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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr Pauliny Cieslik
pt. ,Jednoczesna aktywacja receptoréw muskarynowych oraz receptoréw regulujgcych
uwalnianie glutaminianu  jako nowy mechanizm dzialania lekéw
przeciwpsychotycznych.”

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY
Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Pauliny Cieslik zostata wykonana w
Zaktadzie Neurobiologii Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii
Nauk w Krakowie. Funkcje promotora rozprawy powierzono dr hab. Joannie Wieroniskiej.
Podstawe rozprawy stanowig cztery prace oryginalne: Cieslik i wsp. (2018)
Psychopharmacology; Cieslik i wsp. (2019) Behav Brain Res; Cieslik i wsp., (2019) Int J
Mol Sci; Cieslik i wsp. (2020) Neuropharmacology o tacznym wspotczynniku wpltywu
wynoszacym 14, 744; dajace wg punktacji ministerialnej 100 pkt (jedna publikacja) i 140
pkt (trzy publikacje). We wszystkich wymienionych pracach Doktorantka jest pierwszym
autorem, za$ Pani Promotor pelni role autora do korespondencji. Oswiadczenia autorow
prac wskazuja na role¢ Doktorantki w wykonaniu i analizie wynikéw testow
behawioralnych, wykonaniu oznaczen prolaktyny, udziale w wykonaniu badan
immunohistochemicznych oraz udziale w pisaniu manuskryptéw.
Badania stanowigce podstawg pracy doktorskiej zostaly sfinansowane ze sSrodkéw
Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu nr 2015/17/B/NZ7/02984 pozyskanego
przez Promotora rozprawy w ramach konkursu OPUS 9.
Kompozycja przedtozonej pracy obok klasycznych elementéw: Spisu tresci, Streszczenia
w wersji polskiej i angielskiej, Wykazu skrétéw czy Listy zwigzkéw, zawiera Zatozenia
projektu w postaci opisu wprowadzajacego i uzasadniajacego podjecie badan, Cel pracy,
Dyskusje, Podsumowanie i Bibliografi¢ — elementy te zostaly postawione na 46 stronach
obejmujgcych takze 3 ryciny i 3 tabele. Do rozprawy dotgczono wymagane O$wiadczenia
wspotautoréw prac i kopie publikacji - najistotniejszy element dysertacji dokumentujacy
wykonanie badan.
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MERYTORYCZNA ANALIZA ROZPRAWY

W  konteks$cie prowadzonych badan nad patomechanizmem i terapia zaburzen
psychicznych stajacych sie, a raczej juz bedacych globalna epidemia, badane zagadnienia
sg nadal aktualne i pozostajg w obrgbie zainteresowan naukowych osrodkow krajowych i
$wiatowych. Temat dotyczy bowiem schizofrenii, przewlekiej choroby psychicznej o
zréznicowanym przebiegu i obrazie klinicznym prowadzacej do degradacji osobowoséci i
destrukcyjnego uposledzenia funkcjonowania spotecznego. Temat pracy w naturalny
spos6b wynika z tematyki badawczej i zainteresowan pracownikéw Zaktadu
Neurobiologii IF, poszukujagcych w patomechanizmie schizofrenii szczegélowych
elementéw mogacych w sposob bardziej selektywny staé sie punktem uchwytu terapii
schorzenia, pozostajagcego wyzwaniem dla wspdtczesnego swiata nauki. Biorac od uwage
literature¢ przedmiotu, jak i majac $wiadomos¢ koniecznosci skutecznego poszukiwania
efektywnej i bezpiecznej terapii schizofrenii, wybér celu rozprawy uwazam za
uzasadniony, a podjete przez Doktorantke zagadnienie za oryginalne i aktualne oraz

stanowigce istotny element poznawczy w tym obszarze nauki.

Przedstawiona do oceny praca doktorska dotyczy badania efektéw dzialania ligandow
receptoréw muskarynowych M1, My, Ms, i ich dziatania po tgcznym podaniu z ligandami
receptorow metabotropowych dla glutaminianu mGlu, i mGluy oraz receptora GABAg, w
zwierzecych  farmakologicznych modelach odtwarzajagcych niektére  zaburzenia

behawioralne, nazywane przez Doktorantke ,,modelami schizofrenii”.

W Zalozeniach rozprawy znalazly si¢ ogdlne informacje dotyczace etiologii,
epidemiologii i charakterystyki schizofrenii, klasyfikacja objawéw choroby z
uwzglednieniem i pobieznym oméwieniem niedoskonatosci dostepnej farmakoterapii. W
dalszej czgsci przedstawiono glutaminianergiczna hipoteze patomechanizmu schizofrenii;
tu Doktorantka zamiescita pomocna rycine przedstawiajaca podtoze omawianej hipotezy.
Kolejnym elementem Zatozen pracy bylo omoéwienie badan dotyczacych efektow
dziatania xanomeliny, agonisty receptoréw muskarynowych i doktadniejsze
scharakteryzowanie poszczegdlnych klas tych receptorow, ktorych bezposrednio
dotyczyly badania. W Tabeli 1, ktéra w zamierzeniu miata dotyczy¢ lokalizacji
receptordw muskarynowych M;-Ms w tkankach obwodowych i w mézgu, brakuje jednak
informacji dotyczacych lokalizacji badanego receptora Ms. Co wiecej, jako element
pomocniczy odnoszacy si¢ do tresci pracy, tabela powinna wg mojej oceny dotyczyé
dystrybucji receptorédw u czlowieka, jednak dotyczy szczura, czego nie doprecyzowano w
jej opisie. Wydaje mi si¢ réwniez, ze zamieszczenie bardziej aktualnych danych
zrédtowych np. z Protein Brain Atlas (https://www.proteinatlas.org) bytoby mimo
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wszystko bardziej whasciwe, a na pewno bardziej aktualne.

W ostatnim podrozdziale Doktorantka powraca do wczesniej omawianej teorii
glutaminianergicznej patogenezy schizofrenii - tu nalezy podkresli¢ - jednej z wielu
koncepcji, jako ze schorzenie ma wieloczynnikowy charakter, tym razem poprzez
omoéwienie - jak ma wskazywac tytut podrozdziatu - receptoréw regulujacych uwalnianie
glutaminianu, podczas gdy tres¢ tej czesci pracy dotyczy efektéw dziatania wybranych
ligandéw receptoréw glutaminianergicznych mGlu,, mGlus, mGlus i GABAg. Brak

precyzji w tej czesci pracy jest wigc oczywisty.

Do tej czgsci pracy mam kilka uwag:

Doktorantka opisuje w Zatozeniach na str. 23, ze stosowanie selektywnych i
nieselektywnych ligandéw receptora mGlu, w badaniach klinicznych byto nieskuteczne,
jednoczesnie obserwowano pozytywne efekty w badaniach przedklinicznych. Ciekawi
mnie zatem jakie byly dodatkowe przestanki do stosowania liganda mGlu,? Co, zdaniem
Doktorantki, mialo determinowac jego skutecznosé w przedstawionych badaniach i
zwigkszy¢ mozliwos$¢ uzyskania klinicznie potwierdzonego efektu w przysztosci — co jest

jak zakladam - celem nadrzednym badan.

Dla réwnowagi i wigkszego uszczegbtowienia merytorycznego, jak réwniez w kontekscie
opisywanego braku terapeutycznego efektu ligandéw receptora mGlu, w badaniach
klinicznych, zabraklo informacji o klinicznych efektach dziatania ligandéw dla
pozostatych badanych w pracy receptoréw mGlus i GABAg. Czy sg dostepne takie dane

w kontekscie badanego schorzenia?

Doktorantka twierdzi, ze ,,...stosowanie niskich, nieefektywnych dawek ligandéw
dziatajacych na rézne typy receptorédw moze byé bardziej efektywne w przypadku
pacjentéw, u ktérych wystepuje zmniejszona ekspresja jednego z receptoréw lub jego
dysfunkcja”, chciatbym si¢ dowiedzie¢ czy dostepne sa dane zrédiowe opisujace
pacjentéw, u ktérych obserwowano obnizony poziom ekspresji receptorow
muskarynowych lub receptor6w metabotropowych dla glutaminianu badanych klas.
Ponadto prositabym o wyjasnienie prawidlowosci tego zalozenia (umieszczonego
dwukrotnie: str. 24 i str. 34) w kontekscie wynikéw Doktorantki, ktére wskazuja, ze
podania tgczne niskich, nieefektywnych dawek ligandéw wykazujg podobne dzialanie jak
podanie jedynie ligandéw receptoréw muskarynowych.

Cel pracy zostal sformutowany w punktach na kolejnej stronie. Metodyka ze wzgledu na
wybrang forme zbioru artykuléw nie byta opisywana. Zastosowane farmakologiczne
»modele schizofrenii” opieralty si¢ na ostrym lub przewleklym podaniu

niekompetycyjnego antagonisty receptora NMDA, MK-801; dopamino-mimetyku —

3/7



amfetaminy lub 2,5-dimetoksy-4-jodoamfetaminy (DOI). W stosowanym uktadzie
doswiadczalnym na podstawie szeregu testdw behawioralnych charakteryzowano
potencjal zastosowanych ligandéw wybranych receptoréw muskarynowych w
eliminowaniu wyselekcjonowanych odruchéw zwierzat ekstrapolowanych na objawy
wytwércze, deficytowe i poznawcze towarzyszace pacjentom ze zdiagnozowang
schizofrenia. Badano dzialanie ligandéw receptoréw Mi, My, Ms, oraz efekty po ich
jednoczesnym podaniu z ligandami receptoréw glutaminianergicznych mGluy, mGluy i
receptora GABAg. Sprawdzono czy stosowane ligandy przechodza przez bariere krew-
mozg, ich farmakokinetyke oraz dziatania niepozadane (zaburzenia koordynacji ruchowej

i wzmozone wydzielanie prolaktyny).

Nie zamieszczono rezultatéw badan, co troche zaskakuje, gdyz wyniki uwazam za
najbardziej istotng czes¢ kazdej pracy naukowej. W ocenie recenzenta ich zwiezle
przedstawienie w punktach czy tabeli bytoby wartosciowe i pomocne dla czytajacego. Tu
nalezy przyznaé, ze Doktorantka pokusita si¢ o zestawienie tabelaryczne czedci wynikéw,

jednak do efektu odniose si¢ w dalszej czgsci recenzji. -
W opinii Recenzenta oryginalnymi osiagnigciami naukowymi Doktorantki sa:

-wykazanie w pracy 1, ze zwiazki jednoczesnie aktywujace receptory My i mGlus moga
byé skuteczne w lagodzeniu zaburzen okre$lanych jako wytwoércze, deficytowe i
poznawcze w modelach zwierzecych opartych na farmakologicznym podaniu MK-801 i

amfetaminy;

-wykazanie w pracy 2, ze laczne podania nieefektywnych dawek allosterycznego
modulatora receptora GABAg i M, tagodzi syndrom behawioralny indukowany agonista
receptoréw 5-HT2A (potrzasnigcia glowa) oraz ostabialy miniaturowe potencjaly
czynnosciowe, co moze S$wiadezyé, ze z poziomu presynaptycznego dochodzi do
zahamowania uwalniania glutaminianu; laczne podania nieefektywnych dawek liganda
My lub Ms czy agonisty receptora M; odwracaly deficyty poznawcze w tescie
rozpoznawania nowego obiektu po podaniu MK-801, co wskazuje na
przeciwpsychotyczny potencjat badanych zwiazkéw, nie wplywajac na koordynacje
ruchowa zwierzat przy jednoczesnym braku interakcji receptorowych w przypadku
stosowania ligandéw M, i My;

-wykazanie w pracy 3, ze zwigzki jednoczesnie aktywujace receptory My i mGlu, moga
skutecznie odwraca¢ zaburzenia okreslane jako deficytowe i poznawcze w modelach
zwierzecych opartych na farmakologicznym podaniu MK-801, przy jednoczesnym braku
interakeji miedzy stosowanymi ligandami;

-wykazanie w pracy 4, Ze faczne podania nieefektywnych dawek allosterycznego agonisty
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receptora My, pozytywnego allosterycznego modulatora receptora M oraz liganda mGlu,,
wykazujg skuteczno$¢ w fagodzeniu efektéw deficytdw poznawczych w  tescie
rozpoznawania nowego obiektu, tescie odroczonej alteracji przestrzennej, tescie
bramkowania sensorycznego po podaniu MK-801, nie wplywajac na koordynacje
ruchowg zwierzat i stezenie prolaktyny; jednoczes$nie wykazanie dla ligandéw receptoréw

M1 i M braku interakcji;

W Dyskusji Doktorantka omawia i analizuje giéwne wyniki badan zamieszczone w
pracach. Rozdzial ten jest w zasadzie poprawnie napisany, jednak pozostaje wrazenie
dosy¢ pobieznego skonfrontowania z danymi z pismiennictwa i ich zbyt uogdlniona
interpretacja. Doktorantka przedstawila tabele sumarycznie analiznjacy profil dziatania
zastosowanych ligandéw receptoréw muskarynowych (Tabela 2) oraz tabele analizujaca
profil dziatania tgcznego podania stosowanych ligandéw receptoréw muskarynowych,
ligandéw receptorow glutaminianergicznych (mGluy, mGlw) i receptora GABAp (Tabela
3). Zamierzenie stuszne i wydawatoby si¢ pomocne, jednak rezultat nie zostal osiagniety
— gléwnie przez brak ujednolicenia obu Tabel; W Tabeli 2 przedstawiono charakterystyke
dziatania ligandéw receptoréw muskarynowych wymieniajgc stosowane w badaniach
testy behawioralne, podczas gdy w Tabeli 3 przedstawiono efekt aktywnosci receptoréw
muskarynowych, receptoréw metabotropowych dla glutaminianu i receptora GABAg na
objawy schizofrenii klasyfikowane jako zaburzenia wytwoércze, deficytowe i poznawcze.
W Tabeli 2 zostaty wymienione robocze nazwy ligandéw dla receptoréw, za$ w Tabeli 3
postuzono si¢ akronimami receptoré6w. Dodatkowo podpis Tabeli 3 jest nieprawidtowy,
gdyz nie zamieszczono w niej jak wspomniatam aktywnosci pojedynczych podan
ligandéw receptoréw. Powyzsze uchybienia utrudnialy czytanie tego fragmentu pracy, w
ktéorym Doktorantka dodatkowo naprzemiennie postuguje si¢ akronimami receptoréw i
nazwami zwigzkéw. Wytlumaczeniem takiej dowolno$ci moze byé bardzo dobra
znajomo$¢ poruszanej w pracy problematyki oraz piSmiennictwa w zakresie
prowadzonych badan, jednak jakakolwiek konsekwencja bytaby wskazana. W pozostalej
czesci rozdzialu Doktorantka zaproponowala mechanizmy regulacji nadmiernego
uwalniania glutaminianu przez ligandy badanych receptoréw z uwzglednieniem pre- i
postsynaptycznej lokalizacji receptoréw muskarynowych (Ms vs M; i Ms) oraz
mechanizmu ich dziatania poprzez aktywacje biatek wiazacych GTP. W zaproponowane;j
Rycinie 3 =zabraklo wyjasnienia jaka role moga tu odgrywaé presynaptycznie
zlokalizowane receptory mGlu2, mGlu4 czy GABAB.

Mam pytanie o znaczenie dla interpretacji wynikéw odmiennego dla szczura i myszy
profilu ko-lokalizacji receptoréw mGlu-M; i mGlu,-Ms (wyniki zamieszczone w pracy
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Cieslik i wsp., 2020). W kontekdcie tacznych podan ligandéw tych typéw receptoréw
uwazam za warte omowienia.

Analogicznie: c¢zy nieco odmienne whasciwosci farmakokinetyczne badanych ligandow
receptorow w przypadku szczura i myszy moga mieé znaczenie dla interpretacji wynikéw
testow behawioralnych?

Autorka postuluje, ze stosowane lgczne podania zwigzkéw niosg istotny potencijat
terapeutyczny. Czy mozna opierajac si¢ na wynikach zamieszczonych w czterech bardzo
dobrze opublikowanych pracach zdefiniowaé lub okredli¢ w ktérym ze stosowanych
polaczen zwigzkéw Doktorantka upatruje wickszg skuteczno$é w  zastosowaniu
klinicznym? Ewentualnie, ktére z polaczen miatoby najwigksze szanse na potwierdzenie

obserwowanego efektu?

W czgéci dotyczacej Podsumowania badan, wydaje sie, Zze prostsza bylaby sprawdzona
formutla edytorska bezposrednio odnoszaca si¢ do postawionych w formie trzech punktow
Celow badan, nie mniej jednak Doktorantka uzyta formy opisowej, w ktorej twierdzi, ze
zarowno stosowanie efektywnych stezen ligandéw receptoréw muskarynowych, jak i
jednoczesne stosowanie niskich, nieefektywnych stgzen ligandéw receptoréw
muskarynowych i ligandéw receptoréw metabotropowych dla glutaminianu mGlu,,
mGluy oraz liganda receptora GABAB, tagodzi efekty behawioralne po podaniu MK-801
lub amfetaminy czy po podaniu DOI, oraz ze stosowane farmakologiczne interwencje nie
wywoluja dzialah niepozadanych. Pewien brak precyzji odnajduj¢ w ostatnim akapicie
Podsumowania, gdyz Doktorantka nie dostarczyla podstaw, aby twierdzié, ze ,,dzialanie
(receptoréw M, Ma, Ms) moze byé nasilane przez ligandy receptorow regulujacych
uwalnianie glutaminianu (mGlu,, mGlus lub GABARg)”. Na podstawie ktérych wynikdéw

zostal wysunigty taki wniosek? Prosze o odniesienie si¢ do tego sformutowania.

PODSUMOWANIE I WNIOSEK KONCOWY
O wartosci pracy doktorskiej Pani mgr Pauliny Cieslik $wiadczg jej walory poznawcze.
Doceniam prébe tacznego przedstawienia tak duzej liczby wynikow, jednak znalezienie
wspollnego mechanizmu przy uwzglednieniu odmiennego mechanizmu dziatania klas
receptordw muskarynowych, ich kolokalizacji wraz ze wspdt-aktywacjg receptorow
metabotropowych dla glutaminianu i receptora GABAg z raczej zrozumiatych wzgledéw
pozbawilo prace wartosciowych szczegoldow. Nalezy podkredli¢, ze wyniki uzyskane
przez Doktorantke zostaty opublikowane w periodykach o migdzynarodowym zasigegu, i
-wskazuja na nowg mozliwos$¢ terapeutycznego zastosowania tgcznych podan ligandow
receptoréw muskarynowych Mi, My i Ms, receptoréw glutaminianergicznych mGluy,
mGluy i liganda receptora GABAB, eliminujac ryzyko wystgpienia dziatan niepozadanych
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(tu: podwyzszona aktywnos¢ lokomotoryczna i hiperprolaktynemia) przy zachowaniu ich

efektywnego dzialania.

W podsumowaniu stwierdzam, ze mgr Paulina Cieslik postuguje si¢ réznymi
technikami badawczymi do rozwiazywania probleméw naukowych i wykazala si¢
samodzielnosciag w prowadzeniu i analizowaniu badan. Rozprawa doktorska ma charakter
oryginalnej pracy do§wiadczalnej, co zostato juz potwierdzone zataczonymi publikacjami.
Przeprowadzone badania sa nowatorskie i kompleksowe oraz spetniajg kryteria stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o
Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz o Stopniach i Tytule w zakresie Sztuki
(Dz. Ustaw z 2017r., poz. 1789 ze zm.). Pozwala mi to zwréci¢ si¢ do Rady Naukowej
Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk z wnioskiem o

dopuszczenie mgr Pauliny Cieslik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

KIEROWNIK
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