im. Jerzego Maja

F Instytut Farmakologii
WS E  Polskiej Akademii Nauk

Prof. dr hab. n. med. Irena Nalepa
Kierownik Zaktadu Biochemii Mézgu
Tel. 12 6623225

e-mail: nalepa@if-pan.krakow.pl

OCENA
Rozprawy doktorskiej mgr AGNIESZKI WAWRZCZAK- BARGIELY
pt. ,,Wpltyw morfiny na aktywnos¢ kinaz ERK w wybranych

strukturach mézgu myszy”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska p. mgr Agnieszki Wawrzczak-Bargiety
zostata wykonana pod kierunkiem p. prof. dr hab. n. med. Ryszarda Przewlockiego w
Zaktadzie Neurofarmakologii Molekularnej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN w
Krakowie. Tematyka pracy doskonale wpisuje sie w wieloletnie badania promotora i
dotyczy waznej problematyki neurochemicznych i molekularnych zmian w moézgu, ktére
leza u podtoza uzaleznienia — przewlektej i nawracajacej choroby o$rodkowego uktadu
nerwowego. Mechanizm uzaleznienia od opioidéw jest od wielu lat intensywnie badany ze
wzgledu na fakt iz leki opioidowe sg szeroko stosowane w terapii bolu przewlekiego, a z
drugiej strony sg najczesciej naduzywanymi substancjami uzalezniajgcymi. Nalezy
podkresli¢, ze pomimo ogromnego postepu wiedzy mechanizm powstawania uzaleznien
lekowych nie jest wyjasniony w stopniu wystarczajacym do opracowania skutecznej terapii
przeciw uzaleznieniu od morfiny i innych opioidéw. Tym niemniej obecne podej$cia
badawcze do mechanizmdéw uzaleznienia, a takze do innych patologicznych stanéw —
roznych  zaburzenn . funkcjonowania moézgu, nakierowane s3 na badania
wewnatrzkomérkowych biatek sygnalizacyjnych odpowiedzialnych za adaptacje do
dziatania substancji o potencjale uzaleznieniowym i przetaczenie funkcji moézgu z
fizjologicznego stanu homeostazy do stanu patologicznej allostazy. Oceniana rozprawa
doktorska dotyczy wiec zagadnienia niezwykle waznego nie tylko z poznawczego punktu
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widzenia ale takze potencjalnego praktycznego / medycznego wykorzystania uzyskanych
wynikdéw do opracowywania terapii przeciw uzaleznieniu.

Rozprawa liczy 146 stron, w tym: streszczenie w jezyku polskim, wykaz
stosowanych skrotdéw, wstep, zatozenia i cele pracy, materiaty, metody, wyniki, dyskusja,
podsumowanie i wnioski oraz bibliografia. Rozprawa ma typowy, przejrzysty uktad,
dopracowang szate graficzng i, co warte podkreslenia, w cato$ci jest opracowana bardzo
starannie. Zawiera 52 ryciny i 10 tabel oraz 230 pozycji piémiennictwa adekwatnie
cytowanego w tekscie. Tekst rozprawy zostat napisany w sposéb klarowny, i nie budzi
zastrzezen pod wzgledem poprawnoéci jezykowej. 17-Stronicowy rozdziat Wstepu
wprowadza czytelnika w problematyke rozprawy doktorskiej. Po syntetycznym opisie
uktadu opioidowego, egzogennych substancji opiodowych i komoérkowego mechanizmu
dziatania morfiny Doktorantka omawia pojecie uzaleznienia opioidowego i podaje
charakterystyke morfiny jako substancji uzalezniajgcej oraz wybrane modele zwierzece
stosowane w badaniach nad uzaleznieniem opioidowym. Druga cze$é¢ Wstepu jest
poswigcona omoéwieniu zmian na poziomie molekularnym wywotywanym przez przewlekte
podawanie morfiny, a kolejna oméwieniu wewnatrzkomérkowych kaskad sygnatowych
MAPK, w tym roli kinaz ERK w uktadzie nerwowym i w uzaleznieniu od opiatéw.
Woprawdzie istniejg doniesienia o zmianach fosforylacji kinaz ERK w uzaleznieniach jednak
badania te nie rozrozniaty kinazy ERK1 i ERK2 jako oddzielnych enzyméw i byly one
analizowane facznie jako kinaza ERK1/2. Ta cze$¢ rozprawy zakoriczona jest Ryc. 1,
przedstawiajgca szlaki wewnatrzkomoérkowe pobudzane w wyniku dziatania morfiny na
receptor opioidowy [ i prowadzace do fosforylacji kinaz ERK. Wstep dobrze wprowadza
czytelnika w temat i uzasadnia podjecie zagadnienia badawczego.

Uwagi do Wstepu:

v Str. 27, Autorka uzywa skrotu myslowego piszac ze ,.. Fosfolipaza C bierze
udziat w aktywacji kinaz PKC i CaMKII ..” poniewaz pomija etap wtérnych
przekaznikéw DAG i IP3.

v" Wspomniano o réznicach w funkcji ERK1 i ERK2 ale brak jest konkretnych

przyktadéw — uszczegdtowienia jakiego typu sg to réznice.
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Zatozenia i cele rozprawy doktorskiej zostaly jasno sprecyzowane i zamieszczone
jako osobny rozdziat. Doktorantka postawita sobie za zadanie (I) zbadanie regulacji kinaz
ERK1 i ERK2 w czterech strukturach mézgu myszy, wybranych ze wzgledu na ich
znaczenie w uzaleznieniu. Byly to: hipokamp, ciatlo migdatowate, kora czotowa oraz
prazkowie. Badania przeprowadzono w trzech modelach dziatania morfiny: podanie
jednorazowe, przewlekie i warunkowa preferencja miejsca wywotana morfing. Nastepnym
celem (ll) byta analiza potencjalnego zréznicowania udzialu ERK1 i ERK2 w dziataniu
morfiny, ktéra dokonywano w oparciu o kolejne cele badawcze, takie jak (llf) zbadanie
fenotypu komérek w ktorych dochodzi do fosforylacji ERK1 i ERK2, (IV) mapowanie
aktywacji ERK1/2 w warunkowanej preferencji miejsca morfinowego oraz (V) zbadanie w

tym modelu ekspresiji gendw.

Uwaga do Zatozen:

v' Mam tutaj watpliwo$¢ co do poprawnosci uzytego okreslenia ,model
fosforylacji kinaz” jako ,marker uzaleznienia”. W mojej opinii bardziej
adekwatnym bytoby okreslenie ,wzoér fosforylacji kinaz”. Jednak nawet gdyby
uzy¢ takiego okreslenia to w dalszym ciagu mam pewne watpliwosci co do
zasadno$ci rozpatrywania fosforylacji kinaz ERK1 i ERK2 jako markera
uzaleznienia. Jak wiadomo fosforylacja kinaz moze by¢ wywotana wieloma

czynnikami i nie jest czyms specyficznym dla uzaleznienia.

Rozdziat Materialy zawiera opis zwierzat i warunkéw eksperymentéw, ponadto
skiada sie z 5 tabel w ktérych spisano stosowane przeciwciata pierwszo- i drugorzedowe,
zastosowane startery w reakcji gRT-PCR, stosowane roztwory i inne odczynniki. Badania
prowadzono na myszach samcach szczepu C5BL/6J. Rozdziat Metody zostat napisany w
sposob zwiezly ale wystarczajgco doktadny aby wykazaé bardzo dobre opanowanie przez
Doktorantke warsztatu metodycznego, poczawszy od metod badania zachowania zwierzat
do licznych zastosowanych technik biochemicznych, bedacych wieloetapowymi
procedurami, takich jak analiza ekspresji biatka metodg Western blot, analiza
immunohistochemiczna, analiza stereologiczna, barwienia immunoenzymatyczne i

immunofluorescencyjne oraz analiza qRT-PCR ekspresji mMRNA genéw kodujacych rézne
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biatka komérkowe. W tym rozdziale zamieszczono 4 schematy obrazujgce dawkowanie,
czas podawania morfiny i czas pobierania materiatu do badan, ktory byt pozyskiwany w
kilku punktach czasowych. Te schematy zdecydowanie utatwiajg czytelnikowi odbior

wynikow. Recenzowang prace oceniam wysoko pod wzgledem metodycznym.

Uwagi do rozdziatu Metody:

v" Na ryc. 3 uzyto okreslenia pochodzgcego z zargonu farmakologicznego:
.podania przewlektej morfiny”, to nie morfina jest ,przewlekta” a jej
podawanie

v" W tym i innych rozdziatach Doktorantka uzywa okreslenia ,przewlekte
podanie morfiny” podczas gdy powinno sie uzy¢ okreslenia , przewlekte

podawanie..”

Wyniki sa najobszerniejszym rozdziatem rozprawy, obejmujg 51 stron. Zostaty
przedstawione na 45 przewaznie ztozonych rycinach, z ktérych cze§é stanowia
mikrofotografie oraz zostaly ujete w 3 tabelach stanowigcych graficzne podsumowanie
uzyskanych wynikow na poszczegélnych etapach realizacji pracy doktorskiej. Zaréwno
ryciny jak i tabele cechuje przejrzysta konstrukcja, sg prawidlowo i wystarczajgco
szczegbtowo opisane. Rozprawa doktorska dostarczyta wiele interesujgcych wynikéw.
Doktorantka stwierdzita ze poziom biatek ERK1 i ERK2 oraz ich ufosforylowanych form
podlega wyraznym i wielokierunkowym zmianom pod w ptywem morfiny. Juz jednorazowe
podanie morfiny powoduje wzrost fosforylacji obydwu kinaz, obserwowany do 4 godzin od
iniekcji (w prazkowiu i ciele migdatowatym), podczas gdy w hipokampie ten efekt pojawia
sie juz po 20 min od podania leku, natomiast nie obserwowano zmian w korze czotowe;.
Bardziej zréznicowanym regulacjom podlegajg ERK1 i ERK2 w wyniku przewlektego
podawania morfiny. Przy czym wyniki wydajg sie wskazywaé na istotng role ERK2 w
hipokampie i ciele migdatowatym. Najwazniejszym w moim odczuciu osiggnieciem mgr
Agnieszki Wawrzczak-Bargiety byto stwierdzenie, ze w modelu warunkowanej preferencji
miejsca (CPP) wywotanej morfing dochodzi do zlozonej regulacji aktywnosci kinaz ERK1 i
ERK2 i co wiecej zmiany poziomu kinaz ERK1 i ERK2 korelujg z zachowaniem

poszukiwawczym zwierzat warunkowanych morfing w czasie ekspresji CPP. Wszystkie
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uzyskane przez Doktorantke wyniki wskazujg na istotno$é¢ roli ERK2 w mechanizmie
dziatania nagradzajgcego morfiny. W zwigzku z powyzszym, ta z dwdch badanych kinaz
mogtaby, jak zauwaza Doktorantka, by¢ ,potencjalnym celem postepowan
terapeutycznych w leczeniu zaburzenia wywotanego uzywaniem opioidéw”. Przedstawione
wyniki majg nowatorski charakter i wnoszg do nauki istotne wartosci.
Pomimo duzej ilosci wynikéw Dyskusja jest zwiezta i dobrze osadzona w uzyskanych
danych. Doktorantka umiejetnie interpretuje rezultaty swoich badan w oparciu o
adekwatnie dobrane i obszerne piSmiennictwo. Rozprawa zostata zakonczona
Podsumowaniem i oraz umiejetnie sformutowanymi wnioskami, wskazujgcymi wyraznie iz

cele rozprawy zostatly osiggniete.

Do rozdziatu Dyskusji mam jednak kilka uwag:

v" W toku dyskusji nie poruszono zagadnienia farmakokinetycznych
parametrow morfiny. Mam tutaj na mys$li biologiczny okres poéttrwania,
obecno$¢ w moézgu w réznych czasach gdy byly pobierane tkanki do badan
biochemicznych, szacunkowe stezenia leku w mozgu. Wprawdzie takie
badania nie byly przedmiotem rozprawy, ale istnieje pi$miennictwo na ten
temat. Moje pytanie zmierza do okre$lenia ktére z zaobserwowanych przez
Doktorantke zmian w fosforylacji kinaz ERK mogly by¢ zwiazane z
bezposrednig obecno$cig morfiny, a w jakim przedziale czasowym mozemy
moéwi¢ o adaptacyjnym charakterze obserwowanych zmian.

v' Str. 113, linia 15-16 od dofu, konstrukcja zdania niejasna, nie bardzo
wiadomo do czego odnosi sie fragment ,.. nie bierze udziatu w tolerancji na
przeciwbélowe dziatanie morfiny.”

v Str. 119, linia 15 od g6ry, brakuje ,w wyniku”

v' Str. 122, uwaga stylistyczna dotyczaca ostatniego zdania gérnego akapitu
ktére nie jest jasno sformutowane: ,... ze w stanie uzaleznienia moze
dochodzi¢ do przej$cia na poziomie neuronalnym, mechanizméw kontroli...".
Powinno raczej by¢ uzyte okreslenie ,przemieszczania sie” lub ,reorganizacji

na poziomie neuronalnym, mechanizmoéw kontroli i ,przekazania” kontroli ...
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W podsumowaniu rozprawe doktorskg mgr Agnieszki Wawrzczak-Bargiety oceniam
pozytywnie. Przeprowadzone doswiadczenia zostaly starannie zaplanowane i wykonane.
Doktorantka wykazata sie odpowiednia wiedzg i umiejetnoscig prowadzenia badan
naukowych. Rozprawa zawiera interesujace wyniki, ktére noszg cechy odkryé naukowych.

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.
13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pézn. zmianami) i wnioskuje
do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN w Krakowie o
dopuszczenie mgr Agnieszki Wawrzczak-Bargiely do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Kierownik
Zaktadu Biochemii Mozgu
Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja

polskiWﬂ/
Krakow dn. 16.07.2020 Prof. dr hab. Irena Ndiepa
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