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Rozprawy doktorskiej mgr AGNIESZKI WAWRZCZAK- BARGIELY
pt. ,, Wplyw morfiny na aktywno$¢ kinaz ERK w wybranych
strukturach mézgu myszy”
wykonanej w Zaktadzie Neurofizjologii Molekularnej Instytutu Farmakologii
im. Jerzego Maja, PAN, pod kierunkiem prof. dr hab. Ryszarda Przewlockiego

1. Podstawa formalna opracowania recenz;ji

Rada Naukowa Instytutu Farmakologii PAN na posiedzeniu w dniu 1 grudnia 2009r.
uchwalita wyb6r mojej osoby na recenzenta rozprawy doktorskiej pani mgr Agnieszki Wawrzczak-
Bargiety. Rolg recenzenta nie jest wnikanie w przyczyne zwloki w dostarczeniu powyzszej

rozprawy, a dokonanie jej oceny jako takiej, co niniejszym czynie.

2. Tematyka rozprawy i uzasadnienie podjecia tematu

Oceniajac rozprawe doktorska pani mgr Agnieszki Wawrzczak-Bargiely stwierdzam, ze
spetnia ona wszelkie wymogi stawiane przez ustawe pracom tego typu.

Doktorantka w przedstawionej do recenzji pracy zajmuje sie problemami uzaleznienia
organizmu zwierzgcego od substancji narkotycznej — morfiny. Opisuje badania, ktére prowadzita na
wybranych strukturach mozgu, zaangazowanych w powstanie uzaleznienia: prazkowiu, ciele
migdatowatym, korze czotowej oraz hipokampie. Uznajac stusznie, ze wytlumaczenie uzaleznienia
zaleze¢ bedzie od poznania zachodzacych zmian na poziomie molekularnym wybrata do badan
kinazy ERK1/2, odgrywajace znaczna role w plastycznosci synaptycznej i mechanizmach
powstawania uzaleznien. Ze wzgledu na spoleczng wage problemu, badania uzalezniefi od
substancji narkotycznych sa istotne, a ich zasadnos$é nie moze budzié najmniejszych watpliwosci.
Pragng ponadto doda¢, ze przedstawiona w rozprawie , Bibliografia” jest niezwykle obszerna,
zawiera 210 pozycji pismiennictwa, w wigkszosci z lat ostatnich, wskazujac na dobrg znajomo$é

przedmiotu i dobre przygotowanie Doktorantki do wybranej tematyki badat.



3. Formalny opis rozprawy

Recenzowana praca liczy 146 stron, ma przejrzysty uktad i sktada sie z 7. rozdziatow:
»Wstepu”, ,Zatozen i Celéw Pracy”, ,Materialow”, ,Metod”, , Wynikéw”,  Dyskusji” oraz
»Podsumowania i Wnioskéw”. Rozdziat ,,Wstep™ jest poprzedzony ,, Streszczeniem” i ,» Wykazem
Skrotow”, a cata rozprawa koficzy sig ,,Bibliografig”, nie wydzielong jako osobny rozdzial. . Wykaz
skrotow” obejmuje az 4. strony tekstu (str. 11-14), jest dogtebny i doktadny. Jest to zreszta wspélna
cecha tej rozprawy, bowiem na uwage zastuguje jej staranno$é i tylko nieliczna obecno$é tzw.
literowek.

Moje zastrzezenie budzi jedynie sposob przedstawienia ,,Streszczenia”, ktore jest zbyt
obszerne, a nie powinno przekracza¢ najwyzej jednej strony tekstu. Ta drobna uwaga ma jednak
charakter porzadkowy i nie przekresla dodatniej opinii przedstawionej powyzej. Po rozdziale
~Dyskusja” omawiajacej wybrane, najwazniejsze problemy naukowe, praca koficzy sie rozdziatem

~Podsumowanie i Wnioski” sformutowanym prawidtowo, logicznie i adekwatnie do zawartosci

fOZprawy.

4. Ocena merytoryczna

Rozdzial ,,Wstep” omawia wiele interesujacych danych. W pierwszym podrozdziale
Doktorantka opisuje opioidy i przedstawia morfing jako substancj¢ opioidows. W drugim zajmuje
si¢ morfing jako substancja uzalezniajgca, wybranymi modelami zwierzgcego uzaleznienia oraz
zmianami molekularnymi wywolanymi przez jej podawanie. Wreszcie w trzecim omawia role kinaz
ERK, ich dziatanie w uktadzie nerwowym, a w szczegolnosci role w uzaleznieniu od opiatow.

Omawiajac ten rozdziat mam kilka pytan dotyczacych biatek Go. Biatka Go wystepuja
obficie w mozgu, gdzie stanowia wiecej niz 1% wszystkich biatek bton. Morfina wigze sie glownie
z receptorem opioidowym typu p, ktory po stymulacji aktywuje zaréwno biatka Gi jak 1 Go. Bede
wdzigczna za wyjasnienie: (1) Czy powinowactwo receptora u do obu biatek G jest podobne? (2)
Czy poszczegolne struktury mozgu réznig sie miedzy sobg zawartoscig tych biatek? (3) Czy fakt, ze
biatko Go odpowiada za aktywacje fosfolipazy A, moze odgrywac role w procesie uzaleznienia od
morfiny? (4) Czy kompleks podjednostek B/p biatka Go oddziatuje na podobne efektory jak
kompleks B/u biatka Gi? (5) Czy uzalezniajace dziatanie morfiny i zwiazany z tym proces
tolerancji, rézny w roznych strukturach moézgu, moze by¢ wynikiem nie tylko wielokierunkowego
oddziatywania morfiny na wewnatrzkomoérkowa transdukcj¢ sygnatu, ale mie¢ pierwotne Zrédio w
sprzg¢zeniu receptora badz z jednym badz z drugim biatkiem G? Chcialabym wiedzie¢, czy sg znane
odpowiedzi na te pytania.

Ponadto chciatlabym sprostowaé pewne niescistosci dotyczace matych biatek G oraz roli

podjednostek B/u biatka Gi w transdukcji sygnatow prowadzacych do aktywacji kinaz ERK.
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Doktorantka pisze (str. 24, 4 linia od gory) ,,Dodatkowo podjednostka B/p moze bezposrednio
aktywowa¢ Ras, mate biatko o aktywnosci GTPazowej”. Podobne, bezposrednie dziatanie tych
podjednostek zostato przez Doktorantke uwidocznione na Rycinie 1. (str. 32. rozprawy). Otoz
biatko Ras (a takze biatko Rap i RhoA, str. 23), tak jak wszystkie monomeryczne, mate biatka G (w
odréznieniu od tréjpodjednostkowych biatek G) ma staba, ukryta aktywnos¢ GTPazowa. Jegj
wyzwolenie nie nastgpuje samoistnie, ale dopiero po interakcji z okreslonym innym biatkiem,
biatkiem typu GAP (GTPaze activating protein). Dopiero wtedy zachodzi hydroliza GTP do GDP i
mate biatka G przestajg by¢ aktywne. Dlatego nalezy uzywaé okreslenia — mate biatka G, lub mate
biatka GTPazowe, a nie — mate biatka o aktywnosci GTPazowej. Podobnie, aby biatko Ras stato si¢
aktywne 1 moglo aktywowaé serynowo- treoninows kinaze Raf-1 rozpoczynajaca kaskade MAP
kinaz, musi najpierw wej$¢ w interakcj¢ z innym biatkiem, tym razem typu GEF (guanine
nucleotide exchange factor), stymulujacym w biatku Ras wymiane GDP na GTP (takim biatkiem
GEF jest np. biatko Sos). Dlatego, zgodnie z moja wiedza, kompleks B/u biatka Gi, nie nalezac do
biatek GEF, nie moze bezposrednio aktywowaé biatka Ras. Natomiast moze posrednio uczestniczy¢
w aktywacji Ras i Raf-1, co zresztg cze$ciowo przedstawia Ryec. 1. Ta ztozono$¢ i kompleksowosé
zachodzacych proceséw pokazuje jak na poziomie molekularnym interpretacja wynikéw badan
prowadzacych przez Doktorantke jest trudna.

Rozdziat ,Zatozenia i Cele Pracy” jest napisany jasno. Cele pracy koresponduja z
uzyskanymi wynikami przedstawionymi w rozdziale , Podsumowanie i Wnioski”.

Nastgpne dwa rozdziaty , Materiaty” i ,,Metody” omawiaja stosowane metody 1 materiaty
niezbedne dla realizacji zamierzonych celéw. Rozdzialy te $wiadcza o bardzo dobrym warsztacie
metodycznym Doktorantki. Czytelnik znajdzie tu opis zwierzat uzywanych do badan, warunki
eksperymentow, a takze opis testéw behawioralnych takich jak warunkowa preferencja miejsca.
Podane sa rowniez metody uzywane w badaniach biochemicznych i immunohistochemicznych
prowadzonych w okreslonych strukturach mozgu: prazkowiu, ciele migdatowatym, hipokampie i
korze czotowej. Doktorantka opisuje takze badania poziomu RNA wybranych genow potencjalnie
zwigzanych z ERK1/2. Poziom i rozmieszczenie kinaz ERK]1 i ERKZ2, biatek i fosforylowanych
form, oznaczano metodg Western blot i analizowano metodami immunohistochemicznymi. Wptyw
morfiny badano dwojako, albo podajac myszom dootrzewnowo jedng dawke morfiny (10 mg/kg) -
jednorazowe podawanie morfiny, albo wielokrotnie — przewlekte podawanie morfiny. Te ostatnie
badania prowadzono podajac zwierzeciu 2x dziennie wzrastajace dawki morfiny (od 10 do 100 mg)
przez okres 10 dni. Takie postepowanie prowadzi do rozwoju tolerancji i uzaleznienia. Mam
pytanie. A co by byto gdyby podawanc stale ta samga dawke? Morfing, jako lekarstwo

przeciwbolowe podaje lekarz pacjentowi wielokrotnie, starajac si¢ nie podnosi¢ dawek.



Niewatpliwie do istotnych rozdzialoéw rozprawy zaliczyé nalezy , Wyniki” i ich ,,Dyskusje”,
ktorych tres¢ bede omawia¢ wspolnie. Badania opisane w rozdziale ,, Wyniki” podzielono na 4
czgsci. Przedstawiaja one kolejno: podstawowy, wyj$ciowy poziom biatek kinaz ERK1 i ERK2 i
ich fosforylowanych form, wptyw morfiny w modelu jednorazowego, a takze przewlektego
podawania, oraz wyniki badaf behawioralnych prowadzonych w modelu warunkowej preferencii
miejsca. ,,Dyskusja” przyjmuje ten podziat, wydzielajac jako dodatkowy podrozdzial omowienie
ekspresji poziomu RNA wybranych gendw.

Pomiar podstawowego, bez podawania morfiny poziomu kinaz ERK1 i ERK2 wykazat ich
obecnos¢ we wszystkich badanych strukturach mézgu, przy czy zaréwno poziom catkowitego
biatka ERK?2, jak i jego fosforylowanej formy byl wyzszy niz ERK1. Wynik ten nie dziwi, bowiem
kinazy ERK, a szczegélnie ERK2, jak pisze Doktorantka, odpowiadaja za przezywalnosé
neuronow, plastyczno$¢ synaptyczng, pamieé i proces uczenia. Najwyzszy poziom biatlek ERK1 i
ERK2 zaobserwowano w ciele migdatowatym, nastepnie w hipokampie i prazkowiu, a najnizszy w
korze czotowej. Doktorantka we ,,Wstepie” i ,,Dyskusji” omawia znaczenie kinaz ERK w badanych
strukturach, szczegolng uwagg poswiecajac roli hipokampa.

Wplyw morfiny na poziom biatek i fosforylowanych form kinaz ERK1 i ERK2 badano w
powyzszych strukturach mozgu w modelu jednorazowego lub przewleklego jej podawania, a takze
identyfikowano fenotypy komorek zawierajacych te kinazy. Stwierdzono, ze zaréwno jednorazowe,
jak i przewlekle podawanie morfiny nie wywierato zadnego wplywu na catkowity poziom biatek
ERK1 i ERK2, natomiast wyraznie wplywato na proces fosforylacji tych kinaz. Przy podawaniu
jednorazowym, za wyjatkiem kory czotowej, wykazano dtugotrwaty (do 4 h) wzrost fosforylacji
ERK1 1 ERK2 we wszystkich badanych strukturach, przy czym najwczesniejsza odpowiedz, juz po
20 min od podania morfiny obserwowano dla hipokampa. Wyniki te zostaty potwierdzone przez
analiz¢ stereologiczna, a fenotyp komorek w hipokampie, w ktorym dochodzito do aktywacji
ERK1/2 po morfinie (obszar CA3) wykazal, ze sa to neurony glutaminianergiczne. Przy
wielokrotnym podawaniu morfiny jej efekt na fosforylacje ERK1 i ERK2 byt zroznicowany. I tak,
w ciele migdatowatym poziom fosforylacji obu kinaz obnizat sie, w korze czotowej podwyzszal, w
prazkowiu pozostawat bez zmiany, a w hipokampie fosforylacja biatka ERK1 nie zmieniata sie,
podczas gdy ERK2 wzrastata dwukrotnie. Powyzsze wyniki zostaty dogtebnie i wyczerpujaco
przedyskutowane w ,,Dyskusji”. Doktorantka zwraca uwage na role kinazy ERK2 w hipokampie,
kinazy ktorej fosforylacja przy przewleklym podawaniu morfiny selektywnie wzrasta, co moze
Swiadczy¢ zarowno o specjalnym znaczeniu tej struktury, jak i tej kinazy w procesie uzaleznienia. Z
kolei, brak zmian w fosforylacji ERK1 w hipokampie moze wediug Doktorantki swiadczy¢ o jej

udziale w procesie tolerancji.



Moje zainteresowanie wzbudzito cialo migdatowate, struktura charakteryzujaca sie w
probach bez podania morfiny najwyzszym poziomem biatka i fosforylowanych form obu kinaz
ERK, podczas gdy po jednorazowym podaniu morfiny nastepowal wzrost, a po przewlekltym
spadek fosforylowanych form. Doktorantka ciekawie ttumaczy to zjawisko poprzez posredni udziat
morfiny na receptory dopaminowe. Morfina dziata bowiem na uktad dopaminoergiczny, powodujac
wzrost zewnatrzkomoérkowego poziomu dopaminy, ktéra w ciele migdalowatym dziatajac na
receptor D1 zwigzany z biatkiem Gs moze prowadzi¢ do aktywacji kinaz ERK. Przewlekle
podawanie opioidow prowadzi do spadku receptora D1 w tej strukturze, co w konsekwencji moze
powodowa¢ ostabienie aktywnosci obu kinaz ERK1 i ERK2, przy czym tak jak w hipokampie rola
ERK2 w procesach uzaleznienia wydaje si¢ i tu by¢ wiodaca. Powyzsze obserwacje interesujaco
podkreslaja synergistyczne wspotdziatanie receptoréw opioidowych i dopaminowych w odpowiedzi
na morfing.

Nastgpna cze$¢ pracy dotyczy badan behawioralnych prowadzonych zgodnie z modelem
warunkowej preferencji miejsca wywolanej podawaniem morfiny. Morfing podawano myszom w
jednej dawce (10 mg/kg), raz dziennie, na zmiang z solg fizjologiczna jako kontrola. Po trzecim
podaniu, w 7. dniu eksperymentu zwierzgta dekapitowano albo po 4 h, albo po 24 h od ostatniego
podania leku (bezposrednio po post-tescie). Doswiadczenia prowadzono w specjalnej dwuramiennej
aparaturze, skladajacej si¢ z komor, szczegotowo opisanej w rozprawie, tacznie z przebiegiem
prowadzonych w niej eksperymentéw. Jako kontrole poréwnawcza wobec zwierzat poddawanych
procedurze post-test, uzywano myszy traktowanych identycznie ale trzymanych w klatkach
domowych. Po dekapitacji, w wybranych jak powyzej strukturach mézgu oznaczano zmiany
poziomu kinaz ERK1 i ERK2, biatka catkowitego i fosforylowanych form, analizowano
stereologicznie liczb¢ komérek ERK1/2 pozytywnych, badano ich fenotyp, a takze analizowano
wptyw morfiny na ekspresj¢ genéw zwigzanych z ERK1 i ERK2. Jest to jedynie pobiezny opis
dziatah Doktorantki zwigzanych z ta czgécia rozprawy, tak obszernej, ze moglaby sama stanowi¢
oddzielng cato$¢. Dlatego chciatabym odnies¢ sig tylko do tych wynikow, ktére wzbudzily moje
specjalne zainteresowanie.

Wyniki eksperymentéw behawioralnych, przedstawione w postaci zmian poziomu ERK1 i
ERK?2, biatka catkowitego i fosforylowanych form, pokazuje zbiorczo Tabela 10. (str. 103). I tak, w
prazkowiu, 4 h po trzeciej dawce morfiny nie zaobserwowano zmian w poziomie ERK1 i ERK2,
form fosforylowanych i biatek catkowitych. Podobny wynik uzyskano dla prazkowia jako calej
struktury, 24 h po ostatnim podaniu morfiny (str. 88). Jednak, kiedy analizowano poszczegolne
czescl prazkowia u zwierzat tak traktowanych, bezposrednio po post-tescie, analiza stereologiczna
komérek pERK1/2 pozytywnych wskazata na ich wyrazny wzrost w grzbietowym prazkowiu.

Takiego wzrostu nie obserwowano ani w rdzeniu jadra poHezacego, ani w skorupie jadra
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potlezacego prazkowia. Ten wynik spowodowal korekte i w efekcie prazkowie w Tabeli 10. zostato
przedstawione jako struktura, w ktorej warunkowanie morfing powoduje wzrost poziomu
fostorylowanych form kinaz ERK1/2 (pERK1/2). Obserwacja ta pokazuje, ze rozne czescl tej samej
struktury mozgu mogg reagowaé catkowicie odmiennie. W tym przypadku to wlagnie grzbietowa
czgsC prazkowia wydaje si¢ mie¢ istotne znaczenie w nawykowym poszukiwaniu morfiny.
Uswiadamia to jak trudna i czgstokro¢ mylna moze byé interpretacja wynikow bez zmudnego
wnikania w szczegdly.

W pozostatych badanych strukturach mozgu: ciele migdatowatym, hipokampie i korze
czotowej, u zwierzgt warunkowanych morfing bezposrednio po post-tescie, obserwowano spadek
aktywnosci pERK1 i pERK2 (Tabela 10). Badania poszczegolnych czgéci tych struktur takze
pokazaty spadek komorek ERK1/ERK?2 pozytywnych — w hipokampie w regionie CA3, a ciele
migdatowatym w jadrze $rodkowym i podstawnym, ale nie w bocznym. Doktorantka interpretuje te
wyniki jako uczenie si¢ kontekstu zwigzanego z nagroda i jako powstawanie pamieci uzaleznienia.
Dodatkowo, aktywnos¢ pERK1 i pERK2 w korze czolowej moze by¢ zwigzana z ostabieniem
transmisji dopaminoergicznej, ktorej sygnalizacja z udziatem kinaz ERK jest tez Zwigzana z
pamigcia o nagradzajacym dziataniu morfiny.

Interesujagcym wynikiem jest obserwowany w trzech powyzszych strukturach mézgu, u
zwierzat bezposrednio po post-tescie, spadek catkowitego poziomu biatka ERK 1, ale nie ERK2
(Tabela 10). Wsrod wielu obserwacii przedstawionych w tej rozprawie ta wydaje mi sie chyba
najciekawsza. W ciele migdatowatym ze spadkiem poziomu biatka ERK1 nastepuje rownoczesny
spadek poziomu mRNA genu ERK1, ale nie mRNA genu ERK2. A wigc wynik ten nie jest
przypadkowy, podanie morfiny skojarzone z bodzcem Srodowiskowym istotnie wywotuje taki
skutek. Nalezy doda¢, ze przy przewleklym podawaniu morfiny, jej bardzo wysokie wielokrotne
dawki nie wptywaty na poziom biatka ERK1 i ERK2, cho¢ w rézny sposob wptywaty na aktywnosé
tych biatek. Ten utrzymujacy sie, nie ulegajacy zmianom, staly poziom bialek jest prawdopodobnie
gwarancjg prawidtowego dziatania mézgu. Badania prowadzone 24 h po ostatnim podaniu morfiny,
bezposrednio po post-tescie, pokazaly, ze biatko kinazy ERK2, uwazane przez Doktorantke za
petniace wiodacg role w uzaleznieniu, jest biatkiem stabilnym, co dowodnie wskazuje na te jego
rolg. Natomiast spadek poziomu biatka ERK 1 wskazuje na zaburzenie, zahamowanie przez morfine
aktywnosci neuronalnej. Ciekawe, ze przewlekte podawanie morfiny, przy tak wielkich dawkach,

takiego skutku nie wywotywato?

5. Uwagi koncowe
Przedstawiona do oceny praca zawiera w mojej ocenie material tak obszerny, ze moglby

stanowi¢ temat dwoch, a nie jednej pracy doktorskiej. Wyniki badah przedstawione w rozprawie
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mozna bowiem podzieli¢ na dwie czesci, cze$¢ dotyczaca ekspresji kinaz ERK przy jednorazowym
lub przewleklym podawaniu morfiny (23 stron rozdziatu ,,Wyniki”), oraz czgé¢ dotyczaca badan
behawioralnych (28 stron). Wskazuje to na ogrom pracy wykonanej przez Doktorantke.

Ponadto, praca jasno przedstawia jak niezwykle trudna nma poziomie molekulamnym jest
wybrana przez Doktorantke tematyka badan. Zaczynajac od doswiadczen typu in vivo, poprzez
wybranie jako obiektu badaf mézgu i jego struktur, ktorych poszczegélne czgsci reaguja
odmiennie, przez badanie wptywu morfiny wchodzacej w interakcje nie tylko z jednym
typem receptora, dochodzgc w konicu do receptora opioidowego p, ktory wchodzi w
interakcje zaréwno z biatkiem Gi, jak i Go, wreszcie do podjednostek B/ biatka Gi
oddziatujacych posrednio na wiele szlakéw sygnalizacyjnych prowadzacych do aktywacji
kinaz ERK — to wszystko pokazuje jak ambitne zadanie postawila przed soba Doktorantka.

Dlatego stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska ma zdecydowanie
charakter pionierski i jest ciekawym opracowaniem, stanowiacym rzeczywisty i nowatorski
wktad do postepu wiedzy. Doktorantka wykazuje dobrg znajomos¢ badanej tematyki 1 oczytanie.
Postuguje sie réznorodnym warsztatem naukowym i prawidtowo wycigga wnioski. Nalezy dodac,
ze zakres prac badawczych ma tu charakter nie tylko poznawczy ale réwniez praktyczny, mozna
mie¢ nadzieje, ze badania te przyczynia si¢ do bardziej skutecznych terapii przeciwko uzaleznieniu
od opioidow.

W zwiazku z powyzszym uwazam, ze rozprawa doktorska pani magister Agnieszki
Wawrzczak-Bargiety zastuguje na bardzo pozytywng ocene i spetnia warunki okreslone w art. 13
ust. 1. Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.). Skiadam zatem wniosek do
Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja w Krakowie, o
dopuszczenie pani mgr Agnieszki Wawrzczak-Bargiely do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie, ze wzgledu na range podjetej tematyki wysuwam recenzowanj prace
pani mgr Agnieszki Wawrzczak-Bargiely pt. ,,Wplyw morfiny na aktywnos§¢ kinaz ERK w

wybranych strukturach mézgu myszy” do wyroznienia.



