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RECENZJA

Rozprawy na stopien doktora w  dziedzinie nauk medycznych i nauk
o zdrowiu w dyscyplinie nauk farmaceutycznych Pana mgr Rafata Kossakowskiego pt. ,Wpiyw
kannabidiolu na uktad krazenia uspionych szczuréw normotensyjnych i ze spontanicznym
nadcisnieniem” wykonanej w Zakiadzie Fizjologii i Patofizjologii Doswiadczalnej Uniwersytetu
Medycznego W Biatymstoku, pod kierunkiem Pani Prof. dr hab. n. med. Barbary Malinowskiej.

Juz ponad 4 tysigce lat temu w medycynie chinskiej kanabinoidy znajdujgce sie
w konopiach byty wykorzystywane w leczeniu wielu dolegliwosci, w tym tagodzeniu bélu oraz leku.
Na poczatku XX wieku najpierw w Stanach Zjednoczonych a nastepnie w Europie zaczeto stopniowo
zabrania¢ stosowania tych roslin, w koncu traktujac je jako zwalczany prawnie narkotyk. W ostatnich
latach Swiatowa Organizacja Zdrowia zmienita stanowisko w sprawie leczniczej marihuany. Obecnie
kannabinoidy sg intensywnie badane przez naukowcow w wielu zastosowaniach. Wcigz odkrywane
sg ich nowe potencjalne wtasciwosci lecznicze. Niestety nie ma zbyt wielu badan klinicznych, ktore
potwierdzityby skutecznosé i bezpieczenstwo tych zwigzkéw u ludzi.

W lecznictwie wykorzystuje sie tzw. medyczng marihuane, ktéra zawiera roézne stezenia
tetrahydrokannabinolu (THC). Niestety osrodkowe dziatanie psychoaktywne tego zwigzku czesto
ogranicza jego stosowanie. W ostatnich latach uwage zwrdcit inny fitokannabinoid, zwany
kanabidiolem (CBD), ktory jest pozbawiony dziatania psychoaktywnego. Co wiecej, nawet ostre
podanie CBD wydaje sie nie wigza¢ z istotng toksycznoscig dla organizmu ludzkiego. Badania
wskazujg, ze CBD posiada szereg cennych z punktu widzenia terapeutycznego dziatan w tym
przeciwlekowe, przeciwzapalne i przeciwutleniajace, przeciwdrgawkowe, zmniejszajgce spastycznosc
miesni; oraz neuroprotekcyjne.

Z uwagi na coraz wieksze rozpowszechnienie dostepnych bez recepty olejkow/olejow
konopnych zawierajgcych CBD, reklamowanych na wyrost jako skuteczne niemal na wszystko, istnieje
konieczno$¢ dalszego badania kannabinoidéw nie tylko ze wzgledu na ich potencjalne dziatanie
lecznicze, ale i bezpieczenstwo stosowania.

W ten nurt badawczy wpisuje sie praca doktorska pana Rafata Kossakowskiego, w ktdrej
Autor podjat sie zbadania wptywu kannabidiolu (CBD) na ukfad krgzenia. W Swietle braku badan
dziatania tego fitokannabinoidu w nadcisnieniu oraz niespdjnosci danych dotyczgcych wptywu CBD na
parametry krgzenia u zdrowych osobnikow (zaréwno zwierzat jak i ludzi) uwazam prezentowane
podejscie badawcze za wazne i aktualne.



Co wiecej, z uwagi na nasilajgcg sie mode na stosowanie niepsychoaktywnych kannabinoidéw
(w tym CBD) w réznych stanach patologicznych, oddziatywanie CBD na uktad krgzenia a zwlaszcza
jego wptyw na cisnienie tetnicze krwi jest zagadnieniem istotnym takze z punktu bezpieczenstwa
stosowania tej substancji.

Rozprawa doktorska pana Rafata Kossakowskiego obejmuje 96 stron maszynopisu
proporcjonalnie podzielonych na cze$¢ teoretyczng i doswiadczalng, w ktérej zachowane sg
tradycyjne elementy opisu gwarantujgce tatwy dostep do pozadanych informacji. Maszynopis pracy
jest zaopatrzony w sumie az w 24 ufatwiajgce rozumienie tekstu ilustracje (w tym 16 rycin
ilustrujgcych wyniki), a takze 5 tabel, z czego 3 przedstawiajg wyniki badan wykonanych przez Autora.

Wstep Doktorant poswiecit przede wszystkim szeroko pojetym zagadnieniom zwigzanym z
kannabinoidami zaréwno pochodzenia naturalnego (fitokannabinoidy) oraz syntetycznego. Autor
skupit sie zwtaszcza na kannabidiolu (CBD), analizujgc dostepne w piSmiennictwie dane dotyczace
mechanizmu jego dziatania, aktywnosci biologicznej i potencjalnym dziataniom niepozgdanym.

Doktorant poddat szczegdtowej analizie takze wptyw kannabidiolu na uktad krazenia u ludzi,
zwierzat doswiadczalnych, jego modulujgcy wptyw na rézne odpowiedzi uktadu krazenia, naczynia
krwionos$ne oraz wptywowi nadcisnienia tetniczego na uktad endokannnabinoidowy. Omdwit takze
podstawy fizjologiczne i znaczenie odruchu Bezolda-Jarischa, ktéry z uwagi na jego powiazanie z
aktywnoscig receptoréw TRPV1 i 5-HT3 jest dobrym narzedziem naukowym do oceny aktywnosci
farmakodynamicznej ligandéw tych receptoréw - a zatem takze kannabidiolu - w modelach
zwierzecych. Wstep Swietnie koresponduje z zatozeniami pracy. Niepotrzebny (cho¢ ciekawy) wydaje
sie jedynie oddzielny rozdziat poswiecony kannabidiolowi w epileps;ji.

We wstepie szczegdlnie interesujace sg rozdziaty dotyczgce dziatania CBD na ukfad krazenia u
szczurow. Autor dokonat analizy dostepnych danych wskazujgc, ze w piSmiennictwie brak
jednoznacznych wynikdw odnosnie wptywu CBD na uktad krazenia u zwierzat. Interesujacy wydaje sie
fakt, ze w niektdrych badaniach przewlekte podawanie CBD wykazywato efekt kardioprotekcyjny oraz
dziatanie rozszerzajgce naczynia krwionosne.

Co wiecej, chociaz potrzeba wiecej badan, aby stwierdzi¢ to na pewno, CBD
najprawdopodobniej moze by¢ przydatny w obnizaniu ci$nienia krwi i tetna podwyzszonego pod
wptywem stresu. Jednak nadal nie ma wystarczajgcych dowoddw na to, ze CBD zapewnia podobne
efekty w warunkach pozastresowych.

Na stronie 34 do opisu dziejéw odkrycia odruchu Bezolda-Jarischa przez Bezolda i Hirta
wkradt sie btad, mianowicie Bezold i Hirt nie mogli przyjg¢ zatozenia o depresyjnym wptywie
weratryny na ,osrodek naczynioruchowy”, poniewaz osrodek ten zostat doktadnie zlokalizowany i
opisany przez rosyjskiego badacza Filippa Wasiljewicza Owsjannikowa dopiero cztery lata pdzniej, w
1871 roku.

Opracowanie czesci teoretycznej rozprawy stanowi logiczny cigg uzupetniajgcych sie
informacji z podkresleniem wystepujagcych w nim elementéw nowosci. Doktorant wykazat
umiejetnos¢ krytycznego korzystania z pismiennictwa naukowego, zdolno$¢ selekcji i wihasciwej
segregacji danych w odniesieniu do podjetego tematu, jak réwniez zwieztosci opisu. Swiadczy to o
bardzo dobrym teoretycznym przygotowaniu Doktoranta do rozwigzania podjetego zadania
badawczego.

Cel pracy, ktérym byta ocena wptywu kannabidiolu na podstawowe parametry uktadu
krazenia (w szczegdlnosci SBP - cisnienie krwi skurczowe, DBP - cisnienie krwi rozkurczowe oraz
czesto$¢ pracy serca - HR) uépionych szczuréw z nadci$nieniem (SHR) i normotensyjnych (WKY) oraz
na zachodzacy za posrednictwem receptoréw wanilloidowych TRPV1 i serotoninowych 5-HT3 odruch
Bezolda-Jarisha jest poprawnie sformutowany.

Warto zwréci¢ uwage, ze do tej pory brak badan dotyczacych wptywu CBD na uktad krgzenia
w nadcisnieniu tetniczym.



Metodyka: Do badarn Doktorant wykorzystat samce szczuréw z nadcisnieniem spontanicznym
(SHR) oraz szczury normotensyjne WKY. Szczury SHR stanowig popularny model nadciénienia
pierwotnego stosowany w farmakologii doswiadczalnej zas szczury WKY sg wykorzystywane jako
kontrola normotensyjna dla szczuréw z nadcisnieniem.

W celu realizacji zatozen pracy Autor zaprojektowat i przeprowadzit badania
eksperymentalne, ktére pozwolity okresli¢ wptyw kannabidiolu na podstawowe parametry ukfadu
krgzenia (ci$nie tetnicze krwi skurczowe - SBP, ci$nienie tetnicze krwi rozkurczowe - DBP, czestosc
pracy serca - HR, dotyczy to CBD zaréwno podawanego osobno jak i po uprzednim zablokowaniu
kapsazeping receptoréw TRPV1) oraz na odruch Bezolda-Jarischa u szczuréw uspionych. Modulujgcy
wptyw kannabidiolu na parametry uktadu krazenia oceniany byt réwniez w przypadku szczurow
poddanych obustronnej wagotomii.

W kolejnym eksperymencie Doktorant oceniat wptyw kannabidiolu na parametry uktadu
krgzenia u szczuréw odrdzenionych oraz wptyw kannabidiolu na izolowane przedsionki. W jaki
sposdb te przedsionki rozciggano oraz jak mierzono site tego rozciggania (czyzby takze za pomocy
przetwornika izometrycznego uzytego do pomiaru i rejestracji sity skurczéw?); w opisie odnosnej
metodyki w dziale 3.2.4. [str. 43] stwierdza sie jedynie, ze rozciggano je z sitg do 5 miliniutonow.

W czesci 3.3. ,Wykaz odczynnikéw” nalezatoby wyjasni¢, dlaczego kannabidiol uzyty do
doswiadczen in vivo pochodzit z innego zrddta niz ten wykorzystany w eksperymentach in vitro i czy
miato to znaczenie dla przebiegu i wynikow doswiadczen.

W recenzowanej pracy zabrakto dziatu/sekcji, w ktorym w jednym miejscu przedstawiono by
w niedtugi i spdjny sposdb zarys (organizacje) catego postepowania doswiadczalnego wraz z krétkim
uzasadnieniem celowosci przeprowadzonych eksperymentdw. Jest to tym wazniejsze, ze materia
badanych zagadnien jest bardzo ztozona. Przyktadem moze by¢ uzasadnienie wykonania u czesci
zwierzat odrdzenienia. Z punktu widzenia przejrzystosci tekstu informacja taka powinna stanowic
sktadnik postulowanej sekcji poSwieconej organizacji i celowosci eksperymentdéw a w ostatecznosci
znalez¢ sie na poczatku sekcji 3.1.4. ,Pomiar parametrow uktadu krazenia u szczuréow
odrdzenionych”. Tymczasem zawierajgce taki tadunek tresciowy zdanie ,Czes¢ doswiadczen
wykonano na modelu szczura odrdzenionego, u ktorego OUN zniszczono mechanicznie za
posrednictwem metalowego preta wprowadzonego do rdzenia kregowego, umozliwiajgc ocene
aktywnosci obwodowej CBD z wykluczeniem ewentualnych wptywéw osrodkowych.” Doktorant
zamieszcza dopiero w dyskusji na str. 65.

Obecny tekst skonstruowany z pominieciem proponowanej sekcji znacznie gorzej sie czyta, poniewaz
czytelnik musi sktada¢ sobie stopniowo w pamieci obraz wyfaniajacy sie przy czytaniu kolejnych
czesci pracy. Podobne zastrzezenia mozna odnie$¢ m.in. takze do podawania dezypraminy oraz
propranololu (objasnione w dyskusji na str. 72 i 73) czy kapsazepiny (protokét eksperymentalny
opisany na str. 40, ale stwierdzenie wprost po co jg podawano zawarto dopiero w dyskusji na str. 67).

W nastepnej czesci pracy (,4. Wyniki”) Doktorant dokonat szczegétowej analizy wynikow

przeprowadzonych badan. Zostaty one poddane analizie statystycznej, a nastepnie przedstawione w
trzech tabelach i zilustrowane szesnastoma rycinami. Na stronach zawierajacych tabele 3 i 4
opuszczono numeracje (powinno byc 45 i 46).
W tej czesci pracy zwraca uwage umiejetnos¢ przedstawiania przez Doktoranta uzyskanych wynikéw.
W ramach tego w dziale 4.2.2. bardzo doktadnie przeprowadzono takze analize wptywu samego
rozpuszczalnika CBD na parametry uktadu krgzenia a w innych miejscach tekstu odniesiono sie takze
do mozliwego wpltywu innych uzytych rozpuszczalnikéw na te parametry nie pozostawiajgc miejsca
na watpliwosci, co Swiadczy o rzetelnosci pracy. Podobnie mozna sie wyrazi¢ np. o uwzglednieniu w
dziale 4.2.3.1. faktu wystepowania rdéznic w zakresie bazalnych wartosci HR, SBP i DBP w ten sposéb,
by nie zafatszowaty one interpretacji wptywu samego CBD na te parametry.

Doktorant wykazat, ze u szczurdw us$pionych uretanem etylowym jednorazowe podanie
kannabidiolu wywotywato zalezny od dawki spadek HR, SBP i DPR, ktéry byt silniejszy u szczuréw z
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nadci$nieniem w poréwnaniu do szczuréw normotensyjnych. Co interesujgce, reakcja ta byta niemal
catkowicie zniesiona poprzez wczesniejsze podanie CBD, co moze wskazywaé na rozwdj tachyfilaksji;
to ostatnie zjawisko dotyczyto jednak gtéwnie spadku HR (stymulowanej CBD odruchowej
bradykardii) a nie ci$nienia krwi.

Z jednej strony, rozwazajac spadek cisnienia u szczuréw normotensyjnych jako dziatanie
niepozadane CBD wykorzystywanego w leczeniu bdlu, epilepsji czy spastycznosci obserwacje te
mozna uznac za majgcg pozytywny wydzwiek (zmniejszenie dziatan niepozadanych), z drugiej strony
zjawisko tachyfilaksji moze w przysztosci ograniczy¢ wykorzystanie CBD jako potencjalnego $rodka w
chorobach uktadu krazenia (np. jako srodka kardioprotekcyjnego). Jaki jest zdanie Doktoranta na ten
temat?

Moje zainteresowanie wzbudzito blokowanie przez CBD odruchu Bezolda-Jarisha

stymulowanego w eksperymencie za posrednictwem agonisty receptoréow 5-HT3 (fenylobiguanidu).
Warto tu zwrdci¢ uwage, ze serotonina odgrywa istotng role w regulacji uktadu sercowo-
naczyniowego, za$ leki wptywajace na ukfad serotoninergiczny sa powszechnie stosowane w terapii
depresji, choroby Parkinsona, otytosci czy migren.
Jaki zatem wptyw mogtaby mie¢ obserwacja Doktoranta dotyczaca dziatania CBD na odruch Bezolda-
Jarisha? Czy w $wietle dotychczasowej wiedzy a takze wynikdw badan przeprowadzonych przez
Doktoranta stosowanie CBD jako $rodka reklamowanego na wiele dolegliwosci (co wiecej
sprzedawanego jako dodatek do zywnosci/suplement) moze by¢ niebezpieczne zwtaszcza u chorych
stosujgcych leki antydepresyjne wptywajace na ukfad serotoninowy, ktére stanowig obecnie wieksza
czesc srodkow antydepresyjnych?

Przeprowadzenie doswiadcze na szczurach odrdzenionych pozwolito oceni¢ czy dziatanie
CBD na ukfad krgzenia jest zwigzane ze sktadowg obwodowgq. Autor wykazat, ze w tym uktadzie
doswiadczalnym CBD stymulowat silny zalezny od dawki wzrost HR i SBP, ale obnizat DBP. Reakcja ta
nie byfa zalezna od obustronnego wyciecia nadnerczy, zas wzrost HR i SBP byt silne hamowany w
obecnosci propranololu, z kolei inhibitor wychwytu zwrotnego noradrenaliny — dezypramina
zmniejszata stymulowane CBD przyrosty HR i SBP z jednoczesnym nasileniem spadkow DBP (ale tylko
przy najwyzszej dawce dezypraminy). Dodatkowo w badaniu in vitro CBD zmniejszat site skurczu
przedsionkéw serca.

W pierwszej czesci dyskusji Doktorant po przedstawieniu zatozern wstepnych skupit sie na
przeanalizowaniu rozbieznosci w wynikach badan dotyczacych dziatania kanabidiolu na ukfad
krazenia. Trafnie zauwazyt, ze wywotywane przez kanabidiol przy kolejnym podaniu zjawisko
tachyfilaksji, obserwowana w innych badaniach nieliniowa zaleznos¢ efektu od dawki (opisywana
tzw. krzywa dzwonowa zaleznosci) oraz rozpuszczanie przez badaczy lipofilnego CBD w réznych
rozpuszczalnikach moga wptywac na rozbieznosci w dostepnych w pismiennictwie wynikach badan.
Istotne wydajg sie przytoczone przez Autora prace, w ktdrych niskie dawki kanabidiolu (1mg/kg i.v.)
nie wplywaty na czestos¢ pracy serca oraz ci$nienie tetnicze krwi, natomiast wysokie (25 i 50 mg/kg
i.v.) powodowaly istotny spadek wartosci BP. Szkoda ze Doktorant nie zdecydowat sie na podanie
wiekszej dawki CBD (by¢ moze udatoby sie wykazac efekt putapowy).

W dalszej czesci dyskusji Doktorant dokfadnie przeanalizowat catos¢ uzyskanych wynikow.

W dyskusji zwraca uwage zdolno$¢ Doktoranta do wnikliwej i krytycznej analizy wynikow oraz
whnioskowania dotyczgcego przyczyn obserwowanych zjawisk, a takze szczegdétowego uzasadniania
przyjetych w pracy rozwigzan. Przyktadem moga by¢ kolejne czesci dyskusji, w ktérych podano
uzasadnienie, dlaczego w badaniach wykorzystano tylko jedng konkretng dawke kapsazepiny,
doktadnie przeanalizowano mozliwe przyczyny obserwowanych dysproporcji w zakresie
otrzymywanej odpowiedzi uktadu krgzenia pomiedzy szczurami normo- i hipertensyjnymi oraz
potencjalne mechanizmy oddziatywania CBD na uktad krgzenia. W dalszej kolejnosci obszernie



przedyskutowano takze wptyw CBD na odruch Bezolda-Jarischa, zaréwno zachodzgcy za
posrednictwem receptoréw wanilloidowych TRPV1 jak i serotoninowych 5-HT3.

Dyskusje zamyka podsumowanie, w ktdrym Autor wymienia gtéwne ustalenia pracy. Dodatkowo
Autor zwraca uwage na te elementy wykonanych w ramach rozprawy doswiadczen, ktore stanowig
nowos¢, tzn. nie zostaty dotagd uwzglednione przez innych autoréw. Sg to: [1] wykorzystanie szczuréw
SHR, co pozwolito na symulacje dziatania CBD w warunkach nadci$nienia; [2] nowatorski sposob
rozpuszczania CBD, umozliwiajacy jego podanie donaczyniowe, co z kolei umozliwito oceng
krétkotrwatych dziatan  krgzeniowych zwigzku oraz [3] wykorzystanie modelu zwierzecia
oddrdzenionego, co pozwolito na zréznicowanie osrodkowych i obwodowych nastgpstw dziatania
CBD. Elementy te dodatkowo znacznie podnosza warto$¢ pracy; pozwolity one zaobserwowac
wyrazne dziatania CBD na uktad krazenia nie opisane wczesnie;j.

Dyskusja zostata przeprowadzona poprawnie i uwzgledniono w niej wszystkie wazniejsze
watki pracy. Do nielicznych zauwazonych w niej btedéw nalezy pomylenie w pierwszym zdaniu na str.
70 jednostek charakteryzujacych bradykardie i wptyw na BP — (podano milimetry Hg).

Koriczac rozwazania zwigzane dyskusjg, mozna postawic¢ otwarte pytanie, czy dalsze badania
nad wptywem kannabidiolu na uktad krazenia nie powinny zosta¢ przeprowadzone takze na innych
modelach regulacji cisnienia krwi.

Po zamknieciu dyskusji Doktorant sformutowat (w rozdziale széstym) cztery wnioski
syntetycznie podsumowujgce przeprowadzone badania. Wnioski te nie budza zastrzezen i wiasciwie
odzwierciedlajg uzyskane wyniki.

Siodmy rozdziat pracy (,Streszczenie / summary”) obejmuje dwa nastepujace po sobie
streszczenia — najpierw w jezyku polskim a potem angielskim, o objetosci ponad jednej strony kazde.
Streszczenia te nie budzg zastrzezen.

Osmy rozdziat pracy stanowi wykaz 95 uzytych skrétéw. W rozdziale tym pojawity sie
niewielkie niescistosci — np. na str. 80 btednie rozwigzano skrét BRCP jako ,biatko odpornosci raka
piersi” (zamiast poprawnie biatko opornosci (...)/opornosci lekowej (...)); na str. 81 btad dotyczyt
skrotu MCA (od ,middle cerebral artery”), ktéry rozwigzano jako ,okluzja srodkowej tetnicy
mozgowej” zamiast poprawnie ,tetnica sSrodkowa mozgu”.

Kolejny, dziewiagty rozdziat rozprawy stanowi wykaz piSmiennictwa, ktory obejmuje 229
publikacji zagranicznych i krajowych. Przeglad listy piSmiennictwa wskazuje, ze Doktorant dokonat
doktadnego przeglagdu prawdopodobnie ogromnej czesci dostepnych pozycji z zakresu wymaganego
przez tematyke pracy. Swiadczy o tym fakt, ze cytowane pismiennictwo od 2019 r. siega wstecz az do
roku 1970.

Przypadkowo stwierdzono, ze cytowana w tekscie kilkukrotnie praca Toczek i Malinowska (2018) w
ogole nie znalazta sie w wykazie pismiennictwa.

Pozostate uwagi. W pracy mozna znalez¢ niewiele drobnych literdwek i btedow interpunkcyjnych co
nie umniejsza bardzo dobremu merytorycznemu przygotowaniu — np. na ryc. 10 (str. 48) w czterech
wykresach w gérnym rzedzie w opisie osi rzednych (pionowej) zamiast poprawnie ,uderzenia/min”
trzykrotnie wpisano po angielsku ,beats/min” a raz ,uderzen/min”. Troszke razg trzy razy obok siebie
powtérzone ,POROWNWALNE WAROSCI” (zamiast ,POROWNYWALNE WARTOSCI”) w treéci ryc. 13
na str. 51.

W tekscie rozprawy znaleziono kilka btedéw w zakresie nazewnictwa, np. Cannabis (konopie) to
rodzaj botaniczny a nie, jak to napisano na str. 15 rodzina (wtedy bytoby: konopiowate =
Cannabaceae).



Czgsc teoretyczna jak i doswiadczalna rozprawy $wiadczy o przygotowaniu teoretycznym i
manualnym Doktoranta, umiejetnosci organizowania pracy badawczej, a takze planowania i
rozwigzywania zagadnien naukowych.

Prace doktorska Pana mgr Rafata Kossakowskiego oceniam bardzo pozytywnie. Podkreslam,
ze podjeta przez Doktoranta préba oceny wptywu CBD na uktad krazenia u szczuréw z nadciénieniem
pierwotnym ma charakter nowatorski i kieruje uwage naukowcéw na potencjalne wykorzystanie tego
zwigzku przynajmniej we wspomaganiu leczenia tej choroby. Na uwage zastugujg prawidtowo
zaplanowane i wykonane badania oraz wysoki stopien ich ztozonosci i trudnoséci w wykonaniu. Warto
zwrdci¢ uwage, ze cze$¢ wynikdw rozprawy zostata opublikowana w czasopi$mie ,Frontiers in
Pharmacology” o wspotczynniku wptywu (IF) rownym 4,225 a Doktorant jest pierwszym Autorem tej
pracy.

Przedstawiajac powyzsza ocene kieruje do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie Pana mgr Rafata Kossakowskiego
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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