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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE)
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne,

mgr Anny Krzyzewskiej
pt.: ,0cena wptywu kannabidiolu na parametry zapalne i wiéknienie w tkance ptucnej
i prawej komorze serca w szczurzym modelu nadciénienia ptucnego
indukowanego monokrotaling”

uszykowanej pod opiekg promotorska
Pani prod. dr hab. n. farm. Hanny Koztowskiej
oraz opiekg promotora pomocniczego Pani
dr hab. n. farm. Marty Baranowskiej-Kuczko,

w Zaktadzie Fizjologii i Patofizjologii Do$wiadczalne;j
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

Nadcisnienie ptucne jest waznym zagadnieniem klinicznym, stanowi istotne obcigzenie
dla system6w zdrowotnych, a pacjenci nim obarczeni majg istotnie gorsze rokowanie oraz
pogorszong jakos¢ zycia. Szacuje, ze nadcisnienie ptucne wystepuje u okoto 1% populacji.
Jednak dostepne mozliwosci terapeutyczne nie zawsze sg skuteczne. Jego etiologia jest
réznorodna, od przypadku idiopatycznych i zwigzane z sciang naczyniowg naczyn ptucnych,
poprzez niewydolnos¢ lewokomorowg serca i wady zastawkowe serca, choroby obturacyjne
ptuc zmniejszajace przekrdj przez tozysko ptucne, po powiktania choroby zakrzepowo-
zatorowej. Z tego powodu poszczegdlne modele doswiadczalne nadci¢nienia ptucnego
odzwierciedlajg zazwyczaj jeden z patomechanizmdéw nadciénienia ptucnego. Jednym z
najczgsciej stosowanych modeli jest nadcisnienie ptucne indukowane monokrotaling, ktory
najlepiej odpowiada nadci$nieniu ptucnemu zwigzanemu przebudowg naczyn ptucnych i

wzrostem ich reaktywnosci.
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Uktad endogennych kannabinoidow jest chetnie badany w kontekscie jego dziatan w
osrodkowym uktadzie nerwowym. Jednak prace ostatniej dekady jednoznacznie wskazujg, ze
kannabinoidy majg réwniez istotny wptyw na uktad krazenia, w tym mogg miec dziatanie
naczyniorozszerzajgce w krgzeniu ptucnym, a tym samym mogg mie¢ znaczenie dla poszukiwan
nowych form farmakoterapii uzupetniajgcej obecnie dostepne. W pracy doktorskiej Pani
mgr Anna Krzyzewska podjeta istotng tematyke badawczg o waznym znaczeniu poznawczym i
potencjale translacyjnym dla farmakoterapii nadcisnienia ptucnego. W badaniach bedacych
podstawg recenzowanej pracy Doktorantka ocenita wptyw kannabidiolu, kannabinoidu bez
dziatar psychoaktywnych, na krazenie ptucne i prawg komore w monokratolinowym modelu

nadcisnienia ptucnego u szczurdw.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska liczy 105 stron, podzielona jest na 16
rozdziatow, ktore stanowig Wykaz opublikowanych prac naukowych bedgcych podstawq
rozprawy doktorskiej, Wykaz stosowanych skrétéw, Wprowadzenie, Cele pracy, rozdziat
podsumowujacy Realizacje celow, materiaty i metody badawcze, wyniki i ich dyskusje, Wnioski,
Pismiennictwo, po ktdrych zamieszczone sa jako kolejne rozdziaty: streszczenia pracy
doktorskiej w jezyku polskim i jezyku angielskim oraz reprinty trzech prac bedace podstawg
dysertacji. Praca zawiera tez Zgode Lokalnej Komisji ds. Doswiadczeri na Zwierzetach,

Oswiadczenia autorki i wspéfautorow, a takze podsumowanie Dorobku naukowego.

Wprowadzenie jest spéjne i sprawnie zapoznaje czytelnika z tematyke badawcza pracy.
Doktorantka przedstawita w nim kluczowe zagadnienia zwigzane nadciénieniem ptucnym —
epidemiologig, patofizjologie ze szczegélnym uwzglednieniem szlakéw sygnatowych
transformujgcego czynnika wzrostu beta (TGF-betal) i jadrowego czynnika transkrypcyjnego
kappa B (NFkappaB), modele eksperymentalne nadci$nienia ptucnego, w tym model
monokrotalinowy, oraz znaczenie kannabinoiddw i kannabidiolu. Na podkreélenie zastuguje
wlaczenie w tej czgsci pracy starannie przygotowanych trzech rycin, ktére graficznie
podsumowujg klasyfikacje kliniczng, patogeneze i cele terapeutyczne w nadcisnieniu ptucnym.
Nastepnie Doktorantka przedstawita uzasadnienie podjetej tematyki i cele pracy, do ktérych
zaliczajg sig: 1) analiza dostepnej literatury naukowej dotyczacej kannabinoidéw, w tym
kannabidiolu, i ich wptywu na krazenie ptucne i potencjat terapeutyczny nadciénienia
ptucnego; 2) ocena wptywu przewlektego podawania kannabidiolu na parametry stresu

oksydacyjnego, stanu zapalnego, receptory kannabinoidowe CB1 i CB2 w ptucach szczuréw z



nadcisnieniem ptucnych indukowanym monokrotaling; 3) ocena potencjatu przeciw
zwitoknieniowego kannabidiolu i udziatu szlaku sygnatowego TGF-betal/SMAD2 w prawej
komorze serca szczuréw z nadcisnieniem ptucnym w modelu monokrotalinowym. Cele i
zatozenia pracy sg sformutowane prawidtowo i wskazujg na przemyslang koncepcje pracy
| przygotowany plan badawczy. W kolejnym rozdziale Doktorantka podsumowata materiaty i
metody uzyte w pracy, w tym protokét doswiadczalny (réwniez zilustrowany rycing), podziat
na grupy doswiadczalne, uzyty szeroki wachlarz metod biochemicznych, w tym Western blot,
testy ELISA, immunohistochemia, metody histologiczne, chromatografia gazowa sprzezona ze
spektrometrig mas, elektroforeza kapilarna, a takze pomiary in vivo ciénienia w prawej
komorze serca. W Podsumowaniu wynikéw badari i dyskusji, Doktorantka przedstawita
uzyskane wyniki i syntetycznie oméwita je w kontekscie dostepnej literatury naukowej, a takze
przedstawita rycine podsumowujacg uktad endokannabinoidowy i zwiazane z nim réznorodne
mechanizmy biorace udziat w rozkurczu tetnicy ptucnej oraz dwie ryciny syntetycznie
przedstawiajagce wyniki prac oryginalnych wchodzacych w sktad pracy doktorskiej.
Wprowadzenie i Podsumowanie zaopatrzone sg 60 pozycjami aktualnego i trafnie dobranego
pozycji naukowych. Catos¢ swiadczy o dobrym przygotowaniu merytorycznym i pogtebionej
wiedzy Doktorantki dotyczacej patofizjologii nadcisnienia ptucnego, endogennych
kannabinoidow oraz o rozbudowanym warsztacie badawczym. Praca jest bardzo starannie
zredagowana i trudno jest zalei¢ w niej uchybienia edytorskie. Z obowigzku recenzenta
chciatbym zaznaczy¢, ze przywotywane wytyczne ESC/ERS z 2015 roku sa juz zastgpione
obecnie obowigzujgce wytyczne ESC/ERS dotyczace nadcinienia ptucnego pochodzg z 2022
roku. Kopia zgody etycznej, oswiadczenia i dorobek naukowy mogtyby by¢ umieszczone jako

zataczniki/aneks pracy, a nie rozdziaty. Uwagi te nie wptywaja na mojg wysoka ocene dysertacji.

Podstawa rozprawy doktorskiej jest cykl trzech publikacji, w tym dwdch oryginalnych i
jednej pogladowej, objetych wspdlnym tytutem: ,Ocena wptywu kannabidiolu na parametry
zapalne i widknienie w tkance ptucnej i prawej komorze serca w szczurzym modelu

nadcisnienia ptucnego indukowanego monokrotaling”. Do cyklu zaliczaja nastepujgce prace:

e Krzyzewska A, Baranowska-Kuczko M, Minczuk K, Koztowska H. Cannabinoids-A New
Perspective in Adjuvant Therapy for Pulmonary Hypertension. Int J Mol Sci. 2021 Sep
17;22(18):10048. doi: 10.3390/ijms221810048.

IF = 6,208, pkt. MNiSW=140 (Q1) (praca poglagdowa)



* Krzyzewska A, Baranowska-Kuczko M, Jastrzagb A, Kasacka I, Koztowska H. Cannabidiol
Improves Antioxidant Capacity and Reduces Inflammation in the Lungs of Rats with
Monocrotaline-Induced  Pulmonary  Hypertension. Molecules. 2022 May

22;27(10):3327. doi: 10.3390/molecules27103327.
IF=4,600, pkt. MNiSW=140 (Q2) (praca oryginalna)

* Krzyzewska A, Baranowska-Kuczko M, Kasacka I, Koztowska H. Cannabidiol alleviates
right ventricular fibrosis by inhibiting the transforming growth factor B pathway in
monocrotaline-induced pulmonary hypertension in rats. Biochim Biophys Acta Mol

Basis Dis. 2023 Aug;1869(6):166753. doi: 10.1016/j.bbadis.2023.166753.

IF=6,200, pkt. MNiSW=140 (Q1) (wskazniki IF i kwartyl w roku publikacji) (praca

oryginalna)

Wszystkie prace opublikowane byty w latach 2021-2023 w czasopismach z listy Journal
Citation Reports oraz ujetych w wykazie czasopism naukowych MNiSW. taczny IF prac wynosi
17,008, punktacja MNiSW 420. We wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym oraz
korespondujagcym autorem wskazujgc na wiodacy jej udziat w powstaniu prac, co
potwierdzone jest réwniez we wktadzie autoréw opisanym w kazdej pracy oraz w zatgczonych
oswiadczeniach wspotautoréw. Nalezy podkreéli¢, ze prace te zostaly dostrzezone przez
migdzynarodowe srodowisko naukowe i do dnia sporzadzenia recenzji byty cytowane 34 razy

wg bazy Scopus.

Pierwsza praca pt. ,Cannabinoids - A New Perspective in Adjuvant Therapy for
Pulmonary Hypertension” jest artykutem pogladowym podsumowujacym dostepna literature
naukowq dotyczgca uktadu kannabinoiddw i jego udziatu w regulacji krgzenia ptucnego w
warunkach fizjologicznych oraz w warunkach nadciénienia pfucnego. Praca szczegétowo
Oomawia i zestawia dostgpne publikacje dotyczace ekspresji sktadowych uktadu
kannabinoidowego (m.in. stezenia anandamidu, receptoréw CB1 i CB2, hydrolazy amidowej
kwasow ttuszczowych FAAH) w ptucach, naczyniach ptucnych i srédbtonku ptucnych, dziatanie
rozkurczowe licznej rodziny kannabinoidéw wzgledem naczyn ptucnych i potencjalnych
mechanizméw zwigzanych z tym dziataniem (m.in. zaleznych od srodbtonkowej syntazy tlenku

azotu, receptorow kannabinoidowych, cyklooksygenazy, czy aktywnosci kanatéw potasowych
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aktywowanych jonami wapniowymi), oraz wptywem kannabinoiddw na krgzenie i naczynia
ptucne w modelach in vivo i in vitro. Dodatkowo, praca zyskuje dzieki zestawieniu tych
informacji w czterech obszernych tabelach z przytoczeniem odpowiednich pozycji
pismiennictwa oraz podsumowanie znanych i potencjalnych mechanizméw w postaci ryciny.
Niewatpliwg wazna zaletg pracy jest zwrdcenie uwagi na mechanizmy zalezne od $rédbtonka i
mechanizmy receptorowe dziatania kannabinoidéw na naczynia ptucne, a sama praca jest

doskonatym zrédtem informacji.

Druga publikacja pt. ,Cannabidiol Improves Antioxidant Capacity and Reduces
Inflammation in the Lungs of Rats with Monocrotaline-Induced Pulmonary Hypertension” jest
pracg oryginalng, w ktdrej mgr Anna Krzyzewska przeprowadzita do¢wiadczenia w szczurzym
modelu nadci$nienia ptucnego indukowanego monokrotaling i oceniata wptyw kannabidiolu
na aktywnosc¢ antyoksydacyjng i parametry zapalne w ptucach. Doktorantka wykazata, ze w
badanym modelu u zwierzat z podwyzszonym cisnieniem w prawej komorze serca dochodzi do
zmniejszenia potencjatu antyoksydacyjnego, wzrostu markeréw zapalnych (NF-kappaB, TNF, IL-
1beta, biatka MCP-1 i markera CD68) oraz dochodzi do wzrostu ekspresji receptoréow CB1i CB2.
Przewlekte podawanie CBD przez okres trzech tygodni istotnie zmniejszato cisnienie w prawe;j
komorze, poprawiato potencjat antyoksydacyjny, ograniczato ekspresje mediatorow zapalnych,
i zmniejszato ekspresje receptora CB1 o dziataniu pro-oksydacyjnym. W podsumowaniu
Doktorantka wskazuje na kluczowy efekt kannabidiolu na zmniejszenie ekspresji czynnika
transkrypcyjnego NF-kappaB zwigzanego z procesem zapalnym i zwigzanego z tym
zmniejszeniem  ekspresji  cytokin  prozapalnych, chemokiny MCP-1 i infiltracji
monocytow/makrofagéw do tkance okotonaczyniowej, co tacznie wigzato sie zzahamowaniem
niekorzystnej przebudowy naczyn ptucnych. Jednoczeénie podanie kannabidiolu szczurom bez
nadcisnienia ptucnego nie miato istotnego wptywu na badane parametry. Praca ta jest dobrze
zaplanowana metodologicznie, a na podkreslenie zastuguje uzycie licznych metod badawczych
(przewlekty model nadcisnienia ptucnego i podawania badanej substancji in vivo, pomiary
hemodynamiczne prawej komory serca, analizy Western blot, testy ELISA,
immunohistochemia, chromatografia gazowa). Nalezy podkredlic te: opis metod
statystycznych i prawidfowe ich uzycie. Praca wnosi nowa wiedze dotyczacg kannabidiolu jako
substancji o dziataniu przeciwzapalnym, poprawiajgcej wtasciwosci antyoksydacyjne i
zmniejszajacej cisnienie w prawej komorze, co moze mied potencjalne znaczenie dla

poszukiwania nowych mechanizméw i substancji w terapii nadcisnienia ptucnego.
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Trzecia publikacja pt.” Cannabidiol alleviates right ventricular fibrosis by inhibiting the
transforming growth factor B pathway in monocrotaline-induced pulmonary hypertension in
rats” jest praca oryginalna, w ktérej Doktorantka w tym samym modelu doswiadczalnym
oceniata wptyw kannabidiolu na wtéknienie w prawej komorze serca, ktdre wystepuje wtdrnie
do rozwoju nadcisnienia ptucnego. Pani mgr Anna Krzyzewska potwierdzita w swojej pracy
wystepowanie nasilonego wtoknienia ze zwiekszong obecnoscia fibroblastéw i fibronektyny w
prawej komorze w przebiegu nadcisnienia ptucnego, zwiekszong aktywno$é szlaku TGF-
betal/SMAD2, ktory zwigzany jest z wtdknieniem, a takze zwiekszone osoczowego stezenia NT-
proBNP, biomarkera niewydolnosci serca. Pod wptywem przewlektego podawania
kannabidiolu doszto do normalizacji cisnienia prawokomorowego i stezenia NT-proBNP,
ograniczenia widknienia i zwigzanego z nim iloscig fibroblastow i ekspresjg fibronektyny,
czesciowego zmniejszenia przerostu kardiomiocytow. Zarazem kanabidiol nie miat istotnego
wptywu na badane parametry u szczuréw bez nadcisnienia ptucnego. Szczegdlnie wynik
dotyczgcy NT-proBNP w mojej ocenie jest wainy w kontekscie istotnie podwyiszonego
cisnienia w prawej komorze serca oraz zwiekszenia przekroju kardiomiocytéw prawej komory,
gdyz potwierdza cechy niewydolnosci prawokomorowe]j z wykorzystanie markera bedacego
ztotym standardem w biochemicznej diagnostyce niewydolnosci serca. Jednoczesnie
normalizacja NT-proBNP pod wptywem kannabidiolu jest pierwszy takim doniesieniem w
pismiennictwie, a ze wzgledu na znaczenie peptyddéw natriuretycznych w diagnostyce i
rokowaniu w niewydolnosci serca, istotnie zwieksza potencjat translacyjny prezentowanej
pracy. Tak jak w poprzedniej pracy, w doswiadczeniach przeprowadzonych przez Doktorantke
wykorzystano roznorodny wachlarz metod (przewlekte doswiadczenie w modelu nadciénienia
ptucnego in vivo, pomiary hemodynamiczne, analizy histologiczne i immunohistochemiczne,
Western blot, testy ELISA), co wskazuje na bogaty warsztat badawczy, a takze umiejetnoscé
skutecznej wspotpracy z eksperymentatorami o réznych kompetencjach. Waznym fragmentem
pracy jest opis jej ograniczen, w ktorym Doktorantka wskazuje na potrzebe wtaczenie samic w
przysztych doswiadczeniach, zbadanie zaleznosci w wiecej niz jednym modelu nadcisnienia
ptucnego, a takze rozbudowanie badari hemodynamicznych i czynnos$ciowych prawej komory.
Refleksje te $wiadczg o dojrzatosci naukowej i Swiadomosci ograniczen wtasnego warsztatu, co

jest wazng pozytywng cecha naukoweca.



W oparciu o przeprowadzong analize dostepnej literatury (praca pogladowa) mgr

Aneta Krzyzewska wyciggneta nastepujgce wnioski:

- kannabinoidy, w tym kannabidiol, regulujg napiecie naczyn ptucnych poprzez mechanizmy
zalezne i niezalezne od srédbtonka (w tym mechanizmy receptorowe oraz mechanizmy
enzymatyczne) przyczyniajac sie do zmniejszenia oporu ptucnego, co moze odgrywac waing

role w terapii nadcisnienia ptucnego

W oparciu o uzyskane wyniki z badan doswiadczalnych (dwie prace oryginalne),
Doktorantka wyciggneta nastepujgce wnioski dotyczace kannabidiolu w modelu

eksperymentalnym nadcisnienia ptucnego:

- kannabidiol wywiera dziataie antyoksydacyjne i przeciwzapalne w tkance ptucnej poprzez
hamowanie szlaku NF-kappaB i zmniejszenie ekspresji receptorow CB1 (o dziataniu

prozapalnym/prooksydacyjnym)

kannabidiol wywiera dziatanie przeciwzwtoknieniowe w prawej komorze serca za

posrednictwem ostabienia szlaku sygnalizacyngego TGF-betal/SMAD?2

- korzystne dziatanie kannabidiolu w modelu doswiadczalnym nadcisnienia ptucnego
indukowanego monokrotaling wpisujg sie w terapie celowane na rozkurcz tetnicy ptucnej,

zmniejszenie stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego, ograniczenia wtdknienia

- zasadnie jest dalsze badanie kannabidiolu i jego pochodnych jako terapii uzupetniajgcej w

nadcisnieniu ptucnym.

Whnioski te odzwierciedlajg uzyskane przez Doktorantke wyniki w pracach doswiadczalnych

oraz analize dostepnego pismiennictwa.

Moja ocena ogodlna przedstawionej pracy doktorskiej przez Panig mgr Anne Krzyzewska
jest pozytywna. Przeprowadzone doswiadczenia wniosty istotng nowa wiedze dotyczaca
patofizjologii nadcisnienia ptucnego i udziatu kannabidiolu w oparciu o wyniki z modelu
doswiadczalnego. Zaplanowanie, przeprowadzenie i interpretacja doswiadczen, a nastepnie
ich dyskusja wymagato ogdlnej ipogtebionej wiedzy teoretycznej, dobrze opanowanego
warsztatu badawczego oraz dobrej organizacji pracy i umiejetnosci wspotpracy z innymi
osrodkami. W mojej ocenie catos¢ pracy swiadczy o wysokiej samodzielnosci naukowej

mgr Anny Krzyzewskiej.



Lektura tej ciekawej pracy doktorskiej nasuwa nastepujace pytania do Doktorantki:

1. Jakie dodatkowe informacje mogtoby wniesc przeprowadzenie doswiadczen z selektywnym

antagonistami/agonistami receptora CB1?

2. Czy inhalacje egzogennych kannabinoidow mogg mie¢ pozytywny efekt u pacjentow z

nadcisnieniem ptucnym?

Podsumowanie:

Stwierdzam, ze przedstawiona przez mgr Anne Krzyzewska rozprawa doktorska pt.:
»0cena wptywu kannabidiolu na parametry zapalne i wtdknienie w tkance ptucnej i prawej
komorze serca w szczurzym modelu nadcisnienia ptucnego indukowanego monokrotaling”
prezentuje wysoki poziom naukowy i spetnia kryteria prac doktorskich okreslone w Art. 187

Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 poz. 742).

Z petnym przekonaniem zwracam sie do Senatu Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku o dopuszczenie Pani mgr Anny Krzyzewskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Whioskuje réwniez o wyréznienie rozprawy ze wzgledu na nowatorskie wyniki pracy
wnoszace nowa wiedze dotyczacy procesdw patofizjologicznych i znaczenia kannabinoidow
w nadcisnieniu ptucnym oraz ze wzgledu na opublikowanie wynikéw rozprawy w trzech
artykutach naukowych w czasopismach ujetych w wykazie Journal Citation Reports i

znajdujacych w gérnych kwartylach Q1/Q2.
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