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rozprawy doktorskiej mgr Lucji Kudly

»Badanie dzialania nowych funkcjonalnie selektywnych

agonistow receptorow opioidowych”

Bél bedgcy doznaniem fizycznym i emocjonalnym jest jednym z najczestszych objawow
choroby lub istotg zespolu chorobowego. Zwlaszcza bol o duzym nasileniu wymaga
optymalnej, skutecznej terapii. Bez watpienia lekami o najwyzszej skutecznosci sg opioidy,
a przede wszystkim agonisci receptorow p opioidowych. Leki te jednak oprocz korzystnych
efektow terapeutycznych wywoluja szereg dzialan niepozadanych. Ponadto, w wyniku ich
stosowania przez dluzszy czas rozwija sie zjawisko tolerancji, czego efektem jest ostabienie
dzialania przeciwbolowego. Stosowanie opioidow niesie ze sobg ryzyko uzaleznienia, ktorego
nasilenie zalezy zaréwno od leku, jak i jego drogi podania. Dlatego poszukiwanie nowych
lekow z grupy opioidow o lepszym profilu dzialania farmakologicznego jest odpowiedzia na
istotne potrzeby kliniczne. Uwazam wigc, ze projekt badawczy zrealizowany przez Pania mgr
jest bardzo wazny, a uzyskane wyniki dajg nadzieje na poprawe w przyszlosci terapii bolu
1 zaburzen zwigzanych z uzaleznieniem od opioidow.,

Bardzo interesujaca jest koncepcja pracy. Doktorantka przeprowadzila szeroko
zaplanowane badania behawioralne wzbogacone badaniami biochemicznymi trzech
agonistow receptorow p opioidowych pod kagtem ich dzialania antynocyceptywnego,
potencjalu uzalezniajgcego 1 dzialania w warunkach stresu. Pierwsze doniesienia na temat
efektow antynocyceptywnych badanych zwigzkow zostaly opublikowane w 2016 i 2017 r.
Zwigzki te chrakteryzuja sie wysokim wspolczynnikiem selektywnosci wobec $ciezki
zaleznej od biatka G. Idea pracy nawiazuje do hipotezy zgodnie z ktorg proces transdukcji
sygnalu po aktywacji receptora u zalezy od zlozonej sieci $ciezek wewngtrzkomorkowych.
wsrdd ktorych istotne sg sciezka bialka G 1 $ciezka B-arestyny-2. Wyniki badan wskazywaty,
ze ligandy, ktore sa preferencyjnymi lub selektywnymi agonistami szlaku biatka G, a nie p-
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arestyny-2 wywoluja korzystne efekty farmakologiczne w poréwnaniu do konwencjonalnych
agonistow receptora p opioidowego. Jednakze dane ostatnich lat sugeruja, ze prawdopodobnie
selektywnos¢ funkcjonalna ligandow moze mie¢ znaczenie tylko dla pewnych efektow
farmakologicznych. Tak wiec, znaczenie idei selektywnosci funkcjonalnej dla opracowania
skutecznych, bezpiecznych i slabiej uzalezniejacych lekdw pozostaje problemem otwartym
i kontrowersyjnym. 7Z uznaniem nalezy podkresli¢, ze praca Doktorantki, ktdra wpisuje sig
w ten nowy trend badan farmakologicznych nad opioidami, przyniosta szereg wynikow, ktore
powinny by¢ brane pod uwage przy opracowaniu nowych lekow.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala przygotowana zgodnie z ogodlnie
przyjetymi zasadami — liczy wraz z pismiennictwem 155 stron, podzielona jest na typowe
rozdzialy; zawiera streszczenie w j. polskim 1 angielskim, spis tabel i rycin, wykaz wybranych
skrotow z ich dwujezycznym wyjasnieniem. Badania byly finansowane z grantow
Narodowego Centrum Nauki - grantu PRELUDIUM 17, ktérego Pani mgr byta kierownikiem
i grantu OPUS 16. W ramach konkursu NCN ETIUDA 8 Pani mgr uzyskala stypendium
doktorskie. Fakty te niewatpliwie $wiadcza o Jej dobrym dotychczasowym dorobku
naukowym 1 duzym zaangazowaniu w prowadzone badania. Projekt badawczy zostal
zrealizowany w Zakladzie Neurofarmakologii Molekularnej Instytutu Farmakologii im.
jerzego Maja PAN w Krakowie pod kierunkiem prof. dr hab. Ryszarda Przewlockiego, ktory
ma wybitne osiggniecia w badaniach nad endogennymi ukiadami opioidowymi. Wyniki badan
stanowigcych przedmiot rozprawy zostaly juz czesciowo opublikowane w 2019 i 2022 r.
w dwoch pracach, ktorych pierwszym autorem jest Doktorantka, w czasopismach o wysokim
wspolczynniku IF: British Journal of Pharmacology (1F 7. 73) i Pharmaceutics (IF 6.072).

Rozprawa doktorska zostala bardzo starannie opracowana. Kazdy jej rozdzial, a nawet
podrozdzial konczy si¢ krotkim podsumowaniem. Uklad WSTEPU (25 stron) jest dobrze
przemyslany. Po przedstawieniu wielowiekowej historii stosowania opiatow Autorka
przytacza dane na temat ligandow i efektow pobudzenia receptoréw opioidowych. Nastepnie
dokladnie omawia wazne zagadnienia zwigzane z tematem pracy, a mianowicie proces
transdukcji sygnalu po aktywacji receptora p opioidowego z udziatlem biatka G i B-arestyny-
2, znaczenie receptorow u w nocycepcji, odpowiedzi na stres, w zaburzeniach depresyjnych,
a takze w rozwoju uzaleznien, nie tylko od opioidéw. W kolejnym podrozdziale przedstawia
korzystne zmiany w dzialaniu morfiny stwierdzone w badaniach behawioralnych
przeprowadzonych u myszy pozbawionych genu kodujacego f-arestyne-2 (B-arr 2) lub
z ograniczong jej aktywnoscig. Dalej omawia efekty nielicznych badan nad selektywnymi

funkcjonalnie wobec biatka G agonistami receptorow § i x, a przede wszystkim wskazuje na
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postep prac w ostatnich latach nad tego typu agonistami rec. u. Badania te doprowadzily do
opracowania pierwszego leku z tej grupy — olicerydyny, ktory w 2020 r. zostal
zarejestrowany do leczenia ostrego bolu przez Amerykanska Agencje ds. Zywnoscei i Lekow.
Wstep zilustrowany trzema rycinami i uzupelniony dwoma tabelami $wiadczy o dobrym
przygotowaniu merytorycznym Autorki i w pelni uzasadnia cel podjetych badan.

Glownym CELEM pracy bylo zbadanie potencjalnych efektow terapeutycznych i ocena
potencjalu uzalezniajgcego trzech wybranych zwiazkéw: PZM21, SR-14968 1 SR-17018. Dla
jego realizacji Doktorantka zalozyla cztery cele szezegolowe, ktore doprecyzowuja bardzo
szeroko i ciekawie zaplanowany program badawczy. Badano efekty dzialania zwigzkéw na
wrazliwosé zwierzgt doswiadezalnych na termiczny bodziec bolowy 1 rozwdj tolerancji na ich
dzialanie antynocyceptywne po wielokrotnym podaniu. Oceniano, czy wielokrotne podanie
substancji wywoluje zaleznos¢ fizyczna 1 elekty nagradzajace oraz czy podanie antagonisty
rec. p spowoduje wystapienie objawow zespotu odstawienia. Ponadto oceniano dziatanie
uzalezniajace zwigzku PZM21 w modelu poszukiwania substancji w okresie odstawienia oraz
jego wplyw na zachowanie zwierzat w warunkach stresu. Badano jak wymienione zwigzki
wplywaja na wybrane aspekty dzialania morfiny: antynocycepcje 1 rozwoj tolerancji na to
dzialanie, objawy odstawienia u zwierzgt uzaleznionych oraz efekty nagradzajace.
Dodatkowo wykonano pewne badania behawioralne i biochemiczne, z ktérych dane
umozliwity Doktorantce w lepiej uzasadniony sposob przedyskutowac uzyskane wyniki.

W rozdziale MATERIAL i METODY (17 stron) Autorka przedstawita dokladnie
metodologie badan rownoczesnie uzasadniajac warunki ich przeprowadzenia. Doswiadczenia,
na ktore zgody wyrazila Il Lokalna Komisja Etyczna ds. Doswiadczen na Zwierzgtach
w Krakowie, zostaly wykonane na myszach lub szczurach. Szczegélowe dane dotyczace
zarowno klasyfikacji zwierzat do réznych typoéw eksperymentow, jak i dane dotyczace grup
cksperymentalnych zostaly zamieszezone w dwdch tabelach. Zwiazki bedace przedmiotem
badan, selektywni funkcjonalnie agonisci rec. w opioidowych, zostaly zsyntetyzowane
w Zakladzie Chemii Lekéw Instytutu Farmakologii PAN, a ich czysto$é enancjometryczna
potwierdzono za pomocg analizy widm NMR. Dawki badanych zwiazkéw ustalano na
podstawie obliczonej dawki EDso w tecie odsuwania ogona. W zaleznosci od celu
doswiadezenia zwigzki podawano dootrzewnowo lub nardzeniowo.Wykonano szereg badan
behawioralnych  przy uzyciu 13 wlasciwych testéw  wielokrotnie  weryfikowanych
w analogicznych badaniach (test odsuwania ogona, test goracej plytki, model odstawienia
precypitowanego naloksonem, aktywnos¢ lokomotoryczna, test warunkowej preferencii

migjsca, dozylne samopodawanie substancji w klatkach Skinnera, reakcja Strauba, test
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wymuszonego plywania, test zawieszenia za ogon, test jasnego/ciemnego pudetka, model
warunkowania strachem, labirynt w ksztalcie litery Y, test rozpoznawania nowego obiektu).
W badaniach biochemicznych oceniono wplyw zwiazku PZM21 na st¢zenie amin w probkach
uzyskanych metodg mikrodializy i aktywacje biatka G w homogenatach blon komérkowych
oraz powinowactwo badanych trzech agonistow do receptorow opioidowych p.d 1 x.

Uzyskane wyniki zostaty zanalizowane przy pomocy wlasciwych testow statystycznych.

Doktorantka uzyskala znaczng ilos¢ danych, ktore dokladnie przedstawila w rozdziale

WYNIKI (42 strony) oraz rzetelnie udokumentowata na 38 tadnie opracowanych rycinach
i w 4 tabelach. Ostatnia tabela stanowi zestawienie wynikoéw uzyskanych w badaniach
behawioralnych, co ulatwia analize tak wielu danych. Trudno omdéwié wszystkie wyniki. bo
liczba wykonanych eksperymentow jest wrecz imponujaca. Na pewno waznym
podstawowym stwierdzeniem bylo wskazanie, ze sg istotne rdznice w dzialaniu badanych
zwigzkow, funkcjonalnie selektywnych agonistow rec. p opioidowych, o réznej strukturze
chemicznej. Wykazano, ze:
). SR-14968 i SR-17018 dzialaly silniej antynocyceptywnie i diuzej niz PZM21, ktory
wywolywal efekt pulapowy; 2). SR-14968 i SR-17018 powodowaly zespdl odstawienia
1 silniejszg zaleznos$¢ fizyczng niz PZM21; 3). SR-14968 1 SR-17018 dzialaly nagradzajaco
w przeciwienstwie do PZM21, ktéry nie wykazywal potencjalu uzalezniajacego. a nawet
ostabial efekty nagradzajace morfiny: 4). wszystkie badane zwigzki nasilaly
antynocyceptywne dzialanie morfiny. a SR-14968 1 SR-17018 opodznialy nieco rozwoj
tolerancji morfinowej i oslabialy objawy zespotu odstawienia u myszy uzaleznionych od
morfiny.

Na podstawie uzyskanych wynikow Doktorantka stusznie wnioskuje, ze badane zwiazki
majg potencjal terapeutyczny. Zwiazki SR dzialaja bowiem antynocyceptywnie i moglyby
by¢ rowniez stosowane celem lagodzenia objawow odstawienia w przypadku uzaleznienia od
morfiny. PZM21, czgsciowy agonista rec. p, ktory dzialal wprawdzie slabiej
antynocyceptywnie i powodowal szybciej rozwdj tolerancji niz dwa pozostale zwigzki, nie
powodowal u zwierzat zmian behawioralnych majacych nasladowaé objawy uzaleznienia
psychicznego i wywolywal tylko stabo wyrazone objawy uzaleznienia fizycznego.

DYSKUSJA (27 stron) jest interesujgca i bardzo dobrze napisana. Podzielona jest na
podrozdzialy, w ktorych Doktorantka przedstawia i wyjasnia rozne aspekty wszystkich
zagadnien zwigzanych z przeprowadzonymi badaniami. Dokladnie analizuje wyniki badan
wlasnych odnoszgc si¢ do prac innych Autorow, ktérzy w tym samym okresie czasu badali

zwigzki bedace przedmiotem rozprawy, a wyniki doswiadczen opublikowali w latach 2016 —
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2021. Omawia wyniki, ktore sg kontrowersyjne w poréownaniu do prac innych Autorow.
Doktorantka zwraca uwage zaréwno na Kkorzystne, jak i niekorzystne efekty dziatania
badanych zwigzkow i podkresla istotne roznice w ich dzialaniu. Podzielam opini¢ Autorki, ze
idea funkcjonalnej selektywnosci dla opracowania lepszych lekéw opioidowych jest
zalozeniem waznym, ale nie decydujgcym 1 powinna by¢ dokladnie zweryfikowana
w dalszych badaniach. Doktorantka wskazuje rowniez na ograniczenia przeprowadzonych
badan, stawia pytania i przedstawia propozycje dalszych prac, ktorych celem byloby dokladne
poznanie na poziomie przedklinicznym potencjalnych mozliwoéei wykorzystania badanych
zwiazkow w terapii. Uzyskane wyniki wskazuja, ze warto kontynuowa¢ badania, gdyz na
obecnym etapie prac oceniane zwigzki wydaja si¢ by¢ obiecujace.

Przedstawione w koncowej czesci rozprawy cztery dobrze sformutowane WNIOSKI sg

w pelni poparte uzyskanymi wynikami.

Prosilabym Doktorantke o wskazanie, ktory zwigzek Pani zdaniem jest najbardziej
obiecujgcy w pordwnaniu do obecnie stosowanych opioidow i jakie dalsze jego badania
moglaby Pani zaproponowac.

Dla ktorego efektu farmakologicznego agonistow rec. u selektywnos¢ wzgledem sciezki

biatka G ma Pani zdaniem najwi¢ksze znaczenie ?

Rozprawe doktorskg Pani mgr Lucji Kudly oceniam bardzo wysoko. Na uwage zastuguje
ciekawy, dobrze uzasadniony pomyst zrealizowanego projektu, ktéry nawigzuje do nowej
hipotezy zakladajgcej istotne znaczenie selektywnosci funkcjonalnej ligandéw receptorow p
opioidowych dla ich efektow farmakologicznych. Dobrze zaplanowane eksperymenty zostaly
przeprowadzone przy zastosowaniu wlasciwego warsztatu badawczego. Znaczna ilosé
rzetelnie udokumentowanych wynikow daje nowe spojrzenie na wlasciwosei funkcjonalnie
selektywnych agonistow receptorow . Praca zostala wzorowo zredagowana. Uwazam
zatem, ze oceniana rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz.1789 ze zm.) w zwigzku z art.179 ust.1 i 2 ustawy z 3 lipca 2018
r. Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018
poz.1669) i wnioskuj¢ do Komisji ds. Prowadzenia Czynnosci w Sprawie Nadania Stopnia
Doktora przy Radzie Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN w Krakowie

0 dopuszczenie Pani mgr Lucji Kudly do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



Ze wzgledu na istotng warto$¢ merytoryczng rozprawy, ktoéra wnosi nowe elementy
poznawcze do wiedzy na temat zaleznosci efektow farmakologicznych od mechanizmu
dzialania agonistow receptoréw p opioidowych oraz zastugujaca na wysoke oceng bardzo

staranng i przemyslang forme pracy wnioskuje¢ o jej wyrdznienie.
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