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p-t. ,Rola receptoréow CB1 i GPRSS w czynnosci skurczowo-rozkurczowej izolowanych tetnic
pluenych czlowieka i szczura”
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Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku

pod promotorska opieka dr hab. n. med. Hanny Kozlowskiej

Stan napigcia naczyn krwiono$nych decydujacy o oporze naczyniowym i wielkosci przeptywu krwi
w mikrokrazeniu jest regulowany w skomplikowany sposob przez liczne czynniki metaboliczne,
chemiczne i mechaniczne o dzialaniu naczyniokurczacym i naczyniorozkurczowym. Czynniki te
pozostajac w dynamicznej réwnowadze decydujg o chwilowym napigciu sciany naczyniowej.
Zaburzenia tej rownowagi inicjuja lub zaostrzajg przebieg wielu choréb sercowo-naczyniowych w
tym nadcisnienia plucnego. W tetniczym nadcisnieniu piucnym pod wplywem nie do konca
poznanego czynnika inicjujacego dochodzi do przebudowy dystalnych tetnic ptucnych, objawiajacej
sie proliferacja i wloknieniem blony wewnetrznej, przerostem migsniowki gladkiej, pogrubieniem
przydanki oraz pojawieniem si¢ zmian splotowych i zakrzepowych. W wyniku dysfunkcji
wydzielniczej $rodblonka i przeroscie mig$niowki gladkiej czynniki kurczace (endotelina,
tormboksan) zyskuja przewage nad czynnikami rozkurczajgcymi takimi jak prostacykliny i NO.
Podstawowa metoda terapii jest leczenie celowane na tetniczki phucne (antagonisci kanatu Ca®*,
prostanoidy, antagonisci receptoréw endoteliny i/lub inhibitory fosfodiesterazy typu 5). Pomimo
postepéw w leczeniu i tagodzeniu objawéw choroby tetnicze nadcisnienie ptucne jest nadal choroba
nieuleczalna, a dotyczy czesto ludzi miodych. Stad, istnieje duza potrzeba poszukiwania nowych
metod terapii. W tym celu niezbednie jest zrozumienie nadal niejasnego mechanizmu prowadzacego
do zaburzenia réwnowagi skurczowo-rozkurczowej w $cianie naczynia. Waznym elementem tego
mechanizmu moze by¢ ukiad endokannbinoidowy, ktérego hipotensyjne dziatanie wykazano w
krazeniu systemowym. Istniejg tez nieliczne przestanki o takim dzialaniu w krazeniu plucnym.
Poszerzenie wiedzy na temat roli ukladu kannabinoidowego w krazeniu plucnym cztowieka to cel

nadrzedny rozprawy doktorskiej Pani mgr Olgi Karpinsie;.
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Realizujac to zadanie Doktorantka wyznaczyla sobie dwa cele szczegétowe. Po pierwsze,
postanowila zbada¢ czy pochodna kwasu arachidonowego, endokannabinoid 2-AG wykazujgcy
powinowactwo do klasycznych receptoréw kannabinoidowych oraz —endogenny fosfolipid LPI,
substancja ,nie-kannabinoidowa”, bedaca agonista malo poznanego receptora GPRSS,
aktywowanego przez liczne ligandy kannabinoidowe, maja dziatanie naczyniorozszerzajace w
tetnicach plucnych cztowieka. Po drugie, Doktorantka postanowita sprawdzi¢ czy endokannabinoidy
w krazeniu plicnym s3 uwalniane w odpowiedzi na dziatanie czynnikéw naczyniokurczacych,
stanowiac tym samym element ujemnego sprz¢zenia zwrotnego, zabezpieczajgcego przed
nadmiernym skurczem naczynia.

Pomimo tego, ze stezenie 2-AG w krazeniu phucnym jest ok. 200 razy wyzsze niz anandamidu, co
sugeruje, ze to wlasnie ten endokannabinoid moze odgrywa¢ w naczyniach plucnych szczegdlnie
wazna role, badania dotyczaca roli 2-AG w tetnicach plucnych sa fragmentaryczne, a u czlowieka
dotychczas ich nie przeprowadzono. Nie ma réwniez zadnych danych dotyczacych znaczenia osi
LPI-GPRS55 w krazeniu plucnym czltowieka. Waznym celem jest rowniez sprawdzenie, czy uklad
endokannabinoidowy moze byé elementem precyzyjnego mechanizmu skurczowo-rozkurczowego
Sciany naczyniowej, poniewaz jego modulacja moglaby byé nowa strategia leczenia chordb
przebiegajacych ze wzrostem ci$nienia w tetnicach ptucnych.

Reasumujgc oba cele rozprawy s3 nowatorskie, uzasadnione naukowo, prawidlowo
sformulowane i dotycza zagadnienia o waznym znaczeniu poznawczym i potencjalnym
znaczeniu klinicznym.

Ocena formalna rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr Olgi Karpinskiej ma postaé¢ cyklu publikacji, na ktory skladajg si¢
dwie prace oryginalne i 1 praca poglagdowa. Wszystkie prace zostaty opublikowane w czasopismach
o zasiegu miedzynarodowym, znajdujacych sie na liscie A MNiSW. Wsp6tczynnik oddziatywania
prac Impact Factor wynosi odpowiednio 2.982 2.936 i 2.405. Laczny Impact Factor cyklu
publikacji wynosi 8.323. Eaczna punktacja MNiSW za powyzsze prace to 80 pkt. Prace zostaly
opublikowanych w latach 2017-2018. Pomimo bardzo krotkiego okresu, ktéry uplynal od ich
ukazania si¢ byly juz cytowane 4 razy (wg. bazy Web of Science).

Rozprawa doktorska, kt6ra stanowi cykl publikacji zostata wymieniona jako jedna z mozliwych form
pracy doktorskiej w art. 13 ust. 2 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65 poz. 595, z p6zn. zmianami) i W
mojej opinii jest najlepsza forma rozprawy doktorskiej przynajmniej z kilku powodéw. Co
najwazniejsze, opublikowanie wynikéw w czasopismach o wysokim wspotczynniku odziatywania
pozwala $rodowisku naukowemu zapozna¢ si¢ z nimi, a mfodemu naukowcowi zaistnie¢ w dyskusji

dotyczacej badanego zagadnienia, a takze na wczesnym etapie pracy naukowej zdoby¢ umiejetnosci
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niezbedne w procesie upowszechniania wynikéw swoich badan. Nie mniej wazny jest fakt, ze praca
doktorska przedstawiana w takiej formie recenzentom powotanym w przewodzie doktorskim, zostata
juz poddana krytycznej ocenie recenzentéw czasopism naukowych. Finalnie przedstawione dzieto
jest wiec juz skorygowane przez kilu ekspertéw w danej dziedzinie, co niewatpliwie podnosi jakos¢
osiagniecia. Po trzecie, taka forma pracy doktorskiej jest tez, w moim odczuciu, uczciwym
wskazaniem trudu pozostatych wspétautoréw, poniewaz w dzisiejszych realiach naukowych praca
wykonana samodzielnie przez Doktoranta, wylacznie pod opieka Promotora jest rzadkoscig. Na
wskazanie wkladu pozostalych autoréw nie pozwala klasyczna forma rozprawy. Nalezy podkreslic,
ze Doktorantka jest 1 autorem we wszystkich pracach, a w 2 z nich, co szczegoOlnie godne
podkreslenia jest autorem korespondujacym. Pozostali wspotautorzy w o$wiadczeniach zgodnie
stwierdzili, ze udzial mgr Olgi Karpinskiej w pracach oryginalnych wynosi co najmnie; 60%, a w
pracy pogladowej co najmniej 70%. W tym punkcie jedyne moje zastrzezenie formalne budzi fakt,
ze poszczegblni wspotautorzy opisujac swoj wklad pracy nie wskazali choéby orientacyjnie swojego
procentowego udziatu w pracy. Wydaje sig, ze z punktu widzenia kazdego z autoréw trudno jest
oceni¢ procentowy udzial doktoranta w publikacji. Taka ocena jest prawdopodobnie dost¢pna
jedynie promotorowi pracy.

Cykl publikacji zostal uzupelniony krotkim opracowaniem zawierajgcym wprowadzenie do tematyki
pracy, cel pracy, skrocony opis metod, krétka dyskusje najwazniejszych wynikow, wnioski oraz
streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

Caly przedstawiony mi do oceny material jest przygotowany nadzwyczaj starannie, omoOwienie
napisane jest dobrym jezykiem, bez nadmiernych dluzyzn i przedstawia wszystkie najwazniejsze
punkty rozprawy. Dobra praktyka jest tez moim zdaniem dotaczenie do cyklu publikacji
oryginalnych pracy pogladowej, poniewaz praca doktorska powinna zgodnie z Art.13 ust.1 wyzej
wymienionej Ustawy ,,wykazywaé ogdlng wiedze teoretyczng kandydata w. danej dyscyplinie
naukowej” co w przypadku cyklu publikacji wylacznie oryginalnych nie zawsze jest dostateczne.
Podsumowujac, bardzo wysoko oceniam wybér formy rozprawy jako cyklu publikacji oraz
fakt, ze we wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem, a w dwoch z nich
autorem korespondencyjnym.

Ocena merytoryczna rozprawy

Przedmiotem badan w przedstawionej mi do oceny rozprawie byly izolowane tetnice plucne
czlowieka pobrane od 56 pacjentéw, w tym od 41 mezczyzn i od 15 kobiet oraz tetnice plucne
pobrane od szczuréw Rasy Wistar, plci meskiej. Materiat ludzki pochodzit z marginesu zdrowej
tkanki, otrzymanej $rodoperacyjnie od chorych operowanych z powodu niedrobnokomorkowego
raka ptuc. Chorzy nie mieli dysfunkcji prawej i lewej komory oraz wykluczono u nich nadcisnienie

plucne. Stan napigcia naczyn byl mierzony przy pomocy miografu. Czynnos¢ skurczowg
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izolowanych naczyn badano przy pomocy agonistow receptoréw sprzezonych z biatkiem Ggni:
angiotensyny II, analogu tromboksanu, fenylefryny i serotoniny. Czynnos¢ rozkurczowa pod
wpltywem 2-AG Doktorantka badata w naczyniach skurczonych pierwotnie za pomoca analogu
tromboksanu i angiotensyny II, a czynnos¢ rozkurczowa LPI w naczyniach skurczonych za pomocg
fenylefryny.
Do zbadania mechanizmu dziatania rozkurczowego 2-AG i LPI wykorzystata szereg substancji
blokujacych wybiérezo receptory CBi1, CB2, GPRS5S5, PPAR-y, inhibitory biosyntezy i rozkladu
kannabinoidéw, a takze substancje mogace potwierdzi¢ lub wykluczy¢ dzialanie 2-AG i LPI poprzez
NO i wapniozalezne kanaly potasowe. Dodatkowo Doktorantka wykorzystala znane metody
biochemiczne (RT-PCR, Western Blot, immunohistochemia) w celu zbadania ekspresji receptorow
na poziomie mRNA i biatka, a takze wskazania ich lokalizacji w naczyniach.
Nalezy podkreslié, ze Doktorantka pracuje w Zespole o ogromnym doswiadczeniu w badaniu
izolowanych naczyn, zaréwno pobranych od ludzi jak i szczurow. Metodyka badai nie budzi
zadnych watpliwo$ci. Jest przemyslana i starannie opisana. W kazdej grupie przebadano co
najmniej 6-8 naczyn. Przed wlasciwym badaniem sprawdzono reaktywnos¢ naczyn, prawidlowa
funkcje érodblonka, dla kazdej badanej substancji zbadano wplyw nosnika, w ktérym znajdowata si¢
testowana substancja w naczyniu pochodzacym o tego samego pacjenta. Na szczegélne uznanie
zashiguje pozyskanie bardzo cennego materialu ludzkiego i dobér metod pozwalajacy, nie
tylko zbadaé samo zjawisko rozkurczowego dzialania 2-AG i LPI, ale takze umozliwiajgcy
wglad w mechanizmy tego dzialania. Tylko takie prace, w ktérych poszukuje sig mechanizmow,
nie poprzestajgc na samym opisie zjawiska, maja szans¢ zosta¢ opublikowane w dobrych
czasopismach, co udalo si¢ osiggna¢ Doktorantce.

Gléwne wyniki uzyskane przez Doktorantke zawarte w dwoch publikacjach oryginalnych pozwolity

ustalié, ze:

«2-AG podany egzogennie nie ma wplywu na napiecie spoczynkowe izolowanych tetnic pfucnych
czlowieka. Prowadzi natomiast do rozkurczu naczyn poddanych uprzednio dziataniu czynnika
kurczacego, aktywujacego receptory sprzezone z biatkiem Gg11, dzialajgc gléwnie przez receptory
kannabinoidowe CB). Efekt ten wystepuje tylko w obecnosci srodbonka.

e Antagonista receptora CB; oraz inhibitor biosyntezy 2-AG nasilaja kurczace dziatanie
tromboksanu, podczas gdy inhibitor rozktadu 2-AG zmniejsza to dzialanie, co sugeruje endogenna
produkcje 2-AG w tetnicach plucnych i jego ochronne dzialanie zabezpieczajace przed
nadmiernym skurczem naczynia.

eGlownym enzymem rozkladajacym 2-AG w  naczyniach  plucnych jest lipaza

monoacyloglicerolowa (MAGL), a nie hydrolaza amidowa kwasow thuszczowych (FAAH).
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*2-AG jest najsilniej dziatajacym endokannabinoidem w krazeniu plucnym, o silniejszym niz inne
kannabinoidy dziataniu naczyniorozszerzajacym.

* LPI podany egzogennie prowadzi do rozkurczu izolowanych tetnic ptucnych czlowieka dziatajac na
receptory GPR5S5, PPAR-y i srédblonkowe receptory dla kannbinoidéw — CBe.

o Efekt dziatania LPI jest zalezny od $rodblonka i zwigzany z syntezg NO oraz aktywacjg wszystkich
podtypéw kanaléw potasowych aktywowanych jonami Ca**. Doktorantka ponadto po raz pierwszy
udowodnila ekspresj¢ genu GPR55 na poziome mRNA i biatka w tetnicach phucnych czlowieka.

Uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki sa nowatorskie, istotnie poszerzaja wiedze na temat ukfadu

kannabinboidowego w krazeniu plucnym czlowieka, i co najwazniejsza wskazuja na kilka

potencjalnie waznych celow terapeutycznych w leczeniu tetniczego nadci$nienia ptucnego takich jak
receptor CB1, receptor GPR55, PPAR-y, MAGL i kanaly potasowe aktywowane przez Ca**.

Doktorantka na podstawie uzyskanych wynikow sformulowata 5 wnioskéw. W moim odczuciu

wnioski nr 1 i 2 powinny by¢ uzupelnienie o stwierdzenie, ze 2-AG i LPI rozkurczaja naczynia

wstepnie skurczone i efekt ten wystepuje, gdy substancje sg podane egzogennie. Pozostale wnioski
sa sformutowane prawidtowo i odpowiadajg celom rozprawy.

W trakcie lektury rozprawy nasunelto mi si¢ kilka pytan:

oW S$wietle zaproponowanego przez Doktorantke mechanizmu, 2-AG jest syntetyzowany w
komérkach srodblonka i ewentualnie w miesniéwee gladkiej w sposob zalezny od wzrostu stgzenia
jonéw Ca** pod wplywem substancji kurczacych dzialajacych na receptory zwigzane z biatkiem
Ggni. Dlaczego wiec naczynia skurczone za posrednictwem analogu tromboksanu, ktory jest
silnym stymulatorem wzrostu stezenia Ca®*, naczynie nie rozkurcza si¢ pod wptywem endogennie
produkowanego 2-AG, a rozkurcz wymaga podania tego kannabinoidu egzogennie? Czy zdaniem
Doktorantki naczynie rozkurczyloby sie pod wptywem endogennie wyprodukowanego 2-AG w
obecnosci inhibitora rozktadu 2-AG - MAGL?

e Dlaczego Doktorantka badajagc mechanizm skurczowo-rozkurczowy tetnic plucnych w kontekscie
tetniczego nadcisnienia ptucnego nie uzyla jako czynnika kurczacego naczynia endoteliny-1, ktéra
ma udokumentowane znaczenie w tej jednostce chorobowej (blokery receptoréw endotelinowych
tagodza objawy choroby i poprawiaja rokowanie chorych).

e Bardzo interesujaca i niewyjasniong ostatecznie kwestig jest fakt, Ze tetnicze nadcisnienie ptucne
wystepuje znacznie czesciej u kobiet niz u mezczyzn. Wedtug niektérych rejestréw (REVEAL
Registry) kobiety stanowia nawet ok. 80% wszystkich chorych. Z drugiej strony w modelach
eksperymentalnych tetniczego nadcisnienia plucnego u zwierzat samice s3 mniej podatne na
indukcje nadcisnienia przez hipoksj¢ lub monokrotaling. To ochronne dziatanie jest znoszone przez
owariektomie. W tym kontekscie mowi si¢ o tzw. ,paradoksie estrogenowym” i zaburzeniach

metabolizmu estrogenowego u chorujacych kobiet. Nie mozna wykluczy¢ jednak zaleznej od plci
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odmiennej reakcji naczyn na czynniki kurczace i rozkurczowe. Doktorantka dysponowata
materiatem gléwnie pochodzacym od mezczyzn, ale byla w posiadaniu rowniez tetnic ptucnych od
15 kobiet. By¢ moze odrgbna dla obu plci analiza uzyskanych wynikéw ujawnialaby pewne
zalezne od plei réznice, w mechanizmach kurczacych i rozkurczajgcych naczynia, w tym w
ukladzie endokannabinoidowym. Co prawda, we wcze$niejszych pracach nie wykazano zaleznego
od plci wptywu anandamidu na tetnice phucne. Nie wyklucza to jednak istnienia takich réznic dla
osi 2-AG-CB; i LPI-GPRS55, ktére wydaja si¢ odgrywa¢ wazng role w krazeniu plucnym. Czy na
podstawie dostepnego materiatu udatoby si¢ ustalié, czy ekspresja i lokalizacja receptorow CBi i
GPR55 w tetnicach plucnych jest zalezna od plci? Ciekawym byloby réwniez przeprowadzenie
badan ukladu kannabinoidowego u samic szczuréw z zachowanym cyklem hormonalnym i po
owariektomii.
Reasumujac, rozprawe doktorska mgr Olgi Karpinskiej oceniam bardzo wysoko. Wyniki, ktore
przestawila sa nowatorskie, poszerzaja istotnie wiedz¢ o ukladzie kannabinoidowym w krazeniu
plucnym czlowieka i jego potencjalnej roli w regulacji napigcia $cian naczyn. Badania zawierajg
udana probe poszukiwania mechanizméw, a nie sg tylko opisem zjawisk. Wyniki pracy moga mie¢
potencjalne zastosowanie kliniczne i przyczyni¢ si¢ do skutecznego leczenia chorych z
nadciénieniem plucnym. Niezmierne wazne jest to, ze wyniki zostaly juz opublikowane w
czasopismach o wysokim wspotczynniku oddzialywania i dzigki ich dostgpnosci stanowig wazny
glos w dyskusji dotyczacej badanego zagadnienia.
Ostatecznie stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Olgi Karpinskiej spelnia wszystkie
wymogi stawiane rozprawom na stopien doktora wymienione w art.13, ust. 1 i 2 Ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65 poz. 595, z pézn. zmianami). W zwiazku z tym, z pelnym przekonaniem,
zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem
Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie mgr Olgi
Karpinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie z uwagi na wysoka warto$é rozprawy, fakt opublikowania wynikow w prestizowych
czasopismach naukowych, nowatorstwo badan, doskonaly warsztat metodyczny, unikalny materiat
badawczy oraz uzyskanie wynikéw o potencjalnym znaczeniu klinicznym, oraz w zwiazku ze
spelnieniem kryteriéw wyrézniania prac doktorskich ustalonych przez Organy Uczelni wnoszg¢ do
Wysokiej Rady Naukowej Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny

Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku wniosek o wyréznienie rozprawy.
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