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Powszechnie uznaje sie, ze nadci$nienie tetnicze jest ciggle
gtéwnym czynnikiem ryzyka choréb sercowo-naczyniowych, naczyniowo-
mézgowych oraz tetnic obwodowych. W patogenezie tych schorzen
niewatpliwie szkodliwg role odgrywa nadprodukcja reaktywnych form
tlenu (RFT) w komoérkach. Zmiany wywotane stresem oksydacyjnym
stanowig potencjalne zagrozenie dla prawidtowego funkcjonowania
srédbtonka naczyn krwiono$nych w nadcisnieniu. W regulacji rownowagi
redoks biorg udziat m.in. receptory kannabinoidowe (CB; CB; oraz
TRPV1), ktérych endogennym agonista jest anandamid (AEA),
pochodna amidowa kwasu arachidonowego. Niezaleznie od receptorow,
endokannabinoidy mogg uczestniczyé w procesach metabolicznych.
Dlatego tez gidwny wysitek wielu badaczy koncentruje si¢ na
poznawaniu biosyntezy i katabolizmu endokannabinoidéw oraz ich roli w
regulacji proceséw fizjologicznych jak tez patologicznych. Zwraca si¢

uwage na inhibitory metabolizmu AEA szczegolnie serynowe hydrolazy
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amidéw kwaséw tluszczowych ti. FAAH oraz URBS597 enzym ktory
modyfikuje miejsce aktywne FAAH.

Dane literaturowe, a takze wczesniejsze prace Autora dotyczace
zwigkszonej ekspresji uktadu endokannabinoidowego w regulacji
ciénienia krwi byty inspiracjg do podjecia badan przez Pana mgr Michata
Biernackiego.

Problematyka recenzowanej przeze mnie pracy dotyczy wptywu
przewleklego podawania inhibitora FAAH, URB597, na réwnowage
redoks metabolizm fosfolipidéw powstajacych w reakcjach zaleznych od
RFT i reakcji enzymatycznych oraz poziom mediatoréw lipidowych w
narzadach migzszowych (watrobie i nerkach) szczuréw z nadcisnieniem
pierwotnym i wtérnym. Co wigcej, Doktorant postawit sobie ambitne
zadanie wyjasnienia czy uzyskane zmiany metaboliczne indukowane
URB597 zaleza od typu nadci$nienia i w jaki sposob.

Temat pracy podjety przez Doktoranta jest interesujacy i zawiera
zaréwno aspekty poznawcze jak i aplikacyjne.

Oceniana dysertacja zostata przedstawiona W dwustronnie
napisanym bardzo starannym wydruku komputerowym. Na uwage
zastuguje ciekawy uktad pracy , ktory skiada sie z 10 Rozdziatow:
1.Wstep : 2. Cel Pracy ; Rozdziat 3 to publikacja przeglagdowa; kolejne
4 do 6 stanowig 3 oryginalne prace. Wszystkie zostaty opublikowane w
indeksowanych czasopismach o facznym IF=12,182 w ktérych
Doktorant jest pierwszym Autorem , a wiarygodno$¢  potwierdzili
wspotautorzy w zatgczonych o$wiadczeniach.

Kolejne Rozdziaty 7 , 8 i 9 to Dyskusja , Wnioski i Streszczenie.
Kofcowy rozdziat 10 stanowi Lista publikacji wchodzgcych w sktad
rozprawy doktorskiej.

W zwieztym Wstepie, Autor na podstawie literatury opisat

nadciénienie tetnicze, udziat stresu oksydacyjnego W rozwoju



nadciénienia i choréb uktadu sercowo-naczyniowego oraz W
metabolizmie fosfolipidéw btonowych i poziomie mediatoréw lipidowych
tj. endokannabinoidow. Nastepnie oméwit serynowe hydrolazy amidowe
kwaséw tluszczowych (FAAH), ktére katalizujg hydrolize anandamidu
oraz inhibitor FAAH tj. URB597.

Z powyzszych danych wynika syntetycznie sprecyzowany Cel Pracy.

Praca przegladowa ( Rozdziat 3) jest teoretycznym wprowadzeniem
do tematyki dysertacji. Szczegbtowo opisano W niej biosynteze i
metabolizm endokannabinoidéw oraz ich role w aktywacji receptoréw. Z
publikacji tej jasno wynika, ze zaburzenie homeostazy w uktadzie
endokannabinoidowym prowadzi do rozwoju réznorodnych choréb
m.in. ukfadu krazenia.

Materiat , metodyka badarn oraz wyniki recenzowanej dysertacji
zostaly starannie przedstawione w 3 oryginalnych opublikowanych
pracach ( Rozdzialy 4-6), ktére ilustrujg caty przebieg pracochtonnych
zadann. Zwracam uwage, Zze powyzsze prace zostaty  ocenione
merytorycznie przez Recenzentow i wyréznione opublikowaniem ich
w czasopismach o wysokim IF.

W publikacji Rozdziatu 4 opisano pierwszy schemat dos$wiadczen,
ktére przeprowadzono na szczurach (4-5 tyg.), samcach szczepu Wistar
z nadciénieniem wtérnym wywotanym przez jednostronng nefrektomie .
Po tygodniu adaptacji podawano przez 6 tygodni s.c. octan 11-
deoksykortykosteronu (DOCA). W dwoch ostatnich tygodniach zwierzeta
dostawaty i.p. co 12 godz. URB 597. Przez caly okres trwania
doswiadczen szczury dostawaty do picia 1% roztwor chlorku sodu. W
homogenatach ~ watroby ~ w/w zwierzat oznaczono parametry
biochemiczne tj. poziom ROS, aktywno$¢ enzyméw pro- i anty-
oksydacyjnych, stezenie 8—hydroksy-2-2'deoksyguanozyny(B-OHdG),



endokannabinoidéw , isoprostanow , neuroprostanéw, ekspresji biatek
oraz aktywnos$¢ FAAH , lipazy monoacyloglicerolu (MAGL) i fosfolipazy.

W kolejnej pracy (Rozdziat 5) zamieszczono drugi schemat badan.
Do$wiadczenia prowadzono na szczurach samcach z nadcisnieniem
pierwotnym (SHR;) i normotensyjnych Wistar-Kyoto (WKY). Zwierzetom
obu grup podawano i.p. URB597 co 12 godz. przez 14 dni. Nastgpnie w
homogenatach ~ watroby  tych szczurbw oznaczono parametry
biochemiczne tj. aktywno$¢ enzymow pro- i anty-oksydacyjnych,
ekspresje biatek metodg western blot, poziomy nie-enzymatycznych
antyoksydantéw, fosfolipidow i wolnych kwaséw tluszczowych , grup
karbonylowych oraz endokannabinoidéw. Oznaczano tez aktywnos¢
cyklooksygenaz ( COX1iCOX2) .

Uwage zwraca publikacja, ktorej IF=6,337 (Rozdziat 6 w
dysertacji). W pracy tej opisano doswiadczenia przeprowadzone na
szczurach z nadci$nieniem pierwotnym jak tez wtérnym,  ktérym
podawano i.p. URB597 co 12 godz. przez 14 dni. Nastepnie w
homogenatach badz pulweryzatach nerek oznaczono parametry
biochemiczne tj. aktywno$¢ enzymow odpowiedzialnych za generacje
RFT , enzyméw anty-oksydacyjnych, ekspresje biatek metodg western
blot, poziomy nie-enzymatycznych antyoksydantéw, fosfolipidow i
wolnych kwaséw ttuszczowych, grup karbonylowych tryptofanu oraz
endokannabinoidéw a takze aktywnos¢ FAAH.

Istotnym elementem stosowanej przez Doktoranta metodyki
badaii w w/w pracach bylo oznaczenie réznorodnych parametrow
biochemicznych w materiale biologicznym  przy zastosowaniu
nowoczesnych technik charakteryzujgcych sie wysoka czutoscig oraz
powtarzalnoscia. Przeprowadzone do$wiadczenia dostarczyly wielu

oryginalnych i interesujgcych obserwacji .



Uzyskane wyniki poszerzyty i pogtebity wiedze dotyczaca
zaleznosci  pomigdzy nadciénieniem  tetniczym 2 uktadem
endokannabinoidowym.

Na podkreslenie umiejetnosci badawczych — mgr Michata
Biernackiego zastuguje Dyskusja (Rozdziat 10 w dysertacji). Doktorant,
krok po kroku analizowat otrzymanée wyniki dotyczace wptywu
wielokrotnie stosowanego inhibitora FAAH, URB597 na réwnowage
redoks oraz mediatory lipidowe W organizmie szczuréw z nadcisnieniem
pierwotnym  jak i wtornym poddanym dziataniu URB597. Wyniki
poréwnywat i omawiat W oparciu 0 fakty z umiejetnie dobranego
pi$miennictwa. Doktorant  wykazat zwiekszenie poziomu
endokannabinoidéw ( tj.anandamidu,AEA oraz 2-arachidonylog|icerolu,
2-AG) w nerce | watrobie szczurow z nadcisnieniem pierwotnym jak i
wtérnym poddanym dziataniu URB597. Autor stwierdzit, ze URB597
jest niespecyficznym inhibitorem FAAH bowiem hamuje réwniez
aktywnos$¢ lipazy monoacyloglicerolu odpowiedzialnej za degradacje 2-
AG.

Konsekwencjg podwyzszonego poziomu anandamidu byty zmiany W
ekspresji receptorow CB i CB, oraz TRPV1, zalezne od narzadu i
rodzaju nadci$nienia. Po podaniu URB597 Doktorant zaobserwowat
obnizenie ekspresji receptorow CB; W nerce Szczurow z nadciénieniem
wtoérnym ale zwiekszenie ekspresji tych receptorow W nerce zwierzat z
nadciénieniem pierwotnym a takze watrobie szczuréw Z nadciénieniem
wtérnym. Zdaniem Autora przyczynag mogta by¢ tylko sktonnos¢ tego
inhibitora do obnizenia ciénienia krwi u szczuréw Z nadciénieniem
pierwotnym jak tez wtérnym.

Nasilenie ekspresji receptoréw CB+ powodowato zaburzenia W
systemie antyoksydacyjnym W szczegblnosci W poziomielaktywnoéci

przeciwutleniaczy biorgcych udziat W ochronie fosfolipidow. Zwiekszona
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peroksydacja fosfolipidéw indukowata zmiany metaboliczne w watrobie i
nerkach badanych zwierzat.

Natomiast zwiekszenie ekspresji receptorow CB, sprzyjato hamowaniu
enzymdw prooksydacyjnych co w konsekwencji byto efektem obnizenia
poziomu RFT . Po wielokrotnym podaniu URB597 notowano zwiekszenie
poziomu antyoksydantow nieenzymatycznych w nerce SZCZUrow z
nadciénieniem pierwotnym jak tez wtérnym. Autor wykazat roéznice w
aktywnosci enzymow odpowiedzialnych za ochrong fosfolipidow
bionowych przed dziataniem RFT oraz enzymoéw odpowiedzialnych za
metabolizm RFT w nerce szczurow z nadcinieniem wtérnym i
pierwotnym poddanych dziataniu tego inhibitora.

Doktorant obserwowat takze zmiany ekspres;i aktywatorow oraz
inhibitoréw czynnika transkrypcyjnego Nrf2 ale brak ekspresji Nrf2 w
badanych narzadach migzszowych szczurbw z nadcisnieniem
pierwotnym i wtérnym poddanych dziataniu URB 597.

Roéznorodny przekréj wynikow wskazuje na specyficznos¢
dziatania inhibitora FAAH, URBS597 w nadciénieniu pierwotnym i
wtérnym u szczuréw. W podsumowaniu Dyskusji  Autor stusznie
stwierdzit, ze URB597 nie moze by¢ sugerowany w terapii nadci$nienia
'u ludzi, poniewaz nie wykazywat hipotensyjnego efektu oraz indukowat
zaburzenia metaboliczne w homeostazie watroby | nerek szczuréw z
nadciénieniem pierwotnym i wtérnym .

Przeprowadzona dojrzata dyskusja naukowa jak tez 6 logicznych
wnioskéw , ktére koriczg dysertacje wskazujg na gtebokg wiedze w
zakresie problematyki ocenianej przeze mnie rozprawy.

Moje pojedyncze, dyskusyjne uwagi dotyczg niepoprawnych
sformutowan tj. 1) ,skutkowato zaistnieniem stresu oksydacyjnego”
(str.136); 2) proponuje uzywac jednej, najlepiej formy bezosobowej
_zaobserwowano” zamiast _zaobserwowalismy” czy _zaobserwowatem” ;
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3) ,sprzyja zachodzeniu reakcji Fentona” poprawniej ... powstawaniu...
4) zamiast ,chronicznemu podawaniu” proponuje uzywac wielokrotnemu
Lub po prostu 14-dniowemu.

Powyzsze uwagi nhie wplywajg istotnie na merytoryczny poziom
recenzowanej przeze mnie pracy.

Przedstawiona do recenzji dysertacje oceniam bardzo dobrze
| wnioskuje o jej wyréznienie. Jest ona rzetelnym i powaznym
dorobkiem naukowym mgr Michata Biernackiego. Wnosi szereg nowych
danych dotyczacych wptywu nadcisnienia na rownowage redoks oraz
uktad endokannabinoidowy. Poza aspektem poznawczym ma tez
wartosci praktyczne. Autor sugeruje ,ze z uwagi na brak skutecznosci
inhibitora FAAH, URB597 w nadciénieniu pierwotnym i wtérnym u
szczurébw oraz ryzyko zaburzern metabolicznych w watrobie i nerkach,
inhibitor ten nie powinien byé stosowany w terapii nadci$nienia u ludzi.

Moim zdaniem dysertacja doktorska mgr Michata Biernackiego
spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom na stopien doktora.
Na tej podstawie mam zaszczyt przedstawic Wysokiej Radzie Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej UM w
Biatymstoku wniosek o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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