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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Klaudii Kwiatkowski

New strategies in neuropathic pain pharmacotherapy based on the modulation of the
functions of chemokine receptors.
Nowe strategie w farmakoterapii bolu neuropatycznego oparte na modulacji funkcji receptorow

chemokinowych.

Badania, ktore sa podstawg przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej dotyczyty roli uktadu
chemokinowego w rozwoju i utrzymywaniu si¢ bolu neuropatycznego. W zwierzgcym modelu
bolesnej neuropatii oceniono efekty modulacji rec. chemokinowych CCR2 i CCR5 w aspekcie
patomechanizmu i terapii bolu neuropatycznego.

Uwazam, ze wybor tematu pracy jest uzasadniony. Nie mamy bowiem skutecznych lekow
w walce z bolem neuropatycznym, poniewaz jego patomechanizm nie zostal dotychczas w petni
poznany. Konieczne jest zatem prowadzenie badan, ktorych wyniki pozwolg na zaproponowanie
nowych punktow uchwytu dziatania lekow lub wskazg mozliwosci wprowadzenia bardziej
skutecznej terapii skojarzonej. Takie byly cele doswiadczen Pani mgr, ktore dotyczyly roli
wybranych ligandow receptoréw chemokinowych CCR2 i CCR5 w procesach nocycepcji oraz
efektow modulacji wymienionych receptorow w bolesnej neuropatii. Zalozenia projektu
badawczego realizowanego przez Panig mgr nawigzujg do stwierdzenia, ze istotne znaczenie dla
patomechanizmu bdlu neuropatycznego maja interakcje neuro-immunologiczne, w ktorych
posrednicza chemokiny i cytokiny.

Rozprawa doktorska zostala przygotowana na podstawie pieciu prac (czterech prac
oryginalnych i jednej przegladowej) opublikowanych w latach 2017 — 2020 w czasopismach
0 wysokim wspotczynniku oddziatywania; Journal of Neuroimmune Pharmacology (IF=3.664),
Cytokine (IF=2.952), Frontiers in Immunology (IF=7.561), International Immunopharmacology
(IF=4.932), Pharmacological Reports (IF=2.761). L.aczny impact factor 21.87 (pkt MNiSW=370)

Opublikowanie badan w takich czasopismach niewatpliwie potwierdza ich interesujaca tematyke,



prawidtowe zaplanowanie i1 przeprowadzenie, jak roOwniez wlasciwg interpretacje uzyskanych
wynikow.

Wazng czescig cyklu prac bedacego podstawa rozprawy jest praca przegladowa, w ktorej
Autorka omowita mechanizmy bolu neuropatycznego zwracajac szczegdlnie uwage na role
chemokin w bolesnej neuropatii i kwesti¢ wplywu chemokin na dziatanie lekow opioidowych.
Publikacja ta §wiadczy o dobrym przygotowaniu merytorycznym jej Autorki do prowadzenia badan.

Projekt badawczy zostat zrealizowany w Zaktadzie Farmakologii Bolu Instytutu Farmakologii
im. Jerzego Maja PAN pod kierunkiem eksperta w badaniach nad bélem, prof. dr hab. n. med.
Joanny Miki, ktora od szeregu lat konsekwentnie zajmuje si¢ zmianami neuroimmunologicznymi
towarzyszgcymi bolesnej neuropatii. Badania zostaly sfinansowane z grantow uzyskanych
w ramach konkursow NCN: Harmonia 5, Opus 11 oraz Preludium 15. Pani mgr Kwiatkowski jest
pierwszym autorem we wszystkich publikacjach, a pozostali wspotautorzy ztozyli o$wiadczenia
potwierdzajace Jej istotny udzial w opracowaniu koncepcji badan, ich realizacji oraz przygotowaniu
prac do druku. Warto podkresli¢, ze ten etap pracy naukowej zakonczony przygotowaniem
rozprawy doktorskiej byt kontynuacja badan, ktorych efektem bylo uzyskanie przez Kandydatke
tytulu magistra, co $wiadczy o Jej zainteresowaniu patomechanizmem i terapia bolu
neuropatycznego. W tych wczesniejszych badaniach z Jej udziatem wykazano wzrost ekspresji
CCRS5 na poziome rdzenia krggowego po uszkodzeniu nerwu obwodowego, a na podstawie badan
behawioralno-biochemicznych po raz pierwszy stwierdzono, ze marawirok (antagonista rec. CCR5)
ostabia symptomy bolu neuropatycznego i nasila dziatanie przeciwbolowe opioidow.

Rozprawa zostala przygotowana zgodnie z zaleceniami Komisji Rady ds. Prowadzenia
Czynnosci w Sprawie Nadania Stopnia Doktora Instytutu Farmakologii im. J. Maja PAN i zawiera
spis artykutow stanowigcych podstawe rozprawy, wykaz stosowanych skrotow, streszczenie
w j. polskim i angielskim. W bardzo dobrze zredagowanych podrozdziatach Wprowadzenia Autorka
omawia wazne zagadnienia, ktore dobrze uzasadniajg wybor tematu badan. Przedstawia informacje
dotyczace etiopatogenezy bolu neuropatycznego, odnosi si¢ do znaczenia interakcji neuro-
immunologicznych z udziatem cytokin i chemokin, po czym przechodzi do charakterystyki
receptoréw chemokinowych CCR2 i CCRS oraz ich endogennych ligandéw min. w aspekcie ich
roli w transmisji nocyceptywnej. Zwraca uwage na niskg skuteczno$¢ farmakoterapii w bolu
neuropatycznym i mozliwo$¢ uzyskania silniejszej analgezji opioidowe;] w wyniku modulacji
uktadow chemokinowych. Na taki efekt wskazuja rowniez prace wczesniej zrealizowane
w Zaktadzie Farmakologii Bolu Instytutu Farmakologii PAN. Tekst Wprowadzenia ilustruja trzy
dobrze opracowane ryciny.

Cel glowny i cztery cele szczegotowe badan zostaty jasno sprecyzowane. Na przeprowadzenie

doswiadczen uzyskano zgody Il Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzgtach przy
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IF PAN w Krakowie (kopie Uchwat zostaty zataczone). Badania in vivo zostaly przeprowadzone na
zwierzetach  (szczury szczepu Wistar, myszy szczepu Albino Swiss) w modelu bdlu
neuropatycznego polegajacym na podwigzaniu nerwu kulszowego lub na zwierzg¢tach naiwnych.
Pani mgr zapewne dobrze opanowala warsztat badawczy, gdyz wcze$niej, przygotowujac prace
magisterska, uczestniczyta w eksperymentach biochemiczno-behawioralnych realizowanych w tym
samym modelu doswiadczalnym. Stopien nadwrazliwosci na bodZzce mechaniczne i termiczne
oceniano odpowiednio przy uzyciu testu von Freya oraz zimnej ptytki. Substancje narzedziowe
podawano u myszy jednorazowo podpajeczynowkowo lub dootrzewnowo, a u szczurow
wielokrotnie podpaj¢czynowkowo przez zaimplantowang kaniule. W homogenatach tkankowych
z rdzenia krggowego (odcinka ledzwiowego L4-L6) i/lub zwojow korzeni grzbietowych oceniano
zmiany w czynnikach nocyceptywnych na poziomie ekspresji mMRNA (metoda RT-gPCR) i biatka
(metodg Western-blot i Luminex XxMAP). W badaniach in vitro przeprowadzonych na
stymulowanych lub niestymulowanych LPS pierwotnych hodowlach mikrogleju lub astrogleju
pozyskanych z kory moézgowej jednodniowych noworodkéow szczurzych analizowano ekspresje
MRNA dla wybranych chemokin. Opis metodologii badan ilustruja dwie tadnie opracowane ryciny.
Analiza statystyczna wynikow zostata wlasciwie przeprowadzona.

Doswiadczenia zostaly dobrze zaplanowane. Na uwage zastuguje kompleksowe podejscie
eksperymentalne dla weryfikacji postawionych hipotez badawczych. Na przyktad, zeby wykazaé
role endogennych ligandow rec. CCR2 w bolesnej neuropatii analizowano najpierw zmiany w ich
ekspresji na poziomie rdzenia kregowego u myszy neuropatycznych. Nast¢pnie u myszy naiwnych
oceniano po jednorazowym podaniu podpajeczynowkowym efekty pro-bolowe chemokin, ktorych
ckspresja byta zwigkszona w neuropatii, jak roéwniez U myszy neuropatycznych efekty
przeciwbdlowe po podaniu podpajeczyndwkowym przeciwciat skierowanych przeciwko
dziatajacym pro-bolowo chemokinom. Uzyskane w ten sposob spdjne wyniki pozwolily na
wyciagnigcie dobrze uzasadnionych wnioskow.

W podrozdziale Glowne zagadnienia doktoratu Autorka przy kazdej publikacji zalaczonej
w wersji oryginalnej przedstawita, w starannie przemyslanej formie, najwazniejsze wyniki danej
serii doswiadczen i ich znaczenie. Pig¢ zamieszczonych wiasnych rycin dobrze ilustruje schematy
lub zatozenia badan.

Doswiadczenia przeprowadzone przez Panig mgr przyniosty szereg wynikow, ktore majg
istotng warto$¢ merytoryczng, a co wiecej, czes¢ z nich ma charakter nowatorski. Bardzo waznym
wynikiem badan, 0 potencjalnym znaczeniu praktycznym jest stwierdzenie, ze w bolu
neuropatycznym podany jednorazowo obwodowo cenicriwirok — antagonista rec. CCR2 i CCR5
dziata przeciwbolowo silniej niz selektywni antagonisci rec. CCR2 lub CCR5, odpowiednio —

RS504393 lub marawirok oraz nasila dziatanie analgetyczne morfiny i buprenorfiny. Sposrod
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wymienionych zwigzkéw cenicriwirok po podaniu osrodkowym indukowat najsilniejsze zmiany
w ekspresji chemokin (ligandow rec. CCR2 i/lub CCRS5) w rdzeniu kreggowym i/lub zwojach
rdzenia krggowego u szczuro6w neuropatycznych. Uzyskane przez Panig mgr wyniki maja tym
wieksze znaczenie, ze marawirok jest juz zarejestrowany jako lek w terapii zakazen wirusem HIV,
a cenicriwirok jest w ostatniej fazie badan klinicznych. Doswiadczenia, w ktorych oceniano
dziatanie analgetyczne wspomnianych antagonistow byly zainspirowane wcze$niejszymi
badaniami, w ktorych wykazano zmiany w podrodzinie chemokin CC towarzyszace bolesnej
neuropatii. Zaobserwowano nastepujace zmiany 1). u szczuréw neuropatycznych wzrost ekspresji
CCR2 i CCR5 na poziomie rdzenia kregowego i zwojow korzeni grzbictowych; 2). wzrost ekspresji
chemokin: CCL2 (ligand rec. CCR2) oraz CCL7 i CCL12 (ligandy rec. CCR2 i CCR5) na poziomie
rdzenia kregowego U myszy neuropatycznych; u myszy kontrolnych nadwrazliwos¢ na bodzce
termiczne i mechaniczne po podaniu o$rodkowym chemokin CCL2 i CCL7, a po ich neutralizacji
analgezje u myszy neuropatycznych i silniejszy efekt przeciwbolowy opioidow; 3). po raz pierwszy
po wielokrotnym podaniu osrodkowym analgetyczne dzialanie wymienionych wyzej antagonistow
rec. CCR2 i/lub CCR5 zwigzane z hamowaniem aktywacji mikrogleju/makrofagdéw, komorek
satelitarnych. Ponadto wyniki badan wzbogacily wiedz¢ na temat znaczenia aktywacji kom.
glejowych dla transmisji bolowej oraz roli pro-nocyceptywnych interleukin i chemokin
z podrodziny CC.

W dobrze napisanej dyskusji Autorka odnoszac si¢ do dostgpnego pismiennictwa analizuje
uzyskany material dos§wiadczalny. Przedstawia wyniki, ktore wskazuja na udziat badanych cytokin
pro-nocyceptywnych (IL-1beta, IL-18, IL-6) i chemokin (CCL2 — ligand rec. CCR2; CCL5, CCL3,
CCL4, CCL11 - ligandy rec. CCR5; CCL7 i CCL12 — ligandy rec. CCR2 i CCR5) w ztozonym
patomechanizmie bolu neuropatycznego. Autorka wykazata, ze z tej grupy endogennych substancji
kluczowa rolg w rozwoju bolesnej neuropatii odgrywa CCL2 i CCL7. Omawia wyniki badan,
w tym réwniez wczesniejszych badan przeprowadzonych przez zespdt z ktorym pracowata, ktore
dowodza, ze sygnalizacja opioidowa zalezna jest od chemokin, w tym ligandéw rec. CCR2 1 CCRS,
a nastepnie przedstawia potencjalne mozliwosci zastosowania przeciwcial neutralizujgcych
chemokiny CCL2 i CCL7 lub antagonisty rec. CCR2 i CCRS5 w monoterapii bolu neuropatycznego
badz celem nasilenia analgezji opioidowej. Te interesujgce nowe rozwigzania terapeutyczne
opieraja si¢ przede wszystkim na nowatorskich badaniach Pani mgr, ale znajduja rowniez poparcie
w wynikach prac doswiadczalnych innych autorow.

Catos$¢ opracowania koncza podrozdziaty Podsumowanie wynikow i Wnioski koricowe.

Bibliografia liczy 166 pozycji. Autorka cytuje aktualne piSmiennictwo do 2020 roku.



Pytania:

1. Czym mozna by tlumaczy¢ fakt, ze badane zwigzki: RS504393, marawirok i cenicriwirok podane
wielokrotnie podpajeczynowkowo u szczuré6w neuropatycznych podobnie hamowaly rozwoj
nadwrazliwo$ci termicznej | mechanicznej po mimo zroéznicowanego efektu na ekspresj¢ badanych
chemokin, natomiast u myszy neuropatycznych po jednorazowym podaniu podpajgeczynéwkowym
lub dootrzewnowym cenicriwirok dziatat najsilniej ? Czy planowana jest rowniez ocena dziatania
cenicriwiroku po wielokrotnym podaniu dootrzewnowym ?

2. Obserwacje kliniczne wskazuja, ze buprenorfina jest bardziej skuteczna w terapii bolesnej
neuropatii, niz morfina, ktora podana Kilkukrotnie wywotuje hiperalgezje. Czy roznice te mozna
wigza¢ z innym wptywem wymienionych opioidéw na chemokiny i cytokiny ?

W ostatniej czesci recenzji cheiatam zwrdci¢ uwage na dorobek naukowy Kandydatki. Pani mgr
jest wspotautorka 16 prac opublikowanych w latach 2014 — 2020 w czasopismach o wysokim
wspolczynniku IF (taczny IF=55.128; pkt MNiSW=821). Otrzymata stypendium prezesa Polskiej
Akademii Nauk, stypendium START Fundacji na rzecz Nauki Polskiej oraz stypendium z funduszu
Krajowego Naukowego Osrodka Wiodacego przyznawane przez MNiSW. Te naukowe osiggnigcia,
tak jak przedstawiona do oceny bardzo dobrze przygotowana rozprawa doktorska, niewatpliwie
$wiadcza o Jej duzym zainteresowaniu pracg badawcza, duzym zaangazowaniu w prowadzone
badania i umiejetnosciach predysponujacych do pracy naukowe;.

Podsumowujac, rozpraw¢ mgr Klaudii Kwiatkowski oceniam bardzo wysoko. Podstawag
rozprawy jest spojny tematycznie cykl prac, w ktoérych Autorka przedstawita jednoznaczne wyniki
dotyczace znaczenia interakcji neuroimmunologicznych z udzialem pewnych chemokin
i interleukin dla patomechanizmu boélu neuropatycznego, jak réwniez propozycje nowych strategii
terapeutycznych opartych na modulacji funkcji rec. CCR2 i CCR5. Na uwage zashuguje zar6wno
ciekawy, dobrze uzasadniony pomyst zrealizowanego projektu, wlasciwy warsztat badawczy,
nowatorski charakter cze$ci badan, umiej¢tno$¢ analizy wynikow 1 wyciggania wnioskow, CO
zaowocowalo  opublikowaniem pieciu prac w uznanych czasopismach o zasiegu

mig¢dzynarodowym.

Z przyjemnoscia stwierdzam, ze praca mgr Klaudii Kwiatkowski spelnia wszystkie wymogi
stawiane rozprawom na stopien doktora nauk i1 mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Naukowej
Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN wniosek o dopuszczenie Pani mgr do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na istotng warto$¢ merytoryczng pracy, nowatorski charakter czesci wynikow

i bardzo staranng forme przedtozonej do recenzji rozprawy wnioskuje o jej wyroznienie.
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