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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr farm. Magdaleny Skubiszewskiej

pt. ,Badania wybranych zwigzkéw o potencjalnym dzialaniu farmakologicznym

w zaburzeniach funkcjonowania ukladu nerwowego”
uczestniczki studiéow doktoranckich Collegium Medicum w Bydgoszczy
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu,

wykonanej pod kierunkiem Promotora dr hab. n. farm. Alicji Nowaczyk, prof. UMK

i Promotora pomocniczego dr n. farm. F.ukasza Fijatkowskiego

Podstawe opracowania recenzji stanowi Uchwata Nr 54/2022 Rady Dyscypliny
Nauki Farmaceutyczne Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu z dnia 17 maja 2022 r., pismo
Przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne — Prof. dr hab. Michala
Marszalta z dnia 31.05.2022 r. oraz przekazana rozprawa doktorska.

Ocena wyboru tematu

Analiza bezpieczenstwa stosowania produktéw leczniczych oraz ocena ich
skutecznosci stanowig niezbedne elementy procesu oceny technologii medycznych (ang.
health technology assessment, HTA), ktory w istotny sposéb wptywa na podejmowanie
opartych na dowodach naukowych decyzji w zakresie polityki zdrowotnej, jak réwniez
sprzyja dobru pacjentow. Zapewnia im bezpieczenstwo terapeutyczne, uzyskanie
odpowiednich efektow o najwickszej wartosci przy jednoczesnie optymalnym
wykorzystaniu dostepnych $rodkéw przeznaczonych na opieke zdrowotng. Kazdy lek
zanim zostanie wprowadzony na rynek musi przej$é przez wieloetapowy, rygorystyczny
i kompleksowy proces identyfikacji dziatan toksycznych. Pomimo jednak restrykcyjnych
regulacji 1 procedur, postgpowanie to nie $wiadczy o braku zagrozenia farmakoterapii
u wszystkich pacjentow. Leki sa wycofywane z obrotu z powodu réznych dziatah
niepozadanych, takich jak m.in. wydtuzenie odstepu QT i wywolywanie arytmii torsade de
pointes (TdP). W 2005 r. zostaly opracowane przez Mie¢dzynarodowa Rade Harmonizacji
Wymagan Technicznych dla Rejestracji Produktéw Leczniczych Stosowanych u Ludzi
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(ang. International Council on Harmonisation of Technical Requirements for Registration
of Pharmaceuticals for Human Use, ICH) dwa zbiory wytycznych dotyczacych oceny
ryzyka dzialania proarytmicznego. Uwzgledniaja one zalezno$¢ miedzy wydluzeniem
odstepu QT w zapisie elektrokardiograficznym a ryzykiem wystgpienia arytmii typu TdP.
Wigkszo$¢ przypadkéw wydluzenia odstepu QT mozna powigzaé z hamowaniem
kodowanego genem hERG (ang. human ether-a-go-go-related gene) kanatu potasowego
(Kv11.1) w komérkach migénia sercowego. Przyjeto pewne progowe wartosci odstepu QT
(dtugos¢ skorygowanego o rytm serca odstepu QT powyzej 500 ms) lub jego zmiane w
porownaniu z wartoscia wyjsciowa (>60 ms), ktére z powodu ryzyka arytmii obligujg do
przerwania stosowania leku lub zmniejszenia dawki zardwno w badaniach klinicznych, jak
1 farmakoterapii. Wykazano jednak, iz sg leki nalezgce do silnych inhibitoréw
wymienionego kanalu a jednocze$nie pozbawione niebezpieczenstwa wywolywania
arytmii np. werapamil i odwrotne staby inhibitor np. sotalol odpowiada za wystepowanie
istotnych ~ zaburzen elektrofizjologii  kardiomiocytow. Moze to  $wiadczyé
o niewystarczajacej specyficznosci testdw opartych o ocene potencjalu blokowania kanatu.
Tego rodzaju obserwacje byly przyczyng podjecia inicjatywy o nazwie Comprehensive In
vitro Proarrhythmia Assay (CiPA), ktorej celem jest modyfikacja, modernizacja
i standaryzacja oceny bezpieczefistwa kardiologicznego lekéw, laczacej pomiary i ocene
nastgpstw ich interakcji z r6znymi kanalami jonowymi, zarbwno w warunkach in silico,
jak 1 in vitro. Nalezy przy tym pamietaé, iz kompleksowa i wiarygodna ocena potencjalu
proarytmicznego leku wymaga uwzglednienia wielu réznorodnych czynnikéw zwigzanych
z lekiem oraz pacjentem m.in. interakcji miedzy lekami.

W obliczu wzrastajacej liczby réznorodnych zaburzen czynnosci osrodkowego
uktadu nerwowego szczegéOlnie wazne jest nie tylko poszukiwanie nowych produktow
leczniczych, ale réwniez podjgcie trudu wyjasnienia dotad nie w pelni poznanych
mechanizméw dziatania znanych lekow, stosowanych w praktyce klinicznej oraz oceny
ryzyka ich toksycznosci. Doktoranta zmierzyla si¢ z takim wyzwaniem, objeta badaniami
paroksetyng - selektywny inhibitor wychwytu zwrotnego serotoniny oraz tiagabing - silny
oraz wybidrczy inhibitor wychwytu kwasu y-aminomastowego (GABA) przez neurony
i komorki gleju. W przypadku pierwszego produktu leczniczego oceniata jego interakcje
zwybranymi celami terapeutycznymi, natomiast w odniesieniu do drugiego
przeprowadzila analize¢ kardiotoksyczno$ci, stanowigcej nastepstwo interakcji leku

z kanatami jonowymi serca.



Tematyka badan Pani mgr Magdaleny Skubiszewskiej jest oryginalna, nowatorska
i aktualna. Uzyskane wyniki dzieki obserwacjom, przeprowadzonym pod kierunkiem
do$wiadczonego Promotora, sg istotne nie tylko z punktu widzenia poznawczego, ale

réwniez ze wzgledu na ich potencjalny charakter aplikacyjny.

Ocena strony formalnej rozprawy

Rozprawa Pani mgr Magdaleny Skubiszewskiej zostata przygotowana jako spojny
tematycznie cykl czterech publikacji, ktére ukazaty si¢ drukiem w latach 2020-2021
w jezyku angielskim w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym. Ich sumaryczny
wspotczynnik oddziatywania (IF) wynosi 22.180, a punktacja MNiSW 560.000. We
wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem. Ma ona typowy dla takich prac
doktorskich uklad rozdzialow stanowiagcych logiczng catos¢ — zawiera wykaz publikacji
stanowigcych podstawe postepowania w sprawie o nadanie stopnia naukowego doktora,
stowa kluczowe, wykaz stosowanych skrotéw, wprowadzenie i cel pracy, oméwienie prac
wchodzacych w skiad cyklu, kopie publikacji sktadajacych si¢ na rozprawe doktorska,
wnioski ptynagce z wykonanych badaf, streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
pismiennictwo, informacje o zrédtach wspotfinansowania badan wykonanych w ramach
cyklu prac prezentowanych w pracy doktorskiej, wykaz rycin i tabel, o$wiadczenia
wspotautoréw, w ktorych opisowo przedstawiono udziat kazdej z osob w powstawaniu
poszczegblnych publikacji. Z informacji zawartej w o$wiadczeniach wspolautoréw
publikacji oraz informacji przygotowanych przez Doktorantk¢ wynika, ze Pani mgr
Magdalena Skubiszewska odegrata istotng role w przygotowaniu koncepcji oraz projektu
badan, zebraniu oraz analizie danych farmakologicznych, prowadzeniu badan in silico,
analizie 1 interpretacji ich wynikoéw oraz redagowaniu wnioskéw, jak réwniez
wspotredagowaniu manuskryptu. W pracy zostal umieszczony takze dorobek naukowy
Kandydatki o sumarycznym wspotczynniku wptywu 36.32 oraz punktacji MNiSW 979.00.

Spis 107 pozycji piSmiennictwa zostal zaprezentowany zgodnie z kolejnoscia
cytowania w tekscie, obejmuje prace, ktdre ukazaly si¢ w latach 1995-2022. Jego redakcja
jest jednolita i bez wigkszych bledow.

Uwagi odnoszace si¢ do opracowania pracy doktorskiej obejmuja: w przypadku
piSmiennictwa - brak wykorzystania najnowszego wydania monografii (pozycja 5),
nieuwzglednienie stron publikacji od-do (pozycja 34 - 411-425, pozycja 39 - 463),

niewlasciwa pisownia poszczegélnych skladowych tytutu czasopisma (pozycje 33, 39



nalezato uzy¢ duzych liter). Ponadto, brak podania pozycji pismiennictwa odnoszacych sie
do poszczegolnych rycin. Na stronie 14 umieszczenie niewlasciwej definicji
niepozadanego dzialania leku. Obecnie obowigzujgca wedlug ustawy Prawo
farmaceutyczne (Dz.U. 2021, poz. 1977) brzmi ,dzialaniem niepozadanym produktu

leczniczego - jest kazde niekorzystne i niezamierzone dziatanie produktu leczniczego”.

Ocena merytoryczna

Pani mgr Magdalena Skubiszewska wprowadzajgc czytelnika w istote swoich
obserwacji przedstawila w pracy pogladowe;j pt. ,,Kv11.1, Nav1.5, and Cav1.2 Transporter
Proteins as antitarget for Drug Cardiotoxicity™, ktora ukazata si¢ w 2020 r. w czasopi$mie
International Journal of Molecular Sciences, zagadnienia zwigzane z rozwojem
farmakologii bezpieczenstwa, uwzgledniajac trudnosci okreslenia profilu bezpieczenstwa
lekéw. Scharakteryzowata pojecia celu terapeutycznego i antycelu. Opisata kanaly jonowe,
w tym kanaly potasowe, wapniowe i sodowe bramkowane napigciem. Omowila trzy
metody badan — testy z wykorzystaniem technik obliczeniowych — in silico, testy
z wykorzystaniem technik pozaustrojowych — in vitro oraz ex vivo, jak rowniez testy na
zywych organizmach — in vivo, ktdrych zintegrowane wyniki sg istotne dla okreslenia
wlasciwosci, mechanizméw dziatania oraz oceny bezpieczenstwa stosowania lekow.
Wyjasnila czym jest modelowanie molekularne, w jaki sposdb wykorzystuje sie je
w procesie poszukiwania nowych lekdéw, prezentujac proces dokowania ligandéw
1 zaznaczajac, iz w swoich badaniach uzyla metod stochastycznych (algorytmu
genetycznego), a proces dokowania ligand-biatko przeprowadzono Kkorzystajac
z oprogramowania AutoDock i AutoDockTools, co pozwolito na uzyskanie polaczen
0 najmniejszej wartosci energii. Zaprezentowala tez opracowane w 2013 r. wytyczne
oceny kardiotoksycznosci lekéw - Comprehensive in vitro Proarrhythmia Assay (CiPA)
stanowigce propozycje¢ badafn przesiewowych w zakresie bezpieczefistwa, zastepujace
strategi¢ regulacyjna z 2005 r. zalecang przez Migdzynarodowa Konferencje Harmonizacji
S7B.

Zardwno praca, jak i jej opracowanie napisane sg w sposob rzeczowy, stanowiac
dobre wprowadzenie do dalszej czesci rozprawy. Po ich przeczytaniu, czytelnik nie ma
watpliwosci, co do zasadnodci podjetych badan, ktérych wyniki zawiera pelnotekstowa
praca oryginalna pt. ,,Antiepileptic Drug Tiagabine Does Not Directly Target Key Cardian

Ton Channels Kv11.1, Navl.5 and Cavl.2” opublikowana w 2021 r. w czasopismie



Molecules. Autorka przedstawita w niej wyniki oceny mozliwosci wywolywania
tachykardii zwigzanej z interakcja tiagabiny i zwigzkow referencyjnych (terfenadyny,
batrachotoksyny, nifedypiny) z modelami ludzkich kanatéw jonowych serca. W badaniach
postugiwala si¢ szacowaniem energii wigzania badanej czasteczki w modelu ludzkich
kanatow — hKv11.1, hNavl.5 i hCavl.5. Na uwage zastuguja obserwacje Doktorantki,
oparte o metody dokowania molekularnego in silico i badania farmakologiczne
przeprowadzone u szczurow, ktoére umozliwily weryfikacje zatozen CiPA dotyczacych
blokowania kanatow jonowych jako przyczyny tachykardii obserwowanej u pacjentow
leczonych tiagabing. Co wazne, Pani mgr Magdalena Skubiszewska wskazala na
ograniczenia zastosowanego modelu farmakologicznego, majace swoje Zrdédlo
w zroéznicowanej aktywnosci miocytéw serca u gryzoni i czlowieka. Badania in silico
zostaly przeprowadzone w Katedrze Chemii Organicznej Collegium Medicum
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Badania farmakologiczne wykonano
w Katedrze Farmakologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie.

Preludium do przedstawienia oryginalnych wynikéw badan dotyczacych
paroksetyny stanowit obszerny artykul przegladowy pt. ,,Paroxetine — overview of the
molecular mechanisms of action”, ktory ukazal sie w 2020 r. w czasopi$mie International
Journal of Molecular Sciences. Doktorantka scharakteryzowala w nim bardzo doktadnie
wlasciwosci paroksetyny w aspekcie interakcji z kilkoma celami molekularnymi, co
jednoczesnie pozwolilo na ich powigzanie z celami terapeutycznymi leku i umozliwito
wyjasnienie przyczyny jego dziatan niepozadanych. Interesujgce sa dane wskazujace na
mozliwos¢ repozycjonowania paroksetyny w grupie mlodych pacjentow.

W pracy oryginalnej pt. ,,Assessment of Paroxetine Molecular Interactions with
Selected Monoamine and y-Aminobutyric Acid Transporters” pochodzacej z 2021 r.,
opublikowanej w International Journal of Molecular Sciences Pani mgr Magdalena
Skubiszewska podjeta probe wyjasnienia neurogennego mechanizmu dziatania
paroksetyny. Postugujac si¢ metodami in silico, oferujacymi wigksza wydajnosé¢ skriningu
czasteczek, zweryfikowanymi nastepnie badaniami farmakologicznymi, przeanalizowala
jej interakcje z ludzkimi modelami transporter6w monoamin (ang. monoamine
transporters, MATs): transporterow norepinefryny (hNET), serotoniny (hSERT),
dopaminy (hDAT) oraz transporterami kwasu y-aminomastowego (hGATSs) - hGAT1-3
1hBGTI1. Badania in silico zostaly przeprowadzone w Katedrze Chemii Organicznej
Collegium Medicum Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Wyniki badan

otrzymane metodami obliczeniowymi zostaly zwalidowane farmakologicznie we



wspolpracy z Katedra Projektowania Lekéw i Farmakologii, na Wydziale Zdrowia i Nauk
Medycznych Uniwersytetu w Kopenhadze.

W przedstawionej do oceny dysertacji doktorskiej Doktorantka udowodnita, iz
posiada wymagang od kandydata na stopienr doktora nauk farmaceutycznych wiedze
zwigzang z przedmiotem badan wihasnych. Oceniajac czes¢ doswiadczalng rozprawy
uwazam, ze Pani mgr Magdalena Skubiszewska wykazala si¢ bardzo dobrym
przygotowaniem do podjetych zadan, wybrane metody i narzedzia byly wlasciwe, co
pozwolilo na realizacje zaplanowanego zakresu badan. Swiadczy to o dojrzalos’ci
naukowej i dobrej organizacji pracy.

Na podstawie przeprowadzonych obserwacji Doktorantka sformutowata wnioski
zgodne z celami pracy i uzyskanymi wynikami, ktére wskazaty m.in. na brak zwigzku
miedzy czestoskurczem indukowanym stosowaniem tiagabiny a jej interakcja z kanatami
jonowymi bramkowanymi napigciem. W przypadku paroksetyny okazalo sie, ze
oddzialywuje ona silnie z transporterami monoamin oraz powoduje interakcje
z transporterami GABA. Za neurogenny mechanizm jej dzialania odpowiadajg gléwnie
interakcje leku z transporterami serotoniny. Obserwowana interakcja paroksetyny
z transporterami  kwasu y-aminomastowego stanowi podstawe poszukiwania nowych
pochodnych leku macierzystego charakteryzujacych sie zdolnoscig indukcji neurogenezy.
Niewatpliwie swiadcza one o kompetencjach Kandydatki oraz umiejetnosci rozwiazywania
trudnych probleméw badawczych. Dostarczajg cennych informacji i wskazéwek do
prowadzenia dalszych badan, ktore moga przyczyni¢ si¢ do optymalizacji wykorzystania

w terapii tiagabiny i paroksetyny.

Podsumowanie

Stwierdzam, ze wyniki pracy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Skubiszewskiej sa
wartosciowe merytorycznie, zawieraja niewatpliwy element nowatorstwa i stanowia
rozwigzanie oryginalnego problemu naukowego. Na podkreslenie zastuguje fakt
logicznego zaplanowania zestawu doswiadczen, ktére pozwolity zweryfikowaé postawione
hipotezy badawcze. Cele zalozone na wstepie pracy byly konsekwentnie realizowane
1w mojej ocenie zostaly osiagnigte. Przyjeto poprawng metodyke i przeprowadzono
wiadciwg analiz¢ wynikéw. Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscia prowadzenia pracy
badawczej oraz rozwigzywania probleméw naukowych. Calo$é opracowania wykazuje

0gélng wiedzg teoretyczng Kandydatki w reprezentowanej dziedzinie naukowe;.



Podkreslana przez nig mozliwos¢ i konieczno$¢ prowadzenia dalszych badafh celem
glebszego wyjasnienia postawionych zadan badawczych $wiadczy o kreatywnosci.
Podsumowujac, uwazam, ze przedlozona do recenzji rozprawa doktorska,
ktorej autorka jest Pani mgr Magdalena Skubiszewska spelnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim przez Ustawe z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z péin. zm.). Dlatego stawiam wniosek
o przyje¢cie i dopuszczenie przez Wysoka Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikolaja
Kopernika w Toruniu Pani mgr Magdaleny Skubiszewskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
Jednoczes$nie uwzgledniajac wartosci praktyczne i poznawcze przedstawionych badan

WNOSZ¢ 0 jej wyrozZnienie.
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