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Role of the endocannabinoid system in osteoartharitis pathophysiology:

peripheral and central mechanisms of action of novel drugs with therapeutic potential

Przedstawiona do recenzji rozprawa porusza tematyk¢ zmian zwyrodnieniowych
narzadu ruchu oraz skuteczno$¢ wybranego postgpowania terapeutycznego. Powszechno§c¢
procesu zwyrodnienia stawow jest przypisana egzystencji ludzkiej, ale to jego narastajgca

dokuczliwosc jest najtrafniejszym uzasadnieniem wyboru tematu pracy.

Pomimo medialnego dowartosciowania aktywnosci fizycznej z podkresleniem jej
prozdrowotnych zalet wcigz obserwuje si¢ narastanie liczby pacjentéw z osteoartroza duzych
stawow z prymatem stawéw kolanowych. Zwlaszcza po okresie pandemicznej (COVID 19)
nauki i pracy zdalnej. Arbitralnie wskazuje to w wigkszosci przypadkow na znaczenie
zaniedbania ruchowego prowadzacego lokalnie do atrofii chrzastki, deformacji kosci
podchrzestnej i sztywnosci tkanek migkkich aparatu lokomocji, a globalnie do zmniejszenia
jakosci zycia przez utratg samodzielnosci ruchowej, niezaleznosci oraz samoobslugi,
zwlaszcza osOb starszych w czynnosciach zycia codziennego. Czgsto temu towarzyszy
nadwaga lub otylos¢, insulinoopornos¢, zaburzenia kardiologiczne, naczyniowe
i endokrynologiczne. Wszystko to powoduje ze naturalnie powstaje podzbidr pacjentéw za

zmianami zwyrodnieniowymi stawow nazywany ortopedia metaboliczng.

Mimo koncentracji Doktoranta na najbardziej dojmujacym aspekcie choroby

zwyrodnieniowej narzgdu ruchu jakim jest bol bedacy najczestsza przyczyng zglaszania sig
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pacjentéw po pomoc do instytucji ochrony zdrowia, podkreslono znaczenie stanu zdrowia
psychicznego pacjentéw i kondycji mentalnej, jako czynnikéw majgcych istotne znaczenie

w oczekiwaniu na efekty terapii.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana Jakuba Mlosta skiada si¢
z cyklu 4 oryginalnych monotematycznych artykutéw opublikowanych w renomowanych
czasopismach, ktorych taczny Impact Factor wynosi 21,10 punktéw. Zatgczone artykuty
poprzedzone zostaty spisem tresci, wyjasnieniem skrotéw oraz streszczeniem w jezyku
polskim i angielskim, a takze 17 stronicowym wstepem, w ktorym autor wskazuje na
najwazniejsze zagadnienia poruszane w swojej pracy. Rozprawa zwienczona jest
dyskusjg oraz podsumowaniem ze sformutowanymi wnioskami. Uklad pracy spelnia
wymagania stawiane rozprawie doktorskiej stworzonej na podstawie cyklu publikacji.
Calos$¢ pracy jest spojna, a przedstawione manuskrypty ukazuja logiczna kontynuacje
prowadzonych przez Doktoranta badan. W rozprawie umieszczono takze informacje
o zgodach wspotautorow artykutow w sprawie wykorzystanie ich w pracy doktorskiej
mgr J. Mlosta, a takze deklaracji, ze zawarte w nich wyniki nie zostang przez nich

wykorzystane do uzyskania stopni naukowych.

Wszystkie prezentowane w rozprawie doswiadczenia wykonano na stawach
kolanowych szczuréw. Osteoartroze prowokowano poprzez dostawowa iniekcje
jodooctanu monosodowego, a przeprowadzenie wszystkich doswiadczen poprzedzone

byto uzyskaniem zgody Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach.

Zasadniczy nurt badan byl skierowany na opracowanie roznych strategii
terapeutycznych opierajacych sie na aktywacji ECS. W tym celu skupiono si¢ na zwigzkach
zwickszajgcych poziom endogennych kanabinoidow, selektywnych agonistach receptora CB2
oraz fitokanabinoidach. W przeprowadzonych badaniach wykorzystano testy behawioralne
okreslajace wrazliwos$¢ na bol, analize biochemiczna ex vivo okreslajacg poziom ekspresji
mRNA, lub poziom przekaznikéw monoaminowych w mézgu, barwienia histologiczne, oraz

mikrotomografie komputerowsa stawu kolanowego a takze metody bioinformatyczne.

Badania przedstawione w rozprawie przeprowadzone w zwierzecym modelu OA
wykazaly istotne zaburzenia transmisji dopaminergicznej. Dodatkowo, wykazano, ze
zahamowanie rozktadu endokanabinoidéw prowadzi do przywrécenia prawidtowej transmisji
dopaminergicznej w zwierzecym modelu osteoartrozy, jednak nie ma ona wptywu u zwierzat

zdrowych. Powigzanie mechanizméw bolowych z mezolimbicznym ukladem nagrody,
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a szczegblnie z przewodnictwem dopaminergicznym, jak 1 1istotne podobienstwo
mechanizmow bolowych i depresji wskazujg na ukiad endokanabinoidowy dla skutecznych

poszukiwan idealnego leku analgetycznego.

W kolejnej czeSci rozprawy wskazano na potencjal terapeutyczny zwigzkow
selektywnie atakujacych receptory kanabinoidowe typu 2 (CB2), ktorych gtéwnie obwodowa
ekspresja ograniczytaby pojawianie si¢ dziatan niepozadanych (zwigzanych z aktywacja
osrodkéw CB1). W badaniach wykazano, ze wielokrotne podania agonistow CB2 hamujg
rozwdj choroby oraz dzialajg przeciwbolowo. Wyniki badan behawioralnych zakiadaty
potwierdzenie w obrazach kosci podchrzestne] stawu kolanowego wykonanych za pomoca
mikrotomografii komputerowej. Co wigcej, przy pomocy sekwencjonowania RNA oraz RT-
gPCR udalo si¢ wykazaé, ze dlugotrwala terapia ukierunkowana na aktywacj¢ CB2 obniza
ekspresje gendw kodujacych czynniki prozapalne i enzymy proteolityczne, ktore przyczyniaja
sie do rozwoju zmian zwyrodnieniowych stawow. Jednakze, przewlekte podanie lekow czgsto
prowadzi do rozwoju tolerancji na efekty terapeutyczne nie wspominajgc o niepozadanych
dziataniach ubocznych. W badaniach wykazano takze witasciwosci farmakodynamiczne
promujace rozwdj tolerancji, tj. preferencyjng aktywacje Sciezki P-arestymy oraz wysoka

skutecznos¢ w hamowaniu Sciezki cAMP.

Niestety, pomimo szeregu obiecujacych badan przedklinicznych, proby
z zastosowaniem lekow kanabinoidowych w leczeniu osteoartrozy nie przyniosty do tej pory
oczekiwanych rezultatow. Moze to mie¢ zwiazek ze skomplikowang etiologig zmian oraz
specyficznym dziataniem kanabinoidéw. Utatwieniem w zrozumieniu tego procesu moze by¢
wykorzystanic w badaniach umiejetnosci korzystania z analiz duzych baz danych
w przypadku wielosci celow molekularnych, aby zbada¢ potencjal terapeutyczny kanabidiolu
(CBD). CBD, to wystepujacy w marihuanie w najwigkszej ilosci niepsychoaktywny
kanabinoid, zdolny do interakcji z ponad 60 rézinymi celami molekularnymi. Analiza
bioinformatyczna pozwolita zidentyfikowaé¢ heterogenne mechanizmy dziatania CBD,

odpowiadajace zaréwno za pro- jak i przeciwbolowe dziatanie tego zwigzku.

Ostatni przedstawiony artykut jest zwienczeniem przeprowadzonych w ten sposob
analiz molekularnych, metabolicznych i strukturalnych ukazujgc skuteczno$¢ zastosowania
metod bioinformatyczno — matematycznych w celu wypracowania na podstawie zbiorow

danych prospektywnej strategii leczenia pacjentow z osteoartrozg.




Stowo osteoartroza (osteo — temat stowotworczy majacy zwigzek z koscia, arthrosis to
choroba zwyrodnieniowa stawow i ich otoczenia) wskazuje na dwa zasadnicze podmioty
rozwazan w przypadku zmian zwyrodnieniowych. Konsekwentnym zatem dopelnieniem
1 rozszerzeniem dotychczas dokonanych analiz w obszarach kostno — chrzestnych moze byé
w przyszlych pracach Doktoranta i wspoélpracujacego z nim zespotu rownolegle zbadanie
zmian w strukturze pozostatych elementéw budujacych stawy czyli wiezadel, $ciegien, miesni
oraz widkien torebkowych, ktdre sa metabolicznie zwigzane z obszarem chrzestno —
podchrzestnym i oddziatuja na nie aktywnie mechanicznie przez miejsca swoich przyczepdéw

do ko$ci w mechanizmie przenoszenia obcigzef podczas ruchu.

Pomimo wysokie] specyficznosci recenzowanej pracy Doktorant zwraca uwage
w czeSciach opisowych na wielowymiarowos¢ procesu osteoartrozy. Jest to zwiastun
mozliwosci praktycznego zastosowania wypracowanych przez Doktoranta i zespot wynikdw
1 wdrozenia wnioskow.

Zanim jednak to nastapi prosze o udzielenie odpowiedzi na nurtujagce recenzenta

pytania:

1. Obserwacja mozliwosci przywrocenia prawidtowej transmisji dopaminergicznej
w modelu osteoartrozy przy pomocy endokanabinoidéw, moze mieé szersze znaczenie.
Szczegodlnie interesujacy jest jednak brak dziatania u zwierzat w grupie kontrolnej. Na jakim
poziomie efekt ten moze mie¢ swoisty, oddzielny mechanizm regulacji? Czy zagadnienie to

mogtoby zostac zweryfikowane przy pomocy narzedzi farmakologicznych?

2. Podejscie do systemowej farmakologii endokanabinoidow zostalo zrealizowane
w ostatniej fazie badan. Czy element ten nie powinien zosta¢ wykonany wcze$niej
i uzupetniony poprzez uwzglednienie wynikéw profilowania genow, tak aby mozliwe byto

podjecie prob eksperymentalnego potwierdzenia nowych celéw molekularnych?

3. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze endokanabinoidy moga stanowi¢ obszar dla
poszukiwan lekéw analgetycznych. Czy potwierdzaja rowniez, ze endokanabinoidy moga
posiada¢ cechy “idealnego leku przeciwbdlowego”™? Czy i jak prezentowane wyniki moga
zosta¢ wykorzystane w procesie rozwoju nowego leku i czy nie kryje sie za tym
niebezpieczenstwo odejscia od leczniczych metod synergistycznych, w tym najwazniejszej

jaka jest ruch?




4. Czy mozna sie spodziewaé zachodzenia podobnych procesow, jak opisane, po
sprowokowaniu zmian zwyrodnieniowych w innych stawach np. biodrowych, zwazywszy na

ich odmienng biomechanike?

Oceniana praca to efekt imponujacej wiedzy Doktoranta i umiejgtnosci pracy
zespotowe] pod kierunkiem prof. Katarzyny Starowicz — Bubak, wnikliwych analiz
wraz z zastosowaniem metod badawczych opartych o wysokie standardy.
Przedstawienie wynikow i przeprowadzenie w oparciu o nie dyskusji wraz ze
spelnieniem wymogdéw formalnych upowaznia mnie do wnioskowania do Wysokiej
Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk
w Krakowie o dopuszczenie mgr Jakuba Mlosta do dalszych etapow przewodu

doktorskiego, a jednoczesnie wnosz¢ 0 wyroznienie pracy doktorskie;.
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