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OCENA
rozprawy na stopiefi doktora nauk farmaceutycznych

"Ocena aktywnosci psychotropowej wybranych pochodnych indoloamin o
multireceptorowym profilu dzialania” wykonanej w Zakladzie Farmacji Klinicznej
Wydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego

przez mgr Anne WASIK

pod opicka prof. dr hab. Anny Wesolowskiej jako promotora i dr hab. Marcina
Kotaczkowskiego prof. U jako promotora pomocniczego.

Schizofrenia, znana i opisywana juz w starozytnosci, jest ciezkg NEUroroZwojowa
chorobg psychiczng o bardzo zréznicowanym przebiegu. Najczesciej dotyka ludzi mtodych i
jest uwazana za schorzenie najbardziej wyniszczajace mentalnie. Gtowne objawy schizofrenii
obejmuja symptomy pozytywne ,wytwoércze” pod postacia urojen, halucynacji, utraty
poczucia rzeczywistosci oraz ,negatywne” jak anhedonia, apatia, chtéd emocjonalny,
dysforie. Objawom gtéwnym czgsto towarzyszy ostabienie proceséw kognitywnych (pamigci
1 uczenia si¢). Nie bez znaczenia dla skutecznosci terapii schizofrenii ma wspotwystepowanie
lgkoéw i objawdw depresji. Wspélczesnie dostepne leki przeciwpsychotyczne s3 W stanie
lagodzi¢ objawy pozytywne, natomiast przeciwdzialanie objawom negatywnym i
poznawczym stwarza liczne problemy. Dlatego tez przebadanie 7 nowo zsyntetyzowanych
pochodnych indoloaminy i ,wyselekcjonowanie zwigzku o multireceptorowym  profilu
dzialania, wykazujgcym oprécz aktywnosci przeciwpsychotycznej dodatkowe dziatanie
przeciwdepresyjne, przeciwlgkowe i/lub anorektyczee, w modelach zwierzgcych.” nalezy uznaé

za celowe, zar6wno z naukowego jak i klinicznego punktu widzenia.

Przedlozona do oceny rozprawa na stopien doktora nauk farmaceutycznych jest
monograficznym opracowaniem liczagcym 219 numerowanych stron, w tym wykazy:

pi$miennictwa ( ponad 200 pozycji), tabel oraz rycin.



Uklad pracy jest typowy dla dysertacji doktorskich (chociaz nie znalaztam zwykle
dolgczanego spisu skrétow) i sklada sie z ,,Wprowadzenia teoretycznego®, poprzedzonego
spisem tresci, ,Celu pracy”, ,Metodyki badan”, ,,Wynikéw”, »Dyskusji”, ,,Wnioskow”,
»Bibliografii”, ,,Streszczen” w jezyku polskim i angielskim. Prace otwiera strona z informacja
o 2 artykutach, w kt6rych opublikowano cz¢$é wynikow recenzowanego projektu. Niestety w
jednym z nich zabraklo wersu z nazwiskiem doktorantki i innych wspélautoréw (Siwek A.,

Jastrzgbska- Wigsek M., Partyka A., Wasik A., Wesolowska A., Mierzejewski).

Obszeme ,, Wprowadzenie teoretyczne”, liczace 27 stron, zostalo podzielone na 5 czesci.
W czgsci pierwszej Autorka omawia badania epidemiologiczne i kryteria diagnostyczne
rozpoznawania schizofrenii. Druga cze$¢ zawiera opis klinicznych objawdéw choroby z
wyraznym uwypukleniem znaczenia objawdw negatywnych, ktérym czesto towarzysza
zaburzenia poznawcze i depresje. Trzecig cze$é Autorka poswiecila na oméwienie zaburzen
afektywnych, gléwnie depresyjnych i lgkowych, pojawiajacych sie w schizofrenii. W czwartej
czgsci Doktoranta dokonuje przegladu gléwnych teorii odnosnie przyczyn pojawiania sie
schizofrenii, w tym udzialu genéw odpowiedzialnych za wzrost ryzyka zachorowania, zaburzen
w funkcjonowaniu ukladu immunologicznego, zmian neurostrukturalnych oraz zaburzen w
neuroprzekaznictwie. Czgé¢ czwarta zawiera opis grupy lekéw stosowanych w terapii
schizofrenit z dokladnym omoéwieniem lekéw przeciwpsychotycznych: klasycznych
(chlorpromazyna) i atypowych (arypiprazol) oraz lekéw przeciwlekowych, uspakajajgcych i
przeciwdepresyjnych. Na koniec Autorka prezentuje nowe kierunki poszukiwan farmakoterapii
schizofrenii  podkreslajac  wage opracowywania lekéw  przeciwpsychotycznych o
wieloreceptorowym mechanizmie dzialania. Ten wstep do dysertacji doktorskiej stanowi
gruntowne, oparte na najnowszym $wiatowym pi$miennictwie, wprowadzenie w tematyke
pracy. Na tej podstawie mgr A. Wasik sformulowala, w pelni uzasadniony, cel pracy,

przedstawila kolejno$¢ postgpowan oraz zakres prowadzonych badan.

W rozdziale ,,Metodyka badan”, na 13 stronach (w tym w 4 tabelach), Doktorantka
zaprezentowala badane zwiazki, substancje narzedziowe, oraz opisy procedur uzytych do badan
zarowno in vivo, jak i in vitro. Badania behawioralne wykonano na samcach myszy szczepow
Albino Swiss, C57BL/6J i CD-1 (zabraklo uzasadnienia wyboru tych szczepow do konkretnych
badan) oraz szczuréw szczepu Wistar. Brakuje informacji co bylo podstawg ustalenia zakresu
dawek nowych zwigzkéw do przeprowadzenia badan (np. dla ADN-1307 od 0.625 - 5.0 mg/kg a
dla ADN-1321 od 2.5 — 40 mg/kg). Autorka nie wyjasnia dlaczego rozpuszczalnikiem dla 8



substancji narzedziowych byla woda, zazwyczaj przy podaniach parenteralnych zawiazki
podajemy rozpuszczone w soli fizjologicznej. Rozdzial koniczy ,,Analiza statystyczna wynikow”,
moim zdaniem potraktowana zbyt lakonicznie, co w konsekwencji utrudnia czytelnikowi
odczytanie wynikéw.

Zastosowane procedury zostaly zatwierdzone przez IV Lokalna Komisje Etyczng do spraw
Doswiadczen na Zwierzgtach w Warszawie oraz I Lokalng Komisje Etyczng do spraw
Doswiadczen na Zwierzetach w Krakowie.

Opis sposobu przeprowadzenia doswiadczen behawioralnych zawarty w tej czesci
dysertacji nie zawsze jest wystarczajgco dokladny. Na przyklad (str. 49) w oméwieniu testu
wymuszonego plywania u myszy zabraklo informacji, ze zostal wykonany wedhg
»zaadaptowanej dla myszy” a nie ,, zgodnie” z procedurg opisang przez Porsolta i wsp.1978” w
oryginale dla szczuréw. Przy opisie procedury uniesionego labiryntu krzyzowego (str.51) nie

podano czasu na jaki zwierzeta byly poddawane adaptacji w czarnym pojemniku.

Rozdziat ,,Wyniki” obejmuje 114 stron pracy, a dokumentacja badan przedstawiona jest

na 103 rycinach i w 127 tabelach. Autorka stwierdzila, miedzy innymi, ze w wickszosci badane
zwiazki sq czgsciowymi agonistami receptora D2, 5-HT1a i antagonistami receptora 5-HTza.
Wyniki badan odnosnie powinowactwa i aktywnosci wewnetrznej badanych struktur wobec
wybranych receptoréw zamieszczono w tabelach 8, 9 i 10. Niestety tabela 8 jest niefortunnie
podzielona (strony 55/56), a tabela 9 niekompletna — brak danych odno$nie czesciowego
agonizmu badanych zwigzkéw wobec receptora D3, omawianego na str.56.
Opisy wynikéw badan czesci behawioralnej s3 lakoniczne i niekiedy przypominaja wnioski.
Dopiero umieszczenie rycin (nie w pelni ilustrujgcych wyniki) facznie z tabelami, zawierajacymi
pelny zakres wynikéw umozliwia ich odczytywanie i zrozumienie. Przykladem jest brak, na ryc.
2 - 17, stupka przedstawiajacego warto$é kontroli podstawowej (Tween 1% + Woda), a
oznaczenia statystycznej znamiennosci pod postacig gwiazdek (*) odnosza sie whasnie do te]
wartosci, co jest podane w opisie pod kazda rycing. Ponadto czytelnika moze wprowadzaé w
biad brak tego znakowania przy grupach Tween + amfetamina i Tween + MK-801 (ryc. 4-17).

W tej czgdei opisu wynikow Autorka, omawiajge hamujacy wplyw badanych polaczeri na
zwigkszong ruchliwos¢ wywotana podaniem D-amfetaminy i dizocylpiny (MK-801) stwierdza,
ze jest on stabszy i, w wigkszosci, mniej specyficzny od zwigzku referencyjnego (arypiprazolu).
Oceniajac dzialanie kataleptogenne badanych struktur Doktorantka wykazata wyraznie stabsze
od arypiprazolu czy brak takiej aktywnosci po podaniu zwigzkéw ADN-1319, ADN-1322 i
ADN-2013. W tabelach (36 - 43) przedstawiono dane pod postacig cyfr ale brakuje informacji co

3



one przedstawiajg. Czy sa to $rednie z 3 préb u 10 myszy w danym czasie, czy tylko $rednie z
wybranej proby i co przedstawiaja (zapewne sekundy).
Powyzsze wyniki umozliwity wyselekcjonowanie 3 pochodnych, ADN-1319, ADN-1322 i
ADN- 2013, do szerszych badan, ktoére ograniczyly liczbe pochodnych do dwoch - ADN-1319
i ADN-2013. Dla tych zwiazkéw Doktorantka wykazata aktywno$é przeciwdepresyjng (stosujac
testy wymuszonego plywania u myszy i szczuréw) oraz przeciwlekowa (z zastosowaniem testu
czterech plytek i zagrzebywania kulek u myszy oraz testu uniesionego labiryntu krzyzowego i
konfliktu Vogla u szczuréw). Kolejne badania, w tym ujawnienie dziatania anorektycznego,
wykazane w tescie pobierania pokarmu, i brak aktywnosci mutagennej (ocenianej in vifro),
ostatecznie wskazaly na ADN-2013 jako strukture wiodgcg w poszukiwaniu nowych lekéw o
lepszym profilu terapeutycznym w leczeniu behawioralnych i psychologicznych objawéw
choréb psychicznych z towarzyszaca demencja.

W tej czesci pracy znalazlam najwigcej uchybien, wynikajgcych zapewne z ogromu danych
doswiadczalnych. Ponizej kilka przykladow:

— brak oznakowania statystycznej znamiennosci (#) grupy prezentujacej wyniki tacznego
podania arypiprazolu i imipraminy w stosunku do grupy kontrolnej tween + imipramina
(ryc. 371 38), co bylo przedstawione w tabeli 56,

— brak zgodnosci oznaczenia statystycznej znamiennosci (H#HHH) na ryc. 47 z
przedstawionym w opisie ryciny i w tabeli 63,

— brak opisu oznakowan, pod tabela 67 i pod ryc. 52, statystycznej znamiennosci (**, #)
wplywu tacznego podania ADN-2013 z bupropionem vs odpowiednie grupy kontrolne,

- naryc.66¢ zamieniono kolejnos¢ stupkéw ilustrujacych wyniki arypiprazolu podanego w
dawkach 0.51 1.0 mg/kg

— brak zgodnosci oznakowania statystycznej znamiennosci zaznaczonej na rye.76 z opisem
pod rycing, w tabeli 108 i ryc. 80, naryc.84 i 86 z odpowiednimi opisami pod rycinami,
w tabelach 112 i 115 z odpowiednimi opisami, na ryc.87 i opisem pod rycina,

- w pierwszym zdaniu opisu dzialania zwigzku ADN-1319 w tescie Vogla u szczuréw
nalezy poprawi¢ ,istotnie redukowal” na istotnie zwiekszal” liczbe notowanych
parametrow, co jest przedstawione w dalszej czesci opisu, w tabeli 128 i na rycinie 98,

— brak zgodnosci danych w tabeli 132 z prezentowanymi na ryc. 101b oraz umieszczenie
na rycinie wynikéw zwigzku ADN-1319, ktére nie s3 omawiane i brak ich w tabeli, co
wprowadza dodatkowe zamieszanie.

- brak zgodnosci oznakowania statystycznej znamiennosci zaznaczonej na ryc.103 z



opisem pod rycing (p<0.0001 to 3 czy 4 gwiazdki?)

Podsumowujge, konieczne jest ujednolicenie oznakowania statystycznej istotnosci otrzymanych
wynikow, ponadto sugerowalabym ograniczenie oznakowania do 4 znakéw (np.
#¥%* p<0.0001), poniewaz powstaly chaos utrudnia czytelnikowi orientacje w tych danych. (np.
tab.108 i ryc.80)

Opisana powyze]j, w wielkim skrocie, doswiadczalna czg$é pracy doktorskiej mgr Anny
Wasik, mimo wielu uwag, zdecydowanie zasluguje na pozytywna opinie. Autorka wykonala
obszerne badania z zastosowaniem wlasciwie dobranych metod, co zaowocowato ogromna pulg
danych. Nalezy podkreslié, Zze uzyte metody wymagaja dobrego opanowania warsztatu
badawczego, dokladnosci i cierpliwosci. Biorac to pod uwage, powyZsza pozytywna ocena jest

catlkowicie uzasadniona.

W obszernej, wyczerpujacej i interesujaco napisanej ,,Dyskusji” Doktorantka omoéwita
wyniki swoich badan in vitro i in vivo oraz przedstawila dane z najnowszego $wiatowego
pismiennictwa. Ta czes¢ pracy zostala podzielona na 4 podrozdzialy (poswigcone profilowi
funkcjonalnemu, aktywnosci przeciwpsychotycznej, przeciwdepresyjnej i przeciwlgkowej
badanych pochodnych), co bardzo utatwia czytelnikowi ogarniecie ogromu zawartych tu danych.
Autorka podsumowujac dzialanie przeciwpsychotyczne badanych struktur chemicznych
stwierdza, ze jest ono slabsze i niespecyficzne w poréwnaniu do zwigzku referencyjnego
arypiprazolu. Aktywnos¢ ta moze wynika¢ z ich wptywu czesciowo agonistycznego na receptor
D2 i antagonistycznego na receptor 5-HT2a. Wykazala tez, miedzy innymi, ze chociaz
mechanizmy przeciwdepresyjnej 1 przeciwlgkowe] aktywnosci ADN-2013, zwiazku
wyselekcjowanego z grupy 7 badanych, s3 zlozone, wydaja sie jednak by¢ bezposrednio
Zwigzane z jego antagonistycznym wplywem na receptor 5-HTe. Takze dzialanie anorektyczne
ADN-2013 moze by¢ wynikiem blokady receptora 5-HTs ale tez cze¢sciowo agonistycznego
wplywu na receptor 5-HTa.

Musze tez zwréci¢ uwage na drobne niezgodnosdci, ktdére znalaztam w tej czesci dysertacii.
Tlumaczac rozbieznosci wlasnych wynikow z danymi Sarkisyan'a i Hedlund'a 2010 (str. 174)
Autorka wskazuje na réznice w szczepach myszy wykorzystywanych do badan w testach
»Wymuszonego plywania” i ,,zawieszenia ogona” przez powyzszych autoréw (tj. CS57BL/6J) i
w niniejszej pracy (Albino Swiss). Istotnie, w tescie ,,wymuszonego pltywania” wykorzystywano
rézne szczepy ale test ,,zawieszenia za ogon” byl wykonywany z uzyciem tego samego szczepu
tj. C57BL/6J. Opisujac (str.170) wiazanie badanych zwigzkéw z biatkiem transportujacym
serotoning (SERT) stwierdza, ze ADN-2013 wykazuje niskie powinowactwo wzgledem SERT, a



w nastepnym wierszu, ze nie wigze sie z SERT. Podczas przygotowywania wynikéw do
publikacji proponowatabym skorygowac te rozbieznosci.

Na zakonczenie Autorka podsumowuje wyniki swoich badan w 10 poprawnie
sformulowanych wnioskach. Prace konczy zwiezte, dobrze napisane streszczenie w j.polskim i
j. angielskim.

Z obowigzku Recenzenta musze dodatkowo wspomnie¢ o koniecznosci uporzadkowania
Bibliografii (na kilka pozycji Autorka powoluje si¢ w pracy ale brak ich w bibliografii, kilka
pozycji jest w spisie ale wydaja si¢ zbedne, 3 pozycje sg powtérzone dwukrotnie, a w tekscie
oznaczone literami a i b), ujednolicenia nazewnictwa (np. serotoninowy - serotoninergiczny,
DSM-5 - DSM-V ) i poprawienia bledéw literowych czy przestawien (np. SB-724457 — SB-
742457, breksiprazol — breksipiprazol itp.). Uzyskane wyniki beda zapewne publikowane, a
poniewaz warunki redakcyjne sg zazwyczaj rygorystyczne warto przestrzegaé okre$lonych

zasad przy redagowaniu pracy.

Po dokladnym zapoznaniu sie¢ z calodcig dysertacji autorstwa mgr Anny Wasik musze
podkresli¢ duzy wklad pracy Doktorantki w przeprowadzenie trudnych i pracochtonnych badan,
ktorych wykonanie wymagato opanowania roznorodnych technik. Szerokie i ambitne cele,
zatozone do realizacji w ramach rozprawy doktorskiej, zostaly zrealizowane, a uzyskane wyniki
sg oryginalne i nowatorskie. Rozprawe doktorska, mimo licznych uwag, ktore nie majg jednak

charakteru merytorycznego a giéwnie porzadkowy, oceniam jednoznacznie pozytywnie.

Stwierdzam, ze przedlozona praca odpowiada warunkom stawianym rozprawom na
stopienn doktora nauk i mam zaszczyt przedstawié¢ Radzie Wydzialu Farmaceutycznego UJ
CM w Krakowie wniosek o dopuszczenie mgr Anny Wasik do dalszych etapéow przewodu

doktorskiego.

prof. dr hab, Splwia Fidecka

Lublin, 17 sierpnia 2017.



