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pt. ,,Analiza funkcjonalnego zréznicowania podtypéw receptoréw
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w genetycznych modelach in vitro i in vivo”

Promotor: prof. dr hab. n.med. Irena Nalepa
Promotor: prof. dr hab. n. med. Wojciech Piekoszewski

Zaburzenia depresyjne dotykaja coraz wigkszej liczby 0sob na $wiecie; szacuje si¢, Ze
12% ogblnej populacji choruje na depresjg, a liczba ta zwigksza sie z r6znych powodow, m.in.
z braku powszechnego dostgpu do lekarza i wyboru odpowiedniej terapii. Mamy coraz wigce]
nowoczesnych lekéw stosowanych w leczeniu depresji, ale skuteczno$¢ ich jest ograniczona
z powodu lekoopornosci, nasilajacych sig dziatari niepozadanych, braku przestrzegania zalecen
terapeutycznych zwigzanych migdzy innymi z koniecznoécia przewleklego stosowania lekow
przeciwdepresyjnych.

Depresja to choroba heterogenna, na jej wystgpowanie i rozwdj maja wplyw zarowno
czynniki biologiczne, genetyczne, psychospoteczne i $rodowiskowe.

W patomechanizmie depresji, istotng rolg odgrywaja dysfunkcje dotyczace wydzielania
amin biogennych, ale teoria monoaminowa nie wyczerpuje wszystkich mechanizmow
zwiazanych z chorobg i stosowanymi lekami. Literatura podkres$la znaczenie wplywu innych

mechanizméw m. in. molekularnych i neurobiologicznych. Gtéwna metoda leczenia depresji
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jest terapia farmakologiczna, majgca normalizowac poziomy neuroprzekaznikow
i w efekcie koficowym prowadzi¢ do ustapienia objawéw depresji. Natomiast ciggle trwaja
badania majace na celu potwierdzi¢ dotychczasowe teorie dotyczace depresji, ale poszukuje si¢
tez nowych hipotez, ktére pozwola na wyjasnienie mechanizméw odpowiedzialnych za
wystepowanie tej choroby.

Wielu badaczy probuje wyjasnié mechanizm odpowiedzialny za dziatanie
terapeutyczne  lekéw  przeciwdepresyjnych (badania dotyczace ekspresji  genow,
wewnatrzkomérkowe szlaki przekazywania sygnalu, badania nad rola BDNF w odnowie
neuronéw i inne), stad nie ma watpliwosci, ze tematyka podjeta przez Doktorantke jest aktualna
ze wzgledu na podejmowane dotychczas badania i liczne publikacje dotyczace proby
wyjasnienia patomechanizmu depresji. Potrzebne sa nowe strategie w leczeniu tej choroby,
takie badania, ktére pozwolg poznaé mechanizmy bezposrednio odpowiedzialne za uzyskanie
efektu przeciwdepresyjnego stosowanych lekow.

Biorac pod uwage powyzsze nalezy uzna¢, ze wybrana przez Panig magister Katarzyng
Chorazke tematyka, ktora stata si¢ podstawa rozprawy doktorskiej, jest aktualna, o istotnym
naukowym znaczeniu.

Zasadniczym celem pracy bylo zbadanie, czy udzial i funkcjonalnosé receptordw
adrenergicznych a1 w efektach dziatania lekow przeciwdepresyjnych sg zréznicowane
w zaleznoéci od podtypdw tych receptorow.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej badania przeprowadzono w ramach projektu
badawczego finansowanego przez NCN pt.: ,,Réznicowanie udziatu trzech podtypow receptora
alfa (1) adrenergicznego w efektach lekow przeciwdepresyjnych: badania w oparciu
o genetyczne modele in vitro oraz in vivo” (OPUS 9NR2015/17/B/NZ/03018 - kierownik
projektu: prof. dr hab. Irena Nalepa).

Ocena formalna i merytoryczna pracy

Recenzowana rozprawa posiada klasyczny uktad dla prac doktorskich — streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, wstgp (24 strony), cel pracy (2 strony), materialy i metody
(24 strony), wyniki badan przedstawiono na 45 stronach, dyskusja (15 stron) i wnioski koncowe
(1 strona). Do pracy dotaczono nienumerowane pismiennictwo - 31 rycin i 24 tabele, oraz spis
tresci 1 wykaz skrétow. Lacznie praca zawiera 158 stron. Struktura recenzowanej pracy jest co
do zasady prawidlowa. Zastrzezenia budzi rozdziat 5 - moim zdaniem dyskusj¢ nalezy

potraktowa¢ jako oddzielny rozdziat, podobnie wnioski, w tym przypadku nie rozumiem
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sformutowania wnioski koficowe, ktére koriczy si¢ formuta podsumowujac? nie wiem jak
potraktowa¢ podsumowanie na str.126 (ramka), moze nalezy dodac do wnioskéw?

Co wazne, material zawarty w dysertacji zostal czgciowo opublikowany
w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym (w 4 pracach Doktorantka jest wspolautorem),
oraz przedstawiony w formie doniesien zjazdowych (21).

Rozprawe doktorskg rozpoczyna WSTEP, ktory jest bardzo wazny z punku widzenia
pomyshu badawczego i konicznosei przekonania czytajgcego dlaczego podjecie si¢ wskazanego
tematu jest wazne. W tej czeéci autorka pracy dokonuje podziatu receptorow adrenergicznych,
identyfikuje podtypy tych receptoréw wskazujac, ze wszystkie trzy podtypy a1 receptoréw
adrenergicznych mimo, ze aktywujg ten sam gléwny szlak sygnatowy, to profile zmian
ekspresji genéw wywolanych w komorce za ich posrednictwem nie sg takie same. Dalej
omawia role tych receptoréw w ukladzie sercowo naczyniowym i moczowo-plciowym,
wskazujac jednoczesnie na dotychczas fragmentarycznie poznang ich role w osrodkowym
ukladzie nerwowym.

Dalej wskazuje na metody leczenia depresji dokonujac podziatu lekow p/depresyjnych
z oméwieniem ich mechanizmu dziatania, wskazuje réwniez na wazna role pierwiastkow takich
jak lit, cynk, miedz, magnez, czy waph w leczeniu zaburzen depresyjnych. W dalszej czgsci
wstepu autorka dysertacji omawia zmiany adaptacyjne zachodzace po jednorazowym
i wielokrotnym podaniu lekéw p/depresyjnych konkludujgc na bazie przytoczonych danych
literaturowych, ze leki p/depresyjne o réznych mechanizmach dzialania powodujg podobne
zmiany adaptacyjne receptorow adrenergicznych o1 po podaniu jednorazowym jak
i wielokrotnym. Autorka podkresla, ze niektére aspekty monoaminergicznej teorii depresji
wymagaja poglebienia badan; z zatozenia leki p/ depresyjne wykazuja efekt terapeutyczny po
ich wielokrotnym podaniu, ale nasilenie transmisji monoaminergicznej wielu autorow
obserwowato juz po pojedynczym podaniu lekéw. Nie wskazano réwniez na p/depresyjne
dzialanie zwiazkéw, ktore nasilajg uwalnianie monoamin do szczeliny synaptycznej np. dla
amfetaminy. Nowy lek p/depresyjny - tianeptyna nasila wychwyt serotoniny, a wigc zarGwno
inhibitory selektywnego wychwytu serotoniny (fluoksetyna) jak i aktywatory (tianeptyna)
dziataja p/depresyjnie, co nie przemawia w tym przypadku za teorig, ze dzialanie p/depresyjne
lekéw wynika wylacznie ze zmiany nasilenia transmisji serotoninowe;.

Te i inne teorie (monoaminergiczna, neuroplastyczna kortykosteroidowa,
immunologiczna, glutaminianergiczna) czy reprezentowana przez Dumana neurotroficzna
hipoteza depresji, nie thumacza w pelni patofizjologii depresji, a mechanizmy dziatania lekow
p/depresyjnych nie sg w petni wyjasnione.
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Lektura wstepu dowodzi, ze w toku badaf Doktorantka postawila sobie cel
pragmatyczny zwiekszenia wiedzy na temat roli receptorow aj-adrenergicznych, a szczegdlnie
ich podtypéw w dziataniu lekéw p/depresyjnych. Badania nad rola tych receptoréw mogg by¢
w przysztoéci innowacyjna metodg farmakoterapii depresji.

Wstep zostal opracowany w przystgpny sposob z wykorzystaniem aktualnego
pi$miennictwa i utwierdza Recenzenta w przekonaniu o celowosci podjetych przez
Doktorantke badan. Dodam, ze dobrze byloby gdyby Doktorantka probowata zamiesci¢
w rozprawie osobny akapit w ktorym podsumowataby uzasadnienie wyboru tematu
badawczego i podkreslita sw6j osobisty wkitad w rozwigzanie zalozonego problemu
badawczego.

Gléwny cel i cele szczeglowe pracy sa sformulowane poprawnie i precyzyjnie, ktore
zamieszczono w formie oddzielnego rozdziahu.

‘Gtéwnym celem pracy bylo zbadanie, czy funkcjonalny udzial receptorow
adrenergicznych a1 w efektach indukowanych przez leki p/depresyjne jest zréznicowany
w zaleznosci od podtypu receptora ai. Po lekturze rozprawy jestem przekonana, ze zaktadany
cel gtéwny jak i pigé celéw szczegolowych zostaly przez Doktorantke osiagniete, stad moge
stwierdzi¢, ze kluczowy dla oceny pracy doktorskiej aspekt jakim jest postawienie
i udowodnienie tezy (czy hipotez) zostato spetnione.

Materialy i metody uzyte w pracy sa wybrane prawidlowo opisane w doktadny, jasny
sposob. Badania wykonano w genetycznych modelach in vitro z wykorzystaniem trzech linii
komorkowych ze stabilng ekspresja pojedynczego podtypu receptora adrenergicznego a; celem
okreélenia czy leki p/depresyjne z roznych grup dzialajg na aktywacje poszczegolnych
podtypow receptoréw adrenergicznych a;. Badania in vivo wykonano z udziatem trzech mysich
linii transgenicznych typu knockout z selektywnym unieczynnieniem genu kodujgcego
pojedynczy podtyp receptora adrenergicznego a.

Hodowle zwierzat prowadzono w standardowych warunkach bytowania o odpowiedniej
temperaturze (23-24 st. C), wilgotnodci (25-45%) z zachowaniem naturalnego 24h cyklu
dobowego z dostepem do wody i pozywienia

Procedury wykonane na zwierzgtach uzyskaly pozytywna opinie Lokalnej Komisji
Etycznej przy Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk (uchwata nr
1233/2015), a hodowla mysich linii transgenicznych prowadzona byta w oparciu o zgodg na
zamkniete uzycie GMO klasy I uzyskang z Ministerstwa Srodowiska (Decyzja nr 59/2013,
Decyzja nr 161/2018).
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Plan dos$wiadczen i dobrane metody badawcze nie budza zastrzezen i zapewnily
realizacje zakladanych celéw badan. Doktorantka opanowata réznorodny i nowoczesny
warsztat badawczy, co podkreslam jest nie lada wyzwaniem dla mtodego naukowca.

Metody statystyczne wykorzystane w pracy sa dobrane i wykorzystane prawidlowo.
Nie rozumiem tylko sformulowania na str.65 ,jesli nie opisano inaczej”. Nalezy rowniez
doprecyzowaé w tej czgdci str. 65 zastosowane metody statystyczne.

Wyniki badan - w tej czgsci Doktorantka szczegétowo zaprezentowala uzyskane
w trakcie badania rezultaty, ktére zostaty przedstawione w sposob przejrzysty, z zastosowaniem
dobrze opracowanych graficznie tabel i rycin. Uzyskane wyniki wskazaly, ze leki
przeciwdepresyjne dzialaja antagonistycznie wzglgdem receptorow o) adrenergicznych
a najstabszy efekt byl obserwowany w stosunku do podtypu receptora a.s.

W badaniach in vitro wskazano, ze dtugotrwate dziatanie lekéw p/depresyjnych na a;
receptor prowadzi do nasilenia przekazu sygnalu noradrenergicznego za posrednictwem
podtypu receptora a.js W wyniku dziatania imipraminy lub dezipraminy, oraz za posrednictwem
receptoréw a4 i a1p w wyniku dziatania citalopramu, na skutek zwiekszenia ich reaktywnosci
na noradrenaling. Badane leki p/depresyjne wykazaly znaczacy efekt antagonistyczny
wzgledem podtypu receptora aip co korelowato z wynikami w modelach in vivo. Autorka
dysertacji odnoszac si¢ do publikacji na temat roli rdéznych pierwiastkow
w farmakoterapii depresji dokonata oznaczen poziomu pierwiastkow (wapnia, magnezu, miedzi
i cynku) w jednej ze struktur mézgowych (wzgérzu) szczur6w obu plci stwierdzajac, ze
unieczynnienie ktéregokolwiek z podtypéw ol receptorow adrenergicznych powoduje wzrost
poziomu Cu w wybranej do badania strukturze mézgowej, ale pozostaje bez wptywu na poziom
Zn. Wynik ten koreluje z doniesieniami literaturowymi wskazujacymi, ze zaburzenia
réwnowagi pomiedzy Cu i Zn obserwuje si¢ u 0s6b chorujacych na depresje.

Szeroka dyskusja nad uzyskanymi wynikami w oparciu o dostepne pismiennictwo
potwierdza dociekliwo§¢ badawcza i krytyczne podejscie Doktorantki do osiagnigtych
rezultatow.

Na bazie przeprowadzonych eksperymentéw Kandydatka sformulowata wnioski
nazwane przez Doktorantke jako koncowe; zdaniem czytajacego sg logiczne 1 pozostaja
w zgodzie z przeprowadzonymi eksperymentami, chociaz moze dobrze byloby wyeksponowac
je w punktach i aby odnosily si¢ do postawionych celéw pracy. Doktorantka wykorzystata wiele
istotnych pozycji bibliograficznych, wigkszo$¢ z nich to publikacje migdzynarodowe w jezyku
angielskim, co $wiadezy o umiejgtnosci wykorzystania przez Autorke rozprawy bogatej
literatury przedmiotu. Pod wzgledem jakosciowym literatura jest dobrana prawidlowo, jest
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zréznicowana i bogata, tym samym spelnia wymagania Ustawy w zakresie zgl¢bienia

wybranego tematu i opanowania wiedzy z zakresu wybranej dyscypliny.

Ocena koncowa

Rozprawe doktorskg mgr Katarzyny Chorazki oceniam bardzo wysoko, $wiadczy ona
o wnikliwosci badawczej Doktorantki oraz nabytej przez Nig umiejetnosci samodzielnego
rozwiazywania probleméw badawczych. Stwierdzam, ze Kandydatka z sukcesem zrealizowata
cel badawczy, praca posiada wysokie walory poznawcze i aplikacyjne oraz wnosi znaczny
wktad do dziedziny nauki jaka jest farmakologia, co nie zaskakuje, biorac pod uwagg sSwiatowa

pozycje Promotora w realizowanej przez Doktorantke tematyce.

Uwagi i komentarze do pracy:

Dok}adna lektura recenzowanej pracy nasuwa kilka uwag:

1. Streszczenie w jezyku polskim i angielskim zazwyczaj zamieszcza si¢ na koficu dysertacji.

2. Zataczone do opracowania pismiennictwo nie zostato ponumerowane, co bardzo utrudnia
identyfikacje wynikéw z danymi literaturowymi.

3. Wykaz skrotéw dobrze byloby uporzadkowaé wedtug alfabetu (poczatek), poza tym
5-HT-serotonina, mozna uzupelni¢ - 5-hydroksytrypamina, zamiast sal. uzy¢ NaCl.

4. Praca zawiera troche literowek, powtérzef, czy niezr¢cznych sformulowan np. str. 31
zastanawiam sie czy stowo ,,augmentacja” zostalo wlasciwie uzyte.

5. Nie rozumiem systemu numerowania tabel i rycin, ktére zastosowata w pracy Doktorantka.

Niezaleznie od powyzszych, drobnych niedociggnigé, prace¢ oceniam bardzo
pozytywnie. Doktorantka w petni zrealizowata obszerny zakres badan.

Dysertacja ma charakter innowacyjny, moze by¢ zrodtem informacji na temat funkcji
podtyp6w receptoréw adrenergicznych a1 zaangazowanych w dzialanie lekéw p/depresyjnych,
a otrzymane wyniki moga przyczyni¢ si¢ do poszukiwania nowych strategii leczenia oséb
cierpigcych na depresj¢

Reasumujgc, uwazam, ze przedtozona do oceny praca doktorska spelnia wymogi
stawiane rozprawom na stopien doktora okreslone w art.187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U. 2022, poz.574 z p6zn. zm.) i stawiam wniosek
o dopuszczenie Pani Katarzyny Chorazka do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania

stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplinie nauki medyczne
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[wszczetego na podstawie przepisow Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (tj. Dz.U. 2022, poz. 574 z p6zn. zm.) W nawigzaniu do art.179 pkt. 7 Ustawy
z dnia 3 lipca 2018 1. — Przepisy wprowadzajace ustawg - Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz.U.2018, poz.1669 z poézn. zm.)] skierowany do Rady Naukowej Instytutu
Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk.

Prof. dr hab. Elzbieta Nowakowska

prof. zw. dr hab. farm.
Eizhieta Nowakowska
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WNIOSEK O WYROZNIENIE PRACY DOKTORSKIEJ

Whnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej
Akademii Nauk w Krakowie o wyr6znienie rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Chorazka
pt.: ,,Analiza funkcjonalnego zréznicowania podtypéw receptorow alfa 1-adrenergicznych

w efektach lekow przeciwdepresyjnych; badania w genetycznych modelach in vitro i in vivo”.

Whniosek o wyr6znienie uzasadniam wysokim poziomem prezentowanych w rozprawie
badan naukowych o interdyscyplinarnym charakterze, bardzo bogatym, wnikliwie
zinterpretowanym materiale do$wiadczalnym. Nowatorski charakter tych badan, istotnie
poszerzajacy stan wiedzy, oraz sposob rozwigzania przedstawionych probleméw badawezych
$wiadczy jednoznacznie o wysokim poziomie naukowym reprezentowanym przez Panig mgr

Katarzyn¢ Chorazka.

Pragne takze zwroci¢é uwage na wysoki poziom aplikacyjny prezentowanych

w rozprawie badan.

p.r.of.. 2. r hob form
Eizbiets Nowakowsku.



