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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgra farmacji Rafata Kossakowskiego pt.
,» Wpltyw kannabidiolu na uktad krazenia u$pionych szczurow
normotensyjnych i ze spontanicznym nadci$nieniem”,

wykonanej w Zaktadzie Fizjologii i Patofizjologii Doswiadczalnej Wydziatu Farmaceutycznego
z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku.

1. Podstawa formalna opracowania recenzji

Recenzja zostala wykonana na zamoéwienie Prodziekan ds. studenckich Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku - Prof. dr hab. Katarzyny Winnickiej, na podstawie uchwaty Senatu Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku z dnia 28.05.2020 r.

2. Tematyka rozprawy

Pomimo dostepu do coraz lepszych narze¢dzi diagnostycznych i coraz nowoczeséniejszych
metod leczenia, niezmiennie od ponad pot wieku choroby uktadu krazenia pozostajg
wiodaca przyczyng przedwczesnej umieralnosci, chorobowos$ci szpitalnej oraz
niezdolnosci do pracy na Swiecie 1 w Polsce. Wséréd wielu chordéb uktadu krazenia,
nadci$nienie tetnicze zaliczane jest do gtownych czynnikow ryzyka Smierci wsrdd kobiet i
mezczyzn, a nieleczone moze prowadzi¢ do zawalu serca, udaru moézgu, uszkodzen i
niewydolno$ci nerek, demencji oraz S$lepoty. Poniewaz czgsto$¢ wystgpowania
ntetniczego oraz koszty leczenia tej choroby cywilizacyjnej szybko rosng, badania majace
na celu poszukiwanie nowych i  skutecznych substancji o dziataniu
przeciwnadcisnieniowych uznaje si¢ za jak najbardziej zasadne.

Od wielu lat uwaga badaczy - w tym i naukowcow z Zaktadu Fizjologii i Patofizjologii
Dos$wiadczalnej  Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku - skupiona jest na
substancjach dziatajacych za posrednictwem uktadu kanabinnoidowego i ich efektach w
regulacji nadci$nienia. Uktad kannabinoidowy tworza endogennie neuroprzekazniki (np.
anandamid i 2-arachidonyloglicerol), enzymy odpowiadajace za ich syntez¢ i metabolizm
oraz receptory kanabinnoidowe. Egzogennymi ligandami uktadu kanabinnoidowego sa
zwigzki naturalne pochodzace z rodziny Cannabis (np. A9-tetrahydrokanabinol,
kannabidiol) oraz syntetyzowane przez chemikéw ich rézne pochodne. Cho¢ od wielu
wiekow Kkanabinnoidy pochodzenia roslinnego znane byly i stosowane w medycynie
ludowej m.in. w celu obnizenia ci$nienia krwi, ich mechanizm dziatania w hipotensji jak
dotad nie zostal dostatecznie poznany.
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W $wietle powyzszych danych, tematyka przedstawionej do oceny pracy doktorskiej
mgra farm. Rafata Kossakowskiego jest aktualna i celowa. Doktorant podjat interesujace i
nowatorskie badania w warunkach in vivo (u$pione szczury normotensyjne i z
nadcis$nieniem pierwotnym, szczury odrdzenione) oraz in vitro (izolowane przedsionki).
Celem tych przedklinicznych doswiadczen byla analiza dziatania kannabidiolu, ktory - w
przeciwienstwie do A°-tetrahydrokannabinolu - nie jest psychoaktywnym zwiazkiem i nie
posiada wtasciwosci uzalezniajacych, na podstawowe parametry uktadu krazenia. Praca ta
wykonana zostata pod kierownictwem naukowym prof. dr hab. Barbary Malinowskiej.
Przedstawione w pracy badania byty realizowane w ramach projektu pt. ,,Kompleksowa
ocena wplywu kannabidiolu na uktad krazenia, stres oksydacyjny i metabolizm serca w
doswiadczalnych modelach nadcisnienia tegtniczego", finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki (konkurs OPUS 10, 2015/19/B/NZ7/02270, kierownik projektu: prof. dr
hab. Barbara Malinowska).

3. Charakterystyka rozprawy doktorskiej

Rozprawa napisana zostata w jezyku polskim i sktada si¢ z 9 rozdziatow, ktore przedstawiono na
96 stronach (numeracja wprowadzona zostata od strony tytutowej). Rozprawa ma typowy dla prac
doktorskich uktad i zawiera Wstep, Cel pracy, Materiat i Metody, Wyniki, Dyskusje, Wnioski,
Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wykaz skrotow oraz Pi$miennictwo. Rozprawa
zawiera 24 ryciny i 5 tabel, na ktoérych zaprezentowano zalozenia pracy (Wstep), schematy
do$wiadczalne (Materiat i Metody) oraz wszystkie uzyskane rezultaty badan (Wyniki).

Rozprawa doktorska rozpoczyna si¢ Wstepem, liczacym 31 stron, w ktorym Doktorant
wprowadza czytelnika w tematyke, przedstawia aktualne informacje dotyczace kannabinoidow o
réoznym pochodzeniu (syntetyczne, roslinne i endogenne), szczegélowo omawiajac zwlaszcza
kannabinol w aspekcie jego mechanizmu dziatania, aktywnosci biologicznej oraz dziatan
niepozadanych. W drugiej cze$ci Wstepu Autor szczegotowo, na podstawie dostepnych danych
klinicznych i badan przedklinicznych, przedstawia wptyw kannabinolu na uktad krazenia.
Co warto podkresli¢, poszczegdlne czesci Wstepu zostaly napisane zgodnie z obecnym
stanem wiedzy, zwiezle i przejrzyscie. Autor umiejetnie przedstawit istotne informacje z
rozleglej literatury i je logicznie uporzadkowat.

W rozdziale zatytutowanym Cel pracy Doktorant uzasadnit podjecie badan. Cel pracy
zostal sformutowany w sposob przejrzysty, a planowane doswiadczenia stuzace jego realizacji
zostaty w logicznie skonstruowane. Warto podkresli¢, ze Autor w swoich badaniach po raz
pierwszy analizowal wpltyw kannabidiolu na podstawowe parametry krazenia (czesto$¢ akcji
serca, cisnienie krwi i ci$nienie rozkurczowe krwi) u szczuréw normotensyjnych (Wistar Kyoto) i
z nadci$nieniem pierwotnym (SHR). W swoich badaniach Doktorant wykorzystat takze model
szczura odrdzenionego, czyli jedng z najlepszych procedur do$wiadczalnych in vivo stuzacg do
rejestracji zaleznych od mechanizméw obwodowych zmian czgstosci akcji serca i ci$nienia krwi,
zwierzeta takie poddat dodatkowo obustronnej adrenalektomii. Co wiecej, Autor oceniat efekty
kannabidolu na odruch Bezolda-Jarischa i wyjaénit mechanizm obserwowanych zmian
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indukowanych stymulacja receptorow 5-HT3 i TRPV1. Uzupetieniem badan in vivo byta analiza
efektow dziatania kannabidiolu w modelu in vitro na izolowanych przedsionkach serca szczura.

Rozdziatl trzeci (Materiat i Metody) zawiera dokladny opis gatunku zwierzat oraz
pozyskanych z nich tkanek do badan, stosowane odczynniki oraz procedury pomiary parametrow
uktadu krazenia. Dalej Autor szczegdtowo zaznajomit czytelnika z zastosowanymi protokotami
eksperymentalnymi. Rozdzial zakonczony zostat opisem procedur statystycznych wykorzystanych
do analizy wynikow.

W kolejnym rozdziale (Wyniki) Autor przedstawil rdéznice w bazalnych parametrach
uktadu krazenia u czuwajgcych i u$pionych szczuréw normotensyjnych i z nadci$nieniem
spontanicznym. Kolejno opisat efekty kannabidiolu po jego jednorazowym i dwukrotnym podaniu
szczurom uspionym na czesto$¢ akcji serca, cisnienie Krwi oraz ci$nienie rozkurczowe krwi.
Powyzsze doswiadczenie zostatlo uzupelnione o wpltyw odpowiedniego rozpuszczalnika na
oznaczane parametry ukladu krazenia. W dalszej czgéci Doktorant przedstawil —dziatanie
kannabidiolu u zwierzat (i) poddanych wagotomii, (ii) odrdzenionych, (iii) poddanych
adrenalektomii oraz (iv) z indukowanym agonista receptorow 5-HT3 (fenylobiguanid) lub
agonistg receptoréw TRPV1 (kapsaicyna) odruchem Bezolda-Jarischa. Rozdziat zakonczony jest
opisem efektow kannabidiolu na funkcje izolowanych przedsionkow. Autor uzyskatl interesujace
wyniki, ktére przedstawit na 16 rycinach i w 3 tabelach. Ryciny sg bardzo dobrej jakosci, a opis
wynikow jasny i przejrzysty. Cze$¢ doswiadczalna rozprawy doktorskiej mgra farm. Rafata
Kossakowskiego zastuguje na wysoka ocene, a Uzyskane wyniki maja znaczenie poznawcze.
Autor znakomicie opanowal warsztat badawczy, realizujac zatozone cele badawcze w oparciu o
bardzo skomplikowane procedury.

W 13-stronnicowym rozdziale pigtym (Dyskusja) Autor wnikliwie omoéwit uzyskane
wyniki badan. Dyskusja zostata podzielona na 4 podrozdziaty, w ktérych omowiono m.in. efekty
kannabidiolu na uktad krazenia u szczurow uspionych i odrdzenionych; ostatnim podrozdziatem
jest podsumowanie ktore w sposdb precyzyjny pokazuje odkryte przez Doktoranta sposoby
oddziatywania kannabidiolu na uktad krazenia. Dyskusja zostata poprowadzona logicznie i w
oparciu o dane literaturowe ostatnich lat.

W rozdziale szostym (Whnioski),Autor formutuje 5 wnioskow koncowych. Praca
doktorska zakonczona jest streszczeniem pracy w jezyku polskim i angielskim (rozdziat
7), wykazem stosowanych skrotow (rozdziat 8) oraz piSmiennictwem (rozdzial 9).
Pismiennictwo w liczbie 229 publikacji (w tym 228 anglojezycznych pozycji), w
przewazajacej czesci (88%) pochodzi z ostatnich 20 lat.

Warto podkresli¢, ze Doktorant opublikowat juz czes¢ wynikow przedstawionych w rozprawie
doktorskiej w czasopismie Frontiers in Pharmacology (IF = 4,225).

4. Najwazniejsze osiagniecia rozprawy doktorskiej

Uzyskane przez mgra farm. Rafata Kossakowskiego wyniki badan wskazuja, ze kannabidiol
wywiera zlozony wptyw na uklad krazenia us$pionych 1 oddrdzenionych szczuréw
normotensyjnych oraz zwierzat z nadci$nieniem spontanicznym. Whnikliwa analiza wynikéw

pozwala dalej okresli¢ dokonania naukowe i poznawcze, ktore sa nastepujace:
(1) Kannabidiol indukuje odruchowg bradykardie zalezng od stymulacji receptorow
TRPV1 umiejscowionych na zakonczeniach wiokien czuciowych w sercu.
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Bradykardia ta cechuje si¢ tachyfilaksjg i jest silniejsza u zwierzat z nadcisnieniem
spontanicznym niz normotensyjnych;
(2) Kannabidiol hamuje zalezny od receptorow 5-HT3 odruch Bezolda-Jarischa;
(3) Kannabidiol modyfikuje funkcje uktadu krgzenia poprzez 3 rézne mechanizmy:
- sympatomimetyczny,
- 10ZSZ€erzajacy naczynia krwionosne,
- ujemny efekt inotropowy na serce.

Zaprezentowane W rozprawie osiggniecia $wiadcza o duzej wiedzy teoretycznej oraz solidnym
warsztacie metodologicznym Doktoranta.

5. Uwagi do rozprawy doktorskiej

Wstep:

- nie podano odniesienia do literatury, z ktérej pochodza przedstawione dane (str. 9, I. 20, 23);

- niezrozumialy tekst dotyczacy “badan poteksperymentalnych” (ryc. 9);

- gatka blada zaliczana jest do jader podstawnych (str. 11);

- nie wyjasniono w jaki sposob CBD - modulujac mozgowy przeptyw krwi - wplywal
bezposrednio na swoj efekt anksjolityczny (str. 33)?

Materiat i Metody:

- brakuje informacji o cyklu dobowym w jakim przebywaly zwierzeta (naturalny czy
odwrocony) oraz nie podano masy ciata szczuréw SHR (str. 39);

- nazwa chemiczna kannabidiolu powinna by¢ przedstawiona w jezyku polskim (str. 43).

Wyniki:

- w tabelach i na rycinach brak informacji o zastosowanym tescie statystycznym,;

- nie podano wartosci obliczen statystycznych (warto$¢ “t” dla testu t-Studenta, F dla
ANOVA).

Dyskusja:
- fragmenty pierwszego podrozdziatu sg powtdrzeniem informacji ze Wstepu i Celu pracy.

Uwagi redakcyjne:
- niezr¢czne sformutowania:

»--.rozpuszczalnik do (xxx)”;

... regulacja w gore” — str 18;

,... obnazenie srodbtonka” — str. 32;
- niekonsekwentne stosowanie skrotow (np. HR, BP, OUN, A9-THC, CBD, AEA, BNST, OUN,
NO);
- bledy edytorskie w tekscie 1 na rycinach (str. 9, 10, 16, 18, 25, 29, 41, 47, 51, 60, 61, 67, 77 |
82);
- cytowanie literatury w teksScie nie zostato ujednolicone (zwykle stosuje sie uktad chronologiczny
albo alfabetyczny);
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- w spisie tre$ci i w tekscie brakuje podrozdziatéw 3.1 oraz 5.4;
- spis skrétow powinien znajdowac si¢ na poczatku rozprawy;

- Tabela nr 1 powinna by¢ na umieszczona na jednej stronie;

- brakuje wyjasnienia skrotu L-NAME (str. 33);

- brakuje objasnien skrotow na rycinie 4.

Uwagi te jednakze nie obnizajg wartosci ocenianej rozprawy, a mam nadziej¢ beda
przydatne podczas przygotowywania - na bazie otrzymanych wynikow — kolejnych
publikacji do druku.

6. Ogolna ocena rozprawy doktorskiej

Walory poznawcze, zakres badan, poprawna metodologia, a takze ambitnie zrealizowany cel
pozwalajg stwierdzié, ze rozprawa doktorska mgra farm. Rafata Kossakowskiego zastuguje na
wysoka oceng i spetnia wszystkie kryteria i wymogi okre§lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r.,
nr 65 poz. 595 z pdzniejszymi zmianami). Uzyskane dane sg wazne nie tylko z naukowego punktu
widzenia, ale i moga przyczyni¢ si¢ do wytyczenia kierunkow poszukiwan nowych lekow
przeciwnadci$nieniowych.

W zwigzku z tym mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiemu Senatowi Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku wniosek o dopuszczenie Pana mgra farm. Rafata
Kossakowskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Matgorzata Filip (-)



