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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Kedziory
pt.: ., Mechanism and pharmacotherapy of osteoarthritis — recent advances in
the endocannabinoid system targeting”
wykonanej w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem prof. dr hab. Katarzyny Starowicz-Bubak

Osteoartroza czyli choroba zwyrodnieniowa stawéw (ChZS) jest nieuleczalng
chorobg prowadzgcg do przedwczesnej niepetnosprawnosci ruchowej zwigzanej
miedzy innymi z silnym bdlem, a takze postepujgcym stanem zapalnym. Niestety,
wcigz nie ma skutecznej terapii jej leczenia, a stosowane obecnie srodki
farmakologiczne, w tym najczesciej uzywane niesterydowe leki przeciwzapalne
(NLPZ), czesto wywotujg szereg dziatan niepozgdanych. Biorgc powyzsze pod
uwage tematyka przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej mgr Marty
Kedziory jest zarowno aktualna jak i celowa. Pragne w tym miejscu podkresli¢, ze
praca jest kontynuacjg bogatego dorobku wybitnej specjalistki z zakresu znaczenia
endokannabinoidbw w terapii ChZS i bolu Promotorki pracy, pani
prof. dr hab. Katarzyny Starowicz-Bubak.

Zasadniczg cze$¢ liczacej 86 stron, napisanej w jezyku angielskim, pracy
doktorskiej stanowig 3 publikacje oryginalne z lat 2020-2023 o fgcznym Impact Factor
az 17,469 punktéw oraz 380 punktéw MEIN. Chciatabym w tym miejscu zaznaczyc,
ze biorgc pod uwage powyzsze zdanie o opublikowaniu uzyskanych
przez Doktorantke wynikobw w czasopismach o wysokim IF, moja recenzja jest
recenzjg formalng. Wspdtautorami powyzszych publikacji sg, oprécz Pani Promotor,
wspoétpracownicy z Zaktadu Neurochemii Instytutu Farmakologii PAN im. Jerzego
Maja w Krakowie, przy czym trzecia publikacja zostata wykonana i napisana
we wspotpracy z 4 naukowcami z Wioch. Wszyscy wspétautorzy wyrazili zgode na
wykorzystanie publikacji do pracy doktorskiej mgr M. Kedziory, a takze zadeklarowali,
ze zawarte w nich wyniki nie zostang przez nich wykorzystane do uzyskania stopni
naukowych. Wyniki zamieszczone w niniejszej rozprawie powstaty w trakcie realizaciji
dwoch projektow OPUS finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, ktérych
kierownikiem byta Promotor rozprawy oraz programow statutowych Instytutu
Farmakologii PAN w Krakowie. Pragne zaznaczy¢, ze mgr M. Kedziora jest
pierwszym autorem wszystkich trzech publikacji (dwoch pod nazwiskiem Bryk i jednej
pod nazwiskiem Kedziora), co niewatpliwie $wiadczy o Jej wiodacej roli,
zaangazowaniu i kompetencji przy powstawaniu tych publikaciji.

Publikacje wchodzgce w sktad niniejszej pracy doktorskiej, poprzedzone sg
spisem tresci i skrotow, a takze streszczeniem rozprawy doktorskiej w jezyku polskim
i angielskim oraz 11-stronicowym wstepie. We wstepie Doktorantka zaznajamia
czytelnika z najwazniejszymi zagadnieniami swojej rozprawy doktorskiej: (1) etiologig



oraz objawami ChZS z podaniem najnowszej definicji tej choroby z 2023 r., a takze
aktualnym postepowaniem terapeutycznym w przypadku jej wystgpienia;
(2) krytycznym opisem zwierzecych modeli ChZS, ze szczegdlnym zwroceniem
uwagi i doktadnym uzasadnieniem zastosowania w niniejszej rozprawie metody
z wewnatrzstawowg iniekcjg jodooctanu monosodowego (MIA), (3) chorobom
wspotistniejgcym z ChZS takimi jak wynikajacymi z dtugotrwatego bolu zaburzeniami
nastroju czy depresjg; (4) przedstawieniem uktadu endokannabinoidowego (ECS)
oraz (5) zmianami w ECS podczas przewlektego bélu i ChZS. Catosé wzbogacona
jest o 7 rycin przyblizajgcych czytelnikowi m.in. (1) patogeneze ChZS (poréwnawcze
zestawienie zdrowego i chorego stawu), miejsca chirurgicznej i chemicznej
interwencji przy indukowaniu ChZS (w tym MIA), (2) zwigzek miedzy przewlektym
bolem zwigzanym z ChZS, zaburzeniami mozgu, ktdre przyczyniajg sie do zmian
poznawczych takich jak uposledzenie nastroju i pamieci oraz potencjalng modulacjg
ECS jako strategig terapeutyczng; (3) synteze i degradacje dwoch najbardziej
poznanych endokannabinoidéw anandamidu (AEA) oraz 2-arachidonyloglicerolu (2-
AG), a takze wczes$niej opublikowane czy jeszcze nieopublikowane wyniki dodatkowo
uzasadniajgce celowo$¢ zaplanowanych badan czy zastosowanie danego modelu
badawczego. Tak napisany wstep znacznie utatwia pézniejsze zrozumienie tekstu
publikacji oryginalnych oraz dyskusji rozprawy, a przede wszystkim jednoznacznie
uzasadnia trzy wymienione przez Doktorantke cele Jej rozprawy doktorskiej. Sg to:
(1) szczegdtowe zbadanie zmian zwyrodnieniowych i zapalnych wystepujgcych
podczas progresji ChZS w tkankach stawéw w celu lepszego zrozumienia
patomechanizméw odpowiedzialnych za rozwdj tej choroby w modelu ChZS
wywotanej przez MIA u szczurdw; (2) kompleksowa ocena szeregu szlakéw produkcii
i degradacji AEA w trakcie rozwoju ChZS, co miato umozliwi¢ wyjasnienie roli ECS
w patogenezie ChZS; (3) zbadanie wplywu efektu zahamowania rozktadu AEA
za pomocg inhibitora hydrolazy amidowej kwaséw ttuszczowych (FAAH, URB597) na
bdl i towarzyszgce mu zmiany pozioméw diugotrwatego wzmocnienia synaptycznego
(LTP, z ang. Long-term potentiation LTP), a takze monoamin w hipokampie zwierzat
z ChZS. Szczegdtowe problemy badawcze, ich wzajemne powigzanie zmierzajgce
do osiggniecia zawartego w tytule gtéwnego celu rozprawy doktorskiej zostaty
dodatkowo zilustrowane na jednym schemacie.

W tym miejscu mam do Doktorantki jedng uwage — w pracy nie znalaztam
wyjasnienia, dlaczego akurat skoncentrowata sie na AEA, jezeli jednym z gtéwnych
celéow byto wyjasnienie roli ECS w patogenezie ChZS. Tym bardziej, ze np. stezenie
2-AG w szeregu tkankach, w tym mdzgu szczura, jest wyzsze niz AEA.

Pragne pokresli¢, ze publikacje wchodzgce w sktad niniejszej rozprawy
doktorskiej nie sg utozone chronologicznie wedtug dat ich publikowania, ale
w kolejnosci utatwiajgcej zrozumienie tekstu rozprawy - doktadna ocena
doswiadczalnego modelu ChZS wywotywanego za pomocg wewngtrzstawowej
iniekcji MIA, ocena skfadowych ECS w trakcie rozwoju ChZS oraz potencjalnego
znaczenia terapeutycznego zwigzku wptywajgcego na uktadu endokannabinoidowy
w leczeniu tej choroby. Wszystkie doswiadczenia wykonano na szczurach, u ktorych
jak wspomniatam powyzej, ChZS indukowano poprzez wewnatrzstawowg iniekcje
MIA. Co wazne, jak wyraznie stwierdzono we wszystkich 3 publikacjach i rozprawie
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doktorskiej, na wszystkie doswiadczenia uzyskano zgode Lokalnej Komisji Etycznej
ds. Doswiadczen na Zwierzetach. Testy behawioralne oceniajgce wrazliwos¢ na bdl
oraz pobieranie tkanek (probki chrzgstki, btony maziowej i ptynu maziowego ze stawu
oraz w pracach 2 i 3 takze odpowiednio fragmenty rdzenia kregowego z odcinka
ledzwiowego i hipokampu) do analizy biochemicznej (poziom ekspresji mRNA oraz
Western Blot) wykonywano zaleznie od czasu (2, 7, 14 i 28 dni od momentu indukcji
ChZS; publikacje 1 i 2) oraz jedynie w 28 dniu (publikacja 3). W publikacji 1 zbadano
wptyw trzech dawek MIA 1, 2 lub 3 mg. Pozwolito to na wybdr i krytyczne
uzasadnienie jednej dawki MIA 2 mg stosowanej w kolejnych publikacjach. Badania
biochemiczne pozwolity na ocene zmian w poziomie szeregu czynnikow zapalnych,
enzymdw biorgcych udziat w syntezie i rozktadzie AEA, a takze poziomu dopaminy
I serotoniny.

Oprocz zamieszczonych 3 publikacji rozprawa doktorska zawiera 6-
stronnicowg dyskusje, ktorej podrozdziaty odnoszg sie do poszczegodlnych publikacii.
Pragne w tym miejscu pokresli¢, ze Doktoranta w przypadku opisu kazdej pracy
oryginalnej starata sie nawigzywa¢ do cztowieka, podkreslajgc m.in. podobienstwa
zastosowanego modelu u szczuréw do ChZS u cziowieka czy opisujgc tragiczne
skutki badan klinicznych inhibitora FAAH BIA10-2474.

Dyskusja zakonczona jest podsumowaniem oraz wypunktowaniem gtownych
osiggnie¢ pracy. Na koncu rozprawy jest spis 116 pozycji dodatkowej literatury,
z czego 55% pochodzi z lat 2022-2023, co swiadczy o nowatorstwie pracy. Niestety
Doktorantka przez przeoczenie nie podata w 2 publikacjach tytutu czasopisma i ich
szczegotowych danych, a w okoto 20 numeru tomu i strony/stron.

Charakterystyka zmian na poziomie behawioralnym i molekularnym [w tym
gtéwnie czynnikow zapalnych (CCL2, CXCL1, IL-1B) i metaloproteinaz (MMP-2, -3, -
9, -13) zaleznych od dawki MIA stymulujgcej ChZS u szczuréw oraz postepujgcych
wraz z rozwojem choroby pozwolito na wybor i krytyczne uzasadnienie jednej dawki
MIA 2 mg, jako najnizszej mozliwe] dawki skutecznie wyzwalajgcej ChZS, ale nie
wywotujgce] jeszcze nadmiernego stanu zapalnego. Jest ona rekomendowana
przez Doktorantke jako ,ztoty standard” do kolejnych badan i niewatpliwie jest to
bardzo cenna osiggniecie niniejszej rozprawy doktorskiej, ktore zapewne doczeka sie
w przysziosci szeregu cytowan. Na podkreslenie zastuguje dodatkowo fakt,
ze charakterystyka powyzszego modelu zostata dodatkowo rozszerzona poprzez
powigzanie roli przewlektiego bodlu wynikajgcego z ChZS z zaburzeniami nastroju
i pamieci, zwigzanego m.in. z redukcjg LTP w hipokampowym szlaku bocznej kory
Srodwechowej-zakretu zebatego i zaburzeniami pozioméw monoamin (dopaminy
i serotoniny). Niewatpliwie bardzo ciekawa jest ocena roli ECS w rdzeniu kregowym
i tkance stawowe] podczas rozwoju ChZS poprzez scharakteryzowanie zmian
w enzymach odpowiedzialnych za synteze i degradacje AEA (i to zaréwno za
posrednictwem szlakéw gtéwnych jak i alternatywnych), ktére z jednej strony mogg
by¢ waznymi wskaznikami rozwoju ChZS, a z drugiej potencjalnymi punktami
uchwytu przysztych lekow, gdyz, jak zaznacza Doktorantka, degradacja
endokannabinoidow na szlakach alternatywnych moze prowadzi¢ do powstania
czynnikdéw prozapalnych m.in. na szlaku zaleznym od COX-2. A biorgc pod uwage



podobienstwa pomiedzy zastosowanym przez Doktorantke doswiadczalnym

modelem ChZs a tg chorobg u ludzi, o czym wspomina Doktorantka, a takze fakt, ze

uzyskane wyniki pozwolity na doktadng charakterystyke patomechanizmu ChZS

w trakcie progresji choroby na poziomie chrzgstki, btony maziowej btony i ptynu

maziowego, ktére reprezentujg kluczowe punkty spustowe dla obecnego zrozumienia

implikacji terapeutycznych (zaleznych i niezaleznych od ECB), przedtozona mi do
oceny rozprawa doktorska ma istotne znaczenie nie tylko ze wzgledu na dokfadng

i kompleksowg weryfikacje metody doswiadczalnej ale takze moze mie¢ potencjalne

znaczenie terapeutyczne. Potwierdzenie skutecznosci modulacji ECS przez URB597

W zmniejszaniu przewlektego bdélu zwigzanego z chorobg zwyrodnieniowg stawdéw,

przywroceniu zaburzen pamieci i nastroju oraz normalizacji zmian monoamin

w mdzgu szczurdéw z ChZS potwierdza potencjalng efektywnos$c¢ takiej terapii.

Z czystej ciekawosci recenzenta mam nastepujgce pytania do Doktorantki:

1. URB597 stosowany byt jednorazowo 28 dnia od momentu doswiadczalnego
wywotania ChZS. Biorgc pod uwage réozne zmiany w enzymach odpowiedzialnych
za synteze i degradacje AEA w trakcie rozwoju choroby, czy efektywnos¢ tego
zwigzku réwniez moze by¢ zalezna od progresji choroby? Czy polecataby Pani
chroniczne stosowanie inhibitorow FAAH w ChZS?

2. W swojej pracy przegladowej opublikowanej w 2021 r. razem z Panig Promotor
w Pharmacol. Rep. zwraca Pani uwage na role receptoréw kannabinoidowych CB:2
(Pharmacol Rep. 2021;73:681-699), a w pracy doktorskiej bada Pani receptory CBa.
Czy wg. Pani receptory CB2 mogg rowniez byé zaangazowane w korzystnym
dziataniu URB5977?

3. Biorgc pod uwage wyniki Pani pracy jak ocenia Pani potencjalne znaczenie
terapeutyczne (a) podwdjnych inhibitorow FAAH i COX opisanych m.in.
w publikacji Dongdem i wsp. (Assessment of NSAIDs as potential inhibitors of the fatty
acid amide hydrolase | (FAAH-1) using three different primary fatty acid amide substrates
in vitro. BMC Pharmacol Toxicol. 2022;23:1) oraz (b) wysitku fizycznego
o odpowiednim obcigzeniu w terapii pacjentéow z ChZS, poniewaz poziom ECB
jest modulowany podczas wysitku fizycznego (np. Matei i wsp. The endocannabinoid
system and physical exercise. Int J Mol Sci. 2023;24:1989).

Wysoka jako$¢ uzyskanych wynikbw oraz ich nowatorstwo, a takze ich
potencjalne znaczenie w patofizjologii i terapii ChZS zostato docenione przez
recenzentow prestizowych czasopism. Chciatabym podkreslic, ze zilozona
z publikacji rozprawa doktorska, w tym oryginalne komentarze Doktorantki zostata
napisana w sposéb bardzo przejrzysty i zrozumiaty. Wysoka jakoS¢ merytoryczno-
edytorska oméwienia publikacji jednoznacznie potwierdza, Zze Doktorantka
zastuzenie zostata pierwszym autorem wszystkich publikacji. Na uwage zastuguje
takze fakt, ze mgr M. Kedziora jest laureatkg Stypendium doktoranckiego L'Oréal-
UNESCO: Dla Kobiet | Nauki, stypendium Prezesa Polskiej Akademii Nauk
za wybitne osiggniecia oraz kierownikiem grantu PRELUDIUM, a takze odbyta
5- i 2-miesieczne stypendia naukowe w USA i Franciji.



Podsumowujgc, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Marty Kedziory
spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. 2022, poz. 574 z pozn. zm.). Otrzymane
wyniki sg nowatorskie, ciekawe, spodjne, bardzo dobrze przedstawione
oraz przedyskutowane i uzyskane w oparciu 0 zastosowanie precyzyjnych metod,
a przede wszystkim opublikowane w prestizowych czasopismach. tgczny Impact
Factor trzech publikacji, ktérych pierwszg autorkg jest Doktorantka, a ktére stanowig
podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej wynosi az 17,5 punktow. Dlatego tez
przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk w Krakowie wniosek o dopuszczenie mgr Marty Kedziory
do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie
nauk medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplinie nauki medyczne, a jednoczesnie
wnosze o wyréznienie rozprawy doktorskiej.

Biatystok, 11 kwietnia 2023 r.
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