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Porownanie zmian immunologicznych po uszkodzeniu osrodkowego i obwodowego
uktadu nerwowego oraz zbadanie wplywu farmakologicznej modulacji
wybranych chemokin

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Agaty Ciechanowskiej
wykonana zostata pod kierunkiem Pani Prof. dr hab. n. med. Joanny Miki w Zaktadzie
Farmakologii Bélu Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w

Krakowie.

W  przedstawionej rozprawie doktorskiej wiodagcym tematem badan bylo
potencjalne  zaangazowanie komodrek glejowych w  procesy wywolywania
nadwrazliwo$ci  bolowej spowodowanej wybranymi uszkodzeniami Zarowno
osrodkowego jak i obwodowego uktadu nerwowego. Uszkodzeniom uktadu nerwowego
zazwycza] towarzyszg zmiany o podlozu neuroimmunologicznym, za§ komorki glejowe
(mikroglej, astrocyty) biorag udzial w czynnej odpowiedzi komodrkowej na bodzce
patologiczne, zatem wybor komodrek do badan nad reakcjami immunomodulacyjnymi
przebiegajacymi w tkance nerwowej jest w pelni uzasadniony i stanowi bardzo ciekawe 1
istotne zagadnienie naukowe. Oprocz komoérek glejowych w badaniach zostaly
uwzglednione pomiary markerow zwigzanych z klasycznymi komodrkami odpowiedzi
immunologicznej, t.j. neutrofilami oraz limfocytami T Cd8+. Gléwny cel pracy zaktadat
stworzenie eksperymentalnych podstaw do rozwoju bardziej selektywnej i1 skutecznej
terapii bolu neuropatycznego poprzez zastosowanie terapii skojarzonej, wykorzystujacej
nie tylko leki przeciwbolowe, ale takze substancje farmakologiczne dziatajace
immunomodulujaco, wptywajac przede wszystkim na chemokiny jako gtowne czasteczki
sygnalowe w procesach neurozapalnych. Opracowanie wymienionych terapii
skojarzonych pozwolitloby zard6wno na zastosowanie skuteczniejszych terapii
przeciwbolowych, a takze na potencjalne zmniejszenie stosowanych dawek

terapeutycznych.



Badania wykonywane przez Doktorantk¢ prowadzone byly na hodowlach
pierwotnych mikrogleju 1 astrogleju pochodzacego z myszy neonatalnych.
Neurozapalenie in vitro wywolywane byto klasyczng metodg suplementowania pozywki
hodowlanej lipopolisacharydem bakteryjnym (LPS). Badania in vivo obejmowaly dwa
dobrze opracowane modele eksperymentalne: zwierzgcy model urazowego uszkodzenia
moézgu (ang. Traumatic Brain Injury — model TBI), polegajacy na kontrolowanym
stluczeniu kory mozgowej przy pomocy specjalistycznej aparatury oraz model
podwigzania nerwu kulszowego, co pozwalalo ocenia¢ badane zmiany zaréwno w
osrodkowym, jak i w obwodowym uktadzie nerwowym.. Zaréwno hodowle in vitro, jak i
modele in vivo stuzyly do zbadania ekspresji spektrum chemokin, petligcych role
mediatoréw stanu zapalnego. W przeprowadzonych badaniach przeanalizowane zostato
wydzielanie chemokin sklasyfikowanych w kilku grupach, rozréznianych na podstawie

budowy czasteczek.

Uzyskane wyniki przeprowadzonej pracy badawczej zostaly opublikowane,
stanowigc bardzo logiczng, konsekwentna i dobrze opracowang sekwencj¢ badan nad
mozliwos$cig stosowania terapii celowanej, w ktorej punktami uchwytu bytyby wybrane
chemokiny 1 ich receptory w leczeniu bolu neuropatycznego. Przedstawiona do oceny
rozprawa doktorska oparta jest na zbiorze 5 prac oryginalnych, ktore ukazaty si¢ w latach
2020-2023 w renomowanych czasopismach o znaczagcym wspotczynniku oddzialywania i
wysokiej punktacji MEN (odpowiednio dwie z punktacja wynoszaca 140 i trzy z
punktacja 100 punktow, co jest zdecydowanie wyrdzniajagcym si¢ osiggnieciem).
Sumaryczny wspoOtczynnik oddziatywania wynosi 22.695. Trzy sposrod prac
oryginalnych wchodzacych w sktad zbioru zawieraja wyniki badan prowadzonych we
wspoOtpracy  miedzynarodowej, z zespotem wloskim z Instytutu Badan
Farmakologicznych im. Mario Negrii w Mediolanie, gdzie m.in. wykonywany byt
zwierzgcy model mechanicznego uszkodzenia mozgu. Na szczegdlne podkreslenie
zastuguje fakt, ze we wszystkich pieciu publikacjach wchodzacych w sktad zbioru,

Doktorantka wystepuje jako wiodacy, pierwszy Autor.

Zbior publikacji poprzedzony zostal obszernym (liczacym 42 strony) opisem,
sktadajacym si¢ ze spisu tresci, wykazu skrotow, 15-stronnicowego wprowadzenia, opisu

metod badawczych oraz syntetycznego opisu zagadnien oraz wynikdw zawartych w



poszczegbdlnych publikacjach, ktére w calosci zamieszczone zostaty w dysertacji. Co
wigcej, po rozdziale zawierajacym prace oryginalne nastgpuje liczaca 14 stron czes$¢
poswigcona dyskusji, co wydaje si¢ by¢ bardzo logicznym uktadem, zdecydowanie
utatwiajagcym podazanie za wynikami uzyskiwanymi w ramach tematu wiodgcego pracy
naukowej. Cz¢$¢ merytoryczna podsumowana zostata spojnymi wnioskami koncowymi
W rozprawie umieszczone zostaly zgody odpowiednich komisji etycznych (zaréwno dla
zespolu polskiego, jak 1 wspotpracujacego zespotu wiloskiego), zezwalajace na
prowadzenie prac na modelach in vivo, zgodne z zakresem tematyki pracy doktorskiej, a

takze stosowne o$wiadczenia wspotautorow opublikowanych prac oryginalnych.

Pierwsza z prac, realizowana we wspotpracy migdzynarodowej i opublikowana w
International Journal of Molecular Sciences, przedstawia wyniki badan nad poziomem
markerow wybranych populacji komoérek immunologicznych i1 glejowych, a takze
inicjatorow oraz enzymow efektorowych klasycznej i lektynowej drogi aktywacji uktadu
dopelniacza w wyniku urazowego uszkodzenia moézgu u myszy. Przeanalizowano
ekspresje wybranych inicjatorow ukladu dopetniacza C1 ( w tym Clq, Clr, Cls) oraz
czynnikow zaangazowanych w potencjalng aktywacje¢ alternatywnej drogi lektynowej
(kolektyna 11, fikolina A oraz fikolina B) w wybranych rejonach moézgu, takich jak kora,
prazkowie, wzgorze oraz hipokamp. W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze w
szczegblnosci komodrki mikrogleju moga by¢ w duzej mierze odpowiedzialne za
biosyntez¢ inicjatoréw szlaku klasycznego (a w bardzo niewielkim stopniu szlaku
lektynowego), za§ kompleks C1 dopelniacza oraz fikolina A moga stanowi¢ punkty
uchwytu dla opracowywania nowych strategii terapeutycznych w zapobieganiu skutkom

neurozapalenia wynikajacego z uszkodzenia mozgu,

Procesy inicjowane mechanicznym uszkodzeniem moézgu stanowity takze
podstawe pracy badawczej opublikowanej w drugiej z prac skladajacych si¢ na
przedstawiong rozprawe¢ doktorska. W zastosowanym mysim modelu eksperymentalnym
zbadano poziom chemokin z rodziny MIP-1 oraz ich receptoréw w czterech uprzednio
badanych rejonach mézgu, odpowiednio 24 godziny 1 7 dni po urazie. Jak wykazano, ze
wzgledu na zachodzace zmiany w ich ekspresji, dwie chemokiny z rodziny MIP-1 (CCL4
1 CCL3) 1 ich receptory (CCR1 i CCRS5) moga by¢ brane pod uwage jako cel przy

opracowywaniu potencjalnych terapii farmakologicznych.



W trzeciej z prac zawartych w dysertacji doktorskiej badany byt udziat chemokiny
XCL1 w rozwoju uszkodzenia moézgu wywolanego jego mechanicznym urazem, a takze
zmiany jej poziomu w hodowlach pierwotnych mikrogleju i astrogleju mysiego
stymulowanego za pomoca LPS w celu wywotania skutkéw nasladujacych in vitro
procesy neurozapalne. Co bardzo interesujace, wykazano, ze stymulacja przy
zastosowaniu LPS komorek astrogleju, ale nie mikrogleju powoduje zwigkszong
ekspresje XCL1, co wskazuje na znaczaca role réznych typéw komoérek glejowych w
indukcji 1 rozwoju proceséw zapalnych. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna
wysnu¢ wniosek, ze obydwa receptory badanej chemokiny-nie tylko klasyczny receptor
XCRI1, ale takze niedawno zidentyfikowany w tej roli receptor ITGA9- moga stanowic
istotne punkty uchwytu dla interwencji farmakologicznej po urazowym uszkodzeniu

mozgu.

Kolejne dwie publikacje prezentuja wyniki uzyskane przy zastosowaniu mysiego
modelu bélu neuropatycznego wywolanego podwigzaniem nerwu kulszowego. Pierwsza
z nich jest kontynuacja badan nad ekspresja chemokin z rodziny MIP-1, ktore-jak
dowiedziono-majg silne wlasciwosci pronocyceptywne u zdrowych myszy. Poniewaz
patofizjologia bolu neuropatycznego pozostaje wcigz niepoznana, Autorzy postanowili
zweryfikowaé, czy chemokiny z rodziny MIP-1 moga by¢ zaangazowane w procesy
uruchamiane w nastepstwie urazu nerwu kulszowego. Zbadano zatem poziom mRNA
wybranych chemokin w rdzeniu krgegowym odpowiednio 24 godziny i 7 dni po
wywolaniu urazu, a takze zastosowano blokadg¢ receptoréw badanych chemokin poprzez
jednokrotne podanie farmakologicznych antagonistéw wybranych receptoréw, w tym
J113863 dla CCRI1, TAK-220 oraz AZD-5672 dla CCRS. Uzyskane wyniki pozwolity
Autorom wyciggnac¢ bardzo istotny z punktu widzenia opracowywania nowych terapii
wniosek, ze farmakologiczna blokada zar6wno CCL3, jak i CCR1 oraz CCRS5 moze by¢

korzystna w przypadku terapii skojarzonej z lekami opioidowymi.

Druga z prac wykonanych na mysim modelu bolu neuropatycznego wywotanego
podwigzaniem nerwu kulszowego dotyczyta wezesniej badanej chemokiny XCL1 oraz jej
receptoréw, tym razem w rdzeniu kregowym. Istotnym osiggnieciem bylo wykazanie, ze
neutralizacja XCL1 za pomocga przeciwcial oraz blokada obydwu receptoréw za pomoca
vMIP-II (antagonista XCR1) i YA4 (przeciwciato neutralizujace ITGA9) zmniejsza

nadwrazliwo$¢ termiczng 1 mechaniczng u myszy. W ten sposob przeprowadzone badania



pokazaly po raz pierwszy, ze sygnalizacja XCL1/XCR1 i XCL1/ITGA9 przyczynia si¢ do

rozwoju nadwrazliwosci bolowe;.

Wszystkie prace wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej cechuje bardzo wysoko
istotnos¢ postawionych pytan badawczych oraz szeroki wachlarz stosowanych metod, w
sktad ktorych wchodzg modele badawcze in vitro oraz in vivo, techniki molekularne,
testy behawioralne, a takze modulacja badanych $ciezek sygnatlowych przy zastosowaniu
wybranych zwiazkow farmakologicznych. Uzyskane wyniki wnosza nowa, cenng wiedze
do badan podstawowych, a takze maja wysoki potencjat aplikacyjny, ze wzgledu na fakt,
ze efektem kazdej z przeprowadzonych prac eksperymentalnych bylo wskazanie
potencjalnych punktéw uchwytu do opracowywania nowych czy tez skojarzonych terapii

przeciwzapalnych i przeciwbolowych.

To co zwraca szczegdlng uwage w pracach wchodzacych w cykl zbioru bedacego
podstawa rozprawy doktorskiej, sa m.in. znakomitej jakos$ci zdjecia z mikroskopu
konfokalnego, wzbogacone wizualizacja przestrzenng 3D, co pozwala na lepsze
zrozumienie 1 interpretacj¢ otrzymywanych wynikow, jak to ma miejsce np. w przypadku
lokalizacji kompleksu C1 dopetniacza (Ryciny 5, 6 1 8 w pracy nr 1 wchodzacej w sklad
dysertacji doktorskiej).

Z ogromnym zainteresowaniem zapoznatam si¢ ze wszystkimi pracami
oryginalnymi wchodzacymi w sktad zbioru stanowigcego podstawe rozprawy
doktorskiej. Jak wspomniatam wczesniej, warsztat badawczy jest bardzo szeroki, a
uzyskane wyniki bardzo interesujace. Mam w zwigzku z tym do Doktorantki kilka pytan.
Pierwsze z nich dotyczy prowadzonych hodowli pierwotnych astrogleju 1 mikrogleju,
ktore naleza do do$¢ trudnych metod badawczych. Komorki izolowane byty z mézgow
szczurOw neonatalnych. Czy Doktorantka moze podaé, jaki udzial procentowy miaty
frakcje odpowiednio astrocytarna 1 mikroglejowa w neonatalnym moézgu myszy? Kolejne
pytanie dotyczy potencjatu aplikacyjnego uzyskanych wynikow. Bardzo interesujace
wydaje si¢ by¢ zagadnienie, jak bardzo r6znig si¢ chemokiny ludzkie i gryzoni, jaki jest

aktualny stan wiedzy na ten temat?

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
autorstwa Pani mgr Agaty Ciechanowskiej jest pracag wybitng i spelnia warunki

okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1



nauce (tj. Dz.U. 2023, poz. 742) i zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu
Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Agaty
Ciechanowskiej do dalszych etapdw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w

dziedzinie nauk medycznych 1 nauk o zdrowiu, dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Biorac pod uwagg bardzo wysoka jako$¢ przedstawionych badan i ich znaczenie
aplikacyjne oraz opublikowanie uzyskanych wynikdbw w postaci 5 prac oryginalnych z
pierwszym autorstwem Doktorantki 1 we wspotpracy miedzynarodowej w renomowanych
czasopismach miedzynarodowych o znaczacym wspotczynniku oddziatywania, z

przyjemnoscig wnioskuje o wyroznienie rozprawy.
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