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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Anny Krzyzewskiej
pt. ,Ocena wptywu kannabidiolu na parametry zapalne i wiéknienia w tkance ptucnej i prawej
komorze serca w szczurzym modelu nadciénienia ptucnego indukowanego monokrotaling”

Temat przestanej do oceny rozprawy doktorskiej jest aktualny i wazny nie tylko ze wzgledow
klinicznych, ale takie poznawczych. Dotyczy bowiem potgczenia badan nad tetniczym
nadcisnieniem ptucnym oraz wtasciwosciami leczniczymi kannabidiolu.

Wiadomo, ze tetnicze nadcisnienie ptucne jest choroba, w przebiegu ktorej dochodzi do wzrostu
oporu w krazeniu ptucnym, zwigkszonego obcigzenia nastepczego prawej komory serca, co w
konsekwencji doprowadza do jej przerostu i zmian zwtdknieniowych, ktére w konsekwencji
doprowadzaja najpierw do przerostu migsnia sercowego a nastepnie do przedwczesnej smierci
pacjenta. Obecnie nie ma skutecznej terapii pozwalajacej na petne wyleczenie pacjenta.
Stosowane  strategie  terapeutyczne  zalecajg  stosowanie lekébw o  dziataniu
naczyniorozszerzajgcym, ktore jedynie przyczyniaja sie do poprawy stanu i jakoéci zycia pacjentow.
Biorgc pod uwage etiologie tej choroby nalezatoby rozwazaé wielokierunkowe leczenie
przyczyniajgce sig do zmniejszenia oporu naczyniowego w krazeniu ptucnym z jednoczesnym
przeciwdziataniem zmianom proliferacyjnym i zwiéknieniowym a takie o dziataniu
przeciwzapalnym i antyoksydacyjnym.

Badania nad wtasciwosciami kannabidiolu trwaja juz od wielu lat ale nadal jest wiecej
niewiadomych niz potwierdzonych danych na temat jego szerokiego i bezpiecznego stosowania.
Do tej pory stosuje sie go w leczeniu padaczki lekoopornej i spastycznosci miesni w przebiegu
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stwardnienia rozsianego. Wiadomo, ze jako sktadnik Cannabis sativa nie wykazuje dziatania
psychoaktywnego i oznacza sie wysokim profilem bezpieczenstwa. Wykazano jego dziatanie
przeciwzapalne, antyoksydacyjne, zapobiegajace widknieniu a takie rozszerzajgce naczynia
ptucne. Dodatkowe obserwacje (na razie na modelach eksperymentalnych) wykazujg, ze zwigzek
ten obniza cisnienie skurczowe w prawej komorze przy jednoczesnym braku wptywu na cisnienie
ogodlne.

Przytoczone przestanki wskazujg, ze podjete przez Doktorantke zagadnienie jest jak najbardziej
uzasadnione. Nalezy zaznaczy¢, ze tematyka badan i prezentowane w tej rozprawie wyniki sg
kontynuacja i rozwinieciem badan realizowanych w Zaktadzie Fizjologii i Patofizjologii
Doswiadczalnej przez zespot kierownika jednostki — prof. dr hab. Barbare Malinowskg oraz
promotora rozprawy prof. dr hab. Hanne Koztowska i promotora pomocniczego- dr hab. Marte
Baranowska — Kuczko.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest oparta na cyklu trzech publikacji bedacych
podstawg rozprawy doktorskiej, w tym jednej pracy przegladowej pt. ,,Cannabinoids - A New
Perspective in Adjuvant Therapy for Pulmonary Hypertension” i dwoch prac oryginalnych: 1) pt.
“Cannabidiol Improves Antioxidant Capacity and Reduces Inflammation in the Lungs of Rats with
Monocrotaline- Induced Pulmonary Hypertension”, 2) pt. “Cannabidiol alleviates right ventricular
fibrosis by inhibiting the transforming growth factor B pathway in monocrotaline-induced
pulmonary hypertension in rats”. Wszystkie prace opublikowano w uznanych, recenzowanych
czasopismach naukowych, o tgcznej wartos$ci wspdtczynnika oddziatywania (/mpact Factor) ponad
17, a sumaryczna liczba punktow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla cyklu publikacji
wynosi 420. We wszystkich pracach bedgcych podstawag rozprawy doktorskiej mgr Anna
Krzyzewska jest pierwszym autorem, co swiadczy o jej dominujgcym udziale w ich powstaniu.
Potwierdzaja to zamieszczone w rozprawie oswiadczenia Doktorantki i wspétautoréw. Mgr Anna
Krzyzewska ocenia swoj udziat w przygotowaniu publikacji na 60% a polegat on na ,,opracowaniu
koncepcji metodologii i planu badan, walidacji metod badawczych, wykonaniu czesci
eksperymentalnej, interpretacji wynikow, analizie statystycznej, przegladzie elektronicznych baz
publikacji naukowych i zgromadzeniu piSmiennictwa, przygotowaniu manuskryptéw, a takze
pozyskaniu czesci Zrodet finansowania”. Wszyscy wspotautorzy maja znaczaco mniejszy udziat w
przygotowaniu publikacji i wyrazaja zgode na wykorzystanie przez Doktorantke powyiej
wymienionych publikacji w postepowaniu o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne.

Zanim przejde do omawiania osiggniecia naukowego chciatabym skomentowac przestang w
formie ksigzkowej rozprawe doktorska. Zawiera ona typowy uktad dla tego typu prac: Spis tresci,
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Wykaz publikacji bedacych podstawa rozprawy doktorskiej, Wykaz stosowanych skrétéw,
Wprowadzenie, Cel pracy z uzasadnieniem podjetej tematyki badawczej, Realizacja celdow
naukowych, materiaty i metody badawcze, podsumowanie wynikéw badari i dyskusja, Whnioski,
Pismiennictwo, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Petnotekstowe publikacje bedace
podstawaq rozprawy doktorskiej, Oswiadczenia autoréw i wspétautoréw.

Wprowadzenie zawiera kompendium wiedzy na temat nadciénienia ptucnego, w tym klinicznej
klasyfikacji, patogenezy i nastepstwa tej choroby a takze aktualnej wiedzy o stosowanej terapii
wraz z mechanizmami ich dziatania. Zawiera takie opis stosowanego w badaniach
eksperymentalnych modelu nadciénienia ptucnego — modelu monokrotalinowego. Osobny
podrozdziat poswiecono witasciwosciom kannabidiolu ze szczegolnym zwréceniem uwagi na ich
wiasciwosci przeciwzapalne, antyoksydacyjne, zmniejszajace widknienie.

Przechodzac do oceny dalszej czesci rozprawy doktorskiej to Doktorantka przedstawita trzy cele
do zrealizowania. Pierwszy z nich dotyczy przegladu pismiennictwa na temat wptywu
kannabinoidéw, w tym CBD na krazenie ptucne oraz wiasciwosci tego zwigzku, ktére moga by¢
przydatne w terapii nadci$nienia ptucnego. Moim zdaniem cele stawiane w rozprawie doktorskiej
powinny dotyczy¢ czesci doswiadczalnej. Rozumiem, ze wpisanie tego celu byto podyktowane
wigczeniem pracy przegladowej do cyklu publikacji bedgcych podstawa rozprawy doktorskiej.

Dwa kolejne cele sg sformutowane w sposéb jasny i przemyslany. Doktorantka podjeta sie
trudnego zadania a mianowicie oceny wptywu stosowania kannabidiolu na parametry stresu
oksydacyjnego, stanu zapalnego w ptucach szczuréw oraz wykazanie potencjatu
przeciwzwioknieniowego tego zwigzku w prawej komorze serca szczuréw z nadciénieniem
ptucnym indukowanym monokrotaling. Ponadto podjeta sie wyjaénienia mechanizmu dziatania
kannabidiolu na wybrane sciezki sygnatowe.

Biorgc pod uwage metodyke pracy, to Doktorantka do realizacji zatozonych celéw badawczych
zastosowata wiele ztozonych i nowoczesnych technik badawczych, w tym: western blot,
elektroforezg kapilarna, chromatografie gazowa sprzeiona ze spektrometria mas. Ponadto
wykorzystata testy immunoenzymatyczne, metody histologiczne i immunohistochemiczne.
Warsztat badawczy wykorzystany do realizacji badan jest whasciwy a jego wykorzystanie przez
Doktorantke oceniam bardzo wysoko. Swiadczy to o duzym doéwiadczeniu badawczym mgr Anny
Krzyzewskiej na tym etapie rozwoju naukowego.
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Do przedstawionego schematu doswiadczen nie mam zadnych zastrzezen, stosowany model
nadciénienia ptucnego indukowanego monokrotaling jest od dawna stosowanym modelem
badawczym w Jednostce.

W przedstawionym podsumowaniu wynikow badan i dyskusji w sposob niezwykle uporzagdkowany
i wnikliwy przedyskutowano uzyskane wyniki. Doktoranta dobrze przedyskutowata i
skonfrontowata uzyskane wyniki z danymi z piSmiennictwa, a ich interpretacja jest wnikliwa i
ostrozna. Swiadczy to o dobrej znajomosci poruszanej w rozprawie problematyki oraz dobrej
znajomosci pismiennictwa w zakresie prowadzonych badan.

W dalszej czesci zostaty przedstawione najwazniejsze wnioski z uzyskanych wynikéw. Wnioski sa
prawidtowo sformutowane i w petni udokumentowane wynikami przeprowadzonych
doswiadczen.

Przechodzac do omawiania osiggniecia naukowego przedstawione w cyklu publikacji pragne juz
na wstepie zaznaczy¢, ze oceniam je bardzo dobrze.

W pracy przeglagdowej dokonano wnikliwej analizy swiatowego pismiennictwa naukowego pod
katem wykorzystania i dziatania kannabidiolu w nadcisnieniu ptucnym, w tym na ptucne naczynia
krwionosne. Z przegladu pismiennictwa wynika, ze w krazeniu ptucnym zarowno ludzi jak i
zwierzat wykazano obecnos¢ ligandow endokannabinoidowych, klasycznych i nieklasycznych
receptorow kannabinoidowych a takze enzymow zaangazowanych w metabolizm kannabinoidow.
Kannabinoidy wykazuja zalezne od stezenia dziatanie rozszerzajgce tetnice ptucne a wynika to z
wptywu tych zwigzkéw na mechanizmy zalezne od srodbtonka w tym: 1) syntaze tlenku azotu, 2)
pochodne kwasu arachidonowego i enzymy biorgce udziat w ich przemianie, 3) kanaty potasowe.
Wykazano takze dziatanie kannabidiolu poprzez odpowiednie receptory. W pracy przegladowej na
podstawie dostepnych danych przedstawiono schemat obrazujgcy lokalizacje elementéw ukfadu
endokannabinoidowego oraz potencjalne mechanizmy zaangazowane w wywotany
kannabinoidami rozkurcz tetnic ptucnych. Wykazano takie, Ze nie ma w piSmiennictwie
przekonujacych danych doswiadczalnych, ze kannabinoidy mogg stac¢ sie elementem terapii
stosowanym w nadcisnieniu ptucnym, nawet na modelach zwierzecych. To skionito Doktorantke
do podjecia badan w tym temacie a uzyskane wyniki przedstawiono w dwdch pracach
oryginalnych.

Do najwazniejszych wynikéw zamieszczonych w tych publikacjach nalezg obserwacje, ze:
1) Stosowanie przewlekte kannabidiolu w ptucach szczuréw z indukowanym monokrotaling
nadcisnieniem ptucnym powodowato zwiekszenie stezenia parametrow oksydacyjnych
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(TACi GSH), obnizenia ilosci receptoréw CB1 (a zatem zmniejszenia dziatania prozapalnego
i prooksydacyjnego) i zmniejszenia pozioméw mediatoréw stanu zapalnego (NF-kB, TNF-
a, IL-18, MCP-1i CD68)

2) Dziatanie kannabidiolu jest powigzane ze szlakiem NF-kB. Zaproponowano mechanizm
dziatania przeciwzapalnego.

3) Potwierdzono, ze kannabidiol nie wykazuje wyzej wymienionego dziatania u zwierzat
zdrowych, co moze $wiadczy¢ o jego dziataniu ograniczonym do standw patologicznych i
potwierdzac dobry profil bezpieczeristwa przy jego stosowaniu

4) Przewlekte podawanie kannabidiolu w nadciénieniu ptucnym  indukowanym
monokrotaling u szczuréow spowodowato obnizenie steienia w osoczu NT-proBNP
(markera niewydolnosci serca), zmniejszato obszar witdknienia srodmigzszowego i
okofonaczyniowego a takze obnizato stezenie markeréw wiéknienia (TGF-B1Gal-3, SMAD?2
i pPSMAD2) w prawej komorze serca szczura

5) Woykazano dziatanie kannabidiolu poprzez szlak TGF-B1/SMAD2

W mojej ocenie wyniki sg interesujgce, wymagaja co prawda jeszcze pogtebionych badar nad
wigczeniem kannabidiolu do terapii stosowanej w nadcisnieniu ptucnym, ale stanowig kroczek w
tym kierunku.

Na zakoriczenie mojej recenzji chciatabym podkresli¢ bardzo duzy dorobek naukowy i
doswiadczenie badawcze Doktorantki. Z przedstawionych informacji wynika, ze oprécz publikacji
stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej mgr Anna Krzyzewska jest wspétautorem 5
publikacji naukowych, 2 monografii naukowych, 12 doniesien konferencyjnych. taczny
wspotezynnik oddziatywania (IF) wynosi ponad 42. Byta kierownikiem 4 projektow naukowych
finansowanych z subwencji Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku oraz wspotwykonawcg w 16
projektach naukowych finansowanych z Narodowego Centrum Nauki i subwencji Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku. Odbyta 3-miesieczny staz w Department of Physiology University
Medical Center w Amsterdamie. Jak na tak mtoda osobe jej osiggniecia naukowe w mojej ocenie
sg wybitne i zastugujg na uznanie.

W podsumowaniu stwierdzam, ie mgr Anna Krzyiewska jest w peini uksztattowanym
pracownikiem naukowym, postugujacym sie wieloma technikami badawczymi, zdolnym do
rozwigzywania skomplikowanych probleméw. Jej rozprawa doktorska ma charakter
oryginalnej, bardzo dobrej pracy doswiadczalnej spetniajacej wszelkie kryteria stawiane
rozprawom doktorskim zgodnie z obowiazujaca podstawa prawng: art. 187 ustawy z dnia 20
lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (t.j.Dz.U.z 2023 poz. 742). Dlatego tez
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zwracam sie do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie mgr Anny
Krzyzewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie biorgc pod uwage doskonaty warsztat badawczy Doktorantki, co jest wyrdzniajace
na tym etapie rozwoju naukowego oraz fakt, ze niezwykle interesujgce wyniki ktére uzyskata
zostaty opublikowane w prestizowych czasopismach naukowych zwracam sie do Senatu
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku z wnioskiem o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr
Anny Krzyzewskiej.
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Prof. dr hab. n. med. Ewa Stominska
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