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Ocena rozprawy mgr inz. Magdaleny Czarnej

p.t. ,Diugotrwate adaptacje neurochemiczne po wielokrotnej ekspozycji
na amfetamine — zmiany w uktadach monoaminergicznych i glutaminianergicznym
oraz rola modulacyjna kwasu kynureninowego i tauryny”

na stopieri doktora w dyscyplinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu
w dyscyplinie nauki medyczne

wykonanej pod kierunkiem dr hab. n. med. Ewy Tarachy, prof. IPiN
w Zaktadzie Neuronauki Doswiadczalnej i Klinicznej
Instytutu Psychiatrii i Neurologii w Warszawie.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zawiera wyniki badan dotyczacych
dtugotrwatych neurochemicznych efektéw adaptacyjnych po wielokrotnej ekspozycji na
amfetamine. Doktorantka ocenita zmiany w uktadach monoaminoergicznych
i glutaminergicznym oraz role modulacyjng kwasu kynureninowego i tauryny. Oceniana
dysertacja jest zwarta monografia przedstawiong w jezyku polskim. Ma typowy uktad

i jest podzielona na czes¢ teoretyczng obejmujaca wykaz skrotow, wykaz tabel i rycin,
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wprowadzenie, zatozenia i cele pracy, a takze na czes¢ praktyczng zawierajaca
oméWienie materiatéw i metod badan zastosowanych w pracy oraz wyniki i dyskusje
zakoficzong podsumowaniem i wnioskami. Na koricu zamieszczone zostaty krotkie
streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz spis pismiennictwa. Dobor i kolejnosc
rozdziatéw oraz bibliografia nie budzg zastrzezer. Catos¢ liczy 160 stron oprawionego
druku komputerowego formatu A4, obejmuje 2 tabele, 23 ryciny oraz 358 pozycji
piémiennictwa z lat 1887 ( z pierwszym opisem syntezy amfetaminy L. Edeleanu) - 2025.
Praca jest spdjna tematycznie i zostata napisana poprawnym jezykiem naukowym oraz
starannie zredagowana. Badania zawarte w rozprawie byty wspoétfinansowane przez
Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu Opus 10 pt. ,Ocena przydatnosci
sensytyzacji odpowiedzi wokalizacji ultradZzwiekowej (FM 50 kHz USV) na amfetamine
jako predyktora podatnosci na uzaleinienia od tej substancji oraz poszukiwanie
neurobiologicznego podtoza zrdinicowanej podatnosci”, nr UMO-2015/19/B/NZ7/
03610, oraz ze srodkow statutowych IPIN, nr 501-40-003-18017-01. Wyniki badan
zostaly opublikowane w czasopismach o uznanej renomie z pierwszym i drugim
autorstwem Doktorantki (Behavioural Brain Research, 2020; Pharmacological Reports,
2023; Psychopharmacology (Berl), 2024 — pozycje w pismiennictwie pracy doktorskiej
226-228).

Problem badawczy

W pracy podjeto istotny temat opisu neurochemicznych mechanizmow
adaptacyjnych w odpowiedzi na wielokrotne podanie amfetaminy, ze szczegélnym
uwzglednieniem roli uktadéw monoaminergicznych i glutaminianergicznego oraz roli
modulacyjnej kwasu kynureninowego i tauryny.

Amfetamina zaliczana jest do grupy lekdéw psychotropowych z grupy II-P (o duzym
potencjale naduzywania, dopuszczonych do celéw medycznych pod Scista kontrolg),
o dziataniu psychostymulujacym. Nalezy do amin sympatykomimetycznych o dziataniu
posrednim, zwieksza uwalnianie neuroprzekaznikow dopaminy, noradrenaliny
i serotoniny w szczelinach synaptycznych poprzez blokade ich wychwytu zwrotnego
i nasilenie uwalniania. Amfetamina hamuje transport zwrotny monoamin poprzez

wpltyw na ich transportery (DAT, NET, SERT), blokuje magazynowanie
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neu'roprzekainikc')w w pecherzykach synaptycznych poprzez inhibicje VMAT2, co
zwieksza ich dostgpnos¢ w cytoplazmie komérki nerwowej, a takze ma wptyw hamujacy
na monooksydazy MAO spowalniajgc rozktad dopaminy i noradrenaliny. Wielokrotne
podawanie amfetaminy jest procesem prowadzacym do gtebokich i czgsto trwatych
adaptacji neuroplastycznych. W piémiennictwie opisano mechanizmy obejmujgce
downregulacje receptoréw (gtéwnie D2) oraz transporteréw dopaminy (DAT), czego
efektem jest tolerancja farmakologiczna. Pojawié¢ moze sie sensytyzacja (behawioralna
i motoryczna) pod postacig stereotypii ruchowych oraz zwiekszonej podatnosci na
paranoje i psychozy przy kolejnych ekspozycjach na substancje. Przewlekta stymulacja
ma wpltyw na uktad nagrody i skutkuje anhedonig zwigzang ze zmniejszeniem stezenia
dopaminy w OUN. Zmiany w korze przedczotowej prowadzg do ostabienia kontroli
poznawczej nad impulsami i utrudniajg zaprzestanie zazywania amfetaminy, promujac
zachowania przymusowe i ostabiajgc zdolnos¢ do oceny ryzyka. Jednak do tej pory
mechanizmy neurobiologiczne po wielokrotnym podaniu amfetaminy nie zostaty w petni

poznane.

Woprowadzenie liczy 50 stron i jest starannie opracowane w przystepny sposéb
z wykorzystaniem aktualnego pismiennictwa. Doktorantka dokonuje wtasciwego
wyboru tematyki do wstepu i rozpoczyna od ogodlnej charakterystyki amfetaminy.
Uwzglednia historie odkrycia tej substancji i jej zastosowanie zaréwno w aspekcie
przesztym, jak i wspétczesnym oraz opisuje regulacje prawne dostepnosci amfetaminy
jako substancji psychoaktywnej. Zwraca uwage na dane epidemiologiczne jej
naduzywania na S$wiecie i w Polsce. W dalszej czesci wprowadzenia Autorka
charakteryzuje mechanizm dziatania amfetaminy opisujagc szczegétowo jej
neurochemiczne mechanizmy dziatania, a ponadto fizjologiczne efekty dziatania
amfetaminy na uklad sercowo-naczyniowy, metabolizm, funkcje psychiczne
i zachowanie, uktad mie$niowy i motoryke oraz reakcje wegetatywne i endokrynne.
Nastepnie Doktorantka koncentruje sie na dtugotrwatych skutkach uzywania
amfetaminy — wyjasnia znane do tej pory skutki zdrowotne pod postacig zmian
neurotoksycznych i neuroadaptacyjnych, zaburzeri psychicznych i poznawczych oraz

nastepstw somatycznych i ogdlnoustrojowych. Analizuje takze ryzyko uzaleinienia,
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w tym mechanizmy prowadzace do jego rozwoju, zwracajgc uwage na zaangazowane
struktury mézgu - ukfad nagrody (ktérego kluczowym elementem jest mezolimbiczny
szlak dopaminergiczny) i kore przedczolowa, a takie na role uktadu
glutaminianergicznego. Opisuje zmiany neuroplastyczne zwigzane z uzaleznieniem w
obrebie jader podstawy i korze przedczotowej, zwracajac uwage m. in. na rolg biatka
delta FosB jako markera przewlektej ekspozycji na psychostymulanty, biatka wigzacego
element odpowiedzi na cAMP (CREB) w regulacji endogennego uktadu opioidowego
i wydzielania CRF czy biatek posredniczacych w przekazywaniu sygnatéw synaptycznych
zaleinych od receptoréw dopaminowych i glutaminianowych, co sktada sie na obraz
gtebokich zmian molekularnych i strukturalnych. Autorka ponadto przypomina
o wplywie czynnikdéw psychologicznych i srodowiskowych na ryzyko uzaleznienia.
W dalszej czeéci wprowadzenia Doktorantka opisuje modele eksperymentalne
stosowane w badaniach nad amfetaming, w tym model samopodawania leku,
warunkowang preferencje miejsca (CPP — Conditioned Place Preference), sensytyzacje
behawioralna (z opisem protokotu TIPS, Two-injection Protocol of Sensitization) oraz
procedury modelujgce zjawisko abstynencji i nawrotow. Szczegdlng uwage Autorka
zwraca na zastosowanie metod z uzyciem wokalizacji ultradZwiekowych. Ponadto
analizuje ograniczenia i wyzwania w stosowaniu modeli zwierzecych. Moina
wspomnieé, ze nie wszystkie skroty umieszczone we wprowadzeniu zostaty rozwiniete

i uwzglednione w wykazie skrétow.

Zatozenia, gléwny cel i cele szczegétowe pracy s3 sformutowane poprawnie, spéjne
merytorycznie, aktualne i dobrze osadzone w neurobiologii uzaleznien.

Uzaleznienie od substancji psychoaktywnych jest wynikiem ztozonych proceséw
neuroadaptacyjnych, w ktoérych kluczowg role odgrywa plastycznos¢ neuronalna
wywotana przewlektg ekspozycja na psychostymulanty, takie jak amfetamina.
Dtugotrwate przyjmowanie substancji prowadzi do glebokiej przebudowy funkcjonalnej
uktadéw neuroprzekaznikowych, obejmujacej nie tylko system dopaminergiczny
odpowiedzialny za nagrode i motywacje, lecz takie ukiad serotoninergiczny,
glutaminianergiczny oraz neuromodulatory, takie jak kwas kynureninowy i tauryna.

Istotne znaczenie majg zmiany zachodzgce w okresie abstynencji, poniewaz to
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utrwalone, diugotrwate modyfikacje w funkcjonowaniu sieci neuronalnych — a nie
jedynie bezposrednie dziatanie narkotyku — moga odpowiada¢ za utrzymanie
patologicznych wzorcow zachowania i zwigkszong podatnos¢ na nawroty nawet po
dtugim czasie od zaprzestania uzywania substancji. Zgodnie z zatozeniami Doktorantka
zaplanowata charakterystyke trwatych zmian neurochemicznych w mozgu, wywotanych
wielokrotna ekspozycjg na amfetamine. Przedstawita hipotezy badawcze obejmujace
wplyw podawania amfetaminy na zmiany w neuroprzekaZznictwie podczas i po
zaprzestaniu podawania substancji, dotyczace uktaddw monoaminergicznych
i glutaminianergicznego oraz przeksztatceri neuromodulatoréw odpowiedzialnych za
utrzymanie hemostazy neuronalnej jak kwas kynureninowy i tauryna.
Stusznosé zatozen Autorka sprawdzata badajac:

1. zachowanie zwierzat eksperymentalnych — wokalizacje jako wskaznik dziatania
nagradzajacego w odpowiedzi na podanie amfetaminy oraz kontekst warunkowany jej
podaniem oraz rozwdj sensytyzacji i/lub tolerancji tych reakcji jako wskaznik adaptacji
neuroplastycznych;

2. zmiany w zewnatrzkomdrkowych stezeniach neuroprzekaznika dopaminy i jej
metabolitéw w prazkowiu grzbietowym (caudate-putamen, CPu) na réznych etapach
protokotu podawania amfetaminy, w tym w okresie abstynencji;

3. dtugotrwate zmiany w tkankowych stezeniach neuroprzekainikéw dopaminy,
serotoniny i glutaminanu oraz neuromodulatoréow kwasu kynureninowego i tauryny
w wybranych strukturach moézgu: bocznej czesci prazkowia grzbietowego (lateral
caudate-putamen, CPul), korze czotowej (frontal cortex, Cx) i jadrze pdtlezacym
(nucleus accumbens, Acb).

Praca ma wysokie znaczenie poznawcze i translacyjne, poniewaz faczy kompleksowg
analize neurochemiczng (technika mikrodializy oraz badanie pozioméw tkankowych
neuroprzekaznikdw) z oceng zachowan emocjonalnych, co pozwala uchwyci¢ zaleznos¢
miedzy zmianami molekularnymi a funkcjonalnymi konsekwencjami przewlektej
ekspozycji na amfetamine i okresu abstynencji. Jej wartoscia jest integracyjne ujgcie
kilku kluczowych uktadow - dopaminergicznego, serotoninergicznego oraz
glutaminianergicznego — wraz z neuromodulatorami, takimi jak kynureninian i tauryna,

co wykracza poza tradycyjne, dopaminocentryczne modele uzaleznienia. Takie podejscie
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wzmacnia rozumienie mechanizméw utrwalania zachowar natogowych i podatnosci na
nawroty, wskazujac, ze kluczowe znaczenie maja dtugotrwate zaburzenia rownowagi
miedzy uktadami pobudzajacymi i hamujgcymi. Wyniki moga wigc stanowi¢ solidng
podstawe do udoskonalenia modeli przedklinicznych oraz projektowania terapii
ukierunkowanych na przywracanie homeostazy neuroprzekaZnikowej, co nadaje pracy

istotny potencjat aplikacyjny w badaniach nad leczeniem uzaleznien.

Czeé¢ doswiadczalna

Materiat i metody uiyte w pracy s3 wybrane prawidtowo. Wszystkie procedury
eksperymentalne wykonane na zwierzetach w tej pracy uzyskaty pozytywnga opinie Il
Lokalnej Komisji Do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach przy SGGW w Warszawie (nr
uchwaty WAW2/042/2018 oraz WAW2/078/2020). Zaplanowane cele Doktorantka
realizowata w 2. eksperymentach oceniajac grupy badane dorostych samcéw szczuréw
Sprague-Dawley otrzymujgce siarczan d-amfetaminy w dawce 1.5mg/kg w 0.9%NaCl
(roztwor 1.5mg/ml, dootrzewnowo) i grupy kontrolne otrzymujace roztwér soli
fizjologicznej i.p. Plan doswiadczeri zasadniczo nie budzi zastrzezen, jednakie
Doktorantka zadeklarowata w 1. eksperymencie przeprowadzenie badaid na 10
szczurach bez doktadnego opisu grup zwierzat w nim uczestniczacych. Algorytm
procedur obejmowat podanie amfetaminy w dawce 1.5mg/kgmc i.p. i wykonanie
mikrodializy wraz z rejestracjag USV w 4. punktach czasowych. Nie jest jasne czy
utworzono grupe kontrolng, oprécz grupy otrzymujacej amfetamine. W podpisie Ryc.3
wspomniano o grupie kontrolnej (,sham?”) otrzymujacej NaCl (sél fizjologiczng?)
o nieznanej liczebnosci, ale nie zostata ona opisana w akapicie poswieconym
schematowi eksperymentalnemu. Brak takiej grupy sugeruja réwniez wyniki
eksperymentu 1., w ktorych nie uwzgledniono porownania z grupa kontrolna. Ponadto
z danych statystycznych wynika, ze analizowano wyniki pochodzace od 7 zwierzat, co
zgadza sie z oswiadczeniem o wycofaniu 3 zwierzat z grupy o wstepnej zadeklarowanej
liczebnosci n=10 (wystarczajgcej dla pojedynczej grupy eksperymentalnej). W badaniach
nad dopaming metodg mikrodializy grupa kontrolna stanowi kluczowy punkt

odniesienia dla wtasciwej interpretacji wynikow. Cho¢ stezenie neuroprzekaznika mozna
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odnosi¢ do éredniej z probek zebranych przed podaniem leku, analiza stabilnosci linii
bazowej przed interwencjg jest dopuszczalna jako forma autokontroli jedynie
w badaniach pilotazowych. Zgodnie ze standardami ARRIVE 2.0, staty poziom
zewnatrzkomérkowy dopaminy przed podaniem leku nie stanowi wystarczajacej
alternatywy dla niezaleznej grupy kontrolnej. Wykorzystanie grupy otrzymujacej
roztwér soli fizjologicznej pozwala na odréznienie farmakologicznego efektu
amfetaminy od nieswoistych reakgji fizjologicznych, takich jak stres czy odpowiedz na
bodZce zewnetrzne. Jest to szczegdlnie istotne w obliczu naturalnych fluktuacji stezenia
dopaminy oraz ryzyka wystapienia artefaktéw wynikajacych z postepujacego
uszkodzenia tkanki wokét sondy lub wyczerpania puli pecherzykowej. Ponadto, ze
wzgledu na wysokg labilnos¢ dopaminy, grupa kontrolna stuizy jako wewnetrzny
standard jakoéci, umozliwiajgcy biezaca weryfikacje wydajnosci odzysku oraz
sprawnosci analitycznej uktadu HPLC.

Metody statystyczne wykorzystane w pracy sg dobrane i opisane prawidtowo.

Wyniki opisane w pracy doktorskiej zajmujg 20 stron i s3 przedstawione w sposéb
przejrzysty i uporzagdkowany. Niemniej pewne zastrzezenia budzi fakt braku jasnej
deklaracji liczby n zwierzat, ktérg ostatecznie uwzgledniano w analizie statystycznej
poszczegdlnych badanych parametréw. Ponadto podawanie wartosci p przy testach
post-hoc umozliwitoby czytajagcemu petniejsza interpretacje wynikoéw eksperymentu.

Ryciny, ktére Doktorantka zamiescita w pracy sg duze, czytelne, prawidtowo opisane
i w wystarczajgcej liczbie.

Dyskusja zajmuje 36 stron. Doktorantka sprawnie zestawia wyniki swoich badan
z dostepnym, aktualnym piémiennictwem. W osobnym podrozdziale dokonuje
podsumowania. Cennym uzupetnieniem bytoby dodanie osobnego akapitu
poswieconego ograniczeniom wykonanych doswiadczen.

Whioski koricowe (w liczbie 6) sg logiczne i pozostaja w zgodzie z przeprowadzonymi
eksperymentami. Badania przeprowadzone przez Doktorantke w petni potwierdzaja
hipoteze, ze wielokrotna ekspozycja na amfetamine prowadzi do trwatych zmian
neurobiologicznych oraz modyfikacji mechanizméw nagradzania. Obserwowane zmiany
obejmowaty zaréwno uktad dopaminergiczny, wykazujacy ostabienie wyrzutu dopaminy

i obnizenie DOPAC w prazkowiu grzbietowym, jak i uktad serotoninergiczny,
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charakteryzujacy sie utrzymujgcym sig spadkiem stezen serotoniny i 5-HIAA po 28
dniach abstynencji. Ponadto wykazano dysregulacje szlaku glutaminianergicznego
i neuromodulatoréw ochronnych, takich jak kwas kynureninowy i tauryna. Analizy
korelacyjne ujawnity przejsciowe dodatnie powigzania dopaminy i serotoniny po 14
dniach abstynencji oraz zaburzenia szlaku kynureninowego (spadek kynureninianu
i zanik korelacji dopamina — kwas kynureninowy). Dodatkowo w péznej fazie abstynencji
obserwowano wzrost stezenia glutaminianu w korze czotowej i bocznej czesci prazkowia
grzbietowego wraz ze spadkiem stezenia kwasu kynureninowego oraz podwyiszenie
stezenia tauryny w bocznej czesci prazkowia grzbietowego, co $wiadczy o narastajacej
dysregulacji glutaminianergicznej i ograniczonej skutecznosci mechanizmow
ochronnych. Zmiany w emisji 50-kHz FM USV wskazuja na modyfikacje reakcji
nagradzajgcej obejmujaca poczatkowy sensytyzacje, tolerancje przy kolejnych
podaniach oraz ponowne nasilenie po okresie abstynencji. tacznie wyniki te
potwierdzajg, ze przewlekta ekspozycja na amfetaming prowadzi do ztozonych, trwatych
neuroadaptaciji, ktore utrzymujg sie po eliminacji substancji i moga zwiekszac podatnos¢
na nawroty zachowan zwigzanych z jej przyjmowaniem.

Podsumowujgc, rozprawe doktorska Pani magister inzynier Magdaleny Czarnej,
pomimo niewielkich zastrzezen, oceniam pozytywnie. Temat pracy jest interesujgcy,
aktualny i wnosi istotny wktad w zrozumienie neurobiologii uzaleznien. Czesc
teoretyczna i praktyczna zostata przemyslana i zaprojektowana prawidtowo. Wyniki
przedstawione zostaly klarownie i nastepnie krytycznie omowione w dyskusji w
kontekscie $wiatowego pismiennictwa. Rozprawa doktorska dostarcza nowych
i istotnych danych w zakresie neurochemii i farmakologii stanowigc zarazem punkt

wyjscia do planowania kolejnych prac.

Konkluzja recenzji

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr. inz. Magdaleny Czarnej zatytufowana
»Dlugotrwate adaptacje neurochemiczne po  wielokrotnej ekspozycji
na amfetamine — zmiany w uktadach monoaminergicznych i glutaminianergicznym oraz
rola modulacyjna kwasu kynureninowego i tauryny”, stanowigca indywidualny dorobek

naukowy Doktorantki, w petni odpowiada wymaganiom stawianym pracom doktorskim
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i spetnia warunki okreslone w Ustawie z dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U.z 2024 r., poz. 1571z pdzniejszymi zmianami). Wskazuje ona na
ogblng wiedze Doktorantki w uprawianej dyscyplinie nauk medycznych
i umiejetnoéci samodzielnego prowadzenia badan naukowych.

W zwiazku z powyiszym zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Psychiatrii
i Neurologii w Warszawie z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr inz. Magdaleny Czarnej

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dr hab. n. med. Justyna Pyrzanowska
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