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RECENZJA
rozprawy doktorskiej lek. Michata Pasierskiego

pt. "Modulacja farmakologiczna aktywnosci epileptycznych, badania na
modelach zwierzecych”

Rozprawa doktorska Pana Michata Pasierskiego pt. ,Modulacja farmakologiczna
aktywnosci epileptycznych, badania na modelach zwierzecych” koncentruje sie na badaniu
mechanizméw dziatania substancji aktywnych (kwas walproinowy, kapsaicyna, guanfacyna)
na aktywnos¢ epileptyczng w korze przedczotowej. Praca wpisuje sie w obszar
neurofarmakologii z potencjalnymi implikacjami terapeutycznymi dla  zaburzer
neurologicznych, takich jak ADHD, choroba afektywna dwubiegunowa i padaczka. Na mnie
szczegdlne jako recenzencie wrazenie zrobita statystyka czestosci wystepowania padaczki
(>7 przypadkéw/1000 oséb) przytoczona przez doktoranta co wskazuje na istotnoéé tematyki
badan podjgtych przez Doktoranta. Tym bardziej, ze jak ok. 15% przypadkéw padaczki nie
reaguje na obecnie stosowang farmakoterapie. Innym waznym zagadnieniem jest wskazany
przez Pana Pasierskiego zwigzek padaczki z szeregiem zaburzen psychicznych.

Praca zostata zaprezentowana jako spdjny tematycznie zbidr 4 artykutéw (tzw.
“zszywka") poprzedzony, wykazem publikacji, spisem tresci, wykazem stosowanych skrétow,
tréjstronicowym streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, czternastostronicowym
wstepem w jezyku polskim, bibliografia liczaca 49 pozycji, oraz zatozeniami i celem pracy,
oraz podsumowaniem i wnioskami (po jednej stronie). Do rozprawy zataczono te:
oswiadczenia wspétautorow w  ktérych udokumentowany jest przewaiajgcy udziat
Kandydata w powstawania wymienionych publikacji. Rozprawe zamyka analiza
bibliometryczna publikacji Kandydata wymieniajaca 18 wieloautorskich prac oryginalnych. W
szesciu z tych publikacji Doktorant jest pierwszym autorem a w innych szesciu jest autorem
drugim. Mimo, Ze nie stanowi to przedmiotu oceny tej rozprawy, swiadczy jednak o duzej
aktywnosci naukowej Kandydata.

W  streszczeniu Doktorant podsumowat wyniki i hipotezy przedstawione w
publikacjach wchodzacych w sktad rozprawy, ktérych opis rozwinagt we wstepie. Czesc
publikacyjng rozprawy stanowig cztery publikacje, w tym trzy eksperymentalne, z ktérych
kazda wnosi istotny wkiad do obrazu dziatania wybranych substancji na aktywnog¢
epileptyczng w korze przedczotowej. W szczegdinosci celem przedstawionego cyklu prac
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eksperymentalnych byto zbadanie wptywu i mechanizmu dziatania kwasu walproinowego,
kapsaicyny i guanfacyny na aktywnosci typu padaczkowego wywotane w neuronach
piramidowych kory przedczotowe;.

We wszystkich trzech badaniach zastosowano podobny model eksperymentalny
oparty na pomiarach elektrofizjologicznych typu patch-clamp krétkich depolaryzacji, ktérym
towarzysza serie potencjatléw czynnosciowych indukowanych w neuronach piramidowych
skrawk6w kory przedczotowej. Doktorant na podstawie wczesniejszej literatury przyjat, ie sa
one odpowiednikiem in vitro krétkotrwatych wytadowan migdzynapadowych (ang. interictal
epileptiform discharges, 1EDs} rejestrowanych in vivo przy pomocy zbiorczych rejestracji
zewnatrzkomorkowych typu elektrokortykogramu lub elektroencefalogramu. Krétkotrwate
wytadowania miedzynapadowe sg nieprawidtowymi wytadowaniami elektrycznymi w korze
moézgowej, wystepujacymi pomiedzy napadami padaczkowymi, i uwaza sie, ze moga istotnie
przyczyniac sig do zaburzen funkcji poznawczych w padaczce. W swoim wstepie Kandydat
podkreslit, ze obecnosé krétkotrwatych wytadowar migdzynapadowych jest obserwowana
nie tylko w padaczce, ale i innych zaburzeniach neuropsychiatrycznych jak ADHD, choroba
Alzheimera, czy choroba dwubiegunowa.

Do badan Kandydat wykorzystat zwierzecy model in vitro w ktérym skrawki mézgu szczura
inkubowano w $rodowisku o podwyiszonym stezeniu jonéw potasu (5-10 mM)} | bez
obecnosci jonéw magnezu w plynie zewnatrzkomdrkowym. Takie traktowanie skutkowato
niewielka depolaryzacja neuronéw i sprzyjato indukeji aktywnosci epileptycznej typu
krétkotrwatych wytadowar miedzynapadowych.

Kandydat w rozprawie oméwit réwniez inne sposoby wywotania krétkotrwatych wytadowan
migdzynapadowych w skrawkach mézgowych takie tak jak: uposledzenie hamowania
synaptycznego przez blokowanie receptoréw GABA przez uiycie takich inhibitorow jak
bikukulina lub pikrotoksyna; czy zwiekszenie pobudliwoéci neurondw przez zablokowanie
kanatéw potasowych inhibitorami takimi jak 4-aminopirydyna czy dendrotoksyna. Metody te
Doktorant réwniez zastosowat w swoich badaniach.

Pierwsza publikacja pod tytutem "Valproic acid potently inhibits interictal-like
epileptiform activity in prefrontal cortex pyramidal neurons" opublikowana w 2019 roku w
Neuroscience Letters stanowi eksperymentalng analize mechanizmu dziatania kwasu
walproinowego — leku przeciwpadaczkowego o ugruntowanym zastosowaniu klinicznym.
Kwas walproinowy jest szeroko opisywanym w kontekscie epilepsji {(>6000 publikacji w bazie
PubMed). lednakie, przeprowadzono niewiele badan podstawowych typu patch-clamp z
tym zwigzkiem (w bazie PubMed znalaztem okoto 70 prac z uzyciem haset "valproic acid" i
"patch-clamp”). Badania Doktoranta wykazaly, e kwas walproinowy zmniejszat
czgstotliwosé  krotkotrwatych  wytadowan migdzynapadowych w skrawkach kory
przedczotowe] w sposéb zaleiny od stezenia. Efekt kwasu walproinowego na aktywnoic¢
epileptyczna byt réwniez wigkszy, gdy potencjat btony byt bardziej zdepolaryzowany.
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Doktorant zaobserwowat réwniez, ze kwas walproinowy hamuje spontaniczne potencjaty
postsynaptyczne pobudzajace (ang. spontaneous excitatory post- synaptic potentials, sEPSP),
Jak zauwazyt Doktorant wskazuje to na szerszy modulacyjny wptyw kwasu walproinowego na
transmisje synaptyczng dodatkowo potwierdzony przez zdolnog¢ walproinianu do
zmniejszenia pobudiiwosci neuronalnej w piramidowych neuronach kory przedczotowe;j.
Blokowanie krétkotrwatych wytadowarn migdzynapadowych w tych komérkach przez kwas
walproinowy obserwowane przez Doktoranta stoi w sprzecznos¢ z wynikami uzyskanymi
wczesniej przez inne grupy na skrawkach hipokampainych i kory $rédwechowej (Brueckner
C. i wspét., 2000; D'Antuono M, i wspét. 2010). W tym kontekscie widze szczegdlng wartoéé
publikacji Doktoranta wnoszacy istotny wkiad polemiczny do istniejacej wiedzy. W swojej
publikacji Kandydat nie zaproponowat mozliwych przyczyny tych réznic. Czy z perspektywy
dzisiejszej wiedzy mogthy sie pokusi¢ sie o ich wyttumaczenie, czy te: postawienie
odpowiednich hipotez? Czy zdaniem Doktoranta fakt istnienia takich réznic przemawia ze
farmakoterapig walproinianem tylko w przypadkach w ktérych krétkotrwate wytadowania
migdzynapadowe lokalizuja sie w korze przedczotowej? Czy kliniczna skutecznoéé
walproinianu jako leku przeciwpadaczkowego, zwigzana jest ze #rédlem napadow
padaczkowych? Doktorant stwierdza, ze cyt. "kwas walproinowy moze by¢ korzystny dla
pacjentéw z zaburzeniami poznawczymi zwigzanymi z IEDs (krétkotrwatymi wytadowaniami
migdzynapadowymi), nawet w przypadku braku napadéw padaczkowych. Istnieja
doniesienia sugerujace, ze kwas walproinowy moze poprawiaé deficyty poznawcze zwigzane
z |EDs (krotkotrwatymi wytadowaniami migdzynapadowymi)". | tu chciatby zapyta¢ sie, jakie
sq skutki uboczne stosowania kwasu walproinowego i na ile w tym kontekécie stosowanie
kwasu walproinowego u 0séb u ktérych napady padaczkowe nie wystepuja jest uzasadnione.

W drugiej publikacji zatytutowanej "Capsaicin inhibits sodium currents and
epileptiform activity in prefrontal cortex pyramidal neurons”, a opublikowanej w 2020 roku
w Neurochemistry International, Doktorant bada wplyw kapsaicyny — znanego gtéwnie 2z
modulacji kanatéw TRPV1 - na aktywnoéé epileptyczng i prady sodowe w neuronach
piramidalnych kory przedczotowej. Kandydat wykazat stosujgc pomiary metoda current
clamp, ie kapsaicyna znaczaco hamowata czestotliwosc i amplitudy serii potencjatéw
czynnosciowych neurondw. W eksperymentach tych nie zauwazono wptywu kapsaicyny na
potencjat btonowy neuronéw, co jak zauwazyt Doktorant zasugerowal, ze to nie kanaty
TRPV1 byly jej celem. Z kolei badania Doktoranta w konfiguracji voltage clamp wykazaty, ze
kapsaicyna znaczgco hamowata prady sodowe, przy czym stopieri zahamowania byt wiekszy
przy wigkszych czgstotliwosciach wywotania tych pradéw. Wyniki te sugerujg mechanizm
blokady kanatéw sodowych zaleinej od uzycia, szczegblnie istotny w warunkach duzej
aktywnosci neuronalnej, obserwowanej np. w padaczce. Za przeciwpadaczkowymi
wlasnosciami  kapsaicyny przemawialy réwniez zaobserwowane przez Doktoranta
przesunigcie krzywej inaktywacji kanatéw sodowych w kierunku ujemnych wartosci napiecia,
skutkujace zwigkszong inaktywacje tych kanatow w spoczynku. Jednakze, analiza wptywu
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kapsaicyny na prady sodowe przeprowadzona przez Doktoranta, ujawnita tez potencjalne
wiasnoéci proepileptyczne kapsaicyny zwigzane z przesunigciem krzywej aktywacji tych
pradéw w kierunku niiszych potencjatéw btonowych. W tym kontekécie zasadne byto
zbadanie, czy kaspaicyna blokuje aktywnoéci neuronéw o charakterze padaczkowym, a
zatem czy moze wykazywad potencjalne wiasnosci przeciwpadaczkowe. | rzeczywiscie
Doktorant wykazat taki potencjat kapsaicyny w trzech modelach badawczych. Po pierwsze
kapsaicyna hamowata krétkotrwate wyladowania migedzynapadowe wywotane przez
inkubacjg skrawkéw kory przedczotowej w roztworze z 5 mM K* i pozbawionym jondw
magnezu, tj. w modelu ktéry wczesniej prowadzit Doktorant dla badari nad walproinianem.
Po drugie kapsaicyna okazata sig efektywna w blokowaniu znacznie dtuiszych wytadowar
epileptycznych, indukowanych w nieobecnosci jonow magnezu przez inhibitor kanatéw
potasowych, 4-aminopirydyng. Co interesujace w tym modelu kwas walproinowy byt
nieefektywny. Po trzecie kapsaicyna okazata si¢ efektywna, choé jak zaznacza Doktorant w
mniejszym stopniu, w znoszeniu wytadowar indukowanych przez antagoniste receptora
GABA - pikrotoksyne. Poza wartosciowymi wynikami eksperymentdw, wysoko oceniam
zawarty w publikacji dyskusje w tym wnioskowanie o motliwych $ciezkach modulacji przez
kapsaicyne kanatéw TRPV1 i jej wplywie nie tylko na kanaly sodowe, ale takie na kanaty
potasowe (wniosek wysnuty na podstawie analizy wptywu kapsaicyny na aktywnos¢
epileptyczng spowodowang hamowaniem kanatéw potasowych przez 4-amidopirydyne).
Badania Doktoranta, takie w kontekécie badan innych naukowcéw wskazuja na duia
nieselektywnos¢ dziatania kapsaicyny, przynajmniej w kontekscie kanatéw jonowych. Tutaj
doktorant sugeruje, Ze cyt. "struktura kapsaicyny moze by¢ przydatna do opracowania
nowych lekéw przeciwpadaczkowych". W jakim kierunku Doktorant pokierowatby tego typu
badania? Czy zasadna byloby zmiana specyficznosci jej pochodnych do kanatéow innych niz
TRPV1 - zwtaszcza w kontekscie aktywacji tych kanatéw w neuronach czuciowych? Doktorant
W rozprawie stwierdza réwniez, ze cyt. "Przyszte badania powinny sie koncentrowaé na
szczegbtowych mechanizmach dziatania kapsaicyny, jej skuteczno$ci w organizmach zywych
oraz potencjalnych synergicznych efektach z istniejacymi lekami przeciwpadaczkowymi"
Kapsaicyna jest zwigzkiem silnie hydrofobowym (logP= 3.6). Biorac to pod uwage oraz jej
aktywnos¢ wzgledem doéé réinych kanaléw zastanawiam sie, czy nie wynika ona z
modyfikacji przez nig bton bioclogicznych. Chciatbym zapytac sie, o opinie Doktoranta w tym
kontekscie. Czy jakies doswiadczenia, ktére przeprowadzit mogq $wiadczyé za lub przeciw
takiemu mechanizmowi?

W trzeciej publikacji pt. "Guanfacine inhibits interictal epileptiform events and
sodium currents in prefrontal cortex pyramidal neurons" opublikowanej w 2023 roku, w
Pharmacological Reports, Doktorant koncentruje si¢ na badaniu guanfacyny — leku
stosowanego w leczeniu zespét nadpobudiiwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (ADHD)
— pod katem jej wptywu na krétkotrwate wytadowania migdzynapadowe oraz prady sodowe
w neuronach kory przedczotowe;j.
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Doktorant w rozprawie uzasadnit zasadnog¢ badan wskazujac, ze u 0s6b z ADHD padaczka
wystgpuje cztery raz czgsciej w poréwnaniu z ogéing populacjy, a krétkotrwate wytadowania
migdzynapadowe sg czesto obserwowane u pacjentéw z ADHD. Dodatkowo Doktorant
wskazal, e terapia u pacjentéw z ADHD i padaczka stanowi wyzwanie ze wzgledu na
pogorszenie napadéw padaczkowych przez leki na ADHD. Guanfacyna, agonista receptora
alfa-2A-adrenergicznego, jest czesto stosowana w leczeniu ADHD, mimo, ze mechanizm jej
dziatania w mézgu nie jest w petni zrozumiany. W swojej pracy Doktorant wykazat ze
guanfacyna skutecznie i zaleinie od stezenia redukowata czestosé¢ krétkotrwalych
wytadowann miedzynapadowych. Co ciekawe efekt ten byt niezalezny od jej gtéwnego
miejsca dziatania, czyli receptora alfa-2A-adrenergicznego, gdy: taki sam efekt guanfancyny
obserwowany byt w obecnoéé¢ idazoksanu - antagonisty tego receptora. W dalszej czeici
pracy Doktorant przy uzyciu metody current clamp zaobserwowat hamowanie pobudliwosci
neuronéw przez guanfancyne. Poniewaz, wczesniej obserwowano obnizenie pobudliwoéci
neurondw przez inhibicje pradéw sodowych Doktorant wysunat hipoteze, ze réwnie:z
guanfacyna blokuje kanaty sodowe. Zaproponowana hipoteza okazata sie prawdziwa a
guanfancyna hamowat zaréwno wolno jak i szybko inaktywujace prady sodowe. Tu
szczeg6lnie ciekawa wydaje mi sie kolejna hipoteza Doktoranta, ktory zauwaiyt, ze struktura
chemiczna guanfacyny przypomina strukture blokeréw kanatéw sodowych stosowanych w
znieczuleniach miejscowych, tj. miejscowych anestetykow takich jak lidokaina i prokaina. | tu
chciatbym zapytaé sie Doktoranta: W jakim stopniu powinowactwo miejscowych
anestetykéw do kanatéw sodowych réini sie od powinowactwa guanfacyny?

Ostatnia czwarta publikacja "Beneficial Effects of Capsaicin in Disorders of the
Central Nervous System" (Molecules, 2022) to doskonaty przeglad literatury, ktéry opisuje
réinorodne efekty biologiczne kapsaicyny w kontekscie terapeutycznym. We stepie
Doktorant wymienia wplyw kapsaicyny m.in. na mikrobiom a w efekcie na mozliwos¢ terapie
nadwagi; potencjalng aktywnoséé przeciwrakowg zwigzang z indukcjg apoptozy, czy wtasnosci
wazorelaksacyjne. W dalszej czesci pracy przegiagdowej Doktorant w szeregu rozdziatéw
szczegdtowo opisuje efekty kapsaicyny w kontekécie zaburzeri neurologicznych takich jak
choroba Alzheimera, Parkinsona, padaczka, udary, depresja i migrena. Artykut omawia
zaréwno proepileptyczne, jak i przeciwpadaczkowe whasciwosci kapsaicyny, wskazujac, ze
efekt ten zalezy od miejsca dziatania — proepileptyczne efekty w hipokampie i dziatanie
przeciwpadaczkowe w korze przedczotowej. Autor proponuje, ie efekt antyepileptyczny
kapsaicyny wynika z jej wptywu na kanaty sodowe, co moie byé podstawy do dalszego
rozwoju lekdw o potencjale przeciwpadaczkowym.

Rozprawa doktorska w formie cyklu publikacji naukowych, z zatozenia nie wyczerpuje
zagadnienie tak jak ta w formie monografii. Uwazam, ze dla wygody mniej zorientowanego
czytelnika bylo by z korzyscia jednakie, gdyby Doktorant kilka problemow omdéwit bardziej
szczegotowo.
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| tak, chociaz Doktorant skupia sie na krétkotrwatych wytadowar miedzynapadowych, nie
przedstawia szczegdtowego omodwienia réznic migdzy tymi wytadowaniami a petnymi
napadami padaczkowymi. Brak precyzyjnego wyjasnienia tej réinicy ogranicza mozliwosc
oceny, na ile przedstawione wyniki mogg by¢ przektadane na realne scenariusze kliniczne
padaczki. Dalej, modele krétkotrwatych wytadowa miedzynapadowych oparte na
zaburzeniach réwnowagi jonowej (np. wysoki poziom potasu, brak magnezu) Moga nie
odzwierciedla¢ w petni mechanizmoéw patofizjologicznych padaczki w organizmach zywych.
Rozprawa jednak nie porusza, w jakim stopniu uiyte modele s3 reprezentatywne dla
padaczki u ludzi. Ostatnim problemem, ktory mogtby zwiekszy¢ wartosé rozprawy w moim
mniemaniu jest dyskusja o stgieniach substancji aktywnych. ! tu chciatbym przy okazji
podkresli¢c w mojej ocenie niezwykia wartosé cyklu prac Doktoranta, ktéry w istocie swojej
bada efekty niespecyficzne (ang. "off-target") dziatania kwasu walproinowego, kapsaicyny i
guanfacyny. Odkrywanie nowych lekow staje sig coraz trudniejsze, a nowe zastosowania
znanych substancji s3 niewatpliwie wyraznym trendem w dzisiejsze] farmakologii. Tu
rozprawa mogfaby odnie$¢ sie do zaleiznoéci migdzy dawka a efektem. Jakie steienia
badanych zwiazkéw osiagane sa u pacjentow w praktyce terapeutycznej? Jakie jest okno
terapeutyczne? Jakie efekty (on-target, czy off-target) mogq by¢ istotniejsze w danej terapii?
Zrozumienie takich zaleiznosci miatoby istotne znaczenie dla potencjainych zastosowan
terapeutycznych. Podrednio w publikacjach Doktorant poruszat te zagadnienia, ale jednak
zbiorcze poréwnanie i dyskusja w rozprawie byta na miejscu.

Rozprawa ostata przygotowana bardzo starannie i tylko z obowigzku recenzenta chciatbym
zwrdci¢ uwage na nieliczne i niewielkie btedy. | tak w wykazie skrétéw znalaztem dwa:

4-AP — 4-amniopirydyna - powinna byé "4-aminopirydyna”

NMDA - N-methyl-d-aspartic acid (kwas n-metylo d aspartanowy) powinna by¢ "kwas N-
metylo-D-asparaginowy”.

W podsumowaniu, rozprawa doktorska Michata Pasierskiego  dostarcza
wartosciowych danych na temat dziatania wybranych substancji na aktywnosé epileptyczng.
Prace eksperymentalne, prowadzone gtéwnie z zastosowaniem technik
elektrofizjologicznych (patch-clamp) i modeli in vitro, umozliwity precyzyjng kontrole
warunkdw badawczych oraz ocene wplywu kapsaicyny, guanfacyny i kwasu walproinowego
na krotkotrwate wytadowania miedzynapadowe w izolowanych neuronach. Badania byly
przeprowadzane na neuronach przysrodkowej kory przedczotowej, co podkreéla ich
znaczenie w kontekscie funkcji poznawczych i regulacji emocji. Wysoki stopier
powtarzalnosci wynikéw oraz rzetelna analiza statystyczna zwiekszajg wiarygodnosé
uzyskanych danych.

Wyniki rozprawy sugeruja potencjalne whaéciwosci przeciwpadaczkowe kapsaicyny, co czyni
ja obiecujacy aiternatywa terapeutyczna w przypadkach padaczki opornej na klasyczne leki.
Ponadto, wyraziny efekt hamujacy guanfacyny na prady sodowe wskazuje na mozliwoé¢ jej
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zastosowania w terapii zaréwno padaczki, jak i ADHD. Wyniki te zostaty szczegétowo
udokumentowane i wsparte analizami statystycznymi.
Przedstawione wyniki maja istotne znaczenie dla badari nad terapiami neurologicznymi,
oferujac potencjat zaréwno w leczeniu padaczki opornej na leczenie, jak i w badaniach nad
nowymi zastosowaniami istniejacych lekéw w zaburzeniach neurologicznych. Praca ta
stanowi cenny wktad w rozwoj nauki i moze inspirowaé dalsze badania w tej dziedzinie.

Ostatecznie stwierdzam, ze przediozona mi do oceny rozprawa doktorska lek.
Michata Pasierskiego pt. ,Modulacja farmakologiczna aktywnosci epileptycznych,
badania na modelach zwierzecych” spetnia warunki okreélone 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 Dyscyplin Naukowych o dopuszczenie Pana Michata
Pasierskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie ze wzgledu na
istotnos¢ cykiu recenzowanych czterech prac, poczynione obserwacje oraz hipotezy, w
tym zwlaszcza zwigzane z wplywem niespecyficznym (ang. "off-target") badanych
zwigzkdéw na kanaly sodowe, wnosze o wyréinienie rozprawy doktorskiej.
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dr hab. Piotr Koprowski
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