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Ocena pracy doktorskie] mgr farm. Ireny Smaga-Maslanki

pt.: ..Rola ukitadu endokanabinoidowegqo w patogenezie depresiji
i w mechanizmie dziatania lekow przeciwdepresyinych”.

Kanabinocidy od tysigcleci byly stosowane przez ludzi nie tylko ze wzgledu
na swe wiasciwosci narkotyczne, dajgce zludne odprezenie i przejsciowg euforie,
ale takze jako Srodki skuteczne w leczeniu szeregu dolegliwosci w tym m.in. bélu czy
depresji. Nazwa pierwszego i najlepiej poznanego do tej pory endokanabinoidu
anandamidu pochodzi od staroindyjskiego stowa ,ananda” oznaczajgcego blogosé.
Jednak na pierwsze naukowe uzasadnienie wskazujace na potencjalny udziat uktadu
endokanabinoidowego w patogenezie depresji trzeba bylo czeka¢ az do obecnego
wieku i wcigz sg to wiadomo$ci niejednoznaczne, pozostawiajgce szereg pytan.
Tymczasem z depresjg zmaga sie szereg osob (jak stusznie pisze Doktorantka
podajac dane wedilug Swiatowej Organizacji Zdrowia okoto 350 min os6b w réznym
wieku) i weigz brakuje skutecznej terapii.

Biorac powyzsze pod uwage tematyka przedstawionej mi do oceny pracy
doktorskie] mgr Ireny Smaga-Maslanki jest zaréwno aktualna jak i celowa. Liczaca
143 ponumerowane strony praca skfada sie z typowych rozdziatow: wykaz skrétéw
uzywanych w pracy, wstep, cel, materiat i metody, wyniki, dyskusja i wnioski, spis
tabel i rysunkéw, streszczenie pracy w jezyku polskim i w jezyku angielskim oraz az
215 pozycji piSmiennictwa. Logiczny uktad pracy, poprawny styl, prawidtowe
cytowanie i zestawienie literatury, a takze przedstawienie i oméwienie wynikéw
wskazujg na dobrze opanowang przez Doktorantke umiejetnosé pracy naukowej.
Nowatorstwo przedstawionej mi do oceny pracy podkresla ponadto fakt, ze jedynie
8% pozyciji literaturowej pochodzi z ubiegtego wieku, a az 12% z lat 2014-2016.

W liczgcym 31 stron wstepie Doktorantka w bardzo ciekawy i przystepny
sposob wprowadza czytelnika w 2 podstawowe zagadnienia stanowiace tematyke
pracy: (1) depresje, w tym zwierzece modele i testy w przedklinicznych badaniach
nad aktywnoscig przeciwdepresyjng oraz (2) uktad endokanabinoidowy, w tym jego
zwigzek z depresja. Przystepnos¢ tekstu zdecydowanie zwieksza 6 tabel



oraz 1 schemat, a takze konsekwentny sposob opisania znaczenia poszczeg6lnych
sktadowych ukfadu endokanabinoidowego w depresji (endogennych liganddw,
enzymow zaangazowanych w ich syntezie i degradacji oraz receptoréw CB1 i CBz)
Z podziatem na badania przedkliniczne i kliniczne. Na uwage zastugujg przy tym
2 bardzo obszerne i szczegOtowe tabele 5 i 6, w ktérych Doktorantka umiejetnie
zestawita wyniki dotychczasowych badan przedklinicznych i klinicznych dotyczacych
znaczenia endokanabinoidow w depresji. Chciatabym w tym miejscu podkreslic,
ze czesc wstepu, w tym miedzy innymi wspomniane powyzej 2 tabele oraz schemat
obrazujacy dziatanie endokanabinoidow na receptory kanabinoidowe zostaly juz
opublikowane w pracy przegladowej Smaga i wsp., {Current Neuropharmacology
2014;12,462-474; IF 3,049; pkt MNISW 35). Napisany w ten sposob wstep
zaznajamia czytelnika ze wszystkimi najwazniejszymi zagadnieniami oraz
sktadowymi uktadu endokanabinoidowego badanego w niniejszej pracy
i umiejetnie doprowadza do celu pracy. Czuje jedynie niewielki niedosyt w kontekscie
6 wniosku pracy, jezeli chodzi o zbyt krotkie opisanie funkcji receptorow CB2 w OUN,
poza stwierdzeniem, ze ,w ostatnim czasie wykazano réwniez obecnos¢ receptorow
CBz2 w OUN" (str. 13; sg to nieliczne prace np. autorstwa pary J. Kim i Y. Li
z ostatnich 2 lat) oraz okresleniem, ze za hamowanie presynaptyczne uwaliniania
neurotransmiteréw odpowiadajg receptory CB1, a nie tylko CB (str. 12). W Tabeli5i 6
nie wyjaéniono, czy .-, okresla brak zmian, czy, ze nie badano danej struktury
mozgu.

Cel pracy doktorskiej mgr Ireny Smaga-Maslanki jest zasadny i zostat
precyzyjnie okreslony. Cel ten jest jednoczesnie bardzo ambitny, zlozony, a jego
realizacja wigzata sie z opanowaniem szeregu czesto bardzo precyzyjnych metod
i pdzniejszg bardzo trudng interpretacjg olbrzymiej ilosci wynikow. Doktorantka
oznaczata 6 skiadowych ukfadu endokanabinoidowego: poziomy 2 ligandéow
(anandamidu i 2-AG), ekspresje 2 enzymoéw syntetyzujacych (NAPE-PLD i DAGLa)
i degradujacych (FAAH | MAGL) oraz gestosc i poziom ekspresji biatek receptoréw
CB: i CB2 w 6 strukturach moézgu (korze przedczotowej i czotowej, hipokampie,
prazkowiu grzbietowym, jadrze péllezacym przegrody oraz modzdzku) w warunkach
kontrolnych, oraz po ostrym i chronicznym stosowaniu 3 lekow przeciwdepresyjnych

o réznych mechanizmach dziatania i 2 zwigzkow o aktywnosci przeciwdepresyjnych



(podanych oddzielnie lub facznie z antagonistami receptoréw CB1 lub CB2), a takze
w 2 réznych modelach depresji. Zmiany okreslano 24 godz. lub 10 dni po ostatniej
dawce, co umozliwito ocene trwatosci zmian. Catos¢ wskazuje na ogrom pracy, ktora
musiafa wykonaé Doktorantka i to nie tylko podczas wykonywania doswiadczen, ale
takze w trakcie interpretacji uzyskiwania wynikéw.

Materiaty | metody napisane sa bardzo dokfadnie i swiadczg o ich zrozumieniu
przez Doktorantke. Duze utatwienie w zrozumieniu protokotu doswiadczenia stanowi
jego schematyczne przedstawienie. W oznaczaniu poziomu endokanabinoidéow
zastosowano bardzo precyzyjne badania neurochemiczne chromatografii cieczowej
ze spektrometrig masowa. Dodatkowe metody to 2 testy behawioralne umozliwiajace
ocene rozwoju depresji, metoda Western blot, a ponadto w 23 strukturach mézgu
okreslono gesto$¢ receptoréw CB1 za pomoca autoradiografii. Niestety, Doktorantka
stosujgc bardzo precyzyjny podziat na poszczegélne cele badawcze, niezbyt jasno
okreslita na jakich zwierzetach (Wistar czy Wistar Kyoto) wykonywane sa
poszczegbine doswiadczenia. Mozna sie jedynie domys$laé, ze leki
przeciwdepresyjne podawano szczurom Wistar, gdyz ,szczury Wistar Kyoto po 14
dniach adaptacji dekapitowano”. Nieprecyzyjne jest tez stwierdzenie ,Jedna grupe
zwierzgt wprowadzono w model depresji — bulbektomig” — znowu pytanie, ktérych
szczurow (Wistar czy Wistar Kyoto), tym bardziej, ze poprzedni akapit jest
o szczurach Wistar Kyoto (str. 33). Brak jest takze okreslenia dawek chlorowodorku
ketaminy i ksylazyny, a o zastosowaniu aparatu stereotaktycznego wspomniano
dopiero przy opisie operacji pozornej, a nie omawianej wczesniej bulbektomii
(str. 33).

Wyniki przedstawiono az na 23 podwdjnych lub potréjnych jednorodnych
i prawidtowo opisanych rycinach oraz w 15 tabelach. Zostaly one precyzyjnie
i prawidtowo opisane, takze przy zachowaniu konsekwencji i jednorodnosci przy
opisywaniu poszczegolnych sktadowych ukfadu endokanabinoidwego. Dzieki temu
mozliwe jest szybkie zrozumienie tekstu. Pragne podkresli¢, ze wiekszo$é wynikow
zostata juz opublikowana w pracy Smaga i wsp. (Neurotoxicity Research.
2014;26:190-206,; IF 3,104; punkty MNiSW 25).

W bardzo sprawnie, biorac pod uwage olbrzymig ilo§¢ uzyskanych przez

Doktorantke wynikow, napisanej dyskusji (15 stron), mgr |. Smaga-Maslanka



poczatkowo uzasadnia w skrocie cel pracy oraz wybor zwigzkéw zakwalifikowanych
do podawania. Wydaje mi sie, ze we wstepie lub w poczatkowej czesci dyskusji
powinno byé dokladniejsze przedstawienie stosowanych lekow/zwigzkéw.
Wystepujace  okreslenie, ze  zastosowano ,skuteczne  klinicznie  leki
przeciwdepresyjne o réznym mechanizmie dziatania (tj. imipramina, escitalopram,
tianeptyna) oraz zwigzki wykazujgce aktywnos$é przeciwdepresyjng w testach
behawioralnych (fj. URB597 oraz N-acetylocysteina - lek mukolityczny)' budzi
niedosyt i koniecznosé dodatkowego szukania pierwszych trzech lekéw w Tabeli 4
oraz lekkie zdziwienie przy tak skrétowym opisie leku mukolitycznego N-
acetylocysteiny. Dalej Doktorantka zwraca uwage na podobiefAstwa i roznice
w stosunku do wczesniejszych publikacji oraz stara sie wyttumaczyé mechanizmy
uzyskanych zmian. W dyskusji zabrakio mi krétkiej analizy w oparciu o dane
literaturowe i uzyskane w niniejszej pracy wtasne wyniki czy leki przeciwdepresyjne
oraz zwigzki wykazujgce aktywnosé przeciwdepresyjng moga powodowaé podobne
zmiany u zwierzat/ludzi z depresjg, korficowej proby oceny znaczenia uzyskanych
wynikow w kontekécie ich terapii depresji lub przysztych badar w tym kierunku.
Rozprawe konczy 6 wnioskéw, stanowiacych podsumowanie gtéwnych
obserwacji pracy. Doktorantka udowodnita =zalezne od modelu depresji
roznokierunkowe zmiany receptorowe oraz zmiany pozioméw endokanabinoiddw
uwarunkowane zmiang ekspresji enzyméw metabolizujacych te lipidy. Najbardziej
specyficzng strukturg wiazacg uktad endokanabinoidowy z depresja okazato sie
prazkowie grzbietowe, co moze by¢ zwigzane z anhedonig towarzyszaca depresii,
gdyz w obu zwierzgcych modelach depresji dochodzito do zmniejszenia poziomu
anandamidu,  natomiast  wszystkie  chronicznie  podawane  leki/zwigzki
przeciwdepresyjne powodowaly wzrost poziomu tego neuroprzekaznika w tej
strukturze mézgu. Ponadto wykazano, ze leki/zwigzki przeciwdepresyjne powodujg
wzrost poziomu anandamidu w hipokampie i poziomu 2-AG w prazkowiu
grzbietowym, czyli w strukturach neuroanatomicznie zwigzanych z depresja, a takze
zalezny od struktury i badanego leku/zwigzku — zmiany gestoséci/ekspresiji receptoréw
CB w mozgu. Nie s3 to jednak trwate zmiany, gdyz po 10 dniach utrzymywaly sie
jedynie w przypadku escitalopramu. Bardzo ciekawymi i waznymi wynikami sg

obserwacje z uzyciem selektywnych antagonistéw receptoréw CB:1 i CB:



wykazujacych specyficznosé wiekszosci powstalych efektéw pod wptywem podan
lekow/zwiazkow przeciwdepresyjnych zwigzane z aktywnoscig receptoréw CB i CBa,
a tym samym wskazujacym na nowy potencjalny punkt uchwytu dziatania Zwigzkow
przeciwdepresyjnych. Na uwage zastuguje przy tym wykazanie po raz pierwszy
udziatu receptoréow CB2 w mechanizmie zmian adaptacyjnych pod wptywem lekéw
przeciwdepresyjnych. W swoim ostatnim wniosku Doktorantka stwierdza, ze URB597
— zwigzek hamujgcy metabolizm endokanabinoidéw — wykazuje podobne do
badanych  lekéw przeciwdepresyjnych  nasilenie poziomu  anandamidu
w hipokampie i prazkowiu grzbietowym oraz poziomu 2-AG w prazkowiu
grzbietowym u szczurow. Powstaje pytanie, jak mozna wyttumaczy¢ fakt,
ze w pozostatych strukturach mézgu nie doszlo do wzrostu poziomu anandamidu
przy zahamowaniu jego rozkladu?

Wszystkie skroty w pracy sg doktadnie wyjasnione i zamieszczone w tabelce
ze skrotami. Jednak ich ilo$¢ utrudniata czytanie. Praca napisana jest bardzo tadna
polszczyzng. Zauwazylam jedynie nieliczne uchybienia zwigzane z terminologig jak
(1) .glikokortykoidy”, prawidtowo .glikokortykosteroidy”, czy (2) Jfeceptory CB sg
umieszczone gldwnie membranowo”, prawidtowo:. ,w blonie komorkowej”;
(3) ,u stresowanych myszy”, prawidtowo .Myszy poddanych stresowi”.

Biorgc pod uwage fakt, ze rozprawa doktorska jest przewaznie pierwsza
powazng pracg naukows, nieliczne uwagi lub zagadnienia do dalszej dyskus;ji
W niczym nie umniejszajg wartosci niniejszej rozprawy doktorskie;. Otrzymane wyniki
8g nowatorskie, ciekawe, spéjne, bardzo dobrze przedstawione i przedyskutowane
i uzyskane w oparciu o zastosowanie precyzyjnych, wnikiiwie opisanych metod.
Stanowig one pierwszg tak kompleksows, doktadna i réznorodng analize znaczenia
uktadu endokanabinoidowego w patogenezie depresji i w mechanizmie dziatania
lekow przeciwdepresyjnych. Ponadto czgS$¢ niniejszej pracy doktorskiej zostata juz
opublikowano w 2 publikacjach o tacznym IF 6,1 i punktach MNiSW 60. Dlatego tez
przedktadam Wysokiej Radzie Wydziatu  Farmaceutycznego Uniwersytetu
Jagielloriskiego Collegium Medicum w Krakowie wniosek o dopuszczenie mgr Irena
Smaga-Maslanki do dalszych etapdw przewodu doktorskiego, a jednoczesnie
0 wyréznienie pracy doktorskiej.
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