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Tetnicze nadcisnienie plucne (PAH) jest nieuleczalng chorobg o zlym rokowaniu.
charakteryzujgcg si¢ patologiczna przebudows dystalnych tetniczek plucnych. Przebudowa ta
objawia si¢ nadmierng proliferacja komoérek miesni gladkich, przerostem i hiperplazja przysrodkowa
sciany naczynia, zwloknieniem blony wewnetrznej i przydanki, zmianami zakrzepowymi i
splotowymi, a takze infiltracje okolonaczyniowa komorek zapalnych. Dochodzi do rozwoju
dysfunkcji $rodblonka i wzrostu wydzielania czynnikdw naczyniokurczacych w polaczeniu z
ostabieniem wytwarzania tych o dziataniu rozkurczajacym naczynia. W konsekwencji $wiatto
tetniczek plucnych ulega zwezeniu, co prowadzi do wzrostu naczyniowego oporu plucnego (PVR) i
tym samym do wzrostu obcigzenia nastepczego prawej komory (RV). Wzrost naprezenia w $cianie
komory jest glownym bodzcem uruchamiajgcym przebudowe RV, ktérej celem jest sprostanie
zwigkszonemu obciazeniu. W poczatkowej fazie przebudowy (przerost adaptacyjny) dochodzi do
przerostu poprzecznego kardiomiocytow, co zwigksza sile skurczu i pozwala na zachowanie
objetosci wyrzutowej RV pomimo wzrostu obcigzenia. Wraz z postepem choroby i dalszym
wzrostem PVR prawa komora przechodzi ze stanu adaptacyjnego przerostu, do stanu niewydolnosci,
ktory przebiega z rozstrzenia, widknieniem i istotnym spadkiem jej funkcji. Leczenie PAH Jest
obecnie ukierunkowane na interwencje rozszerzajace tetniczki plucne poprzez zwickszenie
dostgpnosci kinazy bialkowej G (aktywatory rozpuszczalnej formy cyklazy guanylowej i inhibitory
fosfodiesterazy typu 5), hamowanie naczyniokurczacego dzialania endoteliny-1 oraz wzmocnienie
szlaku prostacykliny (analogi prostacykliny lub agonisci receptora prostacykliny). Efektem tych

dzialan jest rozkurcz tetniczek. spadek PVR i odcigzenie RV. Jednak pomimo stosowania
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dostgpnych terapii choroba najczesciej nadal postepuje. W tej sytuacji zdolno$¢ RV do kompensacji
wzrostu obcigzenia jest glownym czynnikiem prognostycznym przezycia pacjentéw z PAH, a
niewydolno$¢ RV jest glowna przyczyna zgonu w tej grupie chorych. Stad, intensywnie poszukuje
si¢ dodatkowych terapii nie tylko skutecznie hamujacych przebudowe naczyn plucnych i w ten
sposob zapobiegajacych przebudowie RV, ale takze takich, ktore majg bezposredni wplyw na RV i
pozwalaja utrzyma¢ jak najdiuzej jej funkcje. Dotychezas czynniki odpowiedzialne za przejscia od
przerostu adaptacyjnego RV do jej niewydolnosci nie zostaly jednoznacznie rozpoznane.
Wymieniane sa: nasilenie wiéknienia, spadek gestosci kapilar, przekierowanie metabolizmu z
utleniania kwasow tluszczowych na glikolizg, wzrost produkcji ROS i spadek aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych. Réwniez nie zostalo wyjasnione dlaczego u niektérych pacjentéw RV dhugo
pozostaje w fazie przerostu adaptacyjnego, a u niektorych stosunkowo szybko dochodzi do jej
rozstrzeni i niewydolnosci. Niezbedne sa dalsze badania dajace wglad w mechanizm przebudowy
zarowno naczyn plucnych, jak i RV, ktére moga pomoc W opracowaniu terapii zwiekszajacych
skutecznos¢ leczenia PAH. Szczegdlnie pozadane s3 interwencje dziatajace dwukierunkowo na
naczynia plucne i RV,

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Anny Krzyzewskiej wpisuje sie
doskonale w ten obszar badawczy. Opierajgc si¢ na wynikach badan wskazujacych na
naczyniorozszerzajace dziatanie kannabinoidow oraz potwierdzajgcych obecnosci receptorow
kannabinoidowych w  krazeniu plucnym, a takze na doniesieniach o ich potencjale
antywloknieniowym i przeciwzapalnym, Doktorantka postanowita sprawdzi¢ czy kannabinoidy maja
potencjal terapeutyczny w leczeniu PAH. Stad jako cel nadrzedny swojej pracy doktorskiej obrala
oceng wplywu przewleklego podawania kannabidiolu (CBD), fitokannabinoidu pochodzacego z
Cannabis sativa, pozbawionego dzialania psychoaktywnego, na wybrane elementy patomechanizmu
PAH w naczyniach plucnych i RV. Podczas realizacji tego zadania zaplanowala dwa cele
szczegbtowe. Byly nimi: (1) ocena wplywu przewleklego podawania CBD na parametry stresu
oksydacyjnego, mediatory stanu zapalnego i poziom klasycznych receptordow kannabinoidowych
CB1 1 CB2 w plucach szczuréw z nadciénieniem plucnym indukowanym monokrotaling (MC T) oraz
(2) ocena potencjatu przeciwwléknieniowego CBD oraz zaangazowania w ten efekt szlaku
sygnatowego TGF-B1/SMAD2 w RV serca szczuréw z nadcisnieniem plucnym indukowanym MCT.
Celem dodatkowym byl przeglad literatury dotyczacej wplywu kannabinoidéw, w tym CBD, na
krazenie ptucne oraz ich ewentualnej przydatnosci w terapii nadcisnienia ptucnego. Cel rozprawy
uwazam za uzasadniony naukowo o waznym znaczeniu poznawczym a takie o potencjalnym
znaczeniu klinicznym zwigzanym z mozliwoscia zastosowania CBD jako dodatkowej terapii

wspomagajjcej leczenie nadci$nienia plucnego. Dodatkowo, realizacja tak zaplanowanych
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badan moze dostarczy¢ odpowiedzi na pytanie, czy CBD moze by¢ kandydatem na terapie
ukierunkowang zaréwno na naczynia plucne, jak i na RV.

Rozprawa doktorska Pani mgr Anny Krzyzewskiej ma posta¢ cyklu publikacji, na ktory
skladajg si¢ dwie prace oryginalne i 1 praca przeglagdowa. Prace zostaly opublikowanych w latach
2021-2023 w czasopismach o zasiegu migdzynarodowym (International Journal of Molecular
Science, Molecules oraz Bochimica et Biophysica Acta Moecularl Basis of Disease). Wspdtczynnik
oddziatywania prac Impact Factor wynosi odpowiednio dla prac oryginalnych 4.600 (140 pkt.
MNiSW), 6.200 (140 pkt. MNiSW) oraz 6.208 dla pracy pogladowej (140 pkt. MNiSW). Faczny
Impact Factor cyklu prac jest imponujacy i wynosi 17.008 (420 pkt. MNiSW). We wszystkich
pracach Doktorantka jest pierwsza autorka i swoj udzial w powstaniu tych pracach ocenia na 60%.
Wspotautorzy wyrazili zgode na wiaczenie wyzej wymienionych prac do cyklu publikacji
stanowigcych rozprawe doktorska Pani mgr Anny Krzyzewskiej. Cykl publikacji zostat uzupelniony
40 stronicowym opracowaniem zawierajgcym wprowadzenie do tematyki pracy, cel rozprawy.
skrocony opis metod, podsumowanic wynikow wraz z dyskusja, wnioski, bibliografi¢ oraz
streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Do opracowania dotaczono réwniez zgode Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Olsztynie na wykorzystanie w do$wiadczeniach
140 samcow szczura rasy Wistar ora spis dotychezasowych osiagnieé Doktorantki imponujacy jak na
ten etap kariery naukowej (8 petotekstowych publikacji o lacznym wspolczynniku oddziatywani
IF=46.032, 2 monografie oraz udzial w realizacji licznych projektéw grantowych, w 4 z nich w
funkcji kierownika, a w 16 jako wykonawca).

Przedstawiony mi do oceny materiat jest przygotowany bardzo starannie. Wyniki badan
zostaly opublikowane w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym, przeszly zatem wymagajacy
proces recenzji i spetnily wymagania stawiane w renomowanych czasopismach naukowych, zaréwno
co do poziomu merytorycznego, jak i jezykowego oraz edytorskiego. Omowienie prac jest napisane
Jasno. dobrym jezykiem i $wiadczy o bardzo dobrym rozeznaniu Doktorantki zaréwno w aspektach
klinicznych PAH, jaki i w patomechanizmach lezacych u podstawy jego rozwoju.

Badania zrealizowane w ramach pracy doktorskiej Pani mgr Anny Krzyzewskiej zostaty
wykonane w szczurzym modelu nadcisnienia plucnego indukowanego monokrotaling (MCT). MCT
powoduje trwale i selektywne uszkodzenie $rodblonka naczyn ptucnych. Co istotne, model ten dosé
dobrze odzwierciedla przebudowe tetniczek plucnych zachodzaca u pacjentéw z PAH. oraz co
bardzo wazne, dochodzi w nim do rozwoju niewydolno$¢ i zwldknienie RV, podobnie jak u
pacjentow z PAH. Nie obserwuje si¢ w nim natomiast zmian splotowych w naczyniach, ktore sa
typowe dla PAH u ludzi. Doktorantka $wiadomie omawia zalety, ale takze ograniczenia uzytego
modelu. Nalezy podkresli¢, ze model ten pomimo ograniczen jest obok modelu przewleklej hipoksji

polaczonej z podaniem Sugenu 5416, powszechnie akceptowanym modelem PAH. Eksperymenty
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wykonane w ramach pracy doktorskiej sa kontynuacjg badain wykonanych w tym samym Zespole i
opublikowanych w pracy Sadowska i wsp. (2020). Doktorantka jest wspolautorka tej publikacji wiec
brala w nich czynny udzial. W wymienionej powyzej publikacji u szczuréw rasy Wistar plci meskiej
wyindukowano nadcisnienie ptucne jednorazowym podaniem monokrotaliny (60 mg/kg masy ciala) i
nastgpnie podawano dootrzewnowo przez 21 dni CBD lub jego rozpuszczalnik. Do grup kontrolnych
wlaczono szczury bez nadcisnienia, ktérym podawano CBD lub odpowiednio rozpuszczalniki CBD 1
MCT w sposob analogiczny jak w grupach badanych. W 21 dniu od indukcji nadcisnienia phucnego
pobrano i zabezpieczone tkanke phuc i RV od 6-7 zwierzat w kazdej grupie. Tkanki te staty sie
materialem do badan stanowiacych prace doktorska. Doktorantka uzyla calego wachlarzu metod
badawczych (m.in. Western blot, testy immunoenzymatyczne, chromatografia masowa sprzezona ze
spektrometrig mas, a takze metody histologiczne i immunohistochemiczne) do oceny odpowiednio
parametrow stresu oksydacyjnego i obrony antyoksydacyjnej oracz mediatoréw stanu zapalnego, a
takze do oceny widknienia, przerostu kardiomiocytowa i elementéw szlakéw sygnatowych
zaangazowanych w te procesy. Doktorantka w analizie i dyskusji whasnych wynikow wykorzystuje
wyniki uzyskane w pracy Sadowska i wsp, (2020), w ktérej CBD podawany przewlekle od momentu
indukcji nadcisnienia, skutecznie zmniejszal wzrost ci$nienia skurczowego w RV (RVSP), co
pozwala wnioskowa¢, ze w znacznym stopniu zapobiegal wzrostowi oporu plucnego poprzez
rozszerzenie tg¢tniczek plucnych. Uzyta w pracy metodologia nie budzi moich watpliwosci. Grupy
kontrolne dobrano wlasciwie, liczba zwierzat (n=6-7), od ktérych pobrano tkanki jest wystarczajaca i
powszechnie akceptowana w badaniach biochemicznych i histologicznych. Jedyne moje drobne
zastrzezenie dotyczy prezentacji wynikow w publikacjach Doktorantki. Na rycinach wyniki
przedstawiono jako wartosci SrednietSEM bez uwidocznienia poszczegolnych  punktow
pomiarowych, co nie daje petnego wgladu w rozktad danych.

Liczne wyniki uzyskane przez Doktorantke zostaly zawarte w dwoch publikacjach
oryginalnych, z ktorych jedna zawiera badania wykonane w tkankach phuc, a druga w tkankach RV.
Doktorantce udato si¢ wykazac, ze u szczuréw z nadcisnieniem ptucnym potenciat antyoksydacyjny
w tkance ptucnej (poziom TAC i GSH) spada, rosnie ilo$¢ mediatorow zapalnych (TNF-a, NF-xB,
MCP-1 i CD680) oraz dochodzi do wzrostu ekspresji klasycznych receptoréw kannabinoidowych
CBi 1 CB2 (jest to obserwacja po raz pierwszy opisana w literaturze). Podawanie CBD w terapii
cigglej zapobiegato spadkowi pozioméw TAC i GSH oraz wzrostowi ekspresji receptorow CBy.
ktorych aktywacja ma dziatanie prozapalne i prooksydacyjne. Nie miato natomiast wplvwu na
ekspresj¢ receptorow CBa, ktorych aktywacja wywiera przeciwstawne dziatanie. Dodatkowo w
grupie zwierzgt otrzymujgcych po indukcji nadcisnienia CBD, poziom mediatoréw zapalnych byl
znacznie nizszy niz w grupie otrzymujacej placebo. Na podstawie tych wynikéw Doktorantka

zaproponowata mechanizm korzystnego dziatania CBD w naczyniach phlucnych, polegajacy na
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zmniejszeniu  stresu oksydacyjnego i zahamowaniu  czynnika transkrypeyjnego NF-kB. W

konsekwencji dochodzi do spadku mediatorow zapalenia: MCP-1, CD68, TNF-a i IL-1B.

zmniejszenia infiltracji monocytéw i makrofagéw do naczyn phucnych, zahamowania rozwoju stanu
zapalnego naczyn i ich patologicznej przebudowy, co skutkuje mniejszym wzrostem oporu ptucnego

1 cisnienia skurczowego w RV.

W drugiej pracy oryginalnej, badajac tkanke RV, Doktorantka zaobserwowala, ze
nadcisnienie ptucne indukuje wioknienie $rodmiazszowe i okolonaczyniowe, przerost poprzeczny
kardiomiocytow, wzrost ilosci fibronektyny, aktywacje fibroblastéw, aktywacje szlaku
prowloknieniowego TGF-BI/SMAD2 oraz wzrost poziomu biatka Gal-3, uznawanego za nowy
marker wloknienia. Zaobserwowala tez obnizony poziom markera srodbtonka, VE-kadheryny, co w
polaczeniu z aktywacjg szlaku TGF-B1/SMAD2 moze sugerowaé aktywacje w RV procesu przejscia
endotelialno-mezenchymalnego (EndoMT). Przewlekle podawanie CBD, czesciowo zapobieglo
przerostowi poprzecznemu kardiomiocytow, praktycznie calkowicie zapobiegto wloknieniu
okofonaczyniowemu i $rédmigzszowemu i istotnie obnizylo aktywacje szlaku TGF-B1/SMAD i
proces EndoMT. Co bardzo istotne, podawanie CBD zapobieglo wzrostowi poziomu markera
niewydolnosci komor serca, NT-proBNP w surowicy co sugeruje, ze funkcja RV byla istotnie lepsza
w grupie zwierzat otrzymujagcych CBD. Doktorantka na podstawie uzyskanych wynikow
sformutowata 3 wnioski odpowiadajace celom rozprawy.

W trakcie lektury tych ciekawych prac nasuneto mi si¢ kilka pytan i komentarzy:

o Jednym z nielicznych deficytéw zaprezentowanych prac jest brak oceny funkcji RV, mierzonej za
pomocg procentowej zmiany pola powierzchni prawej komory (FAC) lub amplitudy skurczowego
ruchu pierscienia tréjdzielnego (TAPSE), co utrudnia wnioskowanie, o stopniu dysfunkcji RV w
tym badaniu i o wplywie CBD na jej funkcje. Waznej informacji dostarcza w kontekscie braku
tych pomiaréw pomiar stezenia NT-proBNP i cewnikowanie RV. Czy podczas cewnikowania RV
przeanalizowano réwniez zmiang cisnienia rozkurczowego w RV, czy obserwowano wzrost tego
cisnienia w grupie z nieleczonym nadcisnieniem plucnym i czy CBD redukowalo ewentualny
wzrost tego cisnienia? Jest to o tyle wazne, ze to wlasnie naprezenie rozkurczowe w $cianie
komory jest bodicem do indukcji rozstrzeni komory, skutkujgcej ostatecznie rozwojem
niewydolnosci RV? Jaka moze by¢ przyczyna braku wplywu CBD na przerost RV mierzony
indeksem Fultona, w pracy Sadowska i wsp. (2020) przy jednoczesnej redukcji przez CBD

wldknienia i przerostu poprzecznego kardiomiocytow? Czy zdaniem Doktorantki moze to
Swiadczy¢ o rozstrzeni RV?

® Ostatnio przedmiotem uwagi w kontekscie patofizjologii nadcisnienia plucnego sq kanaly
przejsciowego potencjalu podtypu kanonicznego (TRPC). Wykazano, ze w nadcisnieniu ptucnym u
ludzi i zwierzqt dochodzi do istotnego wzrostu tych kanaldw nie tylko w miesniéwee gladkiej
naczyn plucnych, ale réwniez w RV. Kanaly te sq zaangazowane w regulacje skurczu naczynia, a
w RV pelnig rolg mechanoreceptoréw uruchamiajgcych patologiczng przebudowe w odpowiedzi
na wzrost napregzenia w scianie komory. Modulacja tych kanalow moglaby mieé potencjalne
znaczenie w terapii PAH ukierunkowanej zaréwno na naczynia plucne, jak i na RV? Czy
Doktorantka ma informacje czy kanaly TRPC mogg by¢ punktem uchwytu dla kannabinoidow, tak
Jjak podtyp waniloidowy kanaléw z tej rodziny?
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o Doktorantka wykazala spektakularny wplyw CBD na proces wioknienia w RV. U szczurow u
ktorych indukowano nadcisnienie plucne i tuz po indukcji rozpoczeto podawanie CBD
przebudowa RV, szczegdlnie jesli chodzi o widknienie prakiycznie nie zachodzi, a stopien
zwldknienia jest podobny jak w grupie kontrolnej. Czy zdaniem Doktorantki ten efekt wynika
wylgcznie z tego, ze prawa komora w grupie leczonej jest poddana znacznie mniejszemu
obcigzeniu nastgpczemu niz w grupie nieleczonej, czy tez CBD wywiera dodatkowo bezposrednie
dzialanie antywloknienowe w RV. W jaki sposob, zdaniem Doktorantki, mozna by sprawdzié to
eksperymentalnie?

o Autorka opierajgc si¢ na wynikach swoich wlasnych prac i prac Zespolu, dostarcza mocnych
przestanek, ze CBD moglby stanowic terapie uzupelniajgcqg w leczeniu PAH. W tym kontekscie
niezwykle interesujgce byloby sprawdzenie czy CBD wywiera dodatkowe korzysci gdy jest
stosowany lgcznie z innym lekiem/lekami zatwierdzonymi do leczenia PAH. Czy moze znane jest
Doktorantce z literatury takie podejscie, czy nie zostalo to jeszcze zbadane w modelach
zwierzecych PAH. Ciekawym byloby rowniez sprawdzenie, czy stosowanie CBD przynosi korzysci
gdy rozpoczgcie terapii ma miejsce juz w rozwinigtym nadcisnieniu plucnym?

Doktorantka do cyklu publikacji dolaczyla réwniez prace pogladowa, w ktorej omawia
szczegotowo obecnosé elementow ukladu kannabinoidowego w krgzeniu ptucnym u ludzi i zwierzat
oraz potencjalne mechanizmy, za pomocg ktorych kannabinoidy wywieraja dziatanie rozszerzajace
tetnice plucne. Ponadto Doktorantka dokonata przegladu dotychczasowych doniesien o wplywie
kannabinoidéw na przebieg PAH w modelach zwierzgcych in vivo i ich dzialaniu na niedotlenione
ludzkie komorki miesni gladkich tetnic plucnych in vitro. Jak wynika z przegladu, liczba badan na
ten temat jest jeszcze bardzo skromna, z czego waznych wynikéw dostarczajg badania Zespotu, w
ktorym Doktorantka pracuje. Opracowanie to w mojej ocenie jest bardzo cennym kompendium
wiedzy dotyczacej dziatania kannabinoidow w krazeniu plucnym, a takze zachetg do poszerzenia
wiedzy w nadal niezgltebionym obszarze potencjatu terapeutycznego kannabinoidow, w tym CBD, w
nadcisnieniu plucnym.

Reasumujac, rozprawe doktorska mgr Anny Krzyzewskiej oceniam bardzo wysoko.
Wiyniki, ktore Doktorantka przestawita wskazuja na ciekawe aspekty dzialania CBD, ktéry moze
stanowi¢ bardzo atrakcyjna terapi¢ uzupelniajaca do obecnie istniejagcej w leczeniu PAH.
Szczegdlnie wazne jest wykazanie hamujgcego wplywu CBD na widknienie RV. Zapobieganie
wloknieniu RV w leczeniu PAH moze poprawi¢ rokowanie pacjentéw nie tylko poprzez wplyw na
funkcje komory, ale takze na redukcje ryzyka arytmicznego, o ktorym wiadomo, ze silnie koreluje ze
stopniem zwldknienia tkanki mig$nia sercowego. Wyniki pracy moga mieé potencjalne zastosowanie
kliniczne 1 przyczyni¢ si¢ do skuteczniejszego leczenia chorych z nadci$nieniem tetniczym. Wazne
jest to, ze wyniki zostaly juz opublikowane w czasopismach o wysokim wspétczynniku
oddziatywania 1 dzigki ich dostgpnosci stanowia wazny glos w dyskusji dotyczacej badanego

zagadnienia.
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Ostatecznie stwierdzam, Ze rozprawa doktorska mgr Anny Krzyzewskiej spelnia
wszystkie wymogi stawiane rozprawom na stopient doktora wymienione w art.187 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023, poz. 742). W zwiazku z tym, z
pelnym przekonaniem, zwracam si¢ do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o
dopuszczenie mgr Anny Krzyzewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie z uwagi na wysokg warto$¢ rozprawy, fakt opublikowania wynikéw w czasopismach
naukowych o wysokim wspolczynniku oddzialywania oraz uzyskanie wynikéw o potencjalnym

znaczeniu klinicznym wnosze wniosek o wyrdéznienie rozprawy.

Dyrektor Szkoly Ksztalcenia Doktorantow - Dziekan
Centrum Medycznego Ksztalcenia Podyplomowego

prof. dr hab. n. med. i n. o zdr. Urszula Mackiewicz
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