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Recenzja pracy doktorskiej lekarza medycyny Michaela Kozlowskiego p.t. ,,The effects of
morphine and analgesic adjuvants on innate and humoral immune response parameters in

mice. The role of macrophages™

Praca doktorska lekarza medycyny Michaela Koztowskiego p.t” The effects of morphine and
analgesic adjuvants on innate and humoral immune response parameters in mice. The role of
macrophages” jest zbiorem trzech tematycznie powigzanych artykulow i dotyczy wplywu
opioidéw, przeciwb6lowych adiuwantéow oraz lekow antydepresyjnych, stosowanych osobno
lub tacznie, na rézne parametry wrodzonej oraz nabytej odpowiedzi immunologicznej u
myszy. Wyniki prac zostaly przedstawione w czasopismach Experimental Biology and
Medicine (2016), Folia Medica Cracoviensia (2017) oraz w Pharmacological Reports (2019),
gdzie ostateczne wnioski z otrzymanych wynikéw znalazty swoj finat. Do pracy zatgczono
o$wiadczenia wspolautorow wszystkich prac wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej,
informujace o ich wkiadzie w powstanie artykutdow, wyrazajace zgode na wiaczenie wynikow
tych prac do rozprawy doktorskie i potwierdzajace wiodacg role Doktoranta w realizacji tych
badan.

W wymienionych pracach Autor postuluje wiodaca role makrofagow w posredniczeniu
efektéw immunomodulujgcych, indukowanych przez stosowane leki. Dla wykazania ich roli
zastosowano transfer tych komorek od swoiscie uczulonych myszy traktowanych badanymi
zwigzkami do naiwnych biorcéw, ktérym podawano efektorowa dawke antygenu. W drugim
modelu badano wplyw zwigzkow u myszy aktywnie immunizowane dla uzyskania
odpowiedzi humoralnej lub komoérkowej. Trzeci model angazowal myszy traktowane

opioidami i przeciwbdlowymi adiuwantami, u ktérych mierzono podstawowe parametry

funkcji makrofagow.



Chociaz wplyw podawania opioidéw na rézne parametry odpowiedzi immunologicznej w
modelach eksperymentalnych i u pacjentéw jest dos¢ dobrze poznany, to dodatkowe
wprowadzenie do opieki paliatywnej tzw. adiuwantéw przeciwbélowych w celu zmniejszenia
boléw neuropatycznych lub nadmiernego odczucia bélu przy przedawkowaniu opioidéw,
stwarza nowy stan immunologicznej reaktywnosci organizmu. Dlatego tez zasadne bylo
podjecie sig¢ przez Doktoranta realizacji tematu stanowiacego luke w tym obszarze wiedzy.

W pracy wykazano, ze wielokrotne podawanie morfiny i adiuwantéw przeciwbélowych
obnizaly proces fagocytozy antygenu przez makrofagi. Same adiuwanty tez miaty tendencje
do zmniejszania produkcji reaktywnych form tlenu i tlenku azotu przez makrofagi. Z kolei,
amitryptylina z morfing zwigkszaty spontaniczng produkcje cytokin przez makrofagi a
adiuwanty przeciwbélowe hamowaty stymulowang LPS produkcje cytokin pozapalnych.
Morfina i adiuwanty przeciwbolowe hamowaty fagocytoze i poziom ekspresji receptoréow
zaangazowanych w prezentacje antygendéw na makrofagach, co prawdopodobnie prowadzito
do ograniczenia proceséw prezentacji antygenu i w konsekwencji do obnizenia produkcji
przeciwcial na SRBC. Wiaczenie do protokotu doswiadczalnego adiuwantéw jeszcze
wzmocnito to zjawisko. Ponadto, adiuwanty przeciwbdlowe, z wyjatkiem amitryptyliny,

hamowaty reakcje nadwrazliwosei typu kontaktowego.

Nie mam specjalnych uwag dotyczacych znaczenia oraz interpretacji uzyskanych wynikow
ale interesujgca jest m. innymi dyskusja nad rolg reaktywnych form tlenu w réznych etapach
odpowiedzi immunologicznej wlaczajac w to supresje odpowiedzi przez apoptoze
efektorowych, antygenowo swoistych komodrek T, jak réwniez na przezycie komorek
pamigciowych. Dotyczy to rowniez roli tlenku azotu w odpowiedzi immunologiczne;.

Istnieja oczywiste zalety i ograniczenia zastosowanych modeli doswiadczalnych. Model z
transferem komorek jest oczywiscie zrozumialy dla bezposredniego wykazania roli/udziatu
makrofagdw w odpowiedzi na opioidy i adiuwanty przeciwbdlowe ale model bezposredniej
indukcji odpowiedzi immunologicznej jest bardziej odpowiedni dla wykazania zwigzku z
sytuacjami klinicznymi. W pracach celowo wybrano najbardziej prosty model na zwierzetach
w stanie ,,homeostazy”, chociaz myszy sa na pewno pod wplywem umiarkowanego stresu
wywolanego traktowaniem ich badanymi zwigzkami i Immunizacja (wedlug starej
klasyfikacji komisji etycznych to stopien inwazyjnosci 2). Rozwinigciem opisanych modeli
doswiadczalnych mogg by¢é modele z zastosowaniem bolu fizycznego oraz stresu
psychicznego (np. stres immobilizacji). W przypadku tego drugiego antygenowo swoista

odpowiedz komoérkowa praktycznie zanika (m. innymi wyniki wlasne) a powodem jest



wysoka podatnos¢ komérek typu Thl na proapoptotyczne dziatanie endogennych steryddw.
Zastosowanie modelu z bélem fizycznym jest trudniejsze dla akceptacji przez komisje
etyczne, oczywiscie mozna wybra¢ umiarkowany i krétkotrwale natezenie bélu. Tego rodzaju
modele s wazne, gdyz znajdujg odniesienie w sytuacjach klinicznych i nie tylko, a znany jest
raczej korzystny wplyw bolu i dyskomfortu (w tym mediatoréw zapalenia) na procesy
naprawcze organizmu. Z kolei stres jest norma u zwierzat i ludzi, maly stres korzystny jak i
epizody krotkiego silnego stresu, niekorzystny jest silny, dhugotrwaly stres a wigc istnieje
zasadno$c¢ uzycia antydepresantow. W takim przypadku mozna by sie na przykiad spodziewac
odnowy odpowiedzi typu komérkowego przy uzyciu antydepresantow.

Co ciekawe, z naszych niedawnych do$wiadczen wynika, ze wprowadzenie buprenorfiny,
jako wymdg komisji etycznych, do protokotéw transplantacji skérnych u myszy 1 zapalenia
okreznicy wywolanej podaniem siarczanu dekstranu, skrécity czas przezycia przeszczepow a
w drugim modelu spowodowatly wiekszy spadek wagi ciata.

W konkluzji, zaprezentowane tu badania moga byé rozwinicte z zastosowaniem modeli
doswiadczalnych bardziej przystajacych do sytuacji klinicznych, i moglyby byé podstawa

pracy habilitacyjnej doktoranta w niedalekiej przyszloscei.

Inne uwagi.

Makrofagi pozyskiwane od myszy traktowanych olejem mineralnym nie moga byé
traktowane jako ,,naiwne” (w Tabeli 1 opisane jako ,,unstimulated macrophages’), gdyz sg w
procesie aktywnej fagocytozy. Oczywiscie rozumiem powody mobilizacji makrofagéw przez
podanie oleju mineralnego (wigksza wydajnosé). Moze to mie¢ jednak wplyw na stopien ich
reakcji na kolejne induktory zapalenia zastosowane in vitro, jak zymosan czy LPS,
posiadajace odpowiednie receptory powierzchniowe.

Przy oznaczaniu obrzgku uszu w nadwrazliwosci typu kontaktowego lepiej unikaé pomiaréw
po 2 godz. od aplikacji dawki wywolujacej reakcje, bo nalezy ona do typu nadwrazliwosci
typu op6Znionego i pomiaru dokonuje si¢ po 24, a nawet 48 godz. od podania wywolujace;j
dawki antygenu, a obrzek charakteryzuje sie silnym naciekiem neutrofilow. W tekscie
polskim lepiej uzywa¢ terminu erytrocyty ,,owcy” a nie ,,barana”, bo gatunkiem dawcy
erytrocytow jest owca.

Reasumujac, przedstawione mi do oceny prace stanowia istotny postep w wykazaniu i
wyjasnieniu mechanizmdéw dziatania Srodkéw przeciwbolowych i przeciwstresowych na
przebieg 1 rozmiar odpowiedzi immunologicznej wrodzonej i antygenowo-swoiste] ze

szczegdlnym wskazaniem na udzial makrofagéw w tych efektach. Z tego wzgledu uwazam



wyniki opublikowane w tej seri¢ prac za odpowiadajace wymogom stawianym tego typu
dysertacjom i przedktadam wniosek Radzie Naukowej Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu

Jagiellofiskiego o dopuszczenie Kandydata do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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