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Ocena pracy doktorskiej mgr Jakuba Miosta

pt.: ,,Role of the endocannabinoid system in osteoarthritis pathophysiology:

peripheral and central mechanisms of action of novel drugs with therapeutic

potential”.

“Rola uktadu endokannabinoidowego w patofizjologii osteartrozy: obwodowe
i osrodkowe mechanizmy dziatania nowych substanciji o potencjale
terapeutycznym”

Osteoartroza czyli nieuleczalna choroba stawdéw prowadzgca do
przedwczesnej niepetnosprawnosci ruchowej zwigzana jest miedzy innymi z silnym
bélem, a takze postepujgcym stanem zapalnym. Niestety, wcigz nie ma skutecznej
terapii jej leczenia, a stosowane obecnie $rodki farmakologiczne, w tym najczescie;
uzywane niesterydowe leki przeciwzapalne, czesto wywotuja szereg dziatan
niepozgdanych. Biorgc powyzsze pod uwage tematyka przedstawionej mi do oceny
pracy doktorskiej mgr Jakuba Miosta jest zardowno aktualna jak i celowa. Pragne
w tym miejscu podkreslic, ze praca jest kontynuacjg bogatego dorobku wybitnej
specjalistki z zakresu endokannabinoidéw i bolu Promotorki pracy, pani prof. dr hab.
Katarzyny Starowicz-Bubak.

Zasadniczg czes¢ liczace] 79 stron, napisane] w jezyku angielskim, pracy
doktorskiej stanowig 4 publikacje oryginalne z lat 2018-2022 o tacznym Impact Factor
az 21,10 punktow. Wspotautorami powyzszych publikacji sg, oprécz Pani Promotor,
wspotpracownicy z Zaktadu Neurochemii (a dwoch autoréw w jednej z publikacji
pracuje w Zaktadzie Neurofarmakologii Molekularnej) Instytutu Farmakologii PAN im.
Jerzego Maja w Krakowie. Wszyscy wspofautorzy wyrazili zgode na wykorzystanie
publikacji do pracy doktorskiej mgr J. Mlosta, a takze zadeklarowali, ze zawarte
w nich wyniki nie zostang przez nich wykorzystane do uzyskania stopni naukowych.
Wyniki zamieszczone w niniejszej pracy powstaly w trakcie realizacji dwoéch
projektow OPUS finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, ktérych
kierownikiem byta Promotor rozprawy. Pragne zaznaczy¢, ze mgr J. Milost jest
pierwszym autorem wszystkich czterech publikacji, co niewatpliwie $wiadczy
o wiodacej roli Doktoranta, Jego zaangazowaniu i kompetencji przy powstawaniu
tych publikacji. Ponadto chce podkreslic, ze, jak zauwazytam w PubMed, Doktorant
jest takze pierwszym autorem jednej pracy oryginalnej i 2 prac przegladowych,
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dotyczgcych tematyki niniejszej rozprawy doktorskiej o tgcznym IF 16 punktéw, ktore
nie zostaty uwzglednione w niniejszej pracy doktorskiej. Sg to:

1. Milost J, Kostrzewa M, Malek N, Starowicz K. Molecular Understanding of the Activation of

CBI and Blockade of TRPV 1 Receptors: Implications for Novel Treatment Strategies in

Osteoarthritis. Int J Mol Sci. 2018:19(2):342; praca oryginalna;

Milost J, Bryk M., Starowicz K. Cannabidiol for Pain Treatment: Focus on Pharmacology and

Mechanism of Action. Int I Mol Sci. 2020;21(22):8870. doi: 10.3390/ijms21228870. PMID:

33238607; praca przegladowa:

3. Milost J, Wasik A, Starowicz K. Role of endocannabinoid system in dopamine signalling
within the reward circuits affected by chronic pain. Pharmacol Res. 2019;143:40-47. doi:
10.1016/).phrs.2019.02.02; praca przegladowa.
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Publikacje wchodzgce w skitad niniejszej pracy doktorskiej, poprzedzone sg
spisem tresci i skrotoéw, a takze streszczeniem rozprawy doktorskiej w jezyku polskim
i angielskim. W 17-stronicowym wstepie, ktéry zawiera dodatkowo 6 kolorowych
ilustracji przyblizajgcych omawiane w tekscie zagadnienia, Doktorant zaznajamia
czytelnika z najwazniejszymi zagadnieniami, ktérych dotycza 4 prace oryginalne
stanowigce zasadniczg cze$c rozprawy. Przede wszystkim opisuje na czym polega
osteoartroza, jakie sg jej konsekwencje, zwracajac przy tym uwage na objawy
bolowe, wptyw choroby na zdrowie psychiczne, a takze brak skutecznej terapii.
Kolejny podrozdziat wstepu to oméwienie zwierzecych modeli choroby, co umozliwito
uzasadnienie przez Doktoranta wyboru zastosowanej przez siebie metody
z wewnatrzstawowsg iniekcjg jodooctanu monosodowego (MIA), metody doktadnie
opracowanej i opisanej przez zespot prof. K. Starowicz-Bubak w innych publikacjach
| szczegotowo przedstawionej przez mgr J. Mlosta w pracy doktorskiej. Z kolei
Doktorant opisuje uktad endokanabinoidowy - receptory, endokannabinoidy, ich
metabolizm i transport. Pozwala to na tfatwe zrozumienie kolejnej czesci pracy
omawiajgcej udziat uktadu endokanabinoidowego w patofizjologii osteoartrozy (w tym
gtéwnie reakcji bolowej, jej zwiazku z depresjg i reakcjg lekowa, odpowiedzi
immunologicznej czy wptywem na uktad kostny). Cato$¢ znacznie utatwia pézniejsze
zrozumienie tekstu publikacji oryginalnych, a przede wszystkim jednoznacznie
uzasadnia dlaczego stanowi on obiecujgcy cel w terapii tej choroby. Celem pracy
byto sprawdzenie potencjalnego znaczenia w leczeniu osteoartrozy trzech réznych
strategii terapeutycznych zwigzanych z uktadem endokannabinoidowym: (1) wzrostu
poziomu endokannabinoidow poprzez zastosowanie inhibitora  rozktadu
endokannabinoidu anandamidu URB597 i zbadanie jego wptywu na mezolimbiczny
szlak dopaminergiczny w powigzaniu do chronicznego bolu; (2) zastosowanie

agonistow receptorow kannabinoidowych CB: (CB:zR), ktorych pobudzenie dziata
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przeciwbolowo i przeciwzapalnie [dwoch syntetycznych zwigzkéw o wysokim
powinowactwie do CB2R (JHW133 i GW833972A), charakteryzujacych sie réznym
profilem farmakodynamicznym (odpowiednio cAMP i B-arrestyna) oraz jednym
wystepujgcym naturalnie o niskim powinowactwie do CB2R (B-kariofilen)] oraz (3)
fitokannabinoidow z ich gtéwnym przedstawicielem kannabidiolem (CBD), zwiazkiem
o szerokim potencjale farmakologicznym, ktory pozbawiony jest o$rodkowego
dziatania niepozgdanego. Przy czym dodatkowym celem w przypadku CBD bylo
poréwnanie wskazan dziatania CBD uzyskanego za pomoca metod
bioinformatycznych z jego rzeczywistym dziataniem.

Wszystkie doswiadczenia wykonano na szczurach, u ktérych osteoartroze
indukowano poprzez wewnatrzstawowa iniekcje z jodooctanu monosodowego,
a podawanie zwigzkéw najczesciej rozpoczynano 4 tygodnie po iniekcji MIA. Co
wazne, jak wyraznie stwierdzono we wszystkich 4 publikacjach, na wszystkie
doswiadczenia uzyskano zgode Lokalnej Komisji Etycznej ds. Dos$wiadczen na
Zwierzetach. Oceniajgc  wplyw badanych zwigzkow zastosowano szereg
odpowiednich metod pozwalajgcych na uzyskanie jak najdoktadniejszych odpowiedzi
na postawione hipotezy badawcze w tym testy behawioralne oceniajgce wrazliwosé
na bol, analize biochemiczna ex vivo okreslajgcg poziom dopaminy i jej metabolitow
w okreslonych strukturach mézgu (prazkowiu, jadrze pétlezacym, hipokampie i korze
przedczotowej), a takze poziom ekspresji mRNA, barwienia histologiczne oraz
mikrotomografie stawu kolanowego. Niezwykle ciekawym podej$ciem, wymagajacym
niewagtpliwe od Doktoranta dodatkowych zdolnosci byto wykorzystuje metod
obliczeniowych i matematycznych do badania sieci interakcji CBD i wytypowanie
w ten sposob potencjalnych punktow uchwytu odpowiedzialnych za jego dziatanie
korzystne i niepozgdane, a nastepnie sprawdzenie tego za pomoca odpowiednich
testoéw farmakologiczno-biochemicznych.

Oprécz zamieszczonych 4 publikacji praca doktorska zawiera 5-stronnicowg
dyskusje oraz podsumowanie z prawidlowym wypunktowaniem pieciu gtownych
osiggnie¢ pracy. Po pierwsze, Doktorant stwierdza, ze zwigzana z chronicznym
bolem osteoartroza prowadzi do spadku poziomu dopaminy w mezolimbicznym
szlaku  dopaminergicznym, ktéremu zapobiega podwyzszenie  poziomu
endokannabinoidow przez URB597. Co wazne, URB597 nie modyfikuje poziomu

dopaminy w moézgu w zdrowej grupie kontrolnej. URB597 stosowano przy tym
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jednorazowo. W zwigzku powyzszym powstaje pytanie o jego dziatanie chroniczne.
Po drugie, agonisci receptorow CB2 (podawani jednorazowo i chronicznie) nie tylko
dziatali przeciwbolowo, ale takze hamowali rozwéj choroby. Przy tym trwato$¢ efektu
leczniczego zalezat od zastosowanego agonisty, gdyz preferencyjna aktywacja
w kierunku B-arestyny prowadzita do rozwoju tolerancji na efekty terapeutyczne,
natomiast wysoka skutecznos¢ terapeutyczna zostata stwierdzona przy hamowaniu
cAMP. Korzystne dziatanie wykazano takze w przypadku naturalnie wystepujacego
Beta-kariofilenu, ktéry pomimo stabszego powinowactwa do CB2R wykazywat
dziatanie przeciwbolowe i lecznicze, a nie prowadzit do rozwoju tolerancji. Ostatni
punkt podsumowania poswiecony jest wytypowaniu za pomocg narzedzi
bioinformatycznych oraz ich weryfikacji farmakologiczno-biochemicznej dwoch
potencjalnych punktow dziatania CBD — korzystnego receptory PPARY i kanaty TRP,

ktére moga by¢ odpowiedzialne za indukowanie bolu.

Z czystej ciekawosci mam 2 pytania do Doktoranta:

1. W przedstawionej pracy sa przedstawione trzy strategie terapeutyczne
w oparciu o uktad endokannabinoidowy. Biorgc pod uwage uzyskane wyniki,
prosze podac, ktéra z nich wydaje sie najbardziej obiecujgca w terapii
osteoartrozy.

2. Ktoére z innych grup zwigzkéw wptywajacych na uktad endokannabinoidowy

warte bytyby zbadania w badaniach przedklinicznych terapii osteoartrozy.

Wysoka jakos¢ uzyskanych wynikéw oraz ich nowatorstwo, a takze ich
potencjalne znaczenie w patofizjologii i terapii osteoartrozy zostato docenione przez
recenzentow prestizowych czasopism. Chciatabym podkreslic, ze ztozona
z publikacji rozprawa doktorska, w tym oryginaine komentarze Doktoranta, zostata
napisana w sposéb bardzo przejrzysty i zrozumiaty. Wysoka jako$¢ merytoryczno-
edytorska omowienia publikacji jednoznacznie potwierdza, ze Doktorant zastuzenie
zostat pierwszym autorem wszystkich publikacji.

Mgr Jakuba Mlosta miatam okazje pozna¢ osobiscie podczas Zjazdow
Swiatowego Towarzystwa Badar Kannabinoidéw (ICRS) w Bethesdzie (USA, 2019)
badz European Workshop on Cannabinoid Research (Londyn, 2017), gdzie z

zaangazowaniem bardzo ciekawie | przekonywujgco prezentowat ustnie przed



Swiatowymi ekspertami z zakresu kannabinoidéw wyniki, stanowigce miedzy innymi
podstawe niniejsze pracy doktorskiej i merytorycznie odpowiadat na zadawane
pytania.

Podsumowujac, otrzymane wyniki sa nowatorskie, ciekawe, spdjne, bardzo
dobrze przedstawione oraz przedyskutowane i uzyskane w oparciu o zastosowanie
precyzyjinych metod, a przede wszystkim opublikowane w prestizowych
czasopismach. tgczny Impact Factor czterech publikacji, ktérych pierwszym autorem
jest Doktorant, a ktore stanowig podstawe niniejszej pracy doktorskiej wynosi az 21,1
punktow. Dlatego tez przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Farmakologii
im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie wniosek o dopuszczenie
mgr Jakuba Mlosta do dalszych etapow przewodu doktorskiego, a jednoczes$nie
wnosze 0 wyroznienie pracy doktorskiej.
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