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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr farm. Anny Zgadzaj,

pt.: ,,Ocena wplywu wybranych substancji pomocniczych na
fototoksyczno$¢, fotogenotoksycznosc i fotodegradacje fluorochinolonow
stosowanych w okulistyce”

Proces poszukiwania nowych lekéw, nastawiony ostatecznie na wprowadzenie produktu na
rynek, ma dwa podstawowe cele: po pierwsze wykazanie, ze lek jest skuteczny a po drugie, ze jest
jednocze$nie bezpieczny. Oba dowody na skutecznosc 1 bezpieczefistwo nalezy przeprowadzi¢ w
oparciu o solidne podstawy naukowe. Nad poprawnoscia procesu rozwoju 1 rejestracji nowych
produktéw leczniczych czuwaja agencje rejestracyjne, ktore wskazuja sciezki i metody badan
rozwijanych produktéw leczniczych. Badania te z natury rzeczy nie sa w stanie obja¢ wszystkich
aspektow bezpieczenstwa zwigzanych ze stosowaniem danego produktu, ale sa racze
kompromisem pomiedzy nakladem czasu i srodkéw a ryzykiem wprowadzenia leku o niskiej
skutecznosci lub/i watpliwym bezpieczenstwie dla pacjenta. Jednym z kluczowych parametrow
jakosciowych produktu leczniczego jest trwalo§é substancii leczniczej w warunkach wytwarzania,
przechowywania i stosowania u pacjenta. Degradacja substancji leczniczej przede wszystkim
prowadzi¢ moze do spadku skutecznosci terapeutycznej a po drugie do wzrostu
prawdopodobiefistwa wystapienia niekorzystnych efektow zdrowotnych wskutek tworzenia sig

toksycznych produktow fotodegradacii.

Leki okulistyczne sa wyjatkowe z kilku powodéw: sa aplikowane na bardzo wrazliwy
narzad, dlatego lek musi spelniaé szereg wymogow jakosciowych (izotonia, izohydria, jalowosc
itd.), nie moze wykazywac dzialania draznigcego a co wigcej, w warunkach stosowania substancja
aktywna bedzie narazona na dzialanie czynnikéw Srodowiskowych, przede wszystkim

bezposredniego promieniowania sfonecznego.



Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr farm. Anny Zgadzaj poswigcona jest
badaniom wplywu wybranych substancji pomocniczych na fototoksycznosé, fotogenotoksycznosc

i fotodegradacj¢ fluorochinolonéw stosowanych wlasnie w okulistyce.

Praca doktorska zostala wykonana w Zakladzie Badania Stodowiska Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Watszawskiego Uniwersytetu
Medycznego pod kierunkiem promotora: prof. dr hab. n. farm. Grzegorza Nalecz-Jaweckiego oraz

promotora pomocniczego dr farm. Agaty Skrzypczak.

Rozprawa doktorska zostala przygotowana w oparciu o cykl trzech publikacji oryginalnych
oraz jednej pracy przegladowej opublikowane] w czasopismie krajowym. Prace oryginalne
opublikowane zostaly w czasopismach z listy Journal Citation Reports (JCR): ] ournal of Photochemistry
&> Photobiology B: Biology otaz European [Journal of Pharmacentical Sciences. Laczny, pigcioletni
wspolezynnik oddziatywania — Inpact Factor (IF), dla opublikowanych prac wynosi ponad 10,5. We

wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem a w pracy przegladowej — jedynym.

Rozprawa doktorska jako zestaw publikacji, ktore juz ukazaly si¢ drukiem, zostala
opatrzona przez Autorke streszczeniem, wstepem, celem pracy a nastﬂpnie syntetycznym Opisem
metodyk badawczych i oméwieniem wynikéw. W kolejnym rozdziale przedstawione sa wnioski.
Zalaczone sa wszystkie prace bedace podstawa do ubiegania si¢ o stopien doktora oraz

o$wiadczenia wspélautoréw wraz z procentowym okresleniem udzialu w powstaniu tychze prac.
Ocena rozprawy

Z informacji zawartych w o$wiadczeniach wspolautoréw publikacji wynika, ze Pani mgr
farm. Anna Zgadzaj odegrala wiodaca role w projektowaniu, koordynowaniu prac
cksperymentalnych, zbieraniu wynikéw, ich interpretacji oraz publikacji. Niestety nie znalazlem w
otrzymanym egzemplarzu rozprawy oswiadczen wszystkich wspolautoréw, dlatego suma udzialow
w publikacjach 1 i 3 jest nizsza od 100%. Zrozumialym faktem jest to, ze nie wszystkie
eksperymenty zostaly wykonane przez Doktorantke osobiscie, ale z pomoca specjalistow bedacych
ekspertami w postugiwaniu si¢ wybranymi technikami badawczymi. Obecnie trudno jest realizowac
ambitne projekty naukowe w pojedynke, bez zaangazowania innych zespoléw naukowych i
wykorzystywanej przez nie zaawansowanej infrastruktury badawczej. Uwazam, ze kooperacja z
wieloma specjalistami juz na etapie doktoratu pozwala budowa¢ wlasciwe relacje, sieci kontaktow
(ang. networking) i uczyé pracy w zespole, co w pozniejszej karierze zawsze procentuje zwigkszona
efektywnoscia 1 otwartoscia na nowe rozwiazania i pomysly a takze poszerza mozliwosci
projektowania kolejnych badan. We wszystkich pracach eksperymentalnych, wchodzacych w sklad

rozprawy, wsréd autoréw znajdziemy przedstawicieli co najmniej trzech jednostek zarowno



wewnatrz uczelnianych jak i z innych o$rodkéw badawczych w kraju. Ten aspekt rozprawy, czyli

wspolprace naukowa w trakcie realizacji badan, oceniam bardzo wysoko.

Wartoéé naukowa calego projektu doktorskiego mgr farm. Anny Zgadzaj zostala juz
doceniona przez zapewne co najmniej 6 recenzentoéw o miedzynarodowe] renomie, ktorzy wyrazili

aprobate dla publikacji 3 artykuléw w czasopismach ze wspomnianej listy JCR.

Cykl prac bedacy podstawa rozprawy doktorskiej mgr farm. Anny Zgadzaj jest bardzo
spojny tematycznie a ciag przeprowadzonych eksperymentow logiczny. Nawet najbardziej
skuteczne substancje przeciwbakteryjne moga okazac sig nieprzydatne, jesli ryzyko wynikajace z
ich stosowania bedzie przewyzszaé ewentualna korzysc terapeutyczna. Postawione przez
Doktorantke cele pracy — wokél poszukiwania substancji pomocniczych zmniejszajacych
fototoksycznos¢ fluorochinolonow przeznaczonych do stosowania zewnegtrznego sa zatem jak

najbardziej uzasadnione.

W pierwszej publikacji Doktorantka dokonala oceny wplywu obecnosci substancji
promieniochronnych na trwatos¢ ofloksacyny. Wybrala dwa filtry dopuszczone do stosowania w
kosmetykach: jeden rozpuszczalny w wodzie (Tinosorb M) a drugi w tluszczach (' I'inosorb §). Co
ciekawe, tylko Tinosorb M skutecznie spowalnial proces fotodegradacji ofloksacyny, natomiast
obecnosé wody (10%) w formulacji nie miala wplywu na trwalo$¢ substancji aktywnej. Trudnosci
metodyczne na etapie ekstrakeji produktow fotodegradacji z masci uniemozliwily ich identyfikacje
za pomocg chromatografii cieczowej ze spektrometria mas. Po lekturze tej publikacji nasuwaja sie

nast¢pujace pytania:

Czy Doktorantka przeprowadzila walidacje procesu ekstrakeji i oznaczania ofloksacyny w

masci? Jaki byl odzysk analizowanej substancji i precyzja oznaczen?

Badania wykazaly, ze naswietlany roztwor ofloksacyny (po 3 1 4h) powodowal znaczaca
cytotoksyczno$é (Publikacja 1, Fig, 6). Czy obserwowana cytotoksycznosc mogla mie¢ wplyw na

wynik testu mikrojadrowego?

W kolejnej setii eksperymentéw Doktorantka zbadata wplyw substancji pomocniczych o
réznych funkejach: substancji promieniochronnej — benzofenonu-4 i przeciwutleniacza — kwasu p-
kumarowego na trwalo$¢ i toksycznos¢ czterech fluorochinolonéw:  cyprofloksacyny,
lemofloksacyny, fleroksacyny i klinafloksacyny w roztworach wodnych. W tym miejscu chciatbym
dopyta¢ Doktorantke o klucz, ktérym postuzyla si¢ w doborze substancji do badan — czy tylko jak

wspomina w opisie o wybotze decydowala liczba halogenkow w czasteczee?



Baterii testow toksycznosci towatzyszyly jakosciowe i ilosciowe badania produktow
fotodegradacji z wykorzystaniem technik HPLC-PDA i HPLC-MS (QTRAP). Zaréwno kwas p-
kumarowy jak i benzofenon-4 spowalnialy proces fotodegradacji cyprofloksacyny natomiast w
niewielkim stopniu lub wcale nie dzialaly ochronnie na stabilnos¢ pozostalych substancii.
Doktorantka we wstepnych eksperymentach stwierdzila brak toksycznoscl, fototoksycznosci 1
fotogenotoksycznosci kwasu p-kumarowego jak i benzofenonu-4 (wyniki te nie sa przedstawione
w publikacjach) w stezeniach stosowanych w eksperymentach. Kwas p-kumarowy wykazal
dzialanie ochronne, hamowal degradacje i zmniejszal toksycznosé naswietlanej cyprofloksacyny,
ale nie pozostalych substancji. Wplyw kwasu p-kumarowego na fotogenotoksycznosc byl zalezny
od substancji, np. fotogenotoksyczno§é¢ roztworu fleroksacyny z kwasem p-kumarowym byla
wyzsza niz samej fleroksacyny. Test umu nie wykazal protekeyjnego wplywu benzofenonu-4 na

komorki Salmonella typhimurium, mimo ze zwiazek ten znaczaco redukowal fotodegradacje.

W trzeciej pracy otyginalnej, Doktorantka skupila si¢ na ocenie procesu ,zamykania”
cyprofloksacyny w jedno- i wielowarstwowych liposomach pod katem fototrwalosci substancji
czynnej i toksycznosci powstajacych produktéw. Ten interesujacy koncept, wykorzystujacy
unikalne wlasciwosci liposoméw, znalazl juz zastosowanie w celu zwigkszenia biodostepnosci
lek6w, ale takze co udowodniono wielokrotnie, w celu zwigkszenia fototrwalosci wrazliwych na
$wiatlo substancji leczniczych. Doktorantka uzyskala jedno- i wielowarstwowe liposomy
zawierajace cyprofloksacyne w réznych stosunkach ilosciowych substancji aktywnej do lipidu.
Badania toksycznosci oraz fototoksycznosci i fotogenotoksycznosci przeprowadzila  z
wykorzystaniem testow: MTT, NRU oraz mikrojadrowego. Celem tych doswiadczen byla takze
identyfikacja produktéw fotodegradacji przy uzyciu chromatografii cieczowej sprzezonej ze

spektrometrem mas wyposazonym w analizator typu Q-trap.

Co ciekawe, cyprofloksacyna w formulacji liposomalnej wykazywala mniejsza trwalosc niz
w roztworze wodnym. Bardzo interesujacym jest fakt, ze w obecnosci lipidow, profil powstajacych
produktéw degradacji byl odmienny w stosunku do tego, obserwowanego w ptzypadku
naswietlania roztworéw wodnych cyprofloksacyny. Sugeruje to istnienie w tym wypadku innego
mechanizmu degradacji. W dyskusji wynikow, Doktorantka slusznie podkresla role reakeji
wolnorodnikowych szczegdlnie w ukladach lipidowych z duza zawartoscia nienasyconych kwasow

tluszczowych.

Podsumowaniem cyklu publikacji stanowigcych rdzen rozprawy doktorskiej jest praca
przegladowa opublikowana w Biuletynie Wydzialu Farmaceutycznego Warszawskiego

Uniwersytetu Medycznego. Autorka, dokonala przegladu literatury od roku 2012, kiedy Europejska



Agencja Lekoéw (EMA) zniosta obowigzek badania fotogenotoksycznosci w badaniach

przedklinicznych.

Zgadzam si¢ z Doktorantks, ze ocena fotobezpieczenstwa jest konieczna dla nowych
postaci lekow nawet jesli substancje pomocnicze sg stosowane od lat. Jak wykazata w cyklu swoich
eksperymentow, przewidywanie fototoksycznosci czy fotogenotoksycznosci w oparciu o istniejaca
wiedz¢ dla pojedynczych substancji moze prowadzic do blednych wnioskow. Wyniki
przeprowadzonych przez Nia doswiadczen wskazuja, ze w zasadzie kazda nowa formulacja
zawierajaca nowe substancje pomocnicze powinna przejs¢ badania trwalosci 1 toksycznosci. Z
punktu widzenia pacjenta, lepiej przyjmowac leki, ktorych dzialania niepozadane sa przeszacowane

niz niedoszacowane na etapie badan przedklinicznych i klinicznych.

7. obowigzku recenzenta, zglaszam bardzo nieliczne bledy stylistyczne 1 edytorskie w
kilkunastostronicowym opisie rozprawy, np.: ,,oczy sa wrazliwymi narzadami” — oko jest parzystym
narzadem, potem: tkanki oka myszy a nie ,,tkanki oczu myszy”. Str. 10 — w tescle #zu oznacza sig
jednak bezposrednio nie ,,ilos¢” a aktywnos¢, natomiast posrednio ekspresje/synteze [3-
galaktozydazy. Sa to drobne uwagi redakeyjne, ktorych nie sposob uniknac, ale warto dbac o niska
ich liczbe.

Podsumowujac, opublikowane prace naukowe swiadcza o: umiejetnosci wspolpracy ze
specjalistami r6znych dziedzin, opanowaniu warsztatu badawczego, ktorego znajomosc jest
najwazniejszym osiagnieciem kazdego kandydata do stopnia doktora. Doktorantka zapoznala si¢ z
metodologia badan toksycznosci na komorkach bakteryjnych 1 ssaczych, technikami wytwarzania
liposoméw, technikami identyfikacji zwigzkow chemicznych (techniki chromatograficzne
sprzg¢zone z troznego rodzajami detekeji), metodami statystycznymi 1 in. O ile wynikow
eksperymentow nie da si¢ przewidziec 1 nie zawsze sa one w zgodzie z oczekiwaniami badacza, o
tyle umiejetnosci zdobyte w trakcie eksperymentu naukowego sa solidnym fundamentem dalszych

prac badawczych.

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr farm. Anny
Zgadzaj spetnia ustawowe wymogi stawiane rozprawom doktorskim i wnosz¢ do Rady
Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Warszawskiego
Uniwetsytetu Medycznego o dopuszczenie mgr farm. Anny Zgadzaj do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

‘ Kierownik
Ratedrp-Hlaktadpoksykologii

dr hab. Bartosz Wielgomas



GDANSKI

UNIWERSYTET MEDYCZNY

WYDZIAL FARMACEUTYCZNY z Oddziatem Medycyny Laboratoryjne

KATEDRA | ZAKLAD TOKSYKOLOGH
Al. Gen. J. Hallera 107, 80-416 Gdarnsk
tel. 58 349 16 72 - kierownik

tel /fax 58 349 16 75 - sekretariat
e-mail: toks@gumed.edu.p!

Gdansk, dnia 06.05.2019 r.

Pan

Prof. dr hab. n. farm. Piotr Wroczynski

Dziekan Wydziatu Farmaceutycznego z
Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

W odpowiedzi na pismo z dnia 22.02.2019 r. dotyczace rozprawy doktorskiej

mgr farm. Anny Zgadzaj pt. ,Ocena wpfywu wybranych substancji pomocniczych na

fototoksycznosé, fotogenotoksycznos¢ i fotodegradacje fluorochinolonéw stosowanych w

okulistyce”, jako uzupetnienie przestanej wczesniej recenzji, wnioskuje o wyrdznienie tejze

rozprawy doktorskiej. Tematyka pracy ma charakter nowatorski oraz potencjat aplikacyjny i

niezwykle istotny z punktu widzenia bezpieczernstwa farmakoterapii. Ponadto wyniki badan

prowadzonych w ramach rozprawy zostaty juz opublikowane w czasopismach z listy Journal

Citation Reports posiadajacych wysoki wspotczynnik wptywu IF — impact factor (2 prace w

Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology IF 3,337 oraz jedna w European

Journal of Pharmaceutical Sciences IF 3,869).

Z powazaniem,

Kierownik
| Zaktadu Joksykologii

#tlgomas




