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Recenzja rozprawy doktorskiej pt. ,Ocena wiasciwosci neuroprotekcyjnych oraz wptywu na
neurogeneze nowej pochodnej kwasu 2-(2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)-2-propanowego
oraz wybranych lekéw przeciwpadaczkowych w badaniach in vivo”

autorstwa mgr Aleksandry Szewczyk

Niniejsza recenzja zostata sporzadzona w odpowiedzi na pismo Dyrektora Instytutu
Medycyny Wsi im. Witolda Chodzki w Lublinie — prof. nzw. dr hab. n. med. Lecha Panasiuka, z dnia
21.04.2021 r. i w zwigzku z powotaniem mnie przez Rade Naukowg Instytutu Medycyny Wsi
im. Witolda Chodzki w Lublinie, w dniu 01.03.2019 r., na recenzenta w przewodzie doktorskim

mgr Aleksandry Szewczyk.

Rozprawa doktorska pt. ,Ocena wtasciwosci neuroprotekcyjnych oraz wptywu na
neurogeneze nowej pochodnej kwasu 2-(2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)-2-propanowego oraz
wybranych lekéw przeciwpadaczkowych w badaniach in vivo” autorstwa mgr Aleksandry Szewczyk
zostata przygotowana w Samodzielnej Pracowni Analiz 1zobolograficznych (IMW Lublin) pod
promotorska opieka dr hab. n. med. Marty Andres-Mach, profesora IMW oraz przy udziale

promotora pomocniczego - dra n. biol. Mirostawa Zagai.

Rozprawa doktorska mgr Aleksandry Szewczyk ma posta¢ maszynopisu ksigzki opatrzonego
streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, spetnia wiec kryteria opisane w art. 13 ust. 2 oraz
ust. 6 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 roku poz. 1789 ze zm.). Struktura rozprawy
doktorskiej jest prawidtowa, sktadajg sie na nig nastepujgce rozdziaty: wstep, cel pracy, materiaty

i metody badan, wyniki, dyskusja, wnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz



skrotéw zastosowanych w pracy, wykaz rycin i tabel oraz spis literatury. Cato$¢ rozprawy
doktorskiej zostata przedstawiona na 121 stronach maszynopisu. Spis literatury jest bogaty i liczy

257 pozyciji, ktére sg wiasciwie cytowane w pracy.

We wstepie recenzowanej pracy Doktorantka przedstawia ogélng charakterystyke padaczki,
klasyfikacje napadéw padaczkowych zgodng z aktualnymi wytycznymi Miedzynarodowej Ligi
Przeciwpadaczkowej, patomechanizm napadéw padaczkowych (np. udziat kanatéw jonowych,
ukfadu gabaergicznego i glutaminianergicznego w powstawaniu napadéw), metody diagnozowania
i leczenia padaczki. Nastepnie Doktorantka przechodzi do opisu zjawiska neurogenezy oraz
neuroprotekcji i koriczy wstep opisem zwigzkéw chemicznych, lekéw i zwigzku C11, stanowigcych
gtowny obiekt badarn w realizowanym projekcie naukowym. Zaprezentowane we wstgpie
informacje korespondujg z problemem badawczym pracy doktorskiej i Swiadczg o merytorycznym

przygotowaniu Doktorantki do zajecia sie tg tematyka.

W rozdziale 2 Doktorantka jasno sformutowata cel prowadzonych badan. Celem tym byta
ocena skutkdw dtugotrwatego podawania nowego kandydata na lek przeciwpadaczkowy z grupy
pochodnych pirolidyno-2,5-dionu, tj. zwigzku oznaczonego symbolem C11, oraz trzech lekéw
przeciwpadaczkowych — etosuksymidu (ETS), lakozamidu (LCM) oraz lewetyracetamu (LEV).Taki
dobér lekéw przeciwpadaczkowych uzytych w badaniach jest uzasadniony i podyktowany faktem,
iz to elementy struktury tych wiasnie lekéw postuzyly grupie badawczej profesora Krzysztofa
Kamiriskiego z Katedry Chemii Farmaceutycznej Ul CM do zaprojektowania i zsyntetyzowania
zwigzku C11. W ramach projektu badawczego postanowiono oceni¢ potencjalne wtasciwosci
neuroprotekcyjne wspomnianych lekéw i zwigzku C11 oraz ich wpltyw na procesy apoptozy,
degeneracji i neurogenezy komodrek nerwowych. Oceniono réwniez efekty dtugotrwatego
podawania wspomnianych zwigzkéw na orientacje przestrzenng i umiejetno$C uczenia sig
i zapamietywania u myszy w tescie behawioralnym — labiryncie wodnym Morrisa. Podjecie badan
we wspomnianym zakresie jest ze wszechmiar pozadane gdyz skuteczno$¢ leczenia
farmakologicznego padaczki jest ciggle niewystarczajgca. Pomimo wprowadzenia na rynek wielu
nowych lekéw przeciwpadaczkowych nie udato sie ograniczy¢ odsetka tych pacjentéw, u ktérych
brak jest klinicznych efektéw poprawy stanu zdrowia i komfortu zyciu. Nadal u blisko 30%
pacjentdw stwierdza sie lekooporng odmiane choroby. Co wiecej, dostepne leki
przeciwpadaczkowe znoszg lub ograniczajg objawy choroby, natomiast nie majg wptywu na toczacy

sie proces epileptogenezy. Majagc na uwadze, ze padaczka jest chorobg o bardzo ztozonym
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patomechanizmie, zasadne jest testowanie nowych zwigzkéw chemicznych o skutecznosci
przeciwdrgawkowej potwierdzonej w zwierzecych modelach padaczki i znoszacych patologiczng
impulsacje w oérodkowym uktadzie nerwowym poprzez jednoczesny wplyw na kilka réznych
punktéw uchwytu. Zwigzkiem o takiej charakterystyce jest wtasnie nowa pochodna pirolidyno-2,5-
dionu, oznaczona symbolem C11. Dotychczasowe badania tego zwigzku koncentrowaty sie na
ustaleniu molekularnego mechanizmu dziatania, wtasciwosci farmakokinetycznych, skutecznosci
w réznych modelach padaczki (w tym padaczki lekoopornej), bezpieczerstwa stosowania po
jednorazowym podaniu czy potencjalnego zastosowania w znoszeniu bélu, w tym réwniez bélu
neuropatycznego. Prowadzone przez Doktorantke badania, koncentrujace sie na ocenie skutkéw
dtugotrwatego podawania zwigzku C11 w relacji do proceséw zachodzacych w moézgu
(neurogeneza, apoptoza komodrek nerwowych, degeneracja) oraz potencjalnego wptywu na funkcje
poznawcze wypetnia luke w zakresie kompleksowej charakterystyki tego konkretnego kandydata na
lek przeciwpadaczkowy i stanowi o nowatorskim charakterze rozprawy doktorskiej. Co istotne,
w badaniach zaplanowano i przeprowadzono wielokierunkowa ocene efektéw dziatania zwigzku
C11 oraz wybranych lekéw przeciwpadaczkowych (ETS, LCM, LEV) poprzez potaczenie testu
behawioralnego (labirynt wodny Morrisa) z nowoczesnymi technikami obrazowania (rezonans
magnetyczny, mikroskopia konfokalna, barwienie immunofluorescencyjne). Sposéb realizacji
zatozonych celéw badawczych w sugestywny sposéb przedstawiono na rycinach 9 — 11 oraz opisano
w rozdziale 3 rozprawy doktorskiej (,Materiaty i metody badan”).Najwazniejszy element rozprawy
doktorskiej stanowig rozdziaty 4 i 5, w ktérych Doktorantka kolejno prezentuje uzyskane wyniki oraz
wnikliwie je analizuje i konfrontuje z danymi literaturowymi. W toku prowadzonych
eksperymentéw Doktorantka wykazata, ze zaden z testowanych zwigzkéw (C11, ETS, LCM,
LEV)podawanych dtugotrwale nie wywotywat zmian degeneracyjnych ani nie indukowat apoptozy
w komorkach nerwowych hipokampa myszy. Ponadto, zwigzek C11 nie miat negatywnego wptywu
na proces neurogenezy w obrebie hipokampa, co Doktorantka potwierdzita w oparciu
0 oszacowang w tym obszarze catkowitg liczbe komoérek wyznakowanych przy pomocy BrdU, jak
réwniez bazujac na selektywnym wybarwianiu i zliczaniu astrocytéw i neurondéw. Z kolei w grupie
testowanych lekéw przeciwpadaczkowych tylko LCM zmniejszaf, w statystycznie istotny sposob,
catkowitg liczbe komoérek BrdU-dodatnich. Istotny statystycznie, negatywny wptyw na populacje
nowopowstatych astrocytéw miaty wszystkie przebadane leki, a na populacje neuronéw — LCM
i LEV. Dzieki zastosowaniu obrazowania MRI Doktorantka wykazata, ze dtugotrwata ekspozycja na

zwigzek C11 oraz ETS nie wplywa na zmiane poziomu neurometabolitdw wainych z punktu
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widzenia neurogenezy, podczas gdy LEV i LCM powodowaly istotny statystycznie wzrost poziomu
N-acetyloasparaginianu w hipokampie myszy. Stosujagc metode labiryntu wodnego Morrisa
Doktorantka udowodnita, ze zwigzek C11, podobnie jak ETS i LEV, a przeciwnie do LCM, nie
ograniczat funkcji poznawczych, zdolnosci uczenia sie i zapamietywania u myszy. W ostatnim etapie
badarn Doktorantka potwierdzita, znany z literatury, efekt neuroprotekcyjny LEV i jednoczes$nie
wykazata, ze zwigzek C11 nie chronit przed indukowanym podaniem pilokarpiny uszkodzeniem

neurondw.

Bazujagc na uzyskanych wynikach Pani mgr Aleksandra Szewczyk przeprowadzita
wszechstronng i wnikliwg dyskusje. Doktorantka z duzg swobodg porusza sie w obrebie literatury
przedmiotu, celnie przywotuje wyniki uzyskane przez innych badaczy i na ich tle pozycjonuje
rezultaty wtasnej pracy. Co w mojej opinii zastuguje na uwage i docenienie to fakt, ze Doktorantka
nie boi sie przywotywa¢ w dyskusji réwniez tych danych literaturowych, ktére wskazujg na
odmienny od zaobserwowanego w toku wiasnych badarn doktorskiej efekt dziatania lekéw
przeciwpadaczkowych. W kazdym z takich przypadkéw Doktorantka byta bowiem w stanie odnie$¢
sie merytorycznie do zauwazonych réznic. W tym miejscu nalezy réwniez wskaza¢ na stopien
ztozonosci problemu badawczego dotyczacego wptywu substancji egzogennych na proces
neurogenezy. Doskonatym tego przykladem sg rozwazania przedstawione na stronach 76-77,
poparte adekwatnie zacytowana literaturg, a dotyczace indukcji lub hamowania neurogenezy przez
LEV w zaleznosci od zastosowanego modelu doswiadczalnego, dawki leku i czasu jego podawania.
Z oczywistych wzgledéw najmniejsze mozliwosci konfrontowania wynikdw wtasnych z danymi
literaturowymi dotyczg zwigzku C11, ktéry jako stosunkowo nowy, byt dotychczas badany jedynie

w zespole naukowym profesora Krzysztofa Kamiriskiego.

Opierajac sie na zebranych wynikach Doktorantka wysuneta szereg konkluzywnych wnioskdw, ktére
zostaly przedstawione w rozdziale 6. W tym miejscu chciatbym zwréci¢ uwage, ze sposob
sformutowania wniosku nr 3 jest jednak nieco pobiezny, bazuje wytgcznie na rezultatach
zaprezentowanych na rycinie 21 i nie bierze pod uwage wynikéw przedstawionych na rycinach 22
i 23. Z kolei wystepujace we wniosku nr 2 stwierdzenie: ,,co potwierdza brak skutkéw ubocznych”
wydaje sie niepotrzebne, gdyz wywotuje w czytelniku wrazenie jakoby wymienione tam zwigzki
(C11, ETS, LEV) byty catkowicie pozbawione skutkéw ubocznych. Z recenzenckiego obowigzku
odniose sie rowniez do innych niescistosci i brakéw, ktére zauwazytem w trakcie lektury niniejszej

rozprawy:



2)

3)

4)

5)

6)

7)

w rozdziale 4.1 (str. 56) przy opisie wplywu dtugotrwatego podawania testowanych
zwigzkow na proces neurodegeneracji Doktorantka stwierdza, ze ,pominieto ocene
ilosciowa, a wyniki przedstawiono w formie analizy jakosciowej”, przy czym jednoczesnie
pisze, ze ,wyniki nie wykazaty istotnych statystycznie zmian”. Skoro nie przeprowadzono
analizy ilosciowej to na jakiej podstawie wysunieto wniosek co do braku istotnosci
statystycznej réznic pomiedzy poszczegdlnymi grupami zwierzat?

na rycinie 16 (str. 58) zdjecie ,A” jest wykonane przy innym powiekszeniu anizeli pozostate
(B-F); czy przy zastosowaniu podobnego powiekszenia dla skrawkéw na zdjeciach B-F nadal
nie stwierdzano w nich obecnosci komérek o cechach apoptotycznych?

w rozdziale 4.3.3 (str. 63) Doktorantka odnoszac sie do S$redniego czasu ptyniecia
w wyznaczonym torze stwierdza, ze ,parametr ten, podobnie jak poprzednie, byt istotnie
statystycznie wyzszy dla myszy z grupy LCM”, podczas gdy rycina 19 pokazuje wyraznie, ze w
grupie LCM wartos$¢ wspomnianego parametru byta jednak nizsza w poréwnaniu do grupy
kontrolnej;

moim zdaniem przedstawiona na stronach 82-83 charakterystyka aktywnosci
farmakologicznej zwigzku C11, opierajgca sie na wczedniej przeprowadzonych badaniach,
powinna zosta¢ umieszczona we wstepie rozprawy jako jeden z elementdéw uzasadniajgcych
potrzebe dalszych badan;

w rozdziale 1.9 (str. 24) widnieje nieprawidiowe ttumaczenie tekstu zrddtowego
(sformutowanie ,activation of a number of catabolic enzymes” zostato przettumaczone jako
»aktywuje liczbe enzymoéw katabolicznych”)

w tytule rozprawy doktorskiej prawidtowa pod wzgledem chemicznym nazwa kwasu,
prekursora zwigzku C11, powinna brzmie¢ ,kwas 2-(2,5-dioksopirolidyn-1-ylo)-2-
propanowy” a nie ,kwas 2-(2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)-2-propanowy”

rozprawa zawiera pewne btedy jezykowe oraz dyskusyjne sformutowania, np.:

- trudno zgodzi¢ sie ze stwierdzeniem (str. 26, 4 wers od dotu), ze modyfikacje chemiczne
obecnie dostepnych lekéw przeciwpadaczkowych mogg poskutkowaé otrzymaniem nowych
zwigzkéw, ktére bylyby catkowicie pozbawione jakichkolwiek dziatarn niepozadanych
(analizujac historie farmakologii trudno znalez¢ przyktady lekéw pozbawionych dziatan
niepozadanych);

- stwierdzenie ,ETS, LEV i LCM, ktére tworzg czasteczke zwigzku C11” (str. 37) jest raczej

skrotem myslowym i uproszczeniem, gdyz wspomniane leki nie tworzg zwigzku C11,
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a jedynie pewne fragmenty ich struktur zostaly wykorzystane na etapie projektowania
struktury zwigzku C11;

- zasadg jezykowag jest, ze nie rozpoczyna sie zdan od liczb zapisanych cyframi (tak jak to
Doktorantka uczynita dwukrotnie na stronie 55) — nalezato w tym wypadku albo zastosowacé
zapis stowny liczby albo inaczej sformutowaé zdanie, np. zamiast ,30 minut przed
podaniem...” napisa¢ ,,Na 30 minut przed podaniem...”;

- stosowanie okreslenia ,ilo$¢” zamiast ,liczba” w stosunku do rzeczownikéw policzalnych
(np. komorek, neurondw, str. 66-67);

- zapis stezenia mikromolowego (str. 75) w postaci ,,um” (co oznacza mikrometr) zamiast
HM;

- stosowanie zapisu ,nie mniej jednak” (str. 76 i 81) zamiast ,niemniej jednak”;

- literowki w wyrazeniach ,czysto$¢ i jednorodno$¢ zwigzku oceniana zostata” (str. 34)

zamiast ,,oceniona zostata”, ,,wykazuje lepsze witasciowosci” (str.36) zamiast ,wtasciwosci”.

Na szczescie przytoczone powyzej uwagi nie wpltywajg negatywnie na czytelnos$é rozprawy

doktorskiej oraz nie umniejszajg jej wartosci naukowej.

Na podstawie lektury rozprawy doktorskiej pt. ,,Ocena wtasciwosci neuroprotekcyjnych oraz
wptywu na neurogeneze nowej pochodnej kwasu 2-(2,5-dioksopirolidyno-1-ylo)-2-propanowego
oraz wybranych lekéw przeciwpadaczkowych w badaniach in vivo” stwierdzam, ze Pani
mgr Aleksandra Szewczyk wykazata sie ogdlng wiedzg teoretyczng w zakresie dyscypliny nauki
o zdrowiu, umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia prac naukowych a przygotowana przez Nig
rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego przedstawionego we wstepie
pracy. W zwigzku ze spetnieniem warunkéw formalnych okreslonych w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia
14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2017 roku poz. 1789 ze zm.) stawiam wniosek o przyjecie recenzowanej rozprawy
doktorskiej i dopuszczenie jej do publicznej obrony. Z kolei majagc na uwadze istotne walory
poznawcze pracy, mozliwos¢ praktycznego wykorzystania zaprezentowanych wynikéw oraz fakt ich
opublikowania w prestizowym czasopismie Neuropharmacology (IF 4,431; 140 pkt. MNiSW) wnosze
o wyréznienie rozprawy doktorskiej autorstwa mgr Aleksandry Szewczyk.
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