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Przedstawiona do recenzji praca zostata wykonana pod kierunkiem Pani Prof. dr hab. Barbary
Malinowskiej, kierownika Zakladu Fizjologii i Patofizjologii Doswiadczalnej, Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku.

Dokonujac oceny formalnej rozprawy nalezy stwierdzié, ze dysertacja liczaca 136 stron i 15
rozdzialow stanowi cykl trzech wieloautorskich publikacji (dwoch oryginalnych i jednej
przegladowej). We wszystkich pracach Doktorant jest autorem wiodgcym (pierwszym autorem).
Wszystkie rozdziaty dysertacji stanowia spojng catos¢. Wykaz publikacji (Rozdziat 1) poprzedza
wykaz skrotow (Rozdziat 2); Wstep (Rozdziat 3); Cel pracy (Rozdziatl 4); Materialy, metody oraz
omoéwienie wynikow i dyskusja (Rozdziat 5); Podsumowanie (Rozdziat 6); PiSmiennictwo (Rozdziat
7) — odpowiednio dobrane, liczace 41 pozycji literaturowych, w przewazajacej czesci pochodzacych z
ostatnich pigciu lat; streszczenia w jezyku angielskim i polskim (Rozdzial 8).

Artykuty naukowe (Rozdzialy 9 — 11) dotyczace podjetego zagadnienia opublikowano w
latach 2020-2022 w liczacych si¢ czasopismach z dyscypliny. Sumaryczny wspotczynnik
oddziatywania ztozonych prac wynosi 17,127, a suma punkow MNiSW 340 pkt. Jak wynika z
o$wiadczen wspotautorow (Rozdziaty 13 — 14), udzial Doktoranta w powstawaniu prac jest wiodacy.
Pan mgr Remiszewski kazdorazowo uczestniczyl we wspdlpracowaniu koncepcji 1 planu pracy, byt
wykonawcg lub wspotwykonawcg opisanych eksperymentow, a ponadto przeprowadzil analize
statystyczng uzyskanych danych, zinterpretowal otrzymane wyniki oraz przygotowat manuskrypty do
druku i odpowiedzi na recenzje. Wkiad ten procentowo oceniano na 50 — 75%. Na czgsc
eksperymentalng dysertacji, obejmujaca prace z udzialem zwierzat doswiadczalnych, otrzymano
zgode Lokalnej Komisji Etycznej do spraw doswiadczen na zwierzetach w Olsztynie (Rozdziat 12).

Nalezy takze podkresli¢, ze badania bedace przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej byty
finansowanie miedzy innymi ze $rodkow Narodowego Centrum Nauki w ramach grantu OPUS
2015/19/B/NZ7/02270 oraz Funduszy Europejskich Wiedza Edukacja i Rozw6j (POWR.03.02.00-00-
1051/16 i 10/IMSD/G/2019).



Zainteresowania badawcze Doktoranta dotycza poszukiwan nowych strategii terapeutycznych
w nadcis$nieniu tetniczym (NT) oraz w tetniczym nadcisnieniu ptucnym (TNP). Nadcisnienie tetnicze
jako choroba cywilizacyjna pozostaje najwazniejszym modyfikowalnym czynnikiem ryzyka chordob
uktadu krazenia. U wigkszosci pacjentdw uzyskuje si¢ dobrg kontrole ci$nienia tetniczego, nie udato
si¢ jednak catkowicie wyeliminowac problemu NT opornego. Na przestrzeni ostatnich 25 lat dokonat
si¢ znaczacy postep w diagnostyce oraz w leczeniu farmakologicznym choroby rzadkiej jaka jest
TNP. Wdrozenie farmakoterapii celowanej, opartej gtownie na algorytmach taczenia dwodch (trzech)
lekow o réznym mechanizmie dzialania na tetniczki ptucne, zmniejszyto liczbe hospitalizacji,
poprawito jako$¢ zycia pacjentow 1 wydhluzylo czas przezycia. Nie uzyskano jednak dtugotrwalej
normalizacji powstalych oporéw ptucnych i catkowitego odwrocenia zmian patomorfologicznych, co
moze prowadzi¢ do postepujacej niewydolnosci prawokomorowej i zgonu. Dla poréwnania, zgodnie z
oceng rokownicza pacjentow z TNP, kategorii niskiego ryzyka przypisano szacunkowg $miertelnosc
roczng wynoszacg ponizej 5%; dla pacjentéw z NT ta sama kategoria niskiego ryzyka oznacza 10-
letnie ryzyko zgonu z przyczyn sercowych na poziomie 1% i mniej. Tym niemniej w obydwu
przypadkach podkresla si¢ koniecznos¢ kompleksowego podejscia do terapii, uwzgledniajacego
czynniki ryzyka i choroby wspotistniejace’?,

Wriasnie temu zagadnieniu Doktorant poswigca cze$¢ Wstepu, gdzie jasno i precyzyjne
uzasadnia podjeta tematyke badawczg. Nastepnie wskazuje na (endo)kannabinoidy, znane ze swoich
silnych wlasciwosci naczyniorozszerzajacych, jako potencjalne leki na rozne rodzaje nadci$nienia. W
szczego6lnosci, koncentruje si¢ na ocenie efektow stosowania kannabidiolu (CBD) w pierwotnym i
wtornym nadcisnieniu tetniczym a takze obwodowego antagonisty receptoréOw kannabinoidowych
CB1, JD5037, w tetniczym nadci$nieniu plucnym. Spodziewane korzysci blokady receptorow
kannabinoidowych CB1 na funkcjonowanie uktadu sercowo-naczyniowego byly juz przedmiotem
wczesniejszych poszukiwan badawczych zespolu kierowanego przez Prof. Malinowska. Pan mgr
Remiszewski podjat si¢ oceny wptywu przewlektego podawania kannabidiolu na wybrane parametry
hemodynamiczne: ci$nienie t¢tnicze i czgstos¢ akcji serca u szczuréw z indukowanym pierwotnym i
wtornym nadci$nieniem tetniczym; a takze na funkcjonowanie systemu obrony antyoksydacyjnej, oraz
osoczowe i tkankowe poziomy wielonienasyconych kwasow thuszczowych (PUFA). Kolejne cele
badawcze dotyczyly oceny przewleklego podawania w monoterapii lub w skojarzeniu obwodowego
antagonisty receptoréw kannabinoidowych CB1, JD5037, z metforming bedaca aktywatorem kinazy
biatkowej aktywowanej przez AMP (AMPK), w tetniczym nadci$nieniu ptucnym. Doktorant dokonat
ponadto przegladu dostepne;j literatury dotyczacej potencjatu hipotensyjnego (endo)kannabinoidow w

nadci$nieniu systemowym i ptucnym.

! Williams B et al; ESC Scientific Document Group. 2018 ESC/ESH Guidelines for the management of arterial
hypertension. Eur Heart J. 2018 Sep 1;39(33):3021-3104. doi: 10.1093/eurheartj/ehy339.

2 Humbert M et al.; ESC/ERS Scientific Document Group. 2022 ESC/ERS Guidelines for the diagnosis and treatment of
pulmonary hypertension. Eur Respir J. 2022 Aug 30:2200879. doi: 10.1183/13993003.00879-2022.



Wszystkie eksperymenty przeprowadzono na dobrze znanych i stosowanych z powodzeniem w
badaniach przedklinicznych — szczurzych modelach eksperymentalnych, tj. dwoch modelach
nadci$nienia systemowego: spontanicznego (SHR; odpowiadajacego ludzkiemu nadci$nieniu
pierwotnemu) i indukowanego octanem deoksykortykosteronu i wysokosolng dieta (DOCA-salt;
nadci$nienie wtorne), a takze na modelu nadci$§nienia plucnego wywotanym monokrotaling (MCT).
Do realizacji tak postawionych celoéw Doktorant zaplanowal szeroki panel metod. Metodyke badan
opisano skrotowo w Rozdziale 5. Jak wynika z opisu zawartego w poszczegdlnych publikacjach
oryginalnych stanowigcych podstawe dysertacji, obejmowata ona miedzy innymi nicinwazyjne (tail-
cut, telemetria) i inwazyjne (cewnikowanie naczyn te¢tniczych) pomiary cisnienia dla oceny
parametrOw hemodynamicznych; na potrzeby badan analitycznych i biologii molekularnej
zastosowano techniki ultra lub wysokosprawnej chromatografii cieczowej (UPL-CMS/MS) i gazowej
oraz Western-blot; dokonano takze histopatologicznej oceny pobranego materiatu tkankowego (serce i
phuca).

Wyniki badan podsumowano doktadnie i przejrzyscie, w formie opisowej i graficzne;j.
Uzupetniono je 0 trzy wnioski koncowe: (1) rezultatem przeciwstawnego dziatania przeciw- i pro-
nadci$nieniowego podawanego przewlekle CBD, moze by¢ brak efektu hipotensyjnego w
eksperymentalnych modelach pierwotnego i wtornego nadci$nienia tetniczego u szczurow; (2)
przewlekle, skojarzone podawanie metforminy i JD5037 wptywa na ograniczenie wigkszosci
tagodnych zmian sercowo-plucnych, jakie wywolano w zastosowanym zwierzecym modelu NP (tj.
obnizenie ci$nienie skurczowego w prawej komorze serca, ograniczenie przerostu prawej komory,
poprawa saturacji krwi, zmniejszenie grubosci naczyn ptucnych); (3) (endo)kannabinoidy o
pojedynczym/sprecyzowanym (tzw. monotarget) mechanizmie dziatania, ale nie te o wielu punktach
uchwytu (tzw. multitarget) mogg by¢ kandydatem do dalszych badan nad ich zastosowaniem w
nadci$nieniu systemowym; jednoczes$nie obie te grupy, mogg by¢ dalej badane w kierunku leczenia
TNP. To ostatnie — interesujace z punktu praktyki klinicznej wskazanie dotyczy preparatow
dwusktadnikowych majacych znalez¢ zastosowanie w terapii ukierunkowanej na obwodowe receptory
kannabinoidowe 1 $ciezke sygnalizacyjng AMPK.

Poszczegolne publikacje przeszty juz proces recenzji przed ich przyjeciem do druku. Tym
niemniej, z obowiazku recenzenta chcialabym zwroci¢ uwagge na kilka kwestii. W badaniach z zakresu
farmakologii eksperymentalnej czg¢sto wykorzystuje si¢ modele zwierzece stuzace ocenie skutecznosci
terapeutycznej substancji. Stanowig one uzyteczne i Stosunkowo tanie narzedzie w poszukiwaniu
nowych szlakéw sygnatowych 1 wyjasnianiu mechanizméw lezacych u podstaw rozwoju chorob
sercowo-naczyniowych. Oczekuje si¢ jednak aby przyczyna 1 fenotyp schorzenia byly
odwzorowaniem przebiegu procesu chorobowego u ludzi. Tymczasem wieloczynnikowa etiologia
schorzenia, roznice migdzygatunkowe, czy tez wptyw dodatkowych czynnikow (wiek, pte¢ i inne)
mogg decydowa¢ o braku idealnego ,,dopasowania” modelu zwierzgcego oraz niezadawalajgcej

powtarzalnosci wynikow uzyskanych w probach przedklinicznych. Powyzsze kwestie nie umknety
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jednak uwadze Doktoranta. Potrafi on z dojrzato$cig badacza krytycznie weryfikowaé otrzymane
wyniki w konteks$cie ograniczen metodologicznych, jakie moga dotyczy¢ zwierzecych modeli
nadci$nienia systemowego i ptucnego wykorzystanych na potrzeby niniejszej dysertacji.

Po pierwsze, otrzymane wyniki wskazuja, ze monokrotalina powodowata tagodne zmiany
parametrow sercowych i ptucnych, ktére mogg charakteryzowac¢ tagodne lub wczesne stadium PH.
Rzeczywiscie, szybki postep choroby moze zapobiec uruchomieniu korzystnych mechanizméw
kompensujacych uposledzenie funkcji prawej komory. Jednak, czy trzytygodniowy okres indukcji
nadci$nienia ptucnego jest wystarczajacy do wywotania powyzszych mechanizméow? Jak opisano w
pracy oryginalnej (Front Pharmacol 2022, 13), model oparty na jednorazowej iniekcji MCT jest
powszechnie stosowany w badaniach przedklinicznych w nadcis$nieniu ptucnym. Przypuszcza si¢, ze
modele alternatywne (tzw. two-hit), oparte np. na podaniu monokrotaliny w potaczeniu z usuni¢ciem
lewego pluca lub kombinacji Sugenu 5416 z przewlekla hipoksja, moga zapewni¢ lepsze
odwzorowanie przebiegu schorzenia u ludzi i wywota¢ ciezszg posta¢ NP z przebudowa naczyn
ptucnych, nastepcza dysfunkcja $rodblonka i zmianami splotowatymi®4, Skuteczno$é ocenianych
zwigzkOw moze zaleze¢ takze od doboru schematu badawczego — prewencyjnego lub
terapeutycznego; ten pierwszy wydaje si¢ w wigkszym stopniu sprzyja¢ normalizacji parametrow
hemodynamicznych i przerostowych w wyniku stosowania potencjalnych lekow-kandydatow do
terapii NP®.

Badania dotyczace nadci$nienia uktadowego przeprowadzono z wykorzystaniem szczurow
SHR (nadcisnienie tetnicze pierwotne) i DOCA-salt (nadci$nienie tetnicze wtorne). Jak opisano w
pracy oryginalnej (Int J Mol Sci 2020, 21), indukcje NT skrocono do okresu czterech tygodni.
Pozwolito to na uzyskanie porownywalnych wartosci skurczowego cisnienia tetniczego (do okoto 170
mmHg) w modelach SHR i DOCA. Warto doda¢, ze takie podejscie zapobiega takze obcigzeniu ptuc i
progresji do niewydolnosci serca z dysfunkcja skurczows, ktora zwykle wystepuje u starszych
osobnikow SHR.

Odnoszac si¢ do promowanej praktyki leczenia skojarzonego zaréwno NT jak i TNP, czy
nalezy oczekiwa¢ istotnych klinicznie interakcji migdzy kannabinoidami a lekami dotychczas
stosowanymi w farmakoterapii ww. schorzen?

Powyzsze komentarze w Zaden sposob nie umniejszaja mojej niezwykle pozytywnej opinii.
Recenzowana rozprawa doktorska zasluguje na szczegodlne uznanie, $wiadczy o doskonatym
przygotowaniu merytorycznym, umiejetnosci planowania, a nast¢pnie sukcesywnej realizacji badan

naukowych. Doktorant wykazat si¢ dobrym zrozumieniem zagadnien teoretycznych z zakresu tematu,

3 Vitali SH et al. The Sugen 5416/hypoxia mouse model of pulmonary hypertension revisited: long-term follow-up. Pulm
Circ. 2014;4:619-629.

4 Happé CM et al. Pneumonectomy combined with SU5416 induces severe pulmonary hypertension in rats. Am J Physiol
Lung Cell Mol Physiol;2016:310:L1088-L1097.

5 Sztuka K et al. Systematic review and meta-analysis of interventions tested in animal models of pulmonary hypertension.
Vascul Pharmacol. 2018; 110:55-63.
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oraz potrafi podsumowac i krytycznie omowi¢ wyniki whasne w odniesieniu do publikacji innych
autorow.

Podsumowujac stwierdzam, ze cele pracy zostaly zrealizowane, a osiaggnigte oryginalne wyniki
maja charakter poznawczy 1 aplikacyjny, oraz stanowig istotny wkiad w rozwoéj dziedziny. Tym
samym praca autorstwa Pana mgr farm. Patryka Remiszewskiego "Evaluation of the potential
therapeutic significance of chronically administered cannabinoids in experimental models of arterial
and pulmonary hypertension in rats", w petni odpowiada warunkom formalnym i merytorycznym
stawianym rozprawom doktorskim. Tym samym zwracam si¢ z prosbg do Senatu Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku 0 nadanie Panu mgr farm. Patrykowi Remiszewskiemu stopnia
doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.
Jednocze$nie biorgc pod uwage wysoki poziom naukowy, wage i obszernos¢ tematu

zrealizowanego w ocenianej pracy, wnioskuje o rozwazenie mozliwosci wyroznienia dysertacji.
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