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rozprawy doktorskiej

pt. ,,Badania markeréw aktywnosci ukiadu glutaminianergicznego
w przedklinicznej analizie podatnosci na uzaleinienia od substancji
psychostymulujqcych”

Pani mgr Ewy Niedzielskiej-Andres wykonanej w Katedrze Toksykologii na
Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Jagielloiiskiego, Collegium
Medicum w Krakowie

Najczesciej uiywang nielegalng substancjg psychoaktywna w Europie jest m.in.
kokaina. Uzaleinienie od tych substancji psychoaktywnych jest przewlekls choroba
osrodkowego uktadu nerwowego. Niestety skala stosowania takich substancji zwieksza sie i
staje sie bardziej widoczna w niektérych srodowiskach i grupach spotecznych, stad zjawisko to
w dalszym ciggu stanowi znaczne wyzwanie dla zdrowia publicznego. Na podstawie danych z
pismiennictwa w odniesieniu do rozwoju uzaleznienia od kokainy jedynie co pigta osoba
naduzywajaca te substancje uzaleinia sie. Osoba ta reprezentuje tzw. fenotyp na rozwdj
uzaleinienia, ktorego podioze neurobiclogiczne nie zostato dotad poznane. Efekty dziatania

kokainy w poczatkowej fazie zaleine sg od aktywacji uktadu dopaminowego, natomiast wiele



badari dowodzi sie, e za rozwdj uzaleinienia z zachowaniem poszukiwawczym i
nawrotowoscig odpowiadajg adaptacje w obrebie uktadu glutaminianergicznego. Zmiany w
obrebie tego uktadu moga przyczynia¢ sie do rozwoju uzaleznienia u oséb podatnych,

natomiast u 0séb opornych takie zmiany nie wystepuja pomimo podawania kokainy.

Przedmiotem recenzowanej pracy doktorskiej byto wyjasnienie roli wybranych
elementéw uktadu glutaminianergicznego w podatnosci na rozwdj uzaleinienia od kokainy.
Podjecie zaproponowanej tematyki badawczej przez Doktorantke wydaje sig by¢ uzasadnione
nie tylko ze wzgledu na che¢ wykazania zaleznosci migdzy ujawnieniem sie cech fenotypu
narkomana, w tym wypadku wystgpienia objawow uzaleinienia u zwierzat doswiadczalnych
poddanych dziataniu kokainy lub brakiem pojawienia sie takiego fenotypu mimo podawania
substancji uzalezniajgcej a zmianami w obrebie ekspresji biatek wybranych elementéow ukfadu
glutaminianergicznego, ale i z mozliwych korzysci spotecznych. Autorka podjeta probe
wyjasnienia neuromolekularnego mechanizmu powyzszych zmian na poziomie
transkrypcyjnym i ustalenia czy antybiotyk ceftriakson zmienia indukowane kokaing efekty
behawioralne i neuromolekularne u zwierzat podatnych na uzaleznienie. Uwazam, ie temat

podjetej rozprawy doktorskiej jest nowatorski, a prace nalezy uznac za oryginalna.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze badania realizowane przez Doktorantke byly
finansowane w ramach grantu badawczego z Narodowego Centrum Nauki w Krakowie, a takze
z badan statutowych z Uniwersytetu Jagielloriskiego, Collegium Medicum i Instytutu
Farmakologii Polskiej Akademii Nauk w Krakowie. Swiadczy to, ze nie tylko recenzent
podkresla istotnos¢ tematu, ale i najwaziniejsze, krajowe instytucje finansujace badania oraz

Uczelnia i Instytut promuja nowatorska tematyke.

Rozprawa liczy 141 stron, zawiera 8 tabel i 47 rycin. Uktad pracy jest przejrzysty. Praca
podzielona jest na dziesig¢ rozdziatdw, w tym Pismiennictwo oraz Streszczenie w jezyku
polskim i angielskim. Autorka na wstepie zamiescita Wykaz zastosowanych skrotow, a w
koncowej czesci Spis tabel i rysunkdéw. Brakuje jedynie tytutu w jezyku angielskim oraz stow
kluczowych w jezyku polskim i angielskim, ktére maja przyblizyé tres¢ pracy i s uzywane do

automatycznego wyszukiwania prac w bazach danych.



Uktad dysertacji jest typowy, Wstep obejmujacy czesé teoretyczng wprowadzajaca
czytelnika w temat, zaprezentowano Cel pracy, sposéb jego osiggniecia (Materiaf i metody
badawcze), uzyskane Wyniki, ich Dyskusje oraz Whnioski. Praca zawiera wszystkie wymagane
elementy stawiane takim opracowaniom. Dysertacja doktorska jest napisana zwiezlym i

poprawnym jezykiem z zastosowaniem prawidtowej nomenklatury.

Wybér tematu zostat bardzo dobrze uzasadniony we Wstepie wprowadzajac tym
samym czytelnika w tematyke rozprawy. Doktorantka zaprezentowata aktualny stan wiedzy
na temat charakterystyki uzaleinienia od substancji psychoaktywnych, kokainy, ukfadu
nagrody, zwierzecych modeli uzaleznien, ukfadu glutaminianergicznego i podatnosci na
uzaleznienie od kokainy w oparciu o najnowsze pismiennictwo anglojezyczne. Bardzo istotng
czesciag Wstepu jest omoéwienie zwierzecych modeli uzaleinienn nalezacych do jednych z
trudniejszych metodyk badawczych w ukfadzie eksperymentalnym. W tym miejscu naleiy
pochwali¢ Doktorantke nie tylko za logiczny ukiad tej czesci pracy, ale | wyczerpujace
udokumentowanie przedstawianych informacji. Wysoko oceniam umiejetnos¢ mgr Ewy
Niedzielskiej-Andres korzystania z aktualnego pismiennictwa, ktdre cytowane jest zgodnie z

wymogami.

Zaprezentowane dane z pismiennictwa stanowia dobrze opracowang podstawe
teoretyczna do sformutowania celu dysertacji i wyboru metod badawczych dla jego realizaciji.
Swiadczy to o bardzo dobrym przygotowaniu teoretycznym i metodologicznym Autorki.

Istotne znaczenie w realizacji tematu miat dobér modelu badan behawioralnych - CPP
- Warunkowa Preferencja Miejsca. Ten wybdr byt podyktowany koniecznoicia podziatu

zwierzat na te wykazujace fenotyp podatny i te wykazujace fenotyp oporny na nagradzajace

dziafanie kokainy.

Do osiagniecia zamierzonego celu Autorka uznata za niezbedne: 1. Wykazanie
zaleznosci miedzy ujawnieniem sie cech fenotypu narkomana - w ukfadzie
eksperymentalnym, 2. Prébe wyjasnienia neuromolekularnego mechanizmu zmian na
poziomie transkrypcyjnym i 3. Ustalenie, czy antybiotyk ceftriakson zmienia indukowane

kokaing efekty behawioralne i neuromolekularne u zwierzat podatnych na uzaleznienie.



Opis czesci badawczej rozpoczyna rozdziat Materiat i metody, w ktérym podano
niezbedne informacije dotyczace: 1. Zwierzat doswiadczalnych, 2. Podawanych substancji oraz
3. Badan behawioralnych. Catos¢ tej czesci metodyki zostata podsumowana w postaci
schematu eksperymentu, ktéry pozwala na szybki wglad w procedury badawcze. Dalsza czesc
rozdziatu to starannie opisane analizy neurochemiczne, od izolacji tkanek, poprzez oznaczenia
ekspresiji biatka metoda Western Blot, koriczac na ilosciowej reakgji taricuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym (RT-gPCR). Metodyke zamyka podrozdziat obliczenia statystyczne, w
ktérym mgr Niedzielska-Andres zaprezentowata testy, ktére wykorzystata do oceny wynikow
eksperymentéw. Pomiary zostaly zaplanowane w sposob prawidiowy i poprawnie

przeprowadzone.

Rozdziat opisujacy Wyniki rozpoczyna sie od przedstawienia zmian poziomow
wybranych markeréw aktywnosci uktadu glutaminianergicznego w zwierzecym modelu
uzaleznienia u osobnikéw wykazujacych fenotyp podatny lub oporny na rozwéj uzaleznienia.
Doktorantka z niezwykia doktadnoscia i rzetelnoscia omoéwita wyniki badan behawioralnych i
zaprezentowata oceng zdolnosci hamowania nawrotu CPP indukowanej kokaing przez
ceftriakson oraz jego wplyw na poziom wybranych markeréw aktywnosci ukfadu
glutaminianergicznego. Catos¢ zostata szeroko zilustrowana 38 rycinami, co pozwala
czytelnikowi na szybki wglad w najwaziniejsze dane. Podstawa interpretacji tak duzej liczby

wynikow byta prawidtowo przeprowadzona analiza statystyczna.

Bardzo dobrze oceniam umiejetnoé¢ przejrzystego podsumowania i interpretacji
wynikow badan. Autorka rzeczowo przeprowadzita Dyskusje (28 stron) wlasnych wynikdéw
badan na tle aktualnego pismiennictwa wykorzystanego w sposéb celowy i wtasciwy. Dyskusja

jest najbardziej dowolng i najbardziej autorskg czescig pracy, oceniam jg doskonale.

Badania zostaty podsumowane piecioma wnioskami uzyskanymi z wynikéw i

uogolnieniami z przeprowadzonej dyskusji.



Merytoryczng wartos¢ rozprawy doktorskiej mgr Ewy Niedzielskiej-Andres oceniam
bardzo wysoko. Niewatpliwym osiagnieciem Autorki sg wyniki badai wykazujace istnienie
réinic na poziomie behawioralnym w odpowiedzi na podawanie kokainy wsrod zwierzat
laboratoryjnych, ktére ujawniato sie w postaci fenotypu podatnego i fenotypu opornego na
rozwdj uzaleznienia od kokainy. Kazdemu rodzajowi fenotypu towarzyszyly charakterystyczne
zmiany molekularne w obrebie badanych biatek w odpowiedniej fazie testu behawioralnego.
Doktorantka wykazata, ze zastosowany lek — ceftriakson zmniejszyt indukowany srodowiskiem
nawrdt do warunkowanej preferencji miejsca wywotanej kokaing, a efekt ten byt zwigzany z
zapobieganiem spadkowi ekspresji GLT-1 w NAc przez ceftriakson. Na podkreslenie zastuguje
fakt, ze mgr Niedzielska-Andres po raz pierwszy wykazata, ze ceftriakson wptywa w sposob
szerszy na homeostaze ukladu glutaminianergicznego niz jedynie poprzez wplyw na
transportery GLT-1, czy xCT w NAc. Zmiany neuroplastyczne w obrebie ukiadu
glutaminianergicznego w szlakach zaangazowanych w rozwéj uzaleinienia zostaty uznane za
gtowne procesy bedace podioiem zachowan charakterystycznych dla uzaleinienia. Tym
samym praca mgr Ewy Niedzielskiej-Andres pozwalajgca na poznanie i zrozumienie procesow
komorkowych przyczyniajgcych sie do tych zmian neuroplastycznych w obrebie uktadu
glutaminianergicznego jest niezwykle waina, a préba farmakologicznego odwrdcenia
powyiszych zmian moie przyczyni¢ sie do poprawy patologicznych zachowan i staé sie
elementem proponowanych, nowych strategii terapeutycznych w walce z uzaleinieniem.
Tres¢ pracy zostata starannie wyselekcjonowana. Uktad rozprawy jest przejrzysty, a dyskusja
rzeczowa. Wykazanie pewnych luk na obecnym poziomie wiedzy ttumaczy celowosc podjetych

badan, a tym samym podnosi wartoé¢ zaprezentowanych wynikow.

W podsumowaniu stwierdzam, Ze przedstawiona do recenzji praca stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, strone merytoryczng oceniam bardzo dobrze. Praca
spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Wyczerpuje to wymagania okreslone w art.
13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., nr 65, poz. 595 z péiniejszymi zmianami).
W zwigzku z powyiszym stawiam wniosek do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Jagielloiskiego, Collegium Medicum w Krakowie o przyjecie rozprawy i

dopuszczenie mgr Ewy Niedzielskiej-Andres do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.



Wobec wysokiego poziomu badai posiadajacych szczegélne walory poznawcze, a takie
oryginalnosci zastosowanych narzedzi i metod badawczych przedstawiam w osobnym

dokumencie wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
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