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Ocena rozprawy doktorskiej
Pani mgr Klavdii Kwiatkowski
p-t. ,Nowe strategie w farmakoterapii bolu neuropatycznego oparte na modulacji
funkcji receptorow chemokinowych”
wykonanej pod kierunkiem Promotora, Pani Prof. dr hab. n. med. Joanny Mika

Ocena formalna

Przedstawiona mi do oceny dysertacja stanowi zbior 5 spojnych tematycznie
publikacji, czterech oryginalnych i jednej pogladowej, opublikowanych w uznanych
miedzynarodowych  czasopismach. Sumaryczny  wskaznik oddziatywania  (IF)
opublikowanych prac wynosi 21,87, co przeklada si¢ na wysoki IF pojedynczej publikacji
($redni IF=4,37). Spis tych publikacji otwiera rozprawg doktorska.

We wszystkich publikacjach Pani mgr Kwiatkowski jest pierwszym autorem, a W
pracy pogladowej jest jednoczes$nie wsptautorem korespondencyjnym. Wiodgca rola
Kandydatki do stopnia doktora jest udokumentowana o$wiadczeniami wspotautoréw, ktore
dotaczono do dysertacji.

Zbi6r artykutéw naukowych stanowigcych podstawe rozprawy doktorskie]j opatrzono
WPROWADZENIEM, nastgpnie, jasno sformutowano giéwny cel badan oraz 4 ccle
szczegotowe. W  rozdziale METODOLOGIA BADAN opisano modele zwierz¢ce
sastosowane w badaniach i przedstawiono schematycznie rozbudowana konstrukcje
eksperymentow. Kolejny rozdziat GLOWNE ZALOZENIA PRACY to 5 publikacji
stanowiacych podstawe doktoratu. Wyniki tych prac zostaty przedyskutowane w rozdziale
DYSKUSJA. Nastepne rozdziaty dysertacji to PODSUMOWANIE WYNIKOW, WNIOSKI
KONCOWE i BIBLIOGRAFIA. Ponadto, dotaczono streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, spis wszystkich publikacji Kandydatki (16 prac) oraz zgody Lokalnej Komisji
Etycznej na wykonywanie do$wiadczen na zwierzetach. Informacja na stronie tytutowej
wskazuje zrédla finansowana badan wykonanych w ramach doktoratu, tj. granty NCN
otrzymane w konkursach Harmonia 5, Opus 11 i Preludium 15.

Praca jest bardzo starannie przygotowana pod wzgledem jezykowym, graficznym 1
redakcyjnym. Jej konstrukcja jest zgodna z obowigzujgcymi wymogami ustawowymi dla
oryginalnej rozprawy doktorskiej, jak réwniez z zaleceniami Komisji Rady ds. Prowadzenia
Czymnoéci w Sprawie Nadania Stopnia Doktora przyjetymi w IF PAN.

Ocena merytoryczna
Bol, choé jest nieodlacznym elementem ludzkiego zycia warunkujacym przezycie
jednostki, w formie chronicznej] moze stanowi¢ powazny problem zdrowotny. W



szczegolnosci zas bol neuropatyczny prowadzi do skrajnego pogorszenia jako$ci zycia,
stanowigc ogromne wyzwanie terapeutyczne. Dostgpne obecnie terapie s3 malo skuteczne,
badz obciazone istotnymi efektami ubocznymi przy dlugim czasie stosowania, czego
przyczyng sa m.in. zlozone mechanizmy patofizjologiczne i roznorodna etiologia neuropatii.
Sugeruje to koniecznos¢ wielowymiarowego podejscia terapeutycznego, opartego na
jednoczesnym dzialaniu na kilka punktéw komoérkowych. Zatem, rozprawa Pani mgr
Kwiatkowski przedstawiajaca koncepcje takiego nowego podejécia w leczenia bolu
neuropatycznego, jest odpowiedzia na aktualne potrzeby kliniczne.

We  WPROWADZENIU  oméwiono patofizjologie, farmakoterapie¢ 1
neuroimmunologiczne podloze bolu neuropatycznego. Doktorantka wymienia dostgpne
obecnie metody farmakoterapii bolu, (1. substancje z grupy lekow przeciwpadaczkowych,
przeciwdepresyjnych, leki stosowane powierzchniowo oraz opioidy), opisujac mechanizmy
ich dziatania i ograniczenia w stosowaniu wynikajace z niepozadanych dziatan ubocznych.
Omawiajac neuroimmunologiczne podtoze bdlu neuropatycznego, wskazuje na kluczowa rolg
komérek immunologicznych oraz glejowych, jak réwniez wydzielanych przez nie cytokin i
chemokin, w mechanizmach lezacych u podioza rozwoju i utrzymywania si¢ objawow
bbélowych.

Do tej czesci pracy mam jedynie niewiele drobnych uwag, przewaznie natury lingwistyczne;j:

Str. 20 — zdanie ,,podanie przezskorne w systemie transdermalnym” jest tautologia

Str. 31 — méwimy o niealkoholowym (a nie bezalkoholowym) stluszczeniowym zapaleniu
watroby (tez str. 97, 124)

Na str. 24 uzyto zbyt ogdlnego sformutowania w opisie funkcji komorek glejowych.
Stwierdzenie ,,tworza batier¢ krew-mozg” sageruje, ze bariera na poziomie komdrkowym
tworzona jest przez komorki astrocytow, podezas gdy to komorki endotelium potaczone
polaczeniami Scistymi sa odpowiedzialne za szczelno$¢ mikronaczyn mozgowych. Astrocyty
raczej wspéltworza bariere, bedac elementem jej jednostki funkcjonalnej tzw. zlacza
NEerwowo-naczyniowego.

Chee podkreslic, Ze ta czgs¢ pracy jest bardzo dobrze i Wyczerpujaco napisana. Sposob
jej opracowania $wiadczy o dobrej znajomosci literatury zwigzanej z wybranym tematem
badan. Co szczegdlnie cenne, wskazuje na umiejetnoéé doglebnej analizy informacji, ktora
skutkuje starannie przemyslanym ciagiem logicznym podjetych badafi eksperymentalnych,
$wiadczac o dojrzatosel naukowej Autorki doktoratu. Rozdziat ten bardzo dobrze uzasadnia
podjeta tematyke badan, w tym wybor receptorow chemokinowych CCR2 i CCRS, ich
ligandéw zaangazowanych W mechanizmy bodlu neuropatycznego oOraz substancji
farmakologicznych bedacych antagonistami tych receptorow, stanowiac doskonale przejscie
do sformulowania celow pracy.

Gtéwnym celem, jaki postawila sobie Doktorantka, byto zbadanie roli i efektéw
farmakologicznej modulacji receptorow dla chemokin CCR2 i CCR5 w patomechanizmach
bolu neuropatycznego. Cztery cele szczegotowe, logicznie ze soba powigzane, doprecyzowujg
szeroki zakres planowanych badan z udzialem trzech narzedzi farmakologicznych —
selektywnego antagonisty receptora chemokinowego CCR2 — (RS504393), selektywnego
antagonisty receptora CCR5 (marawirok) oraz podwojnego antagonisty CCR2/CCRS5
(cenicriwirok). Zaplanowane badania obejmujg testy behawioralne, analizy biochemiczne i
molekularne w dwdch modelach zwierzecych.

W rozdziale METODOLOGIA BADAN Doktorantka opisuje pokrotce zastosowane
zwierzece modele bolu neuropatycznego polegajace na luznym, jednostronnym podwiazaniu
nerwu kulszowego oraz umieszcza schematy przeprowadzonych eksperymentow. Cho¢
dokladna metodologia badan zostata opisana w kazdej z kolejnych publikacji, zabraklo tu
informacji o ogodlnej liczbie zwierzat uzrtych w doswiadczeniach. Na Schemacie B
(procedury eksperymentalne u szczur6w) nie uwzgledniono podania morfiny/buprenorfiny,



ktorych dziatanie przeciwbdlowe badano po podaniu antagonistow receptoréw CCR2 i CCR5
(co opisano W publikacjach 2 i 4). Rozumiem jednak, ze mnogos¢ wykonanych
eksperymentéw utrudniata umieszczenie wszystkich szczegélow na rycinie zbiorczej.
Ciekawi mnie, dlaczego w badaniach zastosowano 2 modele bolu neuropatycznego, SzCZUrzZy
i mysi, dlatego proszg Doktorantke o wyjasnicnie tej kwestil.

(Drobna uwaga — moéwimy 0 szczepie a nie rasie szCzZurow Wistar/myszy Albino Swiss).

W rozdziale GEOWNE ZAGADNIENIA DOKTORATU przedstawiono kolejne
publikacje, z ktérych kazda poprzedzona jest krotkim  (1-stronicowym) uzasadnieniem
przeprowadzonych badan, opisem najwazniejszych wynikow i wnioskami. Taka synteza tresci
publikacji bardzo utatwia $ledzenie toku rozprawy.

Pierwsza z cyklu publikacji jest praca pogladowa, bedaca analizg obecnego stanu
wiedzy na temat roli chemokin i ich receptoréw w powstawaniu bolu neuropatycznego a takze
ich wplywu na przeciwbolowe dzialanie lekéw opioidowych. Omowiono tu m.in. klasyfikacje
chemokin i ich receptoréw a takze mechanizmy lezace u podstaw interakcji pomigdzy
neuronami a glejem, w ktorych chemokiny biora udzial. Publikacja ta jest doskonatym
uzupehieniem informacji zawartych we WPROWADZENIU i myéle, ze jej przygotowanie
znaczaco przyczynilo si¢ do wybrania kierunku badan i sformulowania celow pracy.

Kolejne publikacje prezentujg interesujace dane na temat korzystnych efektow
analgetycznych wielokrotnego podania badanych antagonistow receptorow CCR2 i CCRA.
Wykazano rowniez kluczowa role chemokin CCL2 i CCL7 w rozwoju bolu neuropatycznego,
stosujgc ciekawa eksperymentalnie strategie ich neutralizacji in vivo za pomoca przeciwcial.

Poniewaz interesujace wyniki zawsze pobudzajg do dyskusji, prositabym Doktorantke
o ustosunkowanie si¢ do nastepujgcych pytan, ktore nasungly mi si¢ podczas czytania
publikacji:

1) W czasie eksperymentdw in vitro majacych na celu poszukiwanie komorkowych
sr6det chemokin (Kwiatkowski i wsp, Cytokine, 2019) zaobserwowano, ze dodatek
minocykliny do niestymulowanych LPS hodowli komorkowych obniza poziom
mRNA badanych cytokin w mikrogleju ale nie w astrocytach. Jak Doktorantka
skomentuje ten efekt? Czy wystgpowaly roznice ilosciowe W mRNA cytokin
pomiedzy tymi dwoma typami komérek po ich stymulacji LPS?

2) Czym mogg by¢ spowodowane wyrazne réznice w efektach molekularmnych
cenicriwiroku w zaleznosci od badane] struktury (rdzen vs. zwoje) (Kwiatkowski i
wsp. Front Immunol., 2020)? Czy na tym etapie badan mozna co$ powiedzie¢ o
stopniu powinowactwa t€go zwiazku do obydwu typow blokowanych receptorow
(podobne/inne)?

Znakomita publikacjg jest ostatnia z cyklu, w ktorej w czasie jednego eksperymentu
poréwnano molekularne i analgetyczne efekty wszystkich trzech badanych substancji w
dwoch modelach bolu neuropatycznego (mysi/szczurzy). Poréwnanie to przyniosto bardzo
interesujace wyniki wskazujace, ze jednoczesne zablokowanie receptorow CCR2/CCRS przez
cenicriwirok indukuje najwigksze spadki ckspresji endogennych probélowych ligandow tych
receptor6w, zarOwno na poziomie rdzenia krggowego jak i zwojow korzeni grzbietowych,
czemu towarzyszy skuteczne hamowanie symptoméw bolowych 1 nasilenie efektywnosci
dziatania opioidow. Praca ta jednoznacznie wskazuje, ze cenicriwirok ma cechy bardzo
dobrego analgetyku, ktory potencjalnie mogiby by¢ wykorzystany w politerapii bolu
neuropatycznego w skojarzeniu z opioidami, pozwalajac na zmniejszenie ich dawki 1
niepozadanych skutkow ubocznych. Jest to oryginalny i nowy wynik dotyczacy tej substancji,
znanej dotychczas z innych mechanizmo6w dziatania.

W Dyskusji Autorka umiejetnie analizuje otrzymane wyniki w kontekscie
dotychczasowej wiedzy, jak rowniez wynikow prac macierzystego Zespotu i udowadnia ich



oryginalno$¢ i nowatorstwo. Rozdziat ten $wiadczy o duzej dojrzatosci naukowej
Doktorantki. Jedyna moja sugestia jest doprecyzowanie okreslenia ,inhibitor mikrogleju” w
odniesieniu do minocykliny (str. 111, 116). Nalezaloby tu raczej uzy¢ stwierdzenia ,.inhibitor
aktywacji mikrogleju”, albo doktadniej, ,,selektywny inhibitor polaryzacji mikrogleju do
fenotypu prozapalnego”.

Szerokie spektrum prac eksperymentalnych oraz wysokg warto$¢ otrzymanych
wynikéw doskonale podkresla PODSUMOWANIE WYNIKOW. Skonstruowany w formie
zbiorczej tabeli, rozdzial ten przejrzyscie przedstawia efekty kolejnych etapow badan,
wykazujgc i poréwnujac zalety zastosowanych antagonistow receptorow chemokinowych.
Zawarto$é tego rozdziahu jest juz odpowiedzia na postawione przez Doktorantke cele, jasno
wykazujac, ze wszystkie one zostaly zrealizowane. Niemnicj, Doktorantka odnosi si¢ do
wynikow swojej] pracy we WNIOSKACH KONCOWYCH, podkreslajac potencjal
farmakologiczny cenicriwiroku w leczenii: bolu neuropatycznego (osobiscie preferuje
opracowanie wnioskow w postaci punktéw a nie opisu).

Podsumowujac, doglebnie przemyslana koncepcja pracy i szeroki zakres
zaprojektowanych przez Doktorantke badan eksperymentalnych pozwolily na uzyskanie
wielu oryginalnych —wynikow. Wzbogacaja one dotychczasowy stan wiedzy o
patomechanizmach  bolu neuropatycznego, wskazujac na istotny udziat interakcji
neuroimmunologicznych, a w szczegblnosei receptorow dla chemokin. Jednak co najbardziej
istotne i warte szczegolnego podkreslenia, praca ma bardzo wysoki potencjal wdrozeniowy.
Przedstawione tu dowody na korzystny wplyw farmakologicznej modulacji opartej na
jednoczesnym blokowaniu dwoch receptorow dla chemokin CCR2/CCRS5 przez cenicriwirok,
stanowig bardzo mocng podstawe do zastosowania tego zwigzku W politerapii bolu
neuropatycznego. Translacyjnosc wynikow zwigksza fakt, ze nawet jednorazowe podanie
tego zwigzku wykazuje silne efekty analgetyczne, zwigkszajac jednoczesnie przeciwbolowe
dziatanie opioidow. Te nowe whasciwosci cenicriwiroku czynia go bardzo atrakcyjnym
narzedziem do walki z bolem, szczegdlnie w zestawieniu z faktem, ze zwiazek ten jest
obecnie w fazie testow klinicznych w kierunku leczenia zakazenia wirusem HIV 1
niealkoholowego zapalenia watroby.

Zaréwno zawarto$é merytoryczna rozprawy, jak i sposob przedstawienia wynikow,
swiadczg o dojrzalosci naukowej jej Autorki i w pelni uzasadniaja bardzo wysokg oceng tej
dysertacji.

W mojej opinii przediozona do oceny rozprawa catkowicie spetnia okreslone
ustawowo warunki dla tego typu prac. Whioskuje zatem do Komisji ds. Prowadzenia
Czynnosci w Sprawie Nadania Stopnia Doktora przy Radzie Naukowej Instytutu
Farmakologii PAN w Krakowie o dopuszczenie Pani mgr Klaudii Kwiatkowski do dalszych
etapow przewodu doktorskiego, wnoszac jednocze$nie o wyrdznienie rozprawy.

Prof. dr hab. Lidia Struzynska



Uzasadnienie wniosku o wyréznienie rozprawy doktorskiej
mgr Klaudii Kwiatkowski
p-t. ,Nowe strategie w farmakoterapii bélu neuropatycznego oparte na modulacji
funkcji receptorow chemokinowych”

W uzasadnieniu wniosku o wyréznienie cheg podkreslic nie tylko wysoka warto$¢
poznawcza badan nad udziatem chemokin i ich receptoréw w mechanizmach bolu
neuropatycznego, ale przede wszystkim wspomniang wyzej wysokg warto$¢ translacyjng
wynikéw dotyczacych potenc] alnego zastosowania cenicriwiroku w politerapii bolu
neuropatycznego.

Wysoki poziom przeprowadzonych w dysertacji badan, potwierdza fakt ich
opublikowania w wiodgcych czasopismach o wysokim wspblczynniku oddziatywania.
Dodatkowym dowodem na wysoki poziom naukowy Doktorantki jest liczba wszystkich jej
publikacji (16) o tacznym 1F=55,128, co zdarza si¢ nieczgsto na tym etapie kariery naukowej.

Prof. dr hab. Lidia Struzynska



