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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Bazydlo-Guzendy
pt. ,,Rozwdj innowacyjnych agonistow GPR40 jako potencjalnych lekow
w terapii cukrzycy typu 2”

Receptor sprzezony z biatkami (GPR) 40 jest receptorem wolnych kwasow thuszczowych,
ulegajacym ekspresji gtownie w komodrkach beta trzustki, aktywowanym przez $rednio- i
dlugotancuchowe kwasy tluszczowe i regulujacym wydzielanie insuliny, poprzez zwickszenie
stezenia wolnego wapnia w cytozolu komorki. Aktywacja GPR40 w komorkach beta trzustki
moze poprawi¢ kontrole glikemii w cukrzycy typu 2, poprzez zwigkszenie stymulowanego
glukoza wydzielania insuliny, dlatego receptor ten jest dobrze znanym i obiecujagcym celem
terapeutycznym w cukrzycy. Kwasy tluszczowe s3 bardzo aktywnymi zwigzkami
sygnatowymi, stad gldowny cel recenzowanej rozprawy doktorskiej, tj. wyselekcjonowanie i
ocena efektywnos$ci maloczasteczkowego agonisty receptora GPR40, o strukturze opartej o
naturalne kwasy thuszczowe, jako potencjalnego leku w terapii cukrzycy typu 2, wydaje si¢ by¢
trafny i bardzo interesujacy.

Praca doktorska mgr Katarzyny Bazydto-Guzendy zrealizowana zostata w laboratoriach
Celon Pharma S.A, w ramach programu - Doktorat WdrozZeniowy, realizowanego w Studium
Medycyny Molekularnej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Rozprawa ma nietypowy
uktad i sktada si¢ z maszynopisu i dotaczonych do niego trzech publikacji, stanowigcych cykl
oryginalnych prac bedacych podstawa dysertacji. W dwodch publikacjach Doktorantka jest
pierwszym autorem, w jednej drugim. Maszynopis, ktdry zawiera omdwienie wspomnianych

powyzej publikacji, ma 47 stron. Calo$¢ jest podzielona na nastgpujace rozdziaty: 1) Wykaz
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skrotow (3 strony), 2 1 3) Streszczenia w jezyku polskim i angielskim (po 1 stronie), 4) Wstep
(12 stron), 5) Cel projektu (0,5 strony), 6) Materiaty i metody badawcze (1,5 strony), 7) Wyniki
(11 stron), 8) Podsumowanie (3 strony), 9) Wnioski (1 strona), 10) Bibliografia (7 stron).
Nastepnie do rozprawy dotaczone si¢ trzy publikacje (M. Mach, K. Bazydlo-Guzenda et al:
Discovery and Development of CPL207280 as New GPR40/FFA1 Agonist. European Journal
of Medicinal Chemistry. 2021; 226: 113810; (2) K. Bazydlo-Guzenda et al: CPL207280 — a
novel GPR40/FFA1 specific agonist shows a favorable safety profile and exerts anti-diabetic
effects in type 2 diabetic animals. Molecular Pharmacology. 2021; 100(4):335-347; Bazydlo-
Guzenda K et al: Evaluation of the hepatotoxicity of the novel GPR40 (FFAR1) agonist
CPL207280 in the rat and monkey. PLOS ONE. 2021; 16(9): €0257477) oraz odpowiednie
o$wiadczenia wspotautoréw dotyczace ich wkladu w powstanie tych prac.

Rozprawa zostala przygotowana dos$¢ starannie pod wzglegdem edycyjnym. Nie
uniknieto jednak kilku niedociagnie¢. Zestawienie skrotéw jest zaskakujace, trudno zrozumieé
cel wprowadzenia skrotow takich jak 3D (trojwymiarowy) czy AE (adverse events). Skrot WT
jest w odmienny sposob rozwinigty w rozdziatach: ‘Wykaz skrétow’ i “Wyniki’, gdzie szczep
szczurdw typu dzikiego (WT) nazwano ‘szczurami typu prawidlowego’ — co jest btgdne. Poza
tym, skroty nie sg konsekwentnie wprowadzane w tek$cie rozprawy. Standardem jest, ze za
pierwszym razem w teks$cie podajemy najpierw cata nazwe, np. danego biatka oraz jego nazwe
skrotowa, ktora jest nastgpnie konsekwentnie uzywana w dysertacji. W maszynopisie
Doktoranta wprowadza co chwila nazwe¢ angielskg opisywanego zaburzenia czy procesu np.
cyt.. “...odkrycie nowego leku (ang. drug discovery) i jego dalszy rozwdj (ang. drug
development)...’, - taki zabieg edycyjny nie wnosi do tekstu nic nowego i jest zupetnie zbedny.
W dysertacji nie udato si¢ takze unikna¢ uzywania okreslen tzw. slangu laboratoryjnego, jak
‘catkowite kwasy zolciowe’, ‘zgloszenie leku do dopuszczenie do obrotu’ czy ‘zwierzece
modele cukrzycowe’. Rowniez nazywanie komorek INS-1E ‘komorkami szczurzego
nowotworu’ jest niepoprawne, mimo, ze ta linia komorek beta trzustki zostata wyprowadzona
z linii nowotworowe;j.

W rozdziale ‘Wstep’ Doktorantka przedstawila szczegdtowe informacje dotyczace
etiologii 1 patologii rozwoju cukrzycy typu 2 oraz aktualnie stosowane leki i terapie taczone.
Pewien niedosyt zostawia lakoniczny opis mechanizmu insulino-zaleznego wychwytu glukozy
- brak wzmianki o transporterach glukozy oraz podkre$lenia faktu, ze tylko nieliczne tkanki
wychwytuja glukoze¢ w sposob zalezny od insuliny. W kolejnych rozdziatach ‘Wstepu’
przedstawiona zostata petna charakterystyka receptorow GPR w tym GPR40, ktérego dotyczy
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tematyka pracy doktorskiej oraz wszystkie pozytywne i negatywne efekty stosowania agonisty
tego receptora — TAK-875. W rozdziale tym pojawila si¢ zaskakujaca informacja, ze cyt.:
‘GPR40, GPR41 i GPR43 s3 .... u ludzi zlokalizowane na chromosomie 19q13.12 (21).” —
rozumiem, ze Doktorantka miala na myli nie receptory, a geny je kodujace, ale - skoro juz
zostalo to wspomniane — bardzo proszg, by w czasie obrony Doktorantka przedstawita
informacje, w jakich komorkach zlokalizowane sa receptory GPR40, GPR41 1 GPR43, jakie sa
ich naturalne ligandy oraz w czym roznig si¢ te receptory pod wzgledem petnionej funkcji.
Wazna czgscia rozdziatu “Wstep’ jest szczegdtowy opis procesu rozwoju leku, na przyktadzie
czasteczki CPL207280, ktory zawiera wszystkie niezbedne informacje wprowadzajace
czytelnika w tematyke badan zaprezentowang w dalszej cze$ci dysertacji. Rozdzial “Wstep” jest
napisany klarownym jezykiem, a zrozumienie zamieszczonych w nim informacji utatwiaja
dwie ryciny. Jedynym zaskoczeniem jest ostatni paragraf, ktory mowi, ze badany w ramach
pracy doktorskiej zwigzek przeszedl juz pomyslnie I faz¢ badan klinicznych i aktualnie
przygotowywany jest do fazy II. Ta informacja nie powinna by¢ umieszczona w rozdziale
‘Wstep’, poniewaz niespodziewanie zdradza czytelnikowi jak konczy si¢ cala ekscytujaca faza
badan przedklincznych, ktora jest tematem doktoratu.

Rozdziat ‘Cel projektu’ w sposdb zwiezty przedstawia cel realizowanych badan, ktorym
bylo wyselekcjonowanie z biblioteki zwigzkéw zaprojektowanych w Celon Pharma S.A,
maloczasteczkowego agonisty receptora GPR40 oraz przetestowanie jego efektywnosci i
bezpieczenstwa, jako potencjalnego leku w terapii cukrzycy typu 2. Przeprowadzone
eksperymenty pozwolity na pelng realizacj¢ zatozonego celu.

Modelem do$wiadczalnym w zaprezentowanych badaniach in vitro byty komorki CHO
oraz unie$miertelnione linie komorek beta trzustki MIN6 oraz INS-1E. Badania in vivo
przeprowadzono z wykorzystaniem réznych zwierzecych modeli cukrzycy (szczury Zucker
Diabetic Fatty (ZDF), szczury Goto Kakizaki (GK), myszy db/db) oraz zwierzat kontrolnych
(szczury szczepu Wistar i myszy B6, odpowiednio). Badania toksykologiczne przeprowadzono
takze na malpach — makakach jawajskich. Rozdziat ,,Materiaty i metody’ jest napisany bardzo
lakonicznie, brak jest jakichkolwiek szczegétow dotyczacych zastosowanej w dysertacji
metodyki, w kazdym z podrozdziatow Doktorantka odsyta czytelnika do opublikowanych prac.
Pewien niepokdj wzbudza fakt, ze — jak podano w rozdziale ‘Materialy i metody’ — wszystkie
eksperymenty in vivo oraz czg$¢ eksperymentow in vitro byty zlecone podwykonawcom,

firmom zewngtrznym. Brak jest informacji, ktore eksperymenty robita Doktorantka i jaki jest
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Jej rzeczywisty udziat w otrzymaniu wynikow, bedacych podstawa przedstawionej do oceny
dysertacji. Bardzo prosz¢ o wyjasnienie tej kwestii podczas obrony pracy doktorskie;.

Jak wspomniano, wyniki uzyskane w trakcie realizacji badan zostaly opublikowane w
cyklu trzech prac oryginalnych. Pierwsza publikacja, w ktorej doktorantka ma 10% udziatu, ma
7 rycin oraz 3 tabele prezentujace rezultaty. W drugiej publikacji (50% udzialu Doktorantki)
wyniki przedstawiono na 10 rycinach i w 3 tabelach. W publikacji nr 3 (55% udziat
Doktorantki), wyniki zaprezentowano na 10 rycinach i w 5 tabelach. Publikacja ta zawiera takze
rycing podsumowujacg badania hepatotoksycznosci dwoch agonistow receptora GPR40:
wczesniej opisanego TAK-875 oraz badanego przez Doktorantke zwigzku CPL207280.
Dodatkowo, rozprawa zawiera dwie ryciny oraz dwie tabele z danymi niepublikowanymi.
Rozdziat ‘“Wyniki’ napisany jest w sposob, ktory w duzej mierze przypomina Dyskusje, gdzie
doktorantka opisuje uzyskane wyniki (odnoszac si¢ do figur i tabel w ww. publikacjach) oraz
konfrontuje je z danymi literaturowych. Do najciekawszych rezultatéw otrzymanych przez
Doktorantke z pewnoscia nalezy wykazanie, ze: (1) drobnoczasteczkowy zwigzek CPL207280
selektywnie aktywuje receptor GPR40 i stymuluje wydzielanie insuliny zarowno w warunkach
fizjologicznych jak i we wezesnych etapach rozwoju cukrzycy typu 2; (2) zwigzek CPL207280
posiada wiasciwosci fizyko-chemiczne oraz parametry farmakokinetyczne, ktére zapewniajg
balans pomigdzy aktywnoScig zwiazku a bezpieczenstwem toksykologicznym, zarowno w
testach in vitro jak i in vivo. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze na podstawie przeprowadzonych
badan, zwigzek CPL207280 zostat zaproponowany jako skuteczny i bezpieczny kandydat do
badan klinicznych we wskazaniu — cukrzyca typu 2. Rozdziat ‘Wyniki’ napisany jest
klarownym je¢zykiem i przedstawia interesujace, nowatorskie dane.

Otrzymane przez doktorantke oryginalne wyniki eksperymentalne zostaly krotko
omoOwione w odniesieniu do dostepnego stanu wiedzy w rozdziale ‘Podsumowanie’.
Doktorantka krytycznie odniosta si¢ do uzyskanych rezultatéw wykazujac tym samym, ze z
tatwoscia porusza si¢ w trudnych zagadnieniach zwigzanych z odkryciem i rozwojem nowego
leku. Z obowigzku recenzenta nie mogg¢ nie zauwazy¢, ze rozdziat ten, podobnie jak rozdziat
‘Wyniki’, zawiera liczne bledy gramatyczne i interpunkcyjne, nie wptywa to jednak na moja
wysoka ocen¢ merytoryczng przedstawionej pracy. W spisie cytowanych publikacji znalazto

sie 60 pozycji, ktérych wigkszo$¢ zostata opublikowana w ostatnich latach.
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Niezaleznie od wysokiej oceny dysertacji, mam kilka uwag i pytan, ktore nasunely mi

si¢ po jej wnikliwym przestudiowaniu. Prosze o ustosunkowanie si¢ do nich w czasie obrony:

1.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki wskazuja, ze zwigzek CPL207280 poprawia
gikemig i zwigksza wydzielanie insuliny w szczuréw ZDF i ZDSD, natomiast takiego
efektu nie stwierdzono u szczurow Goto Kakizaki. Czym roznily si¢ zastosowane w
pracy zwierzece modele cukrzycy? Jakie jest podtoze genetyczne prowadzace do
rozwoju cukrzycy u tych zwierzat i na ile jest ono zblizone do cukrzycy typu 2 u ludzi?
Dlaczego w badaniach nie zastosowano modelu cukrzycy wywotanego dieta
wzbogacong w thuszcze 1 weglowodany?

Prosze wyjasnic, jaka jest zasada projektowania badan przedklinicznych nowych lekéw,
z wykorzystaniem modeli zwierzgcych. Jakie modele zwierzece, poza gryzoniami, sg
najczesciej stosowane. Jaka jest przewaga wykorzystywania psow w pordwnaniu z
malpami (jesli jest). Czy, w opinii Doktorantki, najnowsze technologie pozwalajace na
tworzenie organoidéw ludzkich tkanek, maja szans¢ na zastosowanie w procesie
testowania nowych lekow? Jesli tak, jakie technologie sg najbardziej obiecujace? Czy
moga one pozwoli¢ na wyeliminowanie badan prowadzonych na zwierzetach?

Badany zwigzek CPL207280 jest inspirowany naturalnymi kwasami tluszczowymi —
czy mozliwe jest, by mogt on dziata¢ na komorki aktywujac inne szlaki sygnatowe niz
szlak receptora GPR407? Jakie sg znane mechanizmy (poza aktywacja receptorow GPR),
poprzez ktore kwasy tluszczowe peinig funkcje sygnatowe w komorkach? Czy
czasteczka CPL207280 przenika przez blony komérkowe lub si¢ w nie wbudowuje? W
jaki sposob jest metabolizowana?

W swoich badaniach Doktorantka potwierdzila toksyczny efekt TAK-875 na watrobe.
Jednoczes$nie, w pracy opublikowanej w roku 2020, Ookawara et al. wykazali, ze inny
agonista GPR40, zwigzek SCO-267, w sposob korzystny wptywa na funkcjonowanie watroby
w mysim modelu niealkoholowego sthuszczenia watroby. Czym rdznig si¢ miedzy soba te dwa
zwigzki 1 jak mozna wyjasni¢ ich przeciwstawne efekty obserwowane w watrobie? Czy
zwigzek SCO-267 aktywuje GPR40 w sposdb podobny do aktywacji przez CPL207280? Czy
mozliwe jest, ze zwigzek CPL207280 jest nie tylko nietoksyczny dla watroby (co
pokazaty wyniki w obecnej pracy), ale — w okreslonych warunkach — moze poprawiaé

funkcje tego narzadu? Jesli tak, jaki jest potencjalny mechanizm?
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Whiosek koncowy

Prace doktorska mgr Katarzyny Bazydto-Guzendy pt. ,,Rozwdj innowacyjnych
agonistow GPR40 jako potencjalnych lekéw w terapii cukrzycy typu 2” oceniam bardzo
pozytywnie. Rozprawa zawiera wyniki oryginalnych badan i stanowi istotny wktad w odkrycie
1 rozw0j nowego obiecujacego leku w terapii cukrzycy typu 2. Wyniki badan stanowiace
podstawe dysertacji zostaty opublikowane w trzech pracach oryginalnych, w czasopismach o
zasiggu mi¢dzynarodowym. Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Katarzyny Bazydto-
Guzendy spetnia warunki okre§lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Zwracam si¢ zatem do Rady
Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o przyjecie
rozprawy 1 dopuszczenie mgr Katarzyny Bazydto-Guzendy do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Réwnoczesnie, biorac pod uwage wysoki poziom naukowy prowadzonych badan, ich
nowatorski charakter oraz fakt, Zze na ich podstawie zwiazek CPL207280 zostat dopuszczony

do etapu badan klinicznych, wnioskuj¢ o wyrdznienie tej rozprawy odpowiednig nagroda.

fgande Poluns



