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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr inz. Moniki Herian

pt. Witasnosci farmakologiczne zwigzku halucynogennego 251-NBOMe

Charakterystyka i znaczenie podjetej problematyki badawczej

Zasadniczym celem rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Moniki Herian byta ocena
wpltywu nowego zwigzku halucynogennego wystepujgcego na rynku narkotykowym
o akronimie 25I-NBOMe na neuroprzekaznictwo moézgowe oraz zachowanie zwierzat,

a takze oszacowanie jego potencjatu neurotoksycznego.

Nie ulega watpliwosci, ze rynek narkotykowy w Polsce i na catym $wiecie ulegt
w trakcie ostatnich kilkunastu lat ogromnym zmianom. ,Klasyczne narkotyki” takie jak
marihuana, amfetamina, kokaina czy heroina zostaty bowiem cze$ciowo zastgpione przez
tzw. nowe substancje psychoaktywne (NPS) - zwigzki czesto o zbliZonej budowie do
substancji kontrolowanych, ale przede wszystkim wykazujgce podobne efekty dziatania.
Zaktada sie, ze podobienstwo obserwowanych efektéw wynika z dziatania NPS na te same
receptory w organizmie co ,klasyczne narkotyki”. Niestety, NPS wprowadzane sg na
rynek bez jakichkolwiek badani klinicznych, w tym nie jest w zaden sposéb oceniana ich
toksycznos$¢. Osoby odpowiedzialne za syntezg 1 wprowadzenie nowych zwigzkéw
dokonujg drobnych modyfikacji struktury substancji o wykazanym dziataniu
psychoaktywnym z nadziejg, ze kolejne pochodne okaza sie rownie atrakcyjne dla oséb
zadnych nowych do$wiadczen. Oznacza to, ze nawet tak podstawowe dane jak wielko$¢
dawki, sposéb i czas dziatania czy sposéb dawkowania uzytkownicy ustalajg
samodzielnie, metods ,préb i bledéw”. Prowadzi to nierzadko do powaznych
konsekwencji, w tym zatru¢ Smiertelnych. Uzytkownicy zupetnie nie biorg pod uwage
efektéw diugoterminowych, skupiajgc sie na ,tu i teraz’, czyli na uzyskaniu efektu

odurzenia. Niestety okazuje sie, ze nowe zwigzki charakteryzuja sie czesto znacznie




wigksza toksycznoscia i sg bardziej niebezpieczne dla zdrowia i zycia ludzi niz substancje

juz objete kontrolg przez ustawe o przeciwdziataniu narkomanii.

Bardzo dobrym przyktadem takich cech jest zwigzek wybrany przez Doktorantke
do badan, czyli 4-jodo-2,5-dimetoksy-N-(2-metoksybenzylo)fenyloetyloamina, w skrécie
251-NBOMe. Na rynku narkotykowym zwigzek ten pojawit sie w 2010 roku, jako efekt
filtrowania literatury naukowej przez osoby pracujgce na rzecz nielegalnych
laboratoriéw pod katem zwigzkéw mogacych wykazywaé dziatanie psychoaktywne.
Poniewaz przy badaniach nad zastosowaniem w pozytonowej tomografii emisyjnej
wykazano jego wysokie powinowactwo i selektywno$¢ wzgledem receptoréow
serotoninowych 5-HT2a uznano zapewne, Ze moze on stanowié¢ atrakcyjna alternatywe
dla klasycznego zwigzku halucynogennego, tj. dietyloamidu kwasu D-lizergowego (LSD).
Polska byta pierwszym krajem, w ktérym wykryto 25I-NBOMe w Kkartonikach
zabezpieczonych w sklepach z tzw. dopalaczami, a w kolejnych miesigcach w prasie
I literaturze fachowej na catym $wiecie zamieszczono wiele artykutéw opisujgcych
zatrucia po przyjeciu tego zwigzku, w tym liczne przypadki zgonéw. Co istotne, zgony te
wynikaty z przedawkowania samego 251-NBOMe, czyli efektu, ktory nie jest praktycznie
obserwowany dla LSD. Nie ulega zatem watpliwosci, ze istniata realna
I bardzo istotna potrzeba poznania wtasnosci farmakologicznych 25I-NBOMe,
w szczegoblnoSci ustalenia wpltywu tego nowego zwigzku na neuroprzekaZnictwo
moézgowe oraz jego potencjatu neurotoksycznego, co bylo przedmiotem badan

Doktorantki.

Celem rozprawy byto scharakteryzowanie wtasnoéci farmakologicznych oraz
neurotoksycznosci 251-NBOMe w modelu zwierzecym. Badania te w szczegélnosci
obejmowaty ocene wplywu tego zwigzku na zachowanie zwierzat w modelach
otrzepywania gtowq i ciatem, ruchliwo$ci i eksploracji, funkcji poznawczych i pamieci, jak
rowniez ocene dziatania 25I-NBOMe na neuroprzekaznictwo moézgowe w modelu
mikrodializy mézgu ttumaczacego dziatanie halucynogenne, wptyw na lek i rozwéj
tolerancji. Analizowane byto takze zaangazowanie réznych podtypéw receptoréw
serotoninowych w efekt dziatania 25I-NBOMe, oceniono jego neurotoksyczno$¢ in vivo
poprzez okres$lenie oksydacyjnego uszkodzenia jadrowego DNA oraz zaburzen struktury
mozgu, jak réwniez ustalono dystrybucje i akumulacje 251-NBOMe w réznych obszarach

moézgowych.




Nie mam watpliwosci, ze badania przedstawione w recenzowanej pracy maja
ogromne znaczenie dla zrozumienia sposobu dziatania 25-NBOMe i okreélenia zagrozen
wynikajacych z jego jednorazowego i wielokrotnego przyjmowania. Wyniki badan zostaty
opublikowane w czasopismach naukowych o miedzynarodowym zasiegu, cieszacych sie
duzym uznaniem badaczy z zakresu farmakologii i toksykologii, co oznacza nie tylko
szansg na upowszechnienie wiedzy na temat zagrozen wynikajacych ze stosowania tego

zwiazku, ale moze réwniez pomdc w terapii 0s6b uzaleznionych.

Uktad pracy i poruszane zagadnienia

Podstawe recenzowanej rozprawy stanowi zbiér czterech oryginalnych publikacji
spojnych tematycznie, ktére Autorka opublikowata w latach 2019 - 2022 w czasopismach
0 migdzynarodowym zasiegu, takich jak Neurotoxicity Research, Pharmacological Reports,
Psychopharmacology oraz Scientific Reports, charakteryzujacych sie wysoka wartos$cig
pigcioletniego wspétczynnika cytowan, mieszczacego sie w zakresie od 3,427 do 5,134.
We wszystkich tych pracach Doktorantka odegrata wiodgcg role i byta ich pierwszg
autorky. Praca napisana zostata w jezyku polskim i zostata sporzadzona zgodnie
z Zaleceniami Komisji Rady ds. Prowadzenia Czynnoéci w Sprawie Nadania Stopnia

Doktora Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk.

Rozprawa doktorska po przedstawieniu informacji o Zrédle finansowania badar
I spisie tresci, rozpoczyna sie wykazem publikacji stanowigcych jej podstawe, wykazem

stosowanych skrotéw oraz streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.

Czes$¢ wprowadzajgca do pracy przedstawiona zostata na 18 stronach. Oméwiono
W niej m.n. takie zagadnienia jak: definicja i klasyfikacja nowych substancji
psychoaktywnych (NPS), rodzaje i wtasnosci farmakologiczne substancji halucynogennych,
historia syntezy, wta$ciwosci i toksycznosé zwigzkow z grupy NBOMe u ludzi, okreélenie
profilu receptorowego tej grupy zwiazkéw, w tym selektywno$¢ powinowactwa do
receptoréw serotoninowych 5-HT2a i 5-HTzc, ich cytotoksyczno$¢ i wptyw na zachowanie
zwierzat, toksyczno$¢ wykazang w badaniach in vivo, wyniki analiz toksykologicznych
oraz metabolizm, a takze mozliwoéci wykorzystania zwigzkoéw halucynogennych

W terapii.




Nastepnie jasno przedstawiony zostat cel gléwny badai oraz spojne cele
szczegbtowe. W czedci zatytutowanej ,Materiat i metody” Autorka rozprawy podata
informacje dotyczace zwierzat stosowanych w badaniach, a przede wszystkim sposéb
podawania zwigzku 251-NBOMe i schematy poszczeg6lnych doswiadczen dotyczacych
badania zachowania zwierzat, mikrodializy mézgu u swobodnie poruszajacych sie
szczurdéw, badania neurotoksyczno$ci, oznaczania zawartoéci zwiazku w mozgu oraz
metod statystycznych wykorzystywanych do interpretacji uzyskanych wynikéw

eksperymentalnych.

Wyniki badant oméwiono oddzielnie dla poszczegélnych zagadnieri. W kontekécie
badania wptywu 251-NBOMe na zachowanie zwierzat Autorka rozprawy opisata wplyw
jednorazowych i wielokrotnych podan 25I-NBOMe na liczbe epizodéw otrzepywania
gtowa i ciatem, ruchliwo$¢ zwierzat, ich funkcje poznawcze i pamie¢, a takze zachowania
lekowe. Kolejnym poruszonym zagadnieniem byto badanie efektéw jednorazowych
podan 251-NBOMe na uwalnianie dopaminy, serotoniny i glutaminianu w korze czotowe;j
szczura. Role poszczegélnych podtypéw receptoréw serotoninowych w dziataniu
25I-NBOMe Doktorantka ustalita dzieki badaniu wptywu ich antagonistéw na uwalnianie
glutaminianu, dopaminy i serotoniny w korze czotowej zwierzat oraz liczby epizodéw
potrzasania gtowa i ciatem po podaniu badanego zwigzku. W kolejnym kroku badane byty
efekty wielokrotnych podaii 25I-NBOMe na uwalnianie dopaminy, serotoniny,
glutaminianu i acetylocholiny w korze czotowej, prazkowiu oraz jadrze pétezacym
przegrody szczura. Z kolei dziatanie neurotoksyczne 251-NBOMe wykazano m.in. poprzez
okreslenie wplywu jednorazowych podan tego zwigzku na zawarto$¢ tkankowa
dopaminy i serotoniny oraz ich metabolitéw w korze czotowej, ocene wplywu
wielokrotnych podari 251-NBOMe na zmiany liczby komérek w strukturach korowych
i hipokampie, a takze ustalenie wptywu jednorazowych i wielokrotnych podan tej
substancji na oksydacyjne uszkodzenia jadrowego DNA w korze czotowej i hipokampie
szczura. Doktorantka okreglita réwniez metody identyfikacji, a takze odniosta sie do
dystrybucji i akumulacji 251-NBOMe w osoczu i strukturach mozgu tych zwierzat. Ta cze$é

przedstawiona zostata na 11 stronach.

Przeprowadzona dyskusja wynikéw wiasnych oraz ich odniesienie do danych
literaturowych potwierdzity zdolno$é Doktorantki do samodzielnej analizy wynikéw

badan przestawionych w zbiorze publikacji, a takze wykazana zostata ich Spéjnos¢
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tematyczna. Na podstawie analizy danych Doktorantka wyciagneta wlasciwe wnioski,
majace petne potwierdzenie w uzyskanych wynikach. Potrafita je jasno i precyzyjnie

przedstawi¢, wzmacniajac przekaz za pomocg stosownej ryciny.

Autorka rozprawy przedstawita réwniez spis bibliografii wykorzystanej we
wprowadzeniu oraz dyskusji wynikéw. Dobér pozycji literaturowych nalezy uznaé za

wiasciwy.

Rozprawe uzupetniaja o$wiadczenia wspétautoréw publikacji oraz oryginalne

wersje publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskie;j.

Uktad pracy jest prawidtowy, a poruszane zagadnienia s3 $ci$le zwigzane

z zatozeniami i celami pracy.

Rozprawa napisana jest w sposéb bardzo staranny. Zauwaza sie tez dbato$é
Doktorantki o forme graficzng pracy. W konsekwencji prace, ktéra stanowi kompendium
aktualnej wiedzy na temat nowej substancji halucynogennej jaka jest 251-NBOMe, czyta
sie z duzym zainteresowaniem. Autorka rozprawy postuguje sie¢ poprawng polszczyzna,

swobodnie operujac nig w ztozonej tematyce naukowe;j.

Ocena metod badawczych, sposobu przeprowadzenia badan i analizy uzyskanych

wynikow

Recenzowana praca miata charakter ekspertymentalny. Badania zostatly
zaplanowane we wiasciwy sposéb, a dobér rodzaju eksperymentéw oraz aparatury
badawczej, jak réwniez sposéb przeprowadzenia badan oraz interpretacja uzyskanych

wynikéw byty wiasciwe.

Badania przedstawione w pracy miaty na celu ocene wptywu 25-NBOMe na
neuroprzekaznictwo mézgowe i zachowanie zwierzat oraz neurotoksycznosci tego zwiagzku.
Wykonano je w schemacie podan jednorazowych, w dawkach wynoszacych 0,3, 1, 3 i 10

~mg/kg, a takze podari wielokrotnych w dawce 0,3 mg/kg przez 7 dni. Do eksperymentéw

wykorzystano samce szczuréw Wistar Han.

Uwalnianie glutaminianu, serotoniny, dopaminy i acetylocholiny pod wptywem

25I-NBOMe badano wykonujac mikrodialize moézgu u swobodnie poruszajgcych sie




szczuréw. Doktorantka oceniata zdolnoé¢é 251-NBOMe do wywotywania aktywnosci
halucynogennej poprzez $ledzenie epizodéw potrzasania gtowa i ciatem (WDS) oraz wptyw
tego zwiazku na aktywno$¢ ruchowg i eksploracyjng wykonujac test otwartego pola (OF).
Z kolei wptyw 25I-NBOMe na funkcje poznawcze byt oceniany w te$cie rozpoznawania
nowego obiektu (NOR), a zachowania lekowe wywotywane przez ten zwigzek badano

w tedcie jasnego/ciemnego pudetka (LDB).

Test kometkowy, metoda immunohistochemiczna i TUNEL byty wykorzystane
w ocenie dziatania neurotoksycznego 251-NBOMe i pozwolity na okre§lenie oksydacyjnego
uszkodzenia jgdrowego DNA, wptywu na liczbe komérek nerwowych oraz obecnoéé sygnatu

apoptotycznego.

Do ustalenia iloéci 25-NBOMe w poszczegblnych strukturach moézgu szczura
wykorzystano technike spektrometrii mas z putapka jonows, po uprzednim oczyszczaniu
probek na kolumienkach z ekstrakcjg do fazy statej, a takze rozdziale na kolumnie
chromatograficznej. Jak specjalista z zakresu chemii analitycznej odczuwam pewien
niedosyt odnoénie iloéci informacji co do sposobu przeprowadzenia tych badan, bowiem
z uwagi na bardzo niskie stezenia 251-NBOMe jego oznaczanie byto z pewnoscig bardzo
trudne. Potwierdzaja to ryciny z publikacji 4 (w czasopiSmie Scientific Reports),
w szczegdlnosci rycina 1, gdzie wysoko$é sygnatu dla préby kontrolnej i po podaniu

10 mg/kg 251-NBOMe w korze czotowej byty zblizone.

Analiza danych przedstawionych w rozprawie wskazuje jednoznacznie, ze doboru

metod badawczych dokonywano wtasciwie do zamierzonego celu.

Autorka rozprawy wykazata, ze juz jednorazowe dawki 25I-NBOMe zwiekszaty
uwalnianie glutaminianu i monoamin w korze czotowej oraz powodowaty wystepowanie
aktywno$ci halucynogennej 251-NBOMe i opisata zaleznoéci efektu od dawki. Udowodnita
réwniez receptorowy mechanizm dziatania 251-NBOMe we wptywie na uwalnianie
glutaminianu, a takze iz aktywno$é halucynogenna tego zwigzku opiera sie gtéwnie na
aktywacji korowych receptoréw 5-HTza i 5-HTzc. Wykazata takze ostabienie efektu
uwalniania glutaminianu oraz monoamin w korze czotowej po wielokrotnych podaniach
251-NBOMe w niskiej dawce. Doktorantka stwierdzita, iz tolerancja obserwowana
w uwalnianiu neuroprzekaznikéw w korze czotowej oraz zachowaniu zwierzat po

wielokrotnych podaniach 251-NBOMe jest wynikiem zmian w sygnalizacji receptora




5-HT2a. Bardzo istotne byto réwniez udowodnienie uszkodzenia DNA w korze czotowe;j

i hipokampie szczura zaréwno po jednorazowym, jak i wielokrotnym podaniu 251-NBOMe.

Przeprowadzone badania pozwolity zatem Doktorantce na wyciggniecie szeregu
bardzo istotnych wnioskéw. Wykazata Ona bowiem migdzy innymi, ze podanie
251-NBOMe wywotuje zmiany w neuroprzekaznictwie dopaminowym, serotoninowym,
glutaminianergicznym i cholinergicznym, zaréwno po podaniach jednorazowych, jak
i wielokrotnych. Wielokrotne podanie tego zwiazku spowodowato rozwdj tolerancji
i Doktorantka wskazata jej mozliwa przyczyne. Okredlita réwniez role podtypéw
receptoréw 5-HT2a oraz 5-HT2c w mechanizm dziatania 25I-NBOMe. Wykazata, ze
efektem zaburzone;j homeostazy w uwalnianiu glutaminianu i dopaminy pod wplywem
tego zwigzku jest generowanie wolnych rodnikéw powodujgcych oksydacyjne
uszkodzenie jagdrowego DNA, a zatem potwierdzita neurotoksycznos¢ in vivo 251-NBOMe
w modelu zwierzecym. Badania przeprowadzone przez Doktorantke pozwolity réwniez
na pokazanie zdolno$é akumulacji 25I-NBOMe w mozgu po wielokrotnych podaniach
obwodowych. Wartoéé merytoryczna rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Moniki Herian

jest zatem w mojej ocenie bardzo wysoka.

Podsumowanie

Tre$¢ rozprawy doktorskiej potwierdza, ze Pani mgr inz. Monika Herian posiada
duza wiedze na temat substancji halucynogennych, bardzo dobry warsztat badawczy,
potrafi wlasciwie zaplanowaé i przeprowadzié¢ badania z wykorzystaniem nowoczesnej,
Zaawansowanej aparatury oraz zintepretowaé uzyskane wyniki. W sposéb wiasciwy
odniosta wyniki badan wilasnych do danych literaturowych, z nalezyta krytyka

podchodzac do wiasnych ustales.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz Moniki Herian zawiera wiele elementéw
nowosci. Kluczowe wydaje sie potwierdzenie po raz pierwszy neurotoksyczno$ci in vivo
25I-NBOMe w modelu zwierzecym 1 wykazanie uszkadzania jadrowego DNA, zmian
w liczbie komérek glejowych oraz znacznej akumulacji po podaniach wielokrotnych tego
zwigzku. Doktorantka wykazata réwniez ze 25I-NBOMe znaczgco wptywa na

neuroprzekaznictwo mozgowe i zachowanie zwierzat za poSrednictwem korowych




receptorow serotoninowych 5-HT2a i 5-HTzc i opisata ilo$ciowo te procesy. Warta
docenienia jest réwniez umiejetnoéé ustalenia ilosci 25I-NBOMe w materiatach

pobranych od szczuréw, z uwagi na bardzo niskie stezenia badanego zwigzku.

WNIOSEK

Na podstawie przeprowadzonej oceny rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze
spetnia ona warunki okreslone w art. 13 ust. 1 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) oraz art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajace Ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
22018 r., poz. 1669) i stawiam wniosek do Wysokiej Rady Instytutu Farmakologii
im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Pani mgr inz. Moniki

Herian do publicznej obrony.




