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pracy doktorskiej mgr Moniki Gtuch-Lutwin pt. ,,Charakterystyka selektywnosci
funkcjonalnej nowych agonistéw receptora serotoninowego typu 5-HT;,”

Depresja, na ktérg wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia cierpi obecnie
ok. 350 miliondw oséb na catym Swiecie, jest powaznym zaburzeniem psychicznym,
prowadzacym do uposledzenia funkcjonowania chorego i pogorszenia jakosci zycia,
a W najciezszych przypadkach do samobodjstwa. Systematyczny wzrost zachorowan,
obcigzajgcy charakter oraz wysokie koszty ekonomiczne dla systemu stuzby zdrowia
sprawiaja, ze depresja stanowi istotny problem socjoekonomiczny. Depresja jest choroba
o ztozonej i wieloczynnikowej etiologii, a jej patomechanizm nie jest do konca znany. Cho¢
na rynku farmaceutycznym dostepne sg liczne leki przeciwdepresyjne, o rdznych
mechanizmach dziatania, to szacuje sie, ze ok. 30% pacjentow nie odpowiada na leczenie.
Kolejnymi problemami zwigzanym z farmakoterapig depresji sg czeste dziatania niepozgdane
i opozniony efekt terapeutyczny. Konieczne jest zatem poszukiwanie nowych, bardziej
skutecznych lekow przeciwdepresyjnych oraz nowych Sciezek sygnalizacyjnych, ktérych
modulacja farmakologiczna moze przynosi¢ efekt terapeutyczny, nie wywotujgc
rownoczesnie efektdw niepozgdanych.

Receptor serotoninowy typu 5-HT;sn odgrywa istotng role w rdéinych procesach
fizjologicznych i patologicznych. Receptor ten reguluje wiele Sciezek transdukcji sygnatéw,
wptywa na ekspresje biatek istotnych w depresji (np. BDNF), bierze udziat w regulacji
plastycznosci neurondw oraz wptywa na poziom glutaminianu i wydaje sie, ze odpowiednia
modulacja tego receptora moze stworzy¢ nowe mozliwosci terapeutyczne dla oséb
chorujacych na depresje. Niestety wiekszos¢ dostepnych obecnie ligandéw receptora 5-HTia
nie wykazuje selektywnosci wobec receptoréw umiejscowionych pre- i postynaptycznie,
a takze pozadanej w terapii sciezki sygnalizacyjnej. Z tego wzgledu niezwykle istotne jest
poszukiwanie nowych zwigzkéw oddziatywujgcych na receptor 5-HTia, 0 wysokim
powinowactwie i selektywnosci receptorowej oraz odpowiednim profilu funkcjonalnym.

W zwigzku z powyzszym postawiony w rozprawie doktorskiej mgr Moniki Gtuch-
Lutwin cel pracy, obejmujacy charakterystyke funkcjonalng modelowych i nowych agonistéw



receptora 5-HT;x oraz ocene dziatania przeciwdepresyjnego wybranych zwigzkéw o rdznej
selektywnosci funkcjonalnej uwazam za w petni uzasadniony. Poruszony temat badawczy
dotyczy waznego i niezwykle interesujgcego zagadnienia, jakim jest zjawisko selektywnosci
funkcjonalnej w procesie poszukiwania nowych lekéw. Wyniki otrzymane w ramach
niniejszej pracy maja duze znaczenie nie tylko poznawcze, ale réowniez aplikacyjne, gdyz
moga przyczynic sie do opracowania zwigzkow, ktdre stang sie wartosciowymi narzedziami
farmakologicznymi w badaniach nad funkcjg receptora 5-HT14, @ W dalszej perspektywie do
opracowania nowych form farmakoterapii depresji lub innych chordéb.

Przedstawiona do oceny praca liczy (wraz z ztgcznikami) 181 stron i ma typowy dla
prac eksperymentalnych uktad edytorski. Obejmuje kolejno: Spis tresci, Streszczenie, Wstep,
Zatozenia i cel pracy, Wyniki, Dyskusje, Wykaz najwazniejszych skrotow, Spis tabel, Spis rycin,
Bibliografie i Zatgczniki.

Prace rozpoczyna 32-stronicowy Wstep, ktory poprzedzony zostat krétkim (2 strony)
Streszczeniem wprowadzajgcym czytelnika w tematyke pracy i najwazniejsze uzyskane
wyniki. W pierwszym podrozdziale Wstepu Doktorantka w zwiezty sposdb przedstawita
charakterystyke zaburzen depresyjnych (podstawowe objawy, epidemiologie, sposoby
leczenia) oraz omoéwita najwazniejsze hipotezy na temat patomechanizmu depresji. Kolejne
podrozdziaty Wstepu poswiecone zostaty charakterystyce receptora 5-HT;a ze szczegdlnym
uwzglednieniem jego roli w zaburzeniach afektywnych. Opisane zostaty szczegdtowo
poszczegdlne sciezki transdukcji sygnatu po pobudzeniu receptora 5-HTia, zjawisko
selektywnosci funkcjonalnej jako podstawa nowych mozliwosci w poszukiwaniu nowych
lekédw oraz selektywnos¢ funkcjonalna agonistow receptora 5-HT1s, co doskonale wyjasnia
zasadnos¢ podjetych badan i koresponduje z celem pracy, a takze swiadczy o znakomitym
przygotowaniu teoretycznym Autorki. Warto réwniez zwrdci¢ uwage na umieszczone we
Wstepie ryciny, ktére dopetniajg omawiane tresci merytoryczne.

Zatozenia i cel pracy (3 strony) przedstawione zostaty w przejrzysty sposdb. Celem
pierwszej czesSci badan byta poszerzona charakterystyka selektywnosci funkcjonalnej
zwigzkdw wzorcowych (serotoniny, buspironu, 8-OH-DPAT, 5-karboksyamidotryptaminy
i aripiprazolu), zwigzkéw modelowych (F15599, F13714 i befiradolu) oraz 54 innowacyjnych
zwigzkéw. Druga czes¢ doswiadczen miata na celu ocene potencjatu przeciwdepresyjnego
4 wybranych stronniczych agonistow receptora 5-HTia, W tym trzech ww. zwigzkow
modelowych oraz nowego zwigzku o symbolu NLX-204, ktdory w badaniach in vitro
wykazywat selektywnosé funkcjonalng wobec fosforylacji ERK1/2 oraz odznaczat sie bardzo
korzystanymi wtasciwosciami lekopodobnymi.

Kolejny rozdziat, obejmujacy 23 strony, poswiecony zostat charakterystyce czesci
doswiadczalnej. Szczegétowo opisano w nim uzyte materiaty i zastosowane metody
badawcze. Eksperymenty zostaty rzetelnie zaplanowane i przeprowadzone z wykorzystaniem
roznych metod i technik badawczych. W badaniach in vitro wykorzystano 2 ciggte linie
komérkowe (CHO-K1 h5-HT;s i U20S h5-HT;,), a badania in vivo zostaty przeprowadzone
z wykorzystaniem myszy szczepu CD-1. Warunki prowadzenia doswiadczen na zwierzetach



spetniajg aktualnie obowigzujgce standardy uzyskujac akceptacje Il Lokalnej Komisji Etycznej
ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Krakowie. Dobor materiatéw i metod oraz sposoéb analizy
uzyskanych danych nie budzg zadnych zastrzezen.

Otrzymane wyniki zaprezentowano na 52 stronach, w sposob bardzo szczegdtowy
i przejrzysty, z wykorzystaniem starannie opracowanych 24 rycin i 19 tabel. Cze$¢ wynikéw
umieszczono rowniez w zatgczniku. Opisane zostaty analizy funkcjonalne zwigzkdow
referencyjnych i modelowych oraz 54 nowych ligandéw receptora 5-HT;5 wobec czterech
Sciezek przekazywania sygnatu (fosforylacji ERK1/2, hamowania aktywnosci cyklazy
adenylanowej, rekrutacji B-arestyny i mobilizacji jondw wapnia). Badane zwigzki
charakteryzowaty sie zréznicowanym wspdfczynnikiem preferencji wobec réznych $ciezek
przekazywania sygnatu, ale w wiekszosci preferowaty one aktywacje szlaku kinaz biatkowych
MAP, co ma istotne znaczenie dla dziatania przeciwdepresyjnego. Warto réwniez
wspomnied, ze po raz pierwszy udato sie zidentyfikowaé wsréd liganddw receptora 5-HTqa
zwigzki o wyrazniej preferencji wobec rekrutacji B-arestyny. W badaniach in vivo zwigzki
modelowe (F15599, F13714 i befiradol) oraz innowacyjny zwigzek NLX-204 wykazywaty
dziatanie przeciwdepresyjne w tescie wymuszonego ptywania. W modelu chronicznego
nieprzewidywanego tagodnego stresu jednorazowe podanie F15599, F13714 i befiradolu
znosito wydtuzony czas trwania bezruchu w tescie wymuszonego ptywania, ale nie fagodzito
zachowania podobnego do anhedonii, ocenianego w tescie preferencji sacharozy. W modelu
depresji indukowanej kortykosteronem F15599, befiradol i NLX-204 skracaty czas trwania
bezruchu w tescie wymuszonego ptywania. Dodatkowo befiradol i NLX-204 zwiekszaty
spozycie sacharozy. Wszystkie 4 badane zwigzki zwiekszaty poziom pERK1/2 w korze
przedczotowej zwierzat poddanych procedurze chronicznego nieprzewidywanego tagodnego
stresu. W hipokampie efektu takiego nie zaobserwowano jedynie w przypadku befiradolu.
Podanie F15599, F13714 i NLX-204 (ale nie befiradolu) zwiekszato réwniez poziom pERK1/2
w hipokampie myszy, ktére otrzymywaty kortykosteron. Zaden z podanych zwigzkéw nie
wptywat na poziom pCREB w obydwu modelach depresji.

Ostatni rozdziat pracy stanowi Dyskusja, obejmujgca 18 stron, w ktérej Doktorantka
omowita i zinterpretowata otrzymane wyniki, skonfrontowata je z aktualnymi danymi
literaturowymi i wysuneta odpowiednie wnioski, co $wiadczy o dobrej znajomosci literatury
przedmiotu i podjetego problemu badawczego.

Bardzo wysoko oceniam wartos¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej mgr Moniki
Gtuch-Lutwin. Zatozone cele zostaty w petni zrealizowane, a otrzymane wyniki s3
interesujgce, nowatorskie i skfaniajg do dalszych badan nad selektywnymi funkcjonalnie
agonistami receptora 5-HT;4, ktére moga znalez¢ zastosowanie w opracowywaniu nowych
form leczenia zaburzen nastroju i innych choréb. Warto zwréci¢ uwage na fakt,
ze Doktorantka musiata opanowac szeroki wachlarz metod oraz umiejetno$é wspodtpracy
z innymi zespotami badawczymi. Prace oceniam jak najbardziej pozytywnie. Podczas jej
lektury nasuneto mi sie jedynie kilka drobnych uwag, ktére przedstawiam ponizej.
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W opisie badan in vivo warto bytoby podaé catkowitg liczbe zwierzat wykorzystanych
do przeprowadzenia doswiadczen oraz numer zgody LKE na wykonanie
doswiadczenia.

Zabrakto wyjasnienia, na jakiej podstawie dobrano sposéb dawkowania i droge
podania badanych zwigzkdéw.

Z opisu na str. 64 wynika, ze zwierzeta otrzymywaty badane zwigzki przez 4 tygodnie
trwania procedury nieprzewidywalnego chronicznego tagodnego stresu, podczas gdy
w pozostatych czesciach pracy podawana jest informacja, ze zwierzeta otrzymaty
testowane zwigzki jednorazowo.

W rozdziale opisujgcym wykorzystywane testy behawioralne zabrakto opisu testu
preferencji sacharozy. Test ten nie zostat réwniez ujety na Rycinach 7 i 8
przedstawiajgcych schematy doswiadczen.

Nie podano typu i nazwy producenta aparatu do pomiaru aktywnosci ruchowej
zwierzat.

Zabrakto informacji, czy stosowana byfa randomizacja i czy eksperymenty
wykonywane byly metoda Slepej préby, co jest szczegdlne waine w badaniach
behawioralnych.

Cho¢ o wnioskach wynikajgcych z przeprowadzonych doswiadczern mozna dowiedzie¢
sie z rozdziatu Dyskusja, to warto bytoby jednak umiesci¢ na koncu pracy
najwazniejsze wnioski w postaci kilku punktow.

Praca napisana jest poprawnym i zrozumiatym jezykiem, zawiera jednak bardzo liczne
btedy interpunkcyjne.

Niektore skréty stosowane sg w tekscie niekonsekwentnie. Rozwiniecie skrotu nalezy
podawac przy pierwszym pojawieniu sie go w tekscie, nastepnie konsekwentnie
stosowac juz tylko skrot, co nie miato miejsca w przypadku np. cAMP, PKA, LTP, PI3K,
SSRI.

Bibliografia liczy 225 pozycji, ale kilka pozycji jest zduplikowanych, np. Berg et al.
1998, Dwivedi et al. 2001, Liu et al. 2017 i Zhao et al. 2008. Ponadto praca Autry et al.
2011 i Autry et al. 2012 to w rzeczywistosci ta sama praca, a pozycja Chen et al. 2013
zawiera wyfgcznie autorow i date publikacji, brakuje pozostatych danych.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska

mgr Moniki Gtuch-Lutwin pt. ,Charakterystyka selektywnosci funkcjonalnej nowych

agonistéw receptora serotoninowego typu 5-HT14” stanowi wazny wkiad w badania nad

nowymi selektywnymi funkcjonalnie ligandami receptora 5-HTia. Wszystkie wymienione

przez mnie uwagi w zaden sposob nie umniejszajg wartosci naukowej ocenianej rozprawy.

Prezentowana praca wskazuje na bardzo dobre przygotowanie teoretyczne Doktorantki

umiejetnos¢ planowania i przeprowadzania ztozonych eksperymentéw zaréwno in vitro jak

i in vivo, analizy otrzymanych wynikéw i ich interpretacji. Rozprawa ta spetnia wszelkie



wymagania stawiane pracom doktorskim w mysl ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz.
595 z pdin. zm.) i zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie z wnioskiem o dopuszczenie Pani
mgr Moniki Gtuch-Lutwin do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na oryginalno$¢ poruszonej tematyki badawczej i wysoka wartos¢
naukowag niniejszej rozprawy wnioskuje réowniez o jej wyrdznienie.

Lublin, 20 wrzesnia 2022 r.



