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rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Cieslik

pt. ,, The simultaneous activation of muscarinic receptors and glutamate-release
regulating receptors as novel mechanism for antipsychotic medication “ —
“Jednoczesna aktywacja recptorow muskarynowych oraz receptoréw regulujgcych
uwalnianie glutaminianu jako nowy mechanizm dzialania lekéw

przeciwpsychotycznych”

Celem przedstawionej do recenzji rozprawy jest ocena efektu aktywacji receptorow
muskarynowych (Mi, M, Ms) w modelach zwierzecych w aspekcie dzialania
przeciwpsychotycznego i ewentualnych dziatan niepozadanych oraz zbadanie jakie dziatanie
wywola réwnoczesne podanie ligandéw receptoréw muskarynowych i receptoréow, ktoérych
aktywacja hamuje wydzielanie glutaminianu. Pani mgr stosowata ligandy receptoréw
glutaminianergicznych (mGluz, mGlus) lub GABAergicznych (GABAB). Temat pracy jest
aktualny. Konieczne jest bowiem poszukiwanie nowych strategii terapeutycznych w leczeniu
schizofrenii, gdyz obecnie stosowane leki przeciwpsychotyczne sg malo skuteczne
w odniesieniu do objawdéw deficytowych, afektywnych i poznawczych, jak réowniez, choc¢
w roznym stopniu, ich stosowanie niesie ze soba ryzyko indukcji szeregu dzialan
niepozadanych.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana na podstawie czterech prac oryginalnych
opublikowanych w latach 2018 — 2020 w czasopismach o wysokim wspdtczynniku
oddziatywania: Psychopharmacology (Berl) (1F=3.424) ; Behavioral Brain Research (IF=
2.770), International Journal of Molecular Science (IF=4,183) 1 Neuropharmacology (IF=4.
367). Laczny impact factor 14.744 wskazuje jednoznacznie zaré6wno na duza warto$¢

merytoryczng i prawidlowe przeprowadzenie dobrze zaplanowanych dos$wiadczen, jak



i wlasciwa interpretacje wynikéw w odniesieniu do danych literaturowych. Jedna z publikacji
powstala we wspélpracy z zespotem farmakologéw z Vanderbilt University (USA), co
rowniez §wiadczy o randze badan. Promotor niniejszej rozprawy, dr hab. Joanna Wierofiska
kierownik Zaktadu Neurobiologii Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN w Krakowie
od szeregu lat prowadzi badania, ktore nawigzuja do glutaminianergicznej hipotezy
schizofrenii. Projekt bedacy podstawg rozprawy jest kontynuacja wezesniejszych badan Pani
Docent i byt czesciowo finansowy z realizowanego pod Jej kierunkiem grantu OPUS 9.
Doktorantka jest pierwszym autorem wymienionych czterech publikacji, a wszyscy
wspotautorzy prac z polskich osrodkow zlozyli oswiadczenia o ich udziale w badaniach.

Na rozprawe sklada sie¢ rowniez przedstawione na 43 stronach omoéwienie wraz
z wykazem uzywanych skrotow, wykazem zwiagzkow stosowanych w badaniach oraz
bibliografia. W bardzo dobrze zredagowanych podrozdzialach Autorka w sposéb jasny
przedstawia najistotniejsze informacje uzasadniajagce wybor tematu badan, cel pracy oraz
podsumowuje i omawia uzyskane wyniki odnoszac si¢ do danych z pi$miennictwa. Pani mgr
omawia pokrétce efekty terapeutyczne i niepozadane stosowanych w terapii lekow
przeciwpsychotycznych, przechodzac dalej do hipotez neuroprzekaznikowych schizofrenii —
najstarszej zakladajacej nadaktywnos¢ uktadu dopaminergicznego w strukturach limbicznych
i glutaminianergicznej, ktéra zaklada hipofunkcje¢ receptorow NMDA, czego posrednim
efektem jest wzrost uwalniania glutaminianu. Nastepnie przedstawia dane wskazujgce, ze
stymulacja  uktadu GABAergicznego i cholinergicznego wywiera pozytywny efekt -
hamujgc uwalnianie glutaminianu.

Przedmiotem zainteresowan Pani mgr jest postulowany od niedawna udzial ukladu
cholinergicznego w patofizjologii schizofrenii. Autorka przytacza wyniki badan klinicznych,
ktére wskazuja na zmiany dotyczace receptoréw muskarynowych w moézgowiu chorych na
schizofreni¢ oraz efekty terapeutyczne wywolane wskutek stymulacji receptorow
muskarynowych w tej grupie chorych. Na podstawie wynikéw badan przedklinicznych
omawia role receptordéw muskarynowych wystepujacych glownie w osrodkowym uktadzie
nerwowym - Mi, Ms, Ms w procesach pamieciowych, regulacji aktywnosci lokomotoryczne;j,
interakcji socjalnych oraz bramkowania sensomotorycznego. Cytujagc piSmiennictwo
z ostatnich lat opisuje efekty dziatania ligandow wymienionych typow receptorow
muskarynowych,  jak rowniez efekty stymulacji glutaminianergicznych receptorow
metabotropowych grupy II i Il oraz receptorow GABAergicznych - GABAp. Tak
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ktérych celem jest uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy podane jednorazowo ligandy
receptorow muskarynowych M, M, M; wykazuja dzialanie przeciwpsychotyczne
w modelach zwierzecych oraz jaki efekt wywola réwnoczesne podanie jednorazowe lub
wielokrotne wybranych ligandéow receptorow muskarynowych i glutaminianergicznych
(mGluz, mGlus) lub GABAergicznych (GABABg). Dotychczas podobne badania, zwlaszcza
w aspekcie dziatania wybranych ligandow na objawy deficytowe i poznawcze, nie byly
publikowane.

Doswiadczenia przeprowadzono na zwierzgtach (myszy Albino Swiss, myszy CDI,
szezury Wistar) w modelu farmakologicznym o uznanej wartosci predykcyjnej, w ktdrym
zaburzenia behawioralne obrazujgce objawy schizofrenii sg wywolywane podaniem
niekompetycyjnego antagonisty rec. NMDA: (+) MK-801. Objawy wytwdrcze wywotywano
réowniez podajac amfetamine (dopaminomimetyk) lub 2,5-dimetoksy-4-jodoamfetaming
(DOI; agonista rec. 5-HT2a i 5-HTac, substancja halucynogenna). Badania byty prowadzone
w roznych schematach eksperymentalnych. Zastosowano osiem waznych testéw
behawioralnych, co pozwolilo na analize réznych aspektow dzialania badanych zwigzkéw
(test wzrost aktywnosci lokomotorycznej indukowanej podaniem MK-801 lub amfetaminy,
test wstrzasnie¢ glowg indukowanych podaniem DOI, test interakcji socjalnych, test
rozpoznania nowego obiektu, test odroczonej alternacji przestrzennej, test bramkowania
sensomotorycznego, test wymuszonego ptywania, test wirujacego pretu). Wykonano badania
z uzyciem techniki obrazowania moézgu mikro-PET celem oceny wplywu wybranych
zwigzkow na aktywno$¢ uktadu dopaminergicznego indukowana podaniem amfetaminy.
Stosujac metody elektrofizjologiczne badano jaki jest wptyw ligandu rec. M4 na uwalnianie
glutaminianu. Metoda immunohistochemiczna pozwolita na pokazanie ekspresji rec. M1 1 M4
w mézgowiu zwierzat. Badano réwniez penetracje ocenianych zwigzkoéw przez barierg krew-
moézg mierzagc ich poziom w mozgu. Oceniono dzialanie nastgpujacych ligandow:
pozytywnych allosterycznych modulatorow (PAM) rec. muskarynowych — VU0357017 (M),
VUO0152100 (Ms) VUO0238429 (Ms); ligandéw rec. glutaminianergicznych — LSP4-2022
(agonista mGlw), LY487379 (PAM mGluz); PAM rec. GABAg — GS39783, CGP7930.

Do interesujgcych wynikdw mozna zaliczy¢ stwierdzenie, ze:

1). ligandy rec. M, Ms, Ms wykazuja aktywnos$¢ przeciwpsychotyczna, ale o réznym profilu
dzialania. Z badanych zwigzkow jedynie PAM rec. My skutecznie blokowat lub odwracal
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wytwércze, jak i deficytowe oraz poznawcze. Obserwowane efekty dziatania ligandow byly
zalezne od aktywacji receptora
2). kombinacje badanych ligandéw rec. muskarynowych i glutaminianergicznych lub
GABAergicznych w dawkach, w ktorych pojedyncze zwiazki nie byly efektywne,
wywolywaly istotne, lecz o réznym profilu, dzialanie przeciwpsychotyczne. Jedynie faczne
podanie ligandow aktywujacych rec. Ms 1 mGlus blokowato zaréwno zaburzenia wytworcze,
deficytowe, jak i poznawcze. Natomiast kazda z badanych kombinacji zapobiegata
zaburzeniom poznawczym.
3). w przeciwienstwie do lekow przeciwpsychotycznych (haloperidol, risperidon) ligandy rec.
muskarynowych podawane nawet wiclokrotnie lub w polaczeniu z ligandami rec.
glutaminianergicznych lub GABAergicznych nie powodowaly zaburzen koordynacji
ruchowej i hiperprolaktynemii (niektére w niewielkim stopniu), a wigc dziatan niepozadanych
charakterystycznych dla lekow stosowanych obecnie w terapii schizofrenii

W dobrze napisanej Dyskusji, ktéra uzupetniaja dwie tabele i dwie ryciny Autorka
analizuje zebrany bardzo bogaty material doswiadczalny. Uzyskane wyniki wskazujg
jednoznacznie, ze aktywacja receptordw regulujacych uwalnianie glutaminianu - tylko rec.
muskarynowych lub réwnocze$nie rec. muskarynowych i glutaminianergicznych lub
GABAergicznych wywoluje dziatanie przeciwpsychotyczne w uznanych modelach
zwierzecych bez ryzyka indukcji objawéw pozapiramidowych, ktére wystgpuja w efekcie
stosowania szczegdlnie typowych lekéw przeciwpsychotycznych. Badania Pani mgr
potwierdzily wczesniejsze wyniki prac zespotu dr hab. J. Wieronskiej, ze jednoczesna
aktywacja dwoch uktadow neuroprzekaznikowych hamujacych uwalnianie glutaminianu, bez
blokady rec. dopaminergicznych, wywotuje efekt przeciwpsychotyczny. Istotnym efektem
realizacji projektu bylo wykazanie dzialania kombinacji badanych ligandéw w aspekcie
zaburzen deficytowych i poznawczych, w przypadku ktérych jedynie leki atypowe sa
umiarkowanie skuteczne. Leki te, cho¢ w réznym stopniu, wywolujg jednakze szereg dziatan
niepozadanych takich jak zaburzenia metaboliczne (zespét metaboliczny, otylos¢,
nietolerancja glukozy, cukrzyca), zaburzenia krazeniowe, hiperprolaktynemig, ryzyko
objawéw pozapiramidowych. Opierajac si¢ na aktualnym pi$miennictwie, Pani mgr
przedstawila potencjalny mechanizm dziatania badanych ligandéw rec. muskarynowych
wskazujac na istotne znaczenie interakcji uktadu cholinergicznego, glutamatergicznego i
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danych wykazata, ze interakcje farmakokinetyczne nie mialy znaczenia dla wynikow
doswiadczen, w ktérych podawano dwa zwiazki réwnoczesnie.

Poza istotna warto$cig poznawczg na poziomie badan eksperymentalnych niniejsza
rozprawa doktorska ma wazng warto§¢ praktyczna, bowiem proponowany receptorowy
mechanizm dzialania moze by¢ wykorzystany do opracowania nowej grupy lekow
przeciwpsychotycznych o innym profilu dziatania i lepszej tolerancji anizeli leki obecnie
stosowane. Jednakze o istotnym znaczeniu przedstawionych wynikow bedzie mozna mowic
dopiero po ich weryfikacji w badaniach klinicznych.

Pytania:

Biorac pod uwage przedstawione wyniki i efekty wezeéniejszych badan zespotu dr hab.
Joanny Wieronskiej, ktore potencjalne rozwigzanie proponowataby Pani zastosowaé -
kombinacje ligandu rec. Ms i mGlw czy ligandu rec. mGlus i GABAg ?

Dlaczego Pani zdaniem wazny efekt synergistyczny powodowalo jedynie taczne podanie
badanych ligandéw tylko w dawkach, w ktorych pojedyncze zwiazki nie byly efektywne,
natomiast nie bylo tego efektu np. po podaniu jednego zwigzku w dawce aktywnej, a drugiego

w nicaktywnej ?

Podsumowujac, rozprawe mgr Pauliny Cieslik oceniam bardzo wysoko. Na uznanie
zastuguje oryginalny pomyst zrealizowanego projektu, dobry warsztat badawczy, umiejetnosé
analizy wynikow i przygotowania na podstawie bogatego materialu do$wiadczalnego prac,
ktore zostaly opublikowane w uznanych czasopismach.

Z przyjemnoscig zatem stwierdzam, ze praca mgr Pauliny CieSlik spelnia wszystkie
wymogi stawiane rozprawom na stopien doktora nauk i mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie
Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN wniosek o dopuszczenie Pani mgr

do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na istotng warto$¢ merytoryczng dysertacji wnioskuje o jej wyr6znienie.
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