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Analiza funkcjonalnego zréznicowania podtypow receptorow
alfal-adrenergicznych w efektach lekow przeciwdepresyjnych:
badania w genetycznych modelach in vitro i in vivo

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Chorazkiej zostala wykonana w Instytucie Farmakologii
im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk i w Uniwersytecie Jagiellonskim '

Promotorzy rozprawy: prof. dr hab. Irena Nalepa i prof. dr hab. Wojciech Piekoszewski

Istote przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej pfecyzyjnie wyjasnia tytul
rozprawy. Podjecie tego tematu badan uzasadnia zardéwno bezwzgledny, jak i Wzgle;dny,
niedostateczny stan wiedzy definiujacej udziat podtypéw receptorow alfa -adrenergicznych w
efektach lekow przeciwdepresyjnych (LPD). Otrzymane wyniki badaf moga stanowic¢
przestanke dla prz_ysziych strategii terapeufycznych, zwickszenia skutecznoscei i szybkosci

farmakoterapii depresji.

Rozprawa doktorska ma tradycyjng forme zwartego dzieta z klasycznym podzialem na wstep,
wyniki, i dyskusj¢ zakoficzong wnioskami. Rozprawa liczy 1 11 stron tekstu podstawowego.
Tekst rozprawy poprzedza przejrzysty spis tresci pozwalajacy na zapoznanie si€ z jej
poszczegdlnymi czgsciami. We wstepnej czesci zamieszezony jest takze wykaz stosowanych
skrotow oraz zwiezle streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), zawierajace krotkie

uzasadnienie podjetego w rozprawie tematu, cel badan, najwazniejsze metody i wnioski.



Ostatnim rozdziatem jest spis literatury. Pismiennictwo obejmuje wazne i starannie
wyselekcjonowane pozycje. Brak numerycznych oznaczen kolejnych pozycji uniemozliwia
jednak oszacowanie ich liczby. Spos6b uzycia danych literatury w tekscie pracy wskazuje na

racjonalne dokonanie ich wyboru.

Przejrzysty, podzielony na podrozdzialy Wstep (25 stron) ma walory dobrej pracy
przegladowej. Kandydatka wprowadza nas w przedmiot swoich zainteresowan, kt6re w
sposob naturalny wpisujg si¢ w dtugofalowy program badan grupy prof. dr hab. Ireny Nalepy.
W kolejnych podrozdziatach Wstepu doktorantka przedstawia najpierw ogélng
charakterystykg receptorow alfél-adrenérgicznych, regulacje ich ekspresji i funkcji oraz role

w wybranych ukfadach (sercowo-naczyniowym i osrodkowym uktadzie nerwowym).

Kolejny podrozdziat doktorantka poswigca drobiazgowemu omowieniu lekow
przeciwdepresyjnych (LPD), z podziatem na grupy i oméwieniem mechanizméw dzialania.
W koncowej czesci wstepu doktorantka zaznacza role pierwiastkow w farmakoterapii
depresji. Na uwage zastuguje podrozdziat opisujacy zmiany adaptacyjne w wyniku
wielokrotnego stosowania lekéw. Wstep koficzy oméwienie kierunkéw poszukiwan nowych
strategii farmakologicznych. Omawiany rozdzial w przystepny sposob wprowadza w
tematyke badan przedstawionych w rozprawie. Zrozumienie przedstawionych informacji
ulatwiajg zalgczone ryciny (5 rycin). Dane tego rozdzialu stanowia mocny punkt odniesienia

dla uzasadnienia celowosci przeprowadzonych badan.

Kolejny rozdzial opisuje Cele pracy. Motyw przewodni rozprawy to okreslenie
zrOznicowania podtypow receptoréw alfa; adrenergicznych w efektach indukowanych przez
LPD. Cele czastkowe doktorantka wylozyta przekonywujgco. Sekwencje podjgtych zadan
cechuje logika poglebiania wiedzy. Jest to po mistrzowsku skonstruowany program ,,po nitce
do ktebka”, realizowany w oparciu o badania przeprowadzone w genetycznych modelach in

vitro i in vivo.

Materialy i Metody Doktorantka wykorzystala sparametryzowane modele
doswiadczalne - linie komorkowe ze stabilng ekspresja pojedynczego podtypu receptora oraz
mysia linie transgeniczna z selektywnym unieczynnieniem genéw kodujacych podtypy alfa,
receptorow adrenergicznych (alfa;-AR). Rozprawa oparta jest na solidnych podstawach
metodycznych opisanych poprawnie i wyczerpujaco. Autorka postuguje sie adekwatnym
arsenatem metod biochemicznych takich jak autoradiografia, chromatografia cieczowa, gRT-

PCR, absorpcyjna spektrometria, WB, Ten obszerny katalog $wiadczy o wszechstronnosci



warsztatowej doktorantki a wysoki standard techniczny prowadzonych badafi wskazuje na

umiejetnosé samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Kolejna czegsé, Wyniki, odzwierciedla szeroki zakres prowadzonych badan.
Doswiadczeniami objeto wszystkie zaanonsowane parametry. Uzyskane dane sa opisane na
45 stronach, zilustrowane rycinami (18), i czytelnymi tabelami opatrzonymi dokladnymi

opisami. Wyniki sg mocng strong rozprawy.

Niezwykle istotnym punktem wyj$ciowym jest skrupulatna analiza linii komérkowych
ze stabilng ekspresjg badanych podtypow receptordw alfa;-adrenergicznych (alfa;a-AR,
alfa;g-AR, alfa;p-AR) w celu sprawdzenia ich przydatnosdci do dalszych badan
farmakologicznych. Oznaczone parametry analizy saturacyjnej, aktywno§¢ metaboliczna
komérek i funkcjonalno$¢ podtypow alfal-AR wykazaly, ze stabilna ekspresja nie powinna
wplywaé na wyniki dalszych oznaczen i linie te moga by¢ wykorzystane do zaplanowanych
badan farmakologicznych. Nalezy zaznaczy¢, ze doktorantka ustalita jeszcze kolejnosé LPD
w zaleznosci od hamujq;:ego wplywu na poziom aktywacji poszczegdlnych podtypow w
odpowiedzi na stymulacje noradrenaling (tabela 4.5). Zanotowala, ze podane leki
przeciwdepresyjne moga modulowaé funkcje alfa;-AR w sposéb zlozony i zalezny od
podtypu receptora. Przykladem jest istotna rola podtypy alfa;g w dziataniu IMI 1 DMI oraz
podtypéw alfa, 4 i alfa;g w dziataniu CIT. ' '

Kolejny etap realizacji celu pracy to badania prowadzone w ukladzie in vivo na
liniach transgenicznych opisanych w poprzednim rozdziale. Przeprowadzona na wstepie
charakterystyka modelu opisana precyzyjnie w tresci rozprawy, wskazuje na celowosc
wykorzystanie do badari. W nastgpnej czgsci pracy doswiadczalnej doktorantka dazy do
okreslenia udziatu typow receptoréw alfa;-adrenergicznych w efektach dwoch wybranych
lekéw przeciwdepresyjriych — DMI i MI, uzasadniajac jasno przyczyne wprowadzonego
ograniczenie. Podstawowym zadaniem byla ocena wptywu delecji podtypow receptorow
afa;-adrenergicznych (A-KO, B-KO, D-KO) na efekty wielokrotnego podawania wybranych
lekéw. Punktem wyjsciowym byto oznaczenie ekspresji mRNA poszczegdlnych podtypow w
korze przedczotowej samcéw. Wazng obserwacja poczyniong przez doktorantke jest fakt, ze
unieczynnienie receptora alfal-AR modulowac moze efekty dziatania lekow w sposob
zalezny od podtypu. Selektywne unieczynnienie receptora alfalD-AR prowadzito do
istotnego wzrostu ekspresji mRNA genu kodujacego podtyp alfalA-AR. Na tej podstawie
autorka pracy stawia odwazng hipoteze, sugerujaca kompensacj¢ funkcji podtypu 1D przez



alfa;o-RA. Bardzo interesujacym spostrzezeniem s$wiadczacym o roli podtypu alfaip-AR jest
fakt ze jego unieczynnienie znosi efekty dziatania MIL. Mozna wnioskowac, ze uzyskane
wyniki wskazuja na istotna rol¢ podtypu alfa;p w transmisji noradrenergiczne. Celowym, dla
petnego obrazu, bytoby przeprowadzenie odnos$nych badan na plci przeciwnej, jak to ma

miejsce w dalszej czesci rozprawy.

. Prezentowana rozprawe doktorska konczy ocena wplywu delecji podtypow i lekow
przeciwdepresyjnych na ekspresje wybranych biatek sygnatowych oraz poziomy wybranych
pierwiastkow: Ca, Zn, Cu i Ca. Nie chcac wracac do szczegé%owegb opisu wynikéw
zawartego w rozprawie odnios¢ si¢ jedynie do wybranych aspektow. T¢ cz¢sS¢ oznaczen
doktorantka wykonata u samc6w i samic myszy, zgodnie z opublikowanymi danymi
wskazujgcymi na miedzyplciowe roéznice odpowiedzi w zaburzeniach psychicznych jak i w
chorobach neurodegeneracyjnych. Na podstawie wykonanych oznaczen doktorantka
stwierdzila réznice profilu zmian aktywnosci badanych bialek w zaleznosci od
unieczynnionego podtypu receptora. Podczas gdy u samcoéw myszy D-KO w przewazajacej
czesci wynikéw obserwowano wpltyw mutacji na efekty dziatania MIL, u samic wptyw

mutacji odnotowano gléwnie w przypadku DMI. Zgadzam si¢ z doktorantkg ze obserwowane

efekty wyplywajg z aktywnosci réznych sSciezek przekazywania sygnatu.

Na zakonczeni tego rozdziatu chciatabym podkreslic, ze opisane dane sg jednoznaczne
i nie budzg zastrzezen. Autorka poczynila szereg oryginalnych obserwacji o istotnym
znaczeniu poznawczym i by¢ moze odleglych implikacjach klinicznych. Merytorycznie praca
nie zawiera widocznych usterek . Doceniajgc walory rozprawy doktorskiej pani mgr
Katarzyny Chorgzkiej nie moge si¢ powstrzymac¢ od wypunktowania pewnych uwag

dotyczacych przygotowanej dokumentacji:

- ad. Ryc, 4.12 — zgodnie z wykresem 4.12 A unieczynnienie receptora alfal-AR nie zmienia
poziomu noradrenaliny jak i SHT wzglgdem WT. Opis umieszczony pod rycing wskazuje, ze
przedstawione dane byly uzyskane metoda jednoczyﬁnikowej analizy wariancji (?) i testem
post-hoc Tukeya. Natomiast na str 86 doktorantka méwi o istniejacym wptywie delecji alfa;4-
AR na poziom NA i HT na podstawie analizy otrzymanych wynikéw, odwolujgc si¢ do tejze
Ryc.4.12. ktéra takich zmian nie obrazuje. Wedlug jakiej analizy odnotowano zatem réznice

wptywu delecji?

- ad ryc.4.15. Opis zamieszczony na stronach 91 i 92 nie jest jednoznaczny. Chciatam

zaznaczy¢, ze ta kwestia zostala wyjasniona z doktorantka w toku dyskusji



- nie moge zrozumie¢, dlaczego przygotowane schematy majg male rozmiary. Nie méwiac juz
0 odczytaniu analizy ontologicznej. Odczyt malutkich czcionek wymaga, szczegdlnie

wieczorem , wzmozonej koncentracji wzrokowej
Konficowym rozdziatem rozprawy jest DYSKUSJA i WNIOSKI

Dyskusja (liczaca 14 stron) napisana jest adekwatnie do otrzymanych W}/nikéw.
Doskonatym zabiegiem byto zamieszczenie we wstepnej czesci dyskusji tabeli
podsumowujacej przebieg zmian w eksperymentach oceniajgcych efekty lekéw
przeciwdepresyjnych na poszciegélne podtypy alfa;-AR, Dane te stanowiag ulatwienie dla
recenzenta. Opisany rozdzial rozprawy doktorskiej Pani Mgr Katarzyny Chorgzkiej
charakteryzuje si¢ logika wywodu w zakresie uzyskanego materialu. Doktorantka prowadzi
kompetentna dyskusje wokét otrzymanych danych i dokonuje konfrontacji badan wiasnych z
cytowanymi publikacjami, unikajgc przy tym zbednych spekulacji.

Dyskusja wskazuje na b. dobre przygotowanie i $wietna orientacje w temacie przygotowanej

rozprawy.

WNIOSKTI przedstawione w rozprawie doktorskiej pani mgr. katarzyny Chorazkiej

korespondujg z celem pracy i stanowig podsumowanie oryginalnych obserwacji autorki.

Rozprawa pani mgr Katarzyny Chorgzkiej napisana jest starannie, komunikatywnym
poprawnym jezykiem, a formutowane w niej sady wyrazone sa jasno i przekonywujaco.

Catos¢ czyta si¢ tatwo i z przyjemnoscia.

Moja ocena rozprawy doktorskiej pani mgr Katarzyny Chorazkiej p.t. ,,Analiza
funkcjonalnego zréznicowania podtyp6w receptoréw alfa;-adrenergicznych w efektach lekow
przeciwdepresyjnych: badania w genetycznych modelach in vitro 1 in vivo ” jest bardzo
wysoka . Swietnie przygotowana, systematyczna i nasycona novum rozprawa, oparta na
dobrze sparametryzowanych modelach doswiadczalnych, ujawnita walory osobowosci

naukowej kandydatki.

Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
r.Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. 2022, poz. 574 z pézn. zm.)

Przeto z pelnym przekonaniem przedktadam Radzie Naukowej wniosek o dopuszczenie Pani
Mgr Katarzyny Chorgzkiej do dalszych etapéw postgpowania w sprawie nadania stopnia

doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplinie nauki medyczne



[wszczetego na podstawie przepiséw Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (1j.Dz.U.2022, poz. 574 z pozn. zm.) w nawigzaniu do art. 179 pkt 7 Ustawy
z dnia 3 lipca 2018 r.- Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. 2018, poz. 1669 z pozn. zm.)]

Stawiam réwniez skierowany do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk PAN formalny wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej pani
mgr Katarzyny Chorgzkiej pt. ,,Analiza funkcjonalnego zréznicowania podtypéw receptorow
alfa;-adrenergicznych w efektach lekéw przeciwdepresyjnych: badania w genetycznych

modelach in vitro i in vivo.

Na niewatpliwy sukces rozprawy sklada si¢ zaréwno trafny wybér tematu,
przekonywujace przedstawienie zaloZen pracy, profesjonalne wykonanie badan, wzorowe
opisanie wynikow, umiejetno$¢ stawiania $miatych hipotez i oparta na doskonalej

znajomosci literatury dyskusja oraz trafnie ujete whioski.

Warszawa,15.12.2022 ) o



