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Ocena rozprawy doktorskiej

mgr Kingi Kaminskiej, pt. ,Interakcja wybranych lekéw przeciwdepresyjnych z L-DOPA

w doswiadczalnym modelu choroby Parkinsona”

Przedtozona do recenzji praca zostata wykonana pod kierunkiem naukowym dr hab.
Elzbiety Lorenc-Koci w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk.

Choroba  Parkinsona (PD) jest postgpujgca, wicloukladowg choroba
neurodegeneracyjng o zmiennym obrazie klinicznym i stopniu progresji, charakteryzujgcy si¢
postepujacym zaburzeniem funkeji ruchowych i pezaruchowych. Proces neuredegeneracii
obejmuje osrodkowy i obwodowy uklad nerwowy, prowadzac do deficytow w licznych
ukladach neurotransmisyjnych oraz zaburzeri funkcjonowania uktadéw: dopaminergicznego
(DA), noradrenergicznego (NA), serotoninergicznego (5-HT) i cholinergicznego (Ach).
Objawy pozaruchowe, takie jak depresja, apatia i anhedonia, czgsto pojawiajg si¢ przed
wystgpieniem objawéw ruchowych choroby zgodnie z hipoteza Braaka, wedlug ktérej zmiany
neuropatologiczne wystepuja najwezedniej w strukturach niedopaminergicznych, z zajeciem
neurondéw  serotoninergicznych i noradrenergicznych w pniu moézgu. Depresja moze

wystepowaé w przedruchowym okresie choroby, a w okresie zaawansowanym CZgsto
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w wigkszym stopniu niz objawy ruchowe zaburza jakodé zycia chorych. Badania
doswiadczalne zmierzajace do poznania patomechanizméw objawéw PD przyczyniajg sie do
poprawy diagnostyki i leczenia choroby.

Podjecie przez Doktorantke badan dotyczacych mechanizméw dzialania lekéw
przeciwdepresyjnych w doswiadczalnym modelu PD zastuguje na szczegdlne uznanie.

Przedstawiona do recenzji praca liczy 165 stron i sklada sie z przewidzianych dia tego
typu opracowan: wstepu, okreslenia celu pracy, materialu i metodyki, wynikéw 1 dyskusji,
wnioskow, streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz spisu pi$miennictwa.
Zamieszczono w nie) rowniez 16 tabel i 27 rycin.

Prace wykonano w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk
w Krakowie. Dogwiadczenia przeprowadzono zgodnie z Ustawg o ochronie zwierzat (Dz. U.
nr 23/2015 poz. 266, Polska) wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych z dnia
15 stycznia 2015 r. oraz dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady Europy 2010/63/UE z
dnia 22 wrzesnia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat przeznaczonych do celéw navkowych, a
takze za zgods Il Lokalnej Komisji Etycznej ds. Dodwiadczen na Zwierzetach Instytutu
Farmakologii PAN w Krakowie (nr zgedy 709/2010),

W starannie opracowanym obszemym wstepie Doktorantka przedstawita obraz
kliniczny PD, podloze neuropatologiczne oraz patomechanizm zmian neurodegeneracyjnych.
Szeroko omowila metabolizm dopaminy, zwracajgc uwage na objawy niepozadane stosowania
lewodopy, tj. fluktuacje ruchowe, dyskinezy i zaburzenia psychiczne. Przedstawila obraz
kliniczny oraz hipotezy patofizjologii depresji, wskazujge, ze neurony serotoninowe w jadrze
szwu ulegaja uszkodzeniu wezesniej niz neurony dopaminergiczne w istocie czamej; zwrécita
takze uwage na mozliwo$é rozwazania depresji jako biomarkera ryzyka rozwoju PD.
Doktorantka przedstawita metody leczenia farmakologicznego i niefarmakologicznego PD,
wskazujac na kontrowersje w wyborze stosowanych lekéw. W kolejnym podrozdziale wstgpu
omoéwita zwierzece modele dogwiadczalne PD, Przedstawienie danych z literatury wskazuje na

duzg wiedze Doktorantki oraz dobra znajomos¢ omawianego zagadnienia.

Cele pracy zostaly sformulowane jako:

1. Opracowanie doswiadczalnego modelu PD, w ktorym degeneracja ukladéw
monoaminergicznych (DA, NA i 5-HT) w strukturach motorycznych — prazkowie
(STR) i istota czarna (SN)), oraz limbicznych — kora czolowa (fCTX) i hipokamp
(HIP), bedzic odzwierciedlaé uszkodzenie tych ukladéw oraz wystgpowanie objawow
ruchowych i depresyjnych PD.



2. Ocene w opracowanym modelu PD interakgji tréjpierdcieniowych lekdw
przeciwdepresyjnych — amitryptyliny (AMI) i dezypraminy (DEZ), rézniacych sie
profilem farmakologicznym — podawanych samodzielnie lub w polaczeniu z L-DOPA
na zachowania motoryczne, zaburzenia typu depresyjnego, zmiany stezefi w
strukturach motorycznych i limbicznych mézgu szezurdw (STR, SN, fCTX, HIP)
oraz na wigzania znakowanych ligandéw do transporteréw monoamin: DAT, NET i

SERT w strukturach motorycznych i imbicznych moézgu szezurow,
W ramach realizac)i zamierzonych celéw Doktorantka wykonala badania szczegolowe.

1. Opracowanie cksperymentalnego modelu zaawansowanej PD z wystepowaniem
zaburzen typu depresyjnego, w ktdrym zastosowano klasyczng neurotoksyng 6-OHDA.

a. przeprowadzenie oceny wplywu 3 réznych dawek 6-OHD podawanych
jednostronnie do peczka przysrodkowego przodomézgowia (MFB), wylacznie
oraz w polaczeniu z dezypraming (DEZ), na stezenie NA, DA i 5-HT
w strukturach motorycznych i imbicznych moézgu szczura.

b. oceny wptywu 3 réznych dawek 6-OHD podawanych jednostronnie do MFB,
wylgcznie oraz lacznie z DEZ, na poziom rotacji kontrlateralnych mierzony po
2 i 4 tygodniach od wykonania lezji.

¢. oceny wplywu najwyzszej dawki 6-OHD podawanej jednostronnie do MFB
wylgcznie oraz w polaczeniu z DEZ na anhedoni¢ mierzong spozyciem 3%
roztworu sacharozy.

2. Doktorantka oceniata wplyw wybranych lekéw przeciwdepresyjnych w interakeji z L-
DOPA na parametry motoryczne i biochemiczne w opracowanym modelu.

a. Oceniano wplyw wielokrotnych podar trjpiericieniowych lekow
przeciwdepresyjnych: AMI i DEZ tacznie z L-DOPA, na zachowanie
asymetryczne, preferencje spozycia sacharozy oraz na stgzenia NA, DA, 5-HT
oraz metabolitéw w strukturach motorycznych i limbicznych mozgu szezura.

b. Qceniano wplyw wielokrotnych podan AMI 1aczenie z L-DOPA na wigzanie
radioligandéw do transporteréw DAT, NA i 5-HT w strukturach motorycznych
i limbicznych mézgu szczura.

Badania przeprowadzono na szczurach rasy Wistar. AMI oraz DEZ podawano w dawce

10 mg/kg me., L-DOPA w 12 mg?/kg mc., zastosowano grupg kontrolna. Tkankowe poziomy

neuroprzekaznikow: NA, DA 1 5-HT, oraz metabolitéw: kwasu 3,4-dihydroksyfenolo-



octowego, 3-metoksytryptaminy, kwasu homowanilinowego 1 kwasu 3-hydroksyindolo-
octowego, oznaczano z uzyciem wysokocidnieniowej chromatografii cieczowej (HPLC)

z elektrochemiczng detekejg kulometryczng,

Analizy statystycznej dokonano za pomocg oprogramowania STATISTICA 13
(StatSoft., USA), stosujgc dwuczynnikows analize wariancji (ANOVA) dla powtarzalnych

pomiardw.

W rozdziale 6. Doktorantka przedstawila wyniki badas, zebrane na 19 rycinach i w 12
tabelach, Wykazano, ze najwieksza dawka 6-OHD podawana do peczka przysrodkowego
przodomézgowia jednostronnie, samodzielnie lub w polaczeniu z DEZ, zmnigjszala spozycie
3% sacharozy. Wszystkie zastosowane dawki 6-OHD zmniejszyly stezenie DA w badanych
strukturach mézgu po stronie uszkodzenia. Stezenie NA bylo znacznie bardziej zmniejszone w
STR, HIP i fCTX po stronie uszkodzonej po podaniu wylgcznym 6-OHD w pordéwnaniu
z jednoczesnym podaniem 6-OHD | DEZ. W SN podanic 6-OHD wywolywalo niewielkie
zmniejszenie stezenia NA po stronie podania, natomiast w polgczeniu z DEZ zmniejszenie
stezenia bylo wicksze i wystepowalo obustronnie. Wigksze dawki 6-OHD podawane bez DEZ
zmniejszaly stezenie 5-HT po stronie uszkodzonej w STR, HIP i fCTX, nie wywotujac zmian
w SN. W dalszych badaniach Doktorantka zastosowala model PD wywolany podaniem
najwiekszej dawki 6-OHD, jako najbardziej odpowiadajacy zaburzeniom behawioralnym
i neurochemicznym wystepujgcym w PD.

Badanie wplywu AMI i DEZ podawanych wielokrotnie, oddzielnie lub lgczme
z L-DOPA, wykazalo, ze podanie wylgczne L-DOPA lub w polaczeniu z AMI lub DEZ

zwigksza liczbe rotacji.
Przedstawione wnioski (w liczbie czterech) odpowiadaja na pytania zawarte w celach

pracy. Wynika z nich, ze

¢ 1. Opracowany model PD wywotany jednostronnym podaniem 6-OHD w
dawce 16 mg/4 pl do MFB moze zostaé zastosowany do oceny terapii L-
DOPA w interakcji z lekami przeciwdepresyjnymi. Analiza wplywu lekéw
przeciwdepresyjnych na zachowania motoryczne i biochemiczne w
opracowanym modelu wykazata.

o Wielokrotne podanie AMI lub DEZ nie wywolywalo rotacji
kontrlateralnych, natomiast L-DOPA zwigkszata ich liczbg. Egczne
podanie AMI i L-DOPA zwigkszalo istotnie rotacje kontriateralne w



poréwnaniu z z wylgceznym podaniemL-DOPA, natomiast po lgcznych
podaniach DEZ i L-DOPA obserwowano wylacznie tendencje
wzrostowe.

o Skojarzone podanie AMI i L-DOPA silniej wywolywato zwickszenie
stezenia DA po stronie podania w STR i SN oraz obustronnie w HIP 1
fCTX, niz podanie wylaczne L-DOPA.

o Laczne podanie DEZ z L-DOPA zwigkszalo stezenie DA w
ipsilateralnym STR, SN 1 HIP w tym samym stopniu, co podanie L-
DOPA. Jedynie w ipsilateralnej f{CTX stgzenie DA byio wyzsze po
podaniu kgcznym DEZ z L-DOPA niz po podaniu samej L-DOPA.

2. Wykazano silniejsze dziatanie promotoryczne terapii skojarzongj AMI i L-DOPA niz
menoterapii L-Dopg  Natomiast laczne podanie L-DOPA i DEZ powodowalo jedynie
tendencje wzrostowe. Wyniki te sugeruja ze leki antydepresyjne o mechanizmie dziatania
zblizonym do AMI silnigj wplywaja na aktywnos$¢ ruchows indukowang L-DOPA niz leki
hamujace wychwyt zwrotny NA 0 mechanizmie dziatania podobnym do DEZ.

3. Na podstawie wynikéw wykazujacych silniejszy wzrost stezenia DA w fCTX po lgcznym
podaniu AMI i L-DOPA oraz wzrost stezenia DA w HIP zardéwno po facznych podaniach
AMI i DEZ i wylacznie L-DOPA sformutowano wniosek 3., wskazujgc na nigjednoznaczny
wplyw podawania AMI i L-DOPA na funkcje psychiczne.

Analiza interakeji AMI i L-DOPA na wigzanie radioligandéw do transporteréw DAT, NET i
SERT wykazala zmniejszenie poziomu wigzania DAT w STR 1 SN po stronie podania 6-
OHD, po stronie przeciwnej w STR wykazano kompensacyjny wzrost wigzania DAT 1 SERT,
w SN zmniejszenie wigzania do DAT oraz obustronne zwigkszenie wigzania radioligandéw do
transporteréw NET i SERT. Kompensacyjne zwiekszenie stezenia SERT wykazano po stronie
przeciwnej do uszkodzenia w HIP i fCTX. Laczne podanie AMI z L-DOPA nie wpiywalo na
wiazanie DAT po stronie uszkodzenia, zmniejszalo natomiast wiazanic radioligandéw do

transportera SERT we wszystkich badanych strukturach, a wigzanie do NET wylacznie w SN.

Doktorantka sformulowala wniosek 4., ze w pozbawionym unerwienia dopaminergicznego
STR za wychwyt zwrotny DA odpowiedzialny jest transporter SERT, natomiast w SN zardwno
SERT, jaki NET. Hamowanie funkcji tych transporteréw przez AMI poprzez zwigkszenie

zewngtrzkomorkowego stezenia DA w STR i SN moze wptywac na funkcje motoryczne.



Podj¢ty przez Doktorantke temat jest istotny z naukowego i praktycznego punktu widzenia.
PD, druga co do czestosei choroba neurodegeneracyjna, jest powaznym problemem
klinicznym i spotecznym i wraz ze starzeniem sie populacji stanowi duze wyzwanie dla
systemOw opieki na catym $wiecie. Badania patomechanizméw dzialania lekow
przeciwdepresyjnych sg istotne z perspektywy lepszego zrozumienia patogenezy oraz leczenia
PD. Wnioski z tej pracy sa interesujace, maja warto$é naukows oraz praktyczng i stanowia
oryginalny wkiad w wiedze na temat patomechanizmu PD, wskazujgc na potrzebe dalszych
badar zmierzajacych do poznania patogenezy PD, obejmujacych badania lekow
przeciwdepresyjnych, takze o innym mechanizmie dzialania niz AMI i DEZ , odznaczajgcych
si¢ szerszym zakresem terapeutycznym i mniejszg kardiotoksycznoécia niz trojpierscieniowe

leki p-depresyjne.

Praca zostala przygotowana bardzo starannie, duzym nakladem pracy. na hscie

skrétéw zabraklo stosowanego w pracy skrétu APO — apomorfina.

Rozprawa doktorska spelia warunki okre§lone 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 (tj. Dz. U. 2016, poz. 882).

W zwigzku z powyiszym wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Farmakologii
im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie o dopuszczenie mgr Kingi

Kaminskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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