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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Yany Babii pt. ,,Combined administration of scopolamine
and a negative allosteric modulator of the metabotropic glutamate mGlu2 receptor as a novel
efficacious method to treat depression” wykonanej w Instytucie Farmakologii im. Jerzego

Maja Polskiej Akademii Nauk pod kierunkiem prof. dr hab.. Andrzeja Pilca

Depresja jest powaznym, czesto nawracajacym schorzeniem, ktére znaczaco wptywa na zycie
0so6b nig dotknietych i stanowi istotne obcigzenie spoteczne. Jej gwaltowny wzrost stat sie
szczegblnie widoczny w XX wieku. Obecnie zaburzenie to dotyka okoto 332 milionéw ludzi
w réznym wieku (Swiatowa Organizacja Zdrowia, 2023). Wedtug prognoz WHO (2011) do
2030 roku depresja ma staé¢ si¢ glowng przyczyna obcigzenia chorobowego na $wiecie.
Nawracajace epizody po pierwszym zachorowaniu stanowia dodatkowe wyzwanie — szacuje
sig, ze 75-90% osob z MDD doswiadcza wigce] niz jednego epizodu (Monroe & Harkness,
2022). Cho¢ wprowadzenie klasycznych lekéw przeciwdepresyjnych bylo istotnym krokiem
naprzod, to mimo ich wpltywu na uklad monoaminergiczny dost¢pne obecnie terapie
pozostajag dalekie od idealu. Wcigz istnieje zatem pilna potrzeba opracowania
skuteczniejszych i szybciej dziatajacych lekow.

Skopolamina, alkaloid obecny w niektérych roslinach z rodziny psiankowatych (Solanaceae),
dziata jako nieselektywny antagonista receptoréw muskarynowych. Jej pochodna —
butylobromek skopolaminy, ktéry nie przekracza bariery krew-moézg — jest od lat
powszechnie stosowany jako lek przeciwskurczowy. Wiele badan klinicznych i
przedklinicznych wskazuje, ze skopolamina wykazuje szybkie i utrzymujace si¢ dziatanie
przeciwdepresyjne. Jednak jej wykorzystanie w praktyce klinicznej jest ograniczone ze
wzgledu na powazne skutki uboczne, takie jak problemy z pamiecig, sedacja czy zaburzenia
widzenia. Jedng z mozliwych strategii ograniczenia dziatan niepozadanych jest stosowanie
niskich dawek skopolaminy w polaczeniu z innymi substancjami o wlasciwosciach

przeciwdepresyjnych — podejscie to zostalo przyjete w niniejszej pracy.
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W swojej rozprawie doktorskiej mgr Yana Babii podj¢la prob¢ zbadania czy laczne

podawanie skopolaminy i1 negatywnego modulatora allosterycznego receptora mGlu2
VU6001966 moze zwigkszy¢ jej skuteczno$é przeciwdepresyjna przy jednoczesnym
zmniejszeniu dzialan niepozadanych.

Cel ten obejmuje dwa kluczowe obszary badan:

. Badania na myszach: ocena dzialania przeciwdepresyjnego badanej kombinacji,
mechanizmu jej dzialania oraz ryzyka potencjalnych dziatan niepozadanych.

* Badania na szczurach: zbadanie wptywu badanych zwigzkow na neurotransmisje korows 1
zachowanie SZCZurow.

Recenzowana rozprawa, napisana w jezyku angielskim, ma typowa konstrukcje.
Dysertacja liczy 111 stron i sklada si¢ ze spisu tresci oraz kilku czgsci prezentujacych tlo
teoretyczne badania, cele pracy, metodologie badania, uzyskane wyniki oraz dyskusje
wynikéw. Praca zawiera takze streszczenia rozprawy w jezyku polskim i jezyku angielskim.

Bibliografia jest obszerna i sklada si¢ z odpowiednio dobranych i prawidlowo zapisanych
199 pozycji, prezentujacych wyniki wspotczesnych badan.

W pierwszej cze$ci pracy Autorka przedstawita podstawy teoretyczne przeprowadzonych
przez siebie badan. Przedstawita czym jest depresja, scharakteryzowala farmakologi¢ depresji
opartg na monoaminach, cholinergiczny komponent depresji oraz role ukladu
glutaminianergicznego w depresji.

W  kolejnych czeSci pracy doktorantka przedstawila w sposéb jasny, klarowny
i poprawny cel pracy.

Nastepny rozdziat opisuje zastosowane materialy i metody.

Do badania wykorzystano samce myszy CS7BL/6J (w wieku 6—7 tygodni i o masie ciala 23—
25 g) oraz samce szczuréw Sprague-Dawley (o masie ciala 250-350 g), pozyskane z Charles
River Laboratories (Niemcy), ktére trzymano pojedynczo w klatkach, zapewniajac im pokarm
i wode z kranu ad libitum. Zwierzeta trzymano w standardowych warunkach laboratoryjnych,
zapewniajacych odpowiednie o$wietlenie (12- godzinny cykl $wiatto/ciemnos¢), wilgotnosé
(55 £ 10%) i temperature (22 + 2°C). Kazda grupa eksperymentalna skladata si¢ z szesciu do

dziesigciu zwierzat, a zadne zwierz¢ nie bylo wykorzystywane wigcej niz jeden raz.
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Eksperymenty behawioralne przeprowadzano w specjalnej sali testowej w okresie $wiatla

(miedzy 8:00 a 15:00) cyklu $wiatto/ciemnosé. Wszystkie eksperymenty przeprowadzono
zgodnie z wytycznymi Komisji ds. Opieki nad Zwierzgtami i Wykorzystania Zwierzat w
Badaniach Naukowych Narodowego Instytutu Zdrowia i zostaly one zatwierdzone przez
Druga Lokalng Komisj¢ Etyczng w Krakowie.

W badaniu zastosowano hydrobromek skopolaminy i sél disodowa NBQX (Tocris Cookson
Ltd., Bristol, Wielka Brytania), ktére zostaly rozpuszczone w 0,9% NaCl, natomiast
VU6001966, ML289 i ANA-12 (Tocris Cookson Ltd., Bristol, Wielka Brytania) zostaly
przygotowane w 0,5% metylocelulozie z dodatkiem 2% DMSO. Grupy zwierzat kontrolnych
zostaly wybrane losowo, a otrzymaly rowne objgtosci 0,9% NaCl. Badane zwigzki zostaly
przygotowane bezposrednio przed podaniem i podane dootrzewnowo (IP) w stalej objetosci
10 ml/kg dla myszy i 2 ml/kg dla szczuré4w. Dawki i harmonogramy leczenia zostaly wybrane
na podstawie literatury i wczesniejszych badan.

Aby oceni¢ przeciwdepresyjne dzialanie testowanej kombinacji substancji, myszy poddano
modelowi nieprzewidywalnego, przewleklego i tagodnego stresu (Unpredictable Chronic
Mild Stress, UCMS), bedagcemu uznanym modelem depresji opartym na chronicznym stresie.
Model ten pozwala na ocen¢ parametréw odzwierciedlajgcych kluczowe objawy depresji oraz
odrdznienie klasycznych lék()w przeciwdepresyjnych od substancji o szybkim dziataniu. Do
analizowanych parametrow behawioralnych nalezaly: skrocony czas pielegnacji w tescie
pielegnacyjnym (Splash Test), interpretowany jako przejaw apatii, zmniejszona preferencja
spozycia sacharozy w tescie preferencji sacharozy (Sucrose Preference Test, SPT), bedaca
wskaznikiem anhedonii, oraz wydhuzony czas bezruchu w tescie zawieszenia za ogon (Tail
Suspension Test, TST) i w 6 tescie wymuszonego ptywania (Forced Swim Test, FST),
odzwierciedlajgcy behawioralny odpowiednik bezradnosci. Aby zbada¢ mechanizmy lezace u
podstaw zaobserwowanych efektéw, uzyto antagonistow receptoréw AMPA (NBQX) oraz
TrkB (ANA-12), w celu okreslenia ich roli w dzialaniu podobnym do przeciwdepresyjnego
badanych zwigzkoéw. Dodatkowo zbadano role szlakow sygnalizacyjnych mTOR oraz
BDNEF/TtkB poprzez okreslenie pozioméw wybranych bialek za pomocg techniki Western
Blot. Aby oceni¢ ryzyko potencjalnych dziatan niepozadanych badanych zwiazkéw,
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przeprowadzono test aktywnosci lokomotorycznej w celu oceny ogolnej aktywnosci, a takze
test lokalizacji obiektu (Object Location Test, OLT) i test rozpoznawania nowego obiektu
(Novel Object Recognition Test, NORT) w celu oceny ich wplywu na pamig¢¢. Ponadto, za
pomoca techniki mikrodializy u swobodnie poruszajacych si¢ szczurow zbadano wplyw
badanych zwigzkéw na zewnatrzkomérkowy poziom kluczowych neuroprzekaznikow, takich
jak serotonina, dopamina, glutaminian i GABA, w korze przedczotowej (FCX) szczura.
Kolejne rozdzialy zwierajg wyniki badan, dyskusje oraz wnioski.

Wyniki badan mgr Yany Babii potwierdzajg teze, ze wzmocnienie dzialania skopolaminy za
pomoca mGlu2 NAM VU6001966 nie tylko zwieksza jej skutecznosé przeciwdepresyjna, ale
moze réwniez zmniejszy¢ ryzyko wystgpienia niepozgdanych skutkéow ubocznych
zwigzanych z funkcjami poznawczymi. Strategia ta moze mie¢ istotne znaczenie kliniczne,
poniewaz pozwala na stosowanie mniejszych dawek terapeutycznych skopolaminy przy
jednoczesnym zachowaniu funkcji poznawczych.

Przedtozona rozprawa doktorska zastuguje na jednoznacznie pozytywng ocene. Autorka
zaprezentowal w niej wysoki poziom merytoryczny, $wiadczacy zaréwno o doglebnej
znajomosci zagadnien teoretycznych, jak i o umiejetnosci prowadzenia samodzielnych badan
naukowych. Rozprawa w sposdb wyczerpujacy przedstawia aktualny stan wiedzy w zakresie
omawianej problematyki. Zakres omowionej literatury, a takze trafne i krytyczne wnioski,
potwierdzajg bardzo dobra orientacje w obszarze tematycznym rozprawy. Praca w pelni
potwierdza umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Autorka poprawnie
zaplanowala strukturg¢ badan, dobrata adekwatne metody badawcze oraz przeprowadzila
analize wynikéw z duza starannoscia i dbatoscia o ich wiarygodnosé. Calos¢ swiadczy o
wysokim stopniu samodzielno$ci oraz dojrzalosci badawczej. Dodatkowo rozprawa wnosi
wartosciowy 1 oryginalny wklad w rozwigzanie postawionego problemu naukowego.
Przedstawione wyniki oraz zaproponowane w pracy podejscie badawcze stanowia
nowatorskie ujecie analizowanego zagadnienia, wykraczajac poza dotychczasowy stan

wiedzy. Swiadczy to o duzym potencjale naukowym pracy.
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Podsumowujac, rozprawa doktorska spelnia wszystkie wymagania stawiane tego typu

pracom, a jej poziom merytoryczny, oryginalno$¢ oraz warto$¢ naukowa w pelni uzasadniaja

dopuszczenie mgr Yany Babii do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.

W zwiagzku z powyzszym stwierdzam, Zze rozprawa doktorska mgr Yany Babii spelnia

warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i

nauce (tj. Dz. U. 2024, poz. 1571 z pdéin. zm.) i wnosze do Rady Naukowej Instytutu

Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Yany Babii do

dalszych etapdéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk

medycznych i nauk o zdrowia, dyscyplinie nauki farmaceutyczne.
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