Ocena rozprawy doktorskiej

”Rola receptoréw CB1 i GPR55 w czynnosci skurczowo-rozkurczowej izolowanych
tetnic ptucnych cztowieka i szczura”

wykonanej przez mgr Olge Karpiriska
na Wydziale Farmaceutycznym z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej

Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

Patofizjologia nadciénienia ptucnego (NP) obejmuje wiele stanéw klinicznych,
ktore stanowia powikianie wiekszosci choréb uktadu sercowo-naczyniowego i uktadu
oddechowego. Zgodnie z wytycznymi Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego (ESC)
i Europejskiego Towarzystwa Oddechowego (ERS) do spraw rozpoznawania i leczenia
nadciénienia ptucnego, nadciénienie ptucne definiuje sie jako podwyzszenie $redniego
ci$nienia w tetnicy ptucnej (PAPm) = 25 mm Hg w spoczynku, oznaczone za pomocg
cewnikowania prawego serca (RHC). Ta zgrubna definicja PH wymaga dodatkowej
charakterystyki w oparciu o hemodynamiczne i patofizjologiczne podtoze choroby. Co za
tym idzie, ztozone przyczyny NP, zwigzane na przyktad z podiozem tetniczym,
komorowym, zatorowym lub niedotlenieniem na skutek choroby pluc, wymagaja
osobnego postepowania diagnostycznego i terapeutycznego. Do schematu leczenia NP,
oprocz antagonistéw wapnia i receptoréow endoteliny, wigcza sie prostanoidy oraz jako
alternatywne strategie leczenia, wtacza sie na przykfad inhibitory kinazy tyrozynowej czy
bezposrednie stymulatory cyklazy guanylowej. NP jest choroba nieuleczalng, przy
zachowane] reaktywnosci naczyri ptucnych 95% chorych przezywa 5 lat, co stanowi
ogromna poprawe wskaznikéw w ostatnich 20 latach. Nie mniej, jest to choroba
nieuleczalna, a jedyna skuteczna terapia jaka jest przeszczep ptuc, jest wskazana u
pacjentéw, ktérzy nie odpowiadaja na intensywne celowane leczenie farmakologiczne.
Weciaz, zatem istnieje potrzeba coraz to lepszej i skuteczniejszej farmakoterapii
nadciénienia ptucnego.

Kluczowa role w naczynioskurczowym mechanizmie tetniczego NP odgrywaja

komérki mieéniéwki naczyn. Ich rola wigze sie zaréwno z aktywnoscig skurczowg jak i

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

[nstytut Fizyki
im. Mariana Smoluchowskiego

Zaklad Fizyki Medycznej

Kierownik Zakladu

Ewa Lucja Stgpien
dr hab, n. med. prof. U]
e-mail: estepien@uj.edu.pl

tel. sekr. 12 664 46 40
bezp. 12 664 47 62

ul. Lojasiewicza 11

30-348 Krakdw



przebudowa naczynia (rozrost migsniowki). Dlatego jednym z gtéwnych celow terapii NP
jest zapewnienia efektu naczyniorozszerzajacego.

Endogenni agonisci receptoréw kannabioidowych (endokannabioidy), a gtownie
znany od 1992 roku anandamid (AEA), lub odkryty 3 lata pozniej 2-arachidynolglicerol
(2AG), sa najlepiej poznanymi i najczesciej badanymi ednokannabioidami. Zwiazki te
charakteryzuja sie typowym 3-fazowych efektem na ukfad krazenia, z czego ostatnia,
najdiuzsza hipotensyjna faza jest przedmiotem badan nad NP. Niewatpliwie faza ta jest
zwiazana z pobudzeniem receptoréw kannabinoidowych CB1 i CB2. Inny niz receptory
CB1/CB2, na przyktad badany receptor GPRS5, ktéry jest pobudzany przez agoniste L-a-
lizofosfatydyloinozytol (LPI) i ma dziatanie rozkurczowe, wywotlujac zalezny od
érodbtonka (endokannabioidy) efekt naczyniorozszerzajacy. Mimo, ze receptory GRP55
nie wykazuja podobienstwa strukturalnego do klasycznych receptorow CB1/CB2 (sa
sprzezone z biatkiem G), to moga by¢ zaliczane do rodziny receptoréw kannabioidowych.
Nie jasne byto do tej pory, czy 2-AG ma dziatanie ostabiajace skurcz tetnic ptucnych, czy
wrecz przeciwnie (sprzeczne dane). Jaki jest mechanizm dziatania 2-AE w tetnicach
ptucnych? Nie jasny rowniez byt do tej pory zwigzek miedzy pobudzeniem receptorow
sprzezonych z biatkiem Gy a naczyniorozszerzajgcym dziataniem endokannabioidow.
Powyisze spostrzezenia staly sie podstawg do sformufowania przez Doktorantke zatozen
rozprawy doktorskiej.

Praca zostata wykonana pod kierunkiem promotora dr hab. n. med. Hanny
Koztowskiej, uznanego specjalisty z zakresu fizjologii i patofizologii, oraz promotora
pomocniczego dr n. farm. Marty Baranowskiej-Kuczko.

Celem rozprawy doktorskiej byto zbadanie dziatania rozkurczowego 2-AG przez
receptory CB1 oraz osi GPR55-LPI w izolowanych tetnicach ptucnych cztowieka, a takze
ocena potencjalnie ochronnego wplywu endokannabioidow na kurczace sig izolowane

tetnice ptucne szczura i cztowieka.
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Aby zrealizowa¢ tak wyznaczone cele, doktorantka podjeta sie badan na
izolowanych tetnicach cztowieka, pozyskanych od pacjentow operowanych z powodu
niedrobnokomérkowego raka ptuca oraz od szczuréw rasy Wistar, z zachowanym lub
usunietym $rédbtonkiem naczyniowym. Badania odbyly si¢ na podstawie zgod komisji
bioetycznych odpowiednio dla badan na zwierzetach i na pacjentach, wydanych przez
komisje  bioetyczne  Uniwersytetu =~ Medycznego w Biatymstoku.  Wyniki
przeprowadzonych eksperymentow zostaty opublikowane w 2 artykutach oryginalnych:

1. Karpinska O, Baranowska-Kuczko M, Kloza M, Ambroz Ewicz E, Koztowski T,
Kasacka |, Malinowska B, Koztowska H. Activation of CB(1) receptors by 2-
arachidonoylglycerol attenuates vasoconstriction induced by U46619 and
angiotensin Il in human and rat pulmonary arteries. Am J Physiol Regul Integr
Comp Physiol. 2017;312(6):R883-R893. doi: 10.1152/ajpregu.00324.2016.

2. Karpinska O, Baranowska-Kuczko M, Malinowska B, Kloza M, Kusaczuk M,
Gegotek A, Golec P, Kasacka |, Koztowska H. Mechanisms of l-alpha-
lysophosphatidylinositol-induced relaxation in human pulmonary arteries. Life
Sci. 2018;192:38-45. doi: 10.1016/j.1fs.2017.11.020.

Aktualny stan wiedzy na temat modulowania wiasciwosci naczynioskurczowych
receptoréw Gy przez endokannabioidy na drodze negatywnego sprzezenia zwrotnego,
poparty rozszerzong dyskusja, ukazat sie w dotaczonym artykule przeglagdowym:

3. Karpinska O, Baranowska-Kuczko M, Kloza M, Koztowska H. Endocannabinoids

modulate G(qg/11) protein-coupled receptor agonist-induced vasoconstriction via

a negative feedback mechanism. J Pharm Pharmacol. 2018;70(2):214-222.

doi:10.1111/jphp.12854.

Do zalaczonych artykuty zostaty przedstawione zgody odpowiednio wszystkich
wspotautorow zaswiadczajace, ze udziat Doktorantki mgr Olgi Karpinskiej w 2
publikacjach doswiadczalnych wynosit co najmniej 60%, a w publikacji przegladowej co
najmniej 70%. Doktorantka byta pierwszym autorem dla wszystkich artykutow i autorem
korespondencyjnym dla 2 i 3 trzeciego artykutu.

Zbior artykutéw poprzedza Rozdziat | zatytutowany Wstep, w ktorym
Doktorantka jasno wprowadza w zagadnienia dotyczace prawdopodobnej roli naczynio-
rozszerzajacej endokannabioidéw na tetnice ptucne - badania na tetnicach ptucnych nie
byly do tej pory publikowane. W tej czeéci pracy Doktorantka umiescita uproszczony
schemat interakcji receptorow sprezonych z biatkiem Ggu i receptorow
kannabioidowych (Rycina 1), zaczerpniety z pracy przegladowej [3] i zmodyfikowany,

ktory jest kluczowy dla zrozumienia ztozen rozprawy doktorskiej. Nastepnie w Rozdziale
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Il zawarte zostaty Cele pracy. Cele pracy sformutowane zostaly jasno i odwotujg sie do
celéow postawiony w publikach doéwiadczalnych wiaczony jako podstawe do pracy
doktorskiej [1,2] (Rozdziaty IV i V).

Rozdziat 11l obejmuje Materiafy i metody, zwigile opisane i odwotujace sie do
Rozdziatéw IV i V zawierajacych w/w publikacje doéwiadczalne. Wybrana przez
Doktorantke metodyka badawcza jest odpowiednia do realizacji zamierzonych przez
siebie celéw. Ocena funkcjonalnosci czynnosci skurczowo—rozkurczowe] izolowanych
naczyn zostata wykonana z wykorzystaniem kapieli tkankowej i miografu drutowego. Na
podkreélenie zastuguje fakt wybor jako modelu eksplantéw podsegmentarnych tetnic
ptucnych pozyskanych srédoperacyjnie od pacjentow poddawanych zabiegom
pneumoktomii lub lobektomii. Jest to materiat unikalny i jak najbardziej
reprezentatywny do realizacji zamierzonych celéw badawczych. Model zwierzecy
stanowily izolowane tetnice plucne szczura. Do badarn wtasciwosci modulujacych
dziatanie naczyniorozkurczowe 2-AG oraz LPI uzyto ligandow receptorow CB1 (AM251),
CB2 (AM630) i GPR55 (CID16020046), a takze inhibitoréw biosyntezy i rozktadu 2-AG i
AEA (odpowiednio: RHC80267, JZL184, URB597), inhibitora syntazy tlentu azotu (L-
NAME) oraz cykloksygenazy (indometacyna), ponadto blokeréw kanatéw potasowych o
matym, srednim i duzym przewodnictwie dla jonéw potasu oraz blokera receptorow
PPAR-y. Doswiadczenia wykonano metoda kumulacyjna, co pozwolito na wyznaczanie
parametrow kinetycznych (farmakologicznych) takich jak site dziatania agonisty (pECso i
pEC,;), powinowactwo agonisty do receptora i maksymalny elekt agonisty (Rpa).
Metody analizy statystycznej wynikéw zostaty dobrane prawidtowo, liczba pacjentow
wynosita (od 6 do 8), co pozwolito wyliczy¢ wartoéci érednie i SEM. Ponadto Doktorantka
zastosowata metody molekularne (PCR , Western blott ) do oceny ekspresji receptorow
GPR55 w homogenatach naczyri ptucnych i oskrzelikow cztowieka, oraz ekspresji
receptorow CB1 i CB2 w homogenatach izolowanych tetnic ptucnych szczura i cztowieka.

Te dwie metody uzupetniaja sie do oceny ekspresji biatek, szczegdlnie w przypadkach
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gdy przewidywany jest mechanizm epigenetyczny regulacji ekspresji receptorow. Tego
nie mozna wykluczy¢ w sytuacji klinicznej jaka jest NP, gdzie hipoksja jest jednym z
krytycznych i decydujacych czynnikow na rozwoj NP oraz determinuje efektywnosc
leczenia.

Najmocniejszg strong rozprawy doktorskiej sa uzyskane wyniki zawarte w
Rozdziatach IV i V (publikacje [1,2]). Doktorantka w swojej rozprawie po raz pierwszy

zaprezentowata zaleine od $rédbtonka i zachodzgce za posrednictwem receptoréow CB1 i

GPRS5 rozkurczowe dziatanie 2-AG i LPI w ukfadzie izolowanych fragmentow tetnic

ptucnych cztowieka. Wyniki swoich badan Doktorantka zwieile zawarta w Tabeli 2 w
Rozdziale VII Dyskusja, ktéra idealnie podsumowuje wyniki prac z Rozdziatéw IV iV [1,2].
Tabela pokazuje mechanizm dziatania modulujacego endokannabioidu 2-AG oraz
niekannabioidowego zwigzku LPI na indukowang kurczliwos¢ tetnic ptucnych cztowieka,
pokazujac udziat CB1/CB2 (dla 2-AG) oraz éréodblonkowo-zalezny mechanizm osi GPR55-
LPI.

Coraz lepsza znajomos$¢ patomechanizmow odpowiedzialnych za rozwdj NP
umoiliwia optymalizacje dotychczasowej farmakoterapii. Jednym z kierunkow takiej
optymalizacji jest poszukiwanie nowych substancji w grupach farmakologicznych nie
stosowanych do tej pory w ramach terapii celowanej NP. Rozprawa doktorska p. mgr
Olgi Karpiniskiej stanowi znaczacy przyczynek do wskazania nowej grupy substancji
dziatajacych na receptory endokannabioidowe (2-AG) oraz innych nie-kannabioidowych,
substancji takich jak LPI, dziatajacych na receptory z grupy G jako potencjalne nowe
zwiazki aktywne wspomagajace leczenia objawow NP.

Czego brakuje w omowieniu artykutow wiaczonych do rozprawy doktorskiej, to
dyskusji nad potencjalna rolg czynnikow érodowiskowych, takich jak hipoksja, w
patomechanizmie rozwoju NP, a tym samym W modulacji  wtasciwosci
naczyniorozkurczowej w/w zwigzkow w realnej sytuacji klinicznej. Hipoksja przyczynia

sie do rozwoju szeregu powikfan towarzyszacych NP, takich jak stenoza naczyn

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Instytut Fizyki
im. Mariana Smoluchowskiego

Zaktad Fizyki Medycznej

Kierownik Zakladu

Ewa Lucja Stgpient
dr hab. n. med. prof. U]
e-mail: e stepien@uj.edu.pl

tel. sekr. 12 664 46 40
bezp. 12 664 47 62

ul. Lojasiewicza 11

30-348 Krakaow



spowodowana proliferacja komorek miesniowki, zwtoknienie itp. Ostatnie badania
wskazuja, ze hipoksja wzmacnia metabolizm kwasu arachidonowego (AA) i zaleznych od
AA eikozanoidéw. Moze badania lipidomiczne datyby nowy wglad w ten mechanizm?
Kolejng sugestig jest glebsza analiza komunikacji miedzy komodrkami srodbtonka a
komérkami mieéniowko tetnic. Skoro srédbtonek jest kluczowy w modulacji odpowiedzi
na LPI, poprzez dziatanie endokannabioidow, to w jaki sposéb endokannabioidy
érédbtonkowe (np. 2-AG) sg transportowane do komoérek miesni naczyn? Czy mogg tu
odgrywac role mikropecherzyki pochodzenia érodbtonkowego? Tak postawione pytanie
moze okazac sie nowym wyzwaniem dla dalszych badan.

Struktura i opracowanie edytorski pracy sg wzorowe. Drobne uwagi dotycza
jezyka anielskiego w podsumowaniu (Summary): brak gdzieniegdzie przedimkow,
semantyczne naduzycia stowa ,weakened” zamiast Limpaired”.

Na koniec, co jest warte podkreslenia, Doktorantka umiescita spis dorobku
wlasnego, ktory obejmuje oprocz wymienionych 3 publikacji stanowigcych podstawe
rozprawy doktorskiej, kolejne 2 publikacje w czasopismach ze wspotczynnikiem
oddziatywania 3,718 (Vascul Pharmacol), 3,144 (/ Funct Foods) oraz jedng ze
wspotczynnikiem 2,936 (Life Sci), z tematyki badawczej zblizonej do tematyki rozprawy
doktorskiej. Ponadto lista doniesieri zjazdowych, ktéra obejmuje 16 pozycji, z ktorych
zdecydowana wiekszo$¢ stanowig doniesienia z konferencji miedzynarodowych
opublikowane w recenzowanych suplementach zjazdowych takich jak Cardiovasc Res, J
Physiol Pharmacol. Do indywidualnych osiagnie¢ doktorantki nalezy wliczyc I. miejsce za
ustng prezentacje podczas 10th Biafystok International Medical Congress for Young
Scientists w 2015 roku oraz szczegdlne osiaggniecie jakim jest nagroda za najlepszy plakat
na konferencji ,Pharmacological aspects of microvascular cel-cell signalling and CVS

diseases” British Pharmacological Society Oxford 2016.
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Ponadto Doktorantka jest beneficjentka grantu PRELUDIUM z NCN zat.
Kompleksowa ocena potencjalnie protekcyjnego dziatania kannabidiolu w
doéwiadczalnym modelu tetniczego nadcisnienia ptucnego”.

Podsumowujac mojg ocene stwierdzam, Zze rozprawa stanowi cykl
wartoséciowych i nowatorskich publikacji naukowych z zakresu fizjologii i farmakologii
nadciénienia ptucnego. Opisanie mechanizmu dziatania 2 osi pobudzenia receptorow
CB1 i GPRSS5 w czynnosciowym, zaleznym od $rédbtonka, mechanizmie rozkurczu tetnic
ptucnych czlowieka wskazuje na wazng rolg uktadu endokanabioidowego w tym
procesie, ale takze daje podstawe do wprowadzenia nowych zwigzkéw o dziataniu na
receptory CB1 do terapii nadcisnienia ptucnego.

W zwiazku z powyzszym, zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Olgi Karpiriskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ponadto wnioskuje do Wysokiej Rady o przyznanie wyroznienia przedfozonej mi
do oceny rozprawie doktorskiej Pani mgr Olgi Karpiriskiej. Na wyroznienie zastuguje
bardzo wysoki poziom badan z zakresu fizjologii i farmakologii, a przede wszystkim

nowatorstwo uzyskanych wynikow badan.

A Jepied”

dr hab. prof. UJ Ewa tucja Stepien
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