansu fluorescencji. Pod wplywem dziatania inhibitoréw ludzkiej
beta-sekretazy, efekt fluorescencji modyfikowanego fragmentu APP — substratu beta-
sekretazy — zmniejsza si¢. W obu testach zbadano wszystkie zwiazki. Przeprowadzono analize
regresji i wyznaczono wartosci ICso dla najlepszych przypadkow.

Badano réwniez aktywno$¢ antyagregacyjna zwiazkow. Zastosowano fluorymetryczny test
tioflawinowy T. Agregaty liniowe fibryli beta-amyloidu i agregaty biatka tau oddziahija
ztioflawing T i wykazuja fluorescencj¢. Badanie te prowadzono we wspdlpracy
migdzynarodowej (Stowenia i Hiszpania).

Analiza wynikow badan zwigzkow I grupy przyniosta wnioski dotyczace optymalizacji
struktury w planowaniu ligandow wielofunkcyjnych. Czeé¢ wskazan do zmian
i proponowanych podstawnikow okazata si¢ skuteczna i przyniosta poprawe dzialania,
wigksza selektywnos¢ i hamowanie agregacji amyloidu beta oraz biatka tau. Wszystkie
wprowadzone zmiany w budowie zwiazkow zostaly uzasadnione, skomentowane
1 wyjasnione. Dzigki planowemu dziataniu wyloniono nows, obiecujaca strukture do dalszego
opracowania. Zwigzek ten laczy aktywnos$é w zakresie wszystkich celow biologicznych, jako
najlepszy przyklad liganda wielofunkcyjnego, potencjalnie zmniejszajacy objawy
neurodegeneracji.

Kinetyke reakcji enzymatycznych badano dla wiazania dwoch najlepiej rokujacych
pochodnych. Badanie, wykonywane z zastosowaniem testu Elimana, ze zmiennym stezeniem
substratu (acetylocholiny i butyrylocholiny), w obecnosci inhibitora, pozwolito na okreslenie
typu inhibicji. Badania te udokladnily zatozenia i pierwotne obserwacje. Pozwolily one na
stwierdzenie dla jednej pochodnej niekompetycyjnego, odwracalnego typu inhibicji ee AChE.
Dziatanie to jest charakterystyczne rowniez dla donepezilu (interakcja glownie z PAS
z mozliwoscia hamowania agregacji beta-amyloidu). Zwigzek, powstaly w wyniku
modyfikacji strukturalnej, okreslono jako odwracalny, mieszany typ inhibicji egqBuChE -
czgsciowo kompetycyjny i niekompetycyjny.

Doktorantka opisuje doswiadczenie badania kinetyki reakcji enzymatycznych przedstawiajac
interpretacj¢ wynikow 1 wnioski z widoczng znajomoscia przebiegu i znaczenia tej analizy.

Uzupelnieniem  charakterysiyki  potencjalnych  liganddéw  wielofunkcyjnych,
o potencjalnym wplywie na procesy neurodegeneracyjne, byly badania ich wlasciwosci
fizykochemicznych. Pani Magister, w sposdb krotki i przejrzysty, przedstawita znaczenie
parametréw fizykochemicznych (szczegolnie lipofilowosci) w ustalaniu potencjalnego

dziatania biologicznego i wiasciwosci farmakokinetycznych. Zaprezentowano rowniez krotki



przeglad metod analitycznych stosowanych w badaniu lipofilowosci oraz zalety uzycia w tym
celu elektroforezy kapilarnej w formie chromatografii elektrokinetycznej EKC. Prezentacja
wigkszosci metod badania lipofilowosci wskazuje na dobra znajomo$¢ tego warsztatu
analitycznego i mozliwo$¢ dostosowania warunkow doswiadczenia do potrzeb przedmiotu
badan. W badaniach wlasnych Doktorantka wykorzystala metode EKC w wariancie
micelarnej chromatografii elektrokinetyczne) MEKC, pordwnujac uzyskane dane z wynikami
metody referencyjnej (RP-TLC), wartosciami metod obliczeniowych i ustalonym wczesniej
dzialaniem biologicznym. Badania s3 logicznie zaplanowane i obszerne. Oszacowano
lipofilowos¢ 49 badanych zwiazkéw, parametru fizykochemicznego istotnie wplywajacego na
losy leku w organizmie (cho¢ nie jedynego). Interesujgce jest ustalenie w wyniku badaf
optymalnego zakresu parametru log P potencjalnych ligandow AChE i BuChE. Optimum to
znalazlo si¢ w zakresie rekomendowanym dla biodostepnosci w OUN.

Naturalng konsekwencja tych wnioskow byly podjete proby stworzenia modelu
analitycznego przenikania bariery krew-mozg BBB. Pani Magister podjela probe opracowania
innowacyjnej metody badania opartej na technice elektrochromatografii kapilarnej, w ktorej
kapilara pokryta jest od wewnatrz warstwa liposoméw modyfikujacych faze stacjonarna.
W przebiegu doswiadczenia Doktorantka wypracowata optymalne warunki rozdzialu
zwigzkow referencyjnych i badanych. Otrzymane wyniki zostaly poréwnane z danymi
z oznaczen in vivo i in vifro, opracowane statystycznie oraz przeanalizowane. Duzym
sukcesem stalo si¢ stwierdzenie lepszej korelacji wynikow badai in vive (log BB) i danych
log k uzyskanych w doswiadczeniu, niz korelacja wartosci log BB i wynikow innej metody
referencyjnej (PAMPA-BBB). Opracowana metoda pozwolita réwniez na prawidlowa
klasyfikacj¢ badanych lekéw, w grupach OUN+ i OUN-, na poziomie poréwnywalnym
z metoda odniesienia. Metoda ma wiele zalet i, zgodnie z deklaracja Doktorantki, badania

w tym kierunku beda kontynuowane.

Wszystkie wyniki zostaly opisane kolejno, z odniesieniem do prac bedacych podstawa
dysertacji. Liczba przedstawionych tabel i wykresow jest wystarczajaca. Te bogate i dobrze
zaplanowane do$wiadczenia s3 tez wiasciwie udokumentowane, w krotkim i czytelnym
opisie. Dyskusja wynikéw thumaczy podijete tezy badawcze i rezultaty przeprowadzonych
doswiadczefi na tle istniejagcych przykladow piSmiennictwa cytowanego. Pozwala to na
przekonanie czytelnika o trafnosci wybordw dotyczacych zastosowanych metod badawczych

i uzyskanych wynikow. Tres¢ przedstawionego opisu badaf i ich wynikéw potwierdza bardzo



dobre przygotowanie Doktorantki do podjecia pracy naukowej. Jest $wiadoma wartosci
swojej pracy, ale tez znaczenia pracy w zespole i swojej w nim roli.

Praca zawiera wiele watkéw badawczych prowadzonych z zastosowaniem
zroznicowanych technik. Wykonanie wymagato wielu roznych umiejetnosct, co nalezy
podkresli¢ i szczegdlnie docenié. Opis dokonan wilasnych w zakresie tematu $wiadczy
o samodzielnosci w prowadzeniu badan naukowych i szerokich zainteresowaniach
Doktorantki.

Wszystkie przedstawione badania, zawarte w przediozonej do oceny pracy, wykonano

i opisano poprawnie z duzg dbatoscig o szczegodly. Praca napisana jest starannie.

W podsumowaniu stwierdzam, ze wybor zakresu badan byt celowy a przewidziane
zadania zostaly zrealizowane. Opis przeprowadzonych doswiadczen jest obiektywny
1 wystarczajaco szczegolowy. Dolaczony zbior publikacji pozwala na osadzenie badan
Doktorantki w pracach Zespolu i uznanie ich znaczenia w rozwigzywaniu problemu.
Rozprawa zawiera istotne elementy nowosci naukowej. Najwigkszym osiagnieciem mgr
Godyn jest opracowanie innowacyjnej metody badan przenikania przez bariere krew-mozg
z zastosowaniem elektrochromatografii kapilarnej, nasladujacej warunki fizjologiczne,
z osiagnigciem obiecujgcych wynikow.

Uwazam, ze praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Jej poziom mozna uznaé
za wyrdzniajacy.
Na tej podstawie wnosze do Rady Wydziatu Farmaceutycznego Colegium Medicum

Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie mgr Justyny Godyn do dalszych
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etapow przewodu doktorskiego.



