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dr hab. n. farm. Bartosz Wielgomas, prof. uczelni Gdansk, 13 wrzesnia 2023

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. inz. Macieja Nogi

pt.: ,Badania wybranych parametréw toksykologicznych dla zwigzkow
fosforoorganicznych z grupy Novichok przy uzyciu metod
toksykologii i silico”

Recenzja zostala sporzadzona w  odpowiedzi na pismo (INM  174/23)
prof. dr. hab. n. med. Adama Reich — Przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Rzeszowskiego (Kolegium Nauk Medycznych, Instytut Nauk Medycznych) z dnia 17
lipca 2023 roku.

Prace doktorska ocenilem pod katem spelnienia kryteriow wskazanych w art. 187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. 2022 poz. 574 ze zm.).

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostala wykona w Instytucie Ekspertyz
Medycznych w Fodzt (IEM), w Zakladzie Toksykologii Regulacyjnej 1 Sadowej. Promotorem
rozprawy jest dr hab. n. med. 1 n. o zdr. Kamil Jurowski, prof. UR, prof. IEM a Promotorem
pomocniczym dr n. med. Agata Michalska.

Rozprawa ma forme wydruku komputerowego o lacznej objetosci 86 stron 1 ma uklad
charakterystyczny dla dysertacji opartych na zbiorze publikacji. Kopie wspomnianych publikacji
bedacych efektem pracy Doktoranta sa najbardziej obszernym rozdzialem rozprawy a poprzedzajq
go logicznie ulozone sekcje, ktorych celem jest wprowadzenie, uzasadnienie podjecia tematu
badawczego, przedstawienie technik 1 metod badawczych, prezentacja wynikow 1 wnioskow.
Spetniony jest tez ustawowy wymog zamieszczenia streszczenia w jezyku angielskim (dodatkowo
jest takze polskojezyczne). Dwa ostatnie rozdzialy zawieraja odpowiednio bibliografie 1
oswiadczenia wspolautorow publikacjt o ,,wyrazeniu zgody na wykorzystanie danych publikacji do
potrzeb rozprawy doktorskiej”, podczas gdy oswiadczenia te zgodnie z zapisami przywolanego
tamze Regulaminu przeprowadzania czynnosci w postgpowaniach w sprawie nadania stopnia
doktora oraz stopnia doktora habilitowanego prowadzonych na Uniwersytecie Rzeszowskim z dnia
31 marca 2022 powinny zawieraC ,oSwiadczenia wszystkich jej wspolautorow okreslajace
indywidualny wklad kazdego z nich w jej powstanie”. O udziale 1 roli poszczegolnych autorow w
przygotowaniu manuskryptow dowiadujemy si¢ posrednio z sekcji contributions w kazdej z publikacii
wchodzacych w sklad rozprawy. 7 tych o$wiadczen wynika, ze Pan mgr inz. Maciej Noga bral
udzial w przygotowaniu pierwszych wersji wszystkich manuskryptow, przeprowadzal analizy 1 byl
odpowiedzialny za graficzne przedstawienie wynikow. Stanowi to wystarczajace dla recenzenta
potwierdzenie istotnego wkladu Doktoranta w powstanie tych prac.

W odroznienin od recenzentow, ktorzy mieli okazje zapoznac¢ si¢ wylacznie z
poszczegolnymi manuskryptami podczas recenzji na prosbe redakcji czasopisma, recenzent

KATEDRA | ZAKLAD TOKSYKOLOGII, WYDZIAL FARMACEUTYCINY
Al. Gen. J. Hallera 107
80-416 Gdansk, tel.: +48 58 349 16 71




{ GDANSKI
¥ UNIWERSYTET
¥ MEDYCZNY

rozprawy doktorskiej ma mozliwos¢ a jednoczesnie jest to jego obowiazkiem, aby spojrzeé na
zagadnienia omawiane w kilku publikacjach calosciowo, oceni¢ zasadnos¢ podjecia tematu, uzyte
techniki, metody i narzedzia a takze oceni¢ wiarygodnosé, sp6jnosé, jakosc i znaczenie uzyskanych
wynikow.

Rozprawa doktorska jest oparta na 4 publikacjach, z czego dwie sq pracami przegladowymi.
Wszystkie publikacje ukazaly si¢ w 2023 roku i w kazdej z nich mgr inz. Maciej Noga jest pierwszym
autorem. Nalezy zwroci¢ uwage, ze czasopisma: Archives of Toxicology, Jomrnal of Clinical Medicine oraz
Science of the Total Environment to bardzo prestizowe periodyki o uznanej renomie, wysoko
punktowane w wykazach krajowych jak i miedzynarodowych. Sumaryczna wartos¢ wspotczynnika
oddzialywania Impact Factor czasopism wynosi 28,054 natomiast liczba punktow MEIN to 620.
Warty odnotowania jest takze dorobek Doktoranta niewchodzacy w sklad rozprawy (IF — 33,298 1
760 pkt. MEiN). Projekt doktorski nie byl finansowany ze srodkow zewnetrznych pozyskanych na
drodze konkursu.

Ocena merytoryczna

Acetylocholinoesteraza pelni kluczowa role w przekaznictwie nerwowym jako enzym
odpowiedzialny za rozklad neuroprzekaznika — acetylocholiny. Stanowi atrakcyjny
farmakologiczny punkt uchwytu, wykorzystywany wielokierunkowo, od dzialania terapeutycznego,
poprzez zwalczanie szkodnikow (insektycydy) po bron chemiczng. Hamowanie enzymu przynosi

arowno skutki ostre 1 opdznione w wyniku jednorazowej ekspozycji jak 1 przewlekle wynikajace z
diugotrwalego narazenia na niewielkie dawki. Szereg zwigzkow o takim mechanizmie dzialania
znajduje si¢ w oficjalnych rejestrach broni chemicznej. Dwie prace przegladowe wchodzace w sklad
rozprawy w sposob bardzo obszerny prezentuja aktualng wiedz¢ na temat specyficznej grupy
zwigzkéw chemicznych o charakterze inhibitorow acetylocholinoesterazy okreslanych jako
nowiczoki (ang. Novichoks). Jest to jedna z niewielu grup substancji chemiczaych, dla ktorych liczba
dostepnych danych eksperymentalnych w domenie publicznej jest bardzo ograniczona. Do tego
stopnia, ze nawet na temat budowy chemicznej wigkszosci z nich trwaja spekulacje. Z wiadomych
wzgledéw nie prowadzi si¢ badan tych substancji, nie sa komercyjnie dostepne a publikowanie
wynikow tego typu badan moze by¢ wykorzystane w ztym celu.

Z punktu widzenia bezpieczenstwa spolecznego, kazdy incydent z wykorzystaniem tego
rodzaju broni chemicznej jest znaczacym zagrozeniem o nieprzewidywalnych skutkach.
Dotychezas nowiczoki byly wykorzystane do zwalczania pojedynczych osob, natomiast brak jest
informacji na temat masowego uzycia. Nie wyklucza to jednak mozliwosci powstawania wtornych
zatru¢ przypadkowych oséb. Dotychezas udokumentowane przypadki zastosowania nowiczokow,
opisywane przez Doktoranta 1 wspolautorow w publikacjach bedacych skladowymi rozprawy,
wskazuja rowniez na zagrozenia wynikajace ze skazenia srodowiska w miejscu ich aplikacii
Wskutek tego moze dochodzi¢c do zatru¢ wtornych poprzez kontakt z zanieczyszczonymi
przedmiotami, odzieza itd. Majac na uwadze wysoka toksycznos¢ ostra tych zwiazkow,
nieokreslony los 1 trwalos¢ w srodowisku, nowa wiedza w tych obszarach jest jak najbardziej
pozadana. Niewielka jest los¢ rzetelnych informacji na temat budowy chemicznej, whasciwosci
fizykochemicznych, toksycznosci, toksykokinetyki, losu w srodowisku, brak legalnego,
komercyjnego zrodta substancii, wysokie ryzyko podczas prowadzenia badan, ale takze dazenie do
stosowania metod alternatywnych w toksykologii, sklonily Doktoranta 1 Promotorow do podjecia
waznego tematu.
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Doktorant mial za zadanie oszacowaé toksycznos¢ ostra i wybrane aspekty losu
srodowiskowego grupy 17 nowiczokdw z wykorzystaniem narzedzi in silico.

Opis pracy, obejmujacy rozdzaly od czwartego do dsmego, przygotowany przez
Doktoranta jest adekwatny pod wzgledem jakoSciowym i ilosciowym do tematu. Jest
skondensowany 1 pozwala czytelnikowi zapozna¢ si¢ z ogolna koncepcja i przebiegiem procesu
badawczego. Nietrudno dostrzec, ze Doktorant ze wzgledu na wygode, przygotowal ten fragment
rozprawy w duzej mierze w oparciu o tworzone wezesniej manuskrypty w jezyku angielskim. O ile
jezyk angielski jest jezykiem nauki, to przygotowujac rozprawe w jezyku polskim, nalezaloby
dolozy¢ staran, aby polskojezyczny wstep byl napisany poprawna polszczyzna. Niestety w wielu
miejscach natrafitem na kalki jezykowe/anglicyzmy (strona 15. - ,,drogi toksycznosci” od ang.
foxicity pathways, przepltyw pracy” — od ang. workflow). Rozumiem, ze wiele z anglojezycznych
terminow nie ma odpowiednikow w jezyku polskim, ale w takim wypadku lepiej zastosowaé szerszy
opis niz uzy¢ kalki jezykowej lub bezposredniego thumaczenia. Przykiad takiego niefortunnego
zdanta: ,,Laki w danyeh (z ang. data gaps) sq wypelniane ga pomocq nastgpujaeego elastyezmego preplynu pracy
(Hlumaczenie 3 ang. ,workflow”), w ramach ktorego tworgone sq logone kategorie, a niekompletne dane sq
szaconane popres. podeiscie prekrgjome b astosowanie lokalnych OSAR”. Anglojezyczny termin ,,data
gaps” w wielu miejscach Doktorant tlamaczy jako ,,luki danych” lub bardziej poprawnie ,luki w
danych”, ale czy nie lepiej byloby po prostu zastapi¢ ten termin ,brakiem danych” albo jak w
powyzszym zdaniu: ,,niekompletnymi danymi”. Ponizej wymieniam inne, wybrane, edytorskie
niedociggniecia, na ktore natknalem si¢ podczas lektury rozprawy:

e, manifestacji szeregu objawow” — propozycja: ,,wystapienia szeregu objawow”,

o sy zwigzkami fosforoorganicznymi zaprojektowanymi tak, aby byly nieuleczalne i
niewykrywalne” — propozycja: ,,s4 zwiazkami fosforoorganicznymi zaprojektowanymi
tak, aby byly niewykrywalne a zatrucia nimi nieuleczalne”

e  Nadrzednym problemem zwigzkow fosforoorganicznych z grupy Novichok jest
znikoma dos¢ danych zawartych w literaturze naukowej” — propozycja: ,,Istotnym
problemem jest znikoma ilos¢ danych zawartych w literaturze naukowej na temat
zwiazkow fosforoorganicznych z grupy Novichok”

e ,utrzymuja si¢ one niezmienne w srodowisku” — propozycja: ,utrzymujq sig
niezmienione w srodowisku”

e ,udowodniono skutecznos¢ terapii butyrylocholinoesterazy” - powinno byc
wudowodniono skutecznosc terapii butyrylocholinoesteraza”

e Nie ma watpliwosci, ze los tych niebezpiecznych substancji w srodowisku jest
znaczacy, ale takze trudny do okreslenia ze wzgledu na ich toksycznosc, a ma to
niezaprzeczalne znaczenie dla bezpieczenstwa czlowieka” — co Doktorant rozumie
jako znaczacy?

e ,okres poltrwania zakwalifikowano jako wolny” — okres poéltrwania wyrazamy
jednostkami czasu a nie szybkosci.

Doktorant w rozdziale 5. przedstawil plan badawczy z kolejnymi etapami oraz postawil
osiem pytan badawczych. W opinii Recenzenta lista pytad badawczych jest niepotrzebnie
rozbudowana i rozdrobniona. W praktyce zostaly oszacowane z wykorzystaniem dostepnych
narzedzi in sifico 1. wartosci LD50 przy narazeniu droga pokarmowa u szczura oraz 2. wybrane
parametry losu srodowiskowego 1 one faktycznie zostaly wskazane jako cele pracy. Pozostale
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pytania badawcze wprowadzaja niepotrzebne zamieszanie, szczegdlnie jesli skonfrontuje sie je z
wnioskami na stronie 27, ktore powinny odnosic si¢ do wszystkich postawionych wezesniej pytan.

Komentarz szczegdlowy. Pytanie badawcze numer 1 — ,czy z powodzeniem mozna
estymowac wybrane parametry toksykologiczne dla srodkéw paralizujacych typu Novichok przy
uzyciu metod 7z silico? Wg stownika jezyka polskiego PWN wyrazenie ,,z powodzeniem” oznacza
1. «z dobrym skutkiem, pomyslnie» 2. «z duzym prawdopodobieristwem». Ktdre znaczenie Autor
mial na mysli? W jaki sposob weryfikowana jest zdolnos¢ predykeyjna modeli in silico
(prawdopodobicsistive lub niepenwnoss? Czy zamiarem byla ocena sprawnosci dzialania programu
komputerowego wykorzystujacego model QSAR czy zgodno$é uzyskiwanego wyniku predylkcji z
wartoscia rzeczywista?

Wspomniane tu pytanie badawcze 1. ma rowniez powiazanie z pytaniem 8.: ,,Kidre mefody
toksykologii in silico beda charakteryzomaly sig najnyssgaq wiarygodnosiiq ugyskiwanych wynikdw w pordnmanin
do innych ugytych?”’

We wnioskach znajdujemy nastepujace odpowiedzi: na pytanie pietwsze ,,z powodzeniem
oszacowano toksycznosc...” — jaka jest podstawa do takiego stwierdzenia? Na jakiej podstawie
Doktorant stwierdzil osiagniecie ,,powodzenia”? Natomiast odpowiedz na pytanie 8.: ,,Nie mosna
Jednoznacsmie shrierdzic, kidry g gastosowanych modeli in silico cechowal sie najwyssza dokladnoiciq ngyskanyeh
wartose...”

Niestety, pytanie 8. dotyczace wiarygodnosci 1 porownania narzedzi #n silico pozostanie bez
odpowiedzi. Bezwzgledna weryfikacja jest konfrontacja wartosci prognozowanych z
eksperymentalnymi, ktérych nie ma i1 prawdopodobnie dlugo nie bedzie w domenie publicznej.

W rozdziale 6. Doktorant opisuje metodyczne aspekty przygotowania publikacji przegladowych
oraz charakteryzuje metody obliczeniowe i silico, wykorzystywane w toksykologii, skupiajac si¢ na
narzedziach (QSAR Toolbox; Estimation Program Interface - EPI Suite oraz Toxicity Estimation
Software Tool - TEST), ktore zastosowal w swoich badaniach.

Rozdzial 7. zawiera opis uzyskanych wynikow i ich dyskusje.
Krotka charakterystyka publikacji wchodzacych w sktad rozprawy.

Praca 1. Review of Possible Therapies in Treatment of Novichoks Poisoning and
HAZMAT/CBRNE Approaches: State of the Art

To skondensowany przeglad dotychczas opublikowanych informacji nt. budowy
chemicznej, toksycznosci, przypadkow zatruc oraz procedur stosowanych podczas leczenia zatruc.
W publikacji przedstawiono takze aspekty ochrony przed ekspozycja w okolicznosct wypadku a
takze procedury dekontaminaciji. Zasadniczo, w ostrych zatruciach postgpowanie medyczne skupia
sic na okresleniu rodzaju toksydromu, zastosowaniu dekontaminacji, usunigciu trucizny
niezresorbowanej no i przede wszystkim podtrzymaniu funkcji zyciowych. W écisle okreslonych
sytuacjach zastosowanie majq specyticzne odtrutki. Tak jest tez w przypadku zatru¢ inhibitorami
acetylocholinoesterazy. Ze wzgledu na niewielka liczbe udokumentowanych zatru¢ nowiczokami,
nie zidentyfikowano unikalnych dla tej grupy zwiazkow, skutecznych odtrutek, innych niz dla
»Klasycznych” inhibitorow. Autorzy opisujq tez stosowane procedury w sytuacjach skazenia
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celowego lub przypadkowego, zwracajac uwage na dzialania organizacyjne, ochronne majace na
celu zabezpieczenie ratownikow 1 otoczenia i zapobiegajac wtornych zatruciom.

Podczas lektury zwrocitem uwage na Paragraf 3.2. Supplies. Akapit jest niemal doslownym
cytatem z pracy nr 13: Haslam, J.D.; Russell, P.; Hill, S.; Emmett, S.R.; Blain, P.G. Chemical,
Biological, Radiological, and Nuclear Mass Casualty Medicine: A Review of Lessons from the
Salisbury and Amesbury Novichok Nerve Agent Incidents. Br. J. Anaesth. 2022, 128, e200—€205.,
natomiast nie ma bezposredniego odnosnika do tego Zrodla. Ponadto Doktorant blednie
parafrazowal oryginal wskazujac pirydyne ,,pyridine” jako odtrutke a nie pralidoksym. Zdanie to
nawet jesli mialo by¢ rzeczywiscie zacytowane, to powinno by¢ zapisane w trzeciej a nie pierwszej
osobie liczby mnogiej.

Mozna t¢ prace traktowac jako kompendium ogolnej wiedzy przydatne dla lekarzy czy
wojskowych.

Praca II. What do we currently know about Novichoks? The state of the art.

W tej publikacji autorzy skupili si¢ gtownie na podsumowaniu wiedzy na temat wlasciwosci
fizykochemicznych, syntezy, mechanizmu dzialania oraz toksycznosci nowiczokow. Podobnie jak
poprzednia praca, stanowi ona cenne zrodlo informacji na temat tej tajemniczej grupy zwiazkow.

Lotnos¢ jest wielkoscia opisows, bezwymiarowa, zazwyczaj wyrazana preznoscia par lub
temperaturg wrzenia. W tabeli 1. w tejze pracy znajdziemy zarowno lotnos¢ jak 1 preznosc par oraz
temperature wrzenia. Z czego wynika niska spojnosc pomiedzy tymi wartosciami? Jakie kryteria
opisowe przyjeli autorzy dla parametru lotnos¢ w poszczegolnych pracach zrédlowych? Nie
znalaztem komentarza nt. tych niezgodnosct w publikacii.

Praca III. The prediction of hydrolysis and biodegradation of Novichoks using in silico
toxicology methods oraz IV. Application of toxicology mn silico methods for prediction of acute
toxicity (LD50) for Novichoks

Te dwie prace stanowig zasadniczy rdzed rozprawy i skupiaja si¢ na przewidywaniu
toksycznosci ostrej oraz hydrolizy 1 biodegradacji nowiczokow z wykorzystaniem narzedzi opartych
na modelach QSAR. W tej stosunkowo nielicznej grupie zwiazkdéw badanych, prognozowana
podatnosc na degradacje byta bardzo zréznicowana, od bardzo tatwo ulegajacych rozkladowi (np.
A-230, A-234) po stabilne w srodowisku (np. CO1A035).

To czego w obu pracach zdecydowanie mi zabraklo, to szerszego omowienia modeli QSAR
i postepowania krok-po-kroku, co pozwoliloby przesledzi¢ caly proces wykorzystania uzytych
narzedzi. Kluczowym zagadnieniem podczas korzystania z modeli QSAR jest werytikacja czy
badane czasteczki chemiczne naleza do dziedziny zastosowania (ang. applicability domain) danego
modelu. W jaki sposob werytikowano przynaleznosé substancji badanych do  dziedziny
zastosowania oraz ile indywidualnych substancji znajdowalo si¢ w zbiorze uczacym? Cuzy
Doktorant probowal wyjasni¢ jakie deskryptory molekularne opisujace budowe czasteczki,
wiasciwosci fizyko-chemiczne wplywajq na szacowane parametry? Wsparcie prognoz tworzonych
za pomoca modelu QSAR przez mechanistyczne wyjasnienie zaleznosci pomigdzy obecnoscig
okreslonych struktur (charakterystyks deskryptorow) a kierunkiem/sily dzialania biologicznego
uwiarygadnia uzyskane wyniki. Temu zagadnieniu Doktorant poswiecil wzglednie malo uwagi
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zarowno w publikacjach jak 1 omowieniu wynikdw w rozprawie (namiastke takich rozwazai mozna
znalez¢ w dyskusji, w pracy 1IL.).

Z pewnoscia rozwoj modeli obliczeniowych do przewidywania aktywnosci biologicznej to
kierunek, w ktorym aktualnie zmierzamy, starajac si¢ realizowaé w pelni zasady 3R. Techniki
obliczeniowe pozwalaja nie tylko wyeliminowac lub zmniejszyc¢ liczbe zwierzat wykorzystywanych
w naukach biomedycznych, ale zaoszczedzi¢ czas i srodki finansowe, kosztem wzglednie duzej, ale
akceptowalnej niepewnodci wynikow. Coraz wigcej dostepnych narzedzi charakteryzuje sie
wystarczajacymi parametrami wiarygodnosci i dzigki temu wyniki prognoz sa akceptowane przez
mnstytucje regulacyjne.

Podsumowujac, Doktorant wykorzystujac dostgpne narzedzia oparte na modelach QSAR
przeprowadzil prognozowanie toksycznosci ostrej u szczuréw i losu w §rodowisku 17
nowiczokow. Ze wzgledu na specyfike tej grupy zwiazkow: wysoka toksycznosé, komercyjna
niedostepnos¢ substancji wzorcowych oraz brak rzetelnych informacji na temat ich struktury i
wlasciwosci, podjety temat rozprawy uwazam za uzasadniony. Wykorzystane narzedzia in silico sa
uznane przez instytucje regulacyjne za odpowiednie do celow, z ktorymi mierzyl si¢ Doktorant.
Wymienione przeze mnie niedociagniecia edytorskie oraz zgloszone uwagi metytoryczne i
zapytania maja przede wzbudzic w Doktorancie potrzebe dalszego doskonalenia warsztatu
badawczego, ale takze by¢ punktem wyjscia do dyskusji podczas publicznej obrony.

Rozprawa doktorska mgr. inz. Macieja Nogi speinia wymogi ustawowe stawiane
rozprawom na stopien doktora i w zwigzku z tym wnioskuj¢ do Rady Naukowej Kolegium
Nauk Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego o dopuszczenie Pana mgr. inz. Macieja
Nogi do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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