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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr. Marka Toczka
pt. ,Farmakologiczna ocena wybranych elementéw ukladu endokannabinoidowego
jako potencjalnych punktéw uchwytu terapii hipotensyjnej w doswiadczalnym modelu

nadcisnienia DOCA-salt”.

Nadcisnienie tetnicze zyskalo nazwe choroby cywilizacyjnej i dotyczy okolo biliona ludzi na
$wiecie. W Polsce co 4. osoba dorosta cierpi na te dolegliwos¢. Nieleczone nadcisnienie
niszczy nerki i moze by¢ przyczyna zawatu serca lub wylewu krwi do mozgu, a jego rozwojowi
sprzyja takze starzenie si¢ organizmu. Waznym czynnikiem, ktory znaczaco podnosi ci$nienie
krwi i obcigza nerki jest chlorek sodu (NaCl). Ten najwazniejszy skladnik soli kuchennej
odgrywa kluczowa role w wielu procesach fizjologicznych, a jego spozywanie jest niezb¢dne
do zycia. Tym niemniej, Swiatowa Organizacja Zdrowia i organizacje zdrowotne w réznych
krajach zalecaja ograniczenie takie spozycia soli kuchennej (2-5 g dziennie), prognozujac ze
takie ograniczenie spozycia zmniejszyloby u pacjentow z nadcisnieniem ryzyko zgonéw (na
$wiecie odnotowuje si¢ ich > 9 mln rocznie).

Nadciénienie jest choroba nieuleczalna i wymaga przyjmowania lekow obnizajacych
ciénienie do konca zycia. Pomimo stosowania takich lekow, badania kliniczne wskazujg ze
tylko u potowy wszystkich chorych ze zdiagnozowanym nadcisnieniem cisnienie krwi jest pod
kontrola. Dlatego tez badania prowadzone przez Doktoranta dotyczace poszukiwania nowych
mechanizméw i farmakoterapii odpowiadajacych za regulacjg ci$nienia tetniczego, sa wazne i
jak najbardziej celowe.

Jednym z wielu uktadow uczestniczacych w regulacji ukiadu krazenia oraz potencjalny
punkt uchwytu terapii hipotensyjnej jest uklad endokannabinoidowy. Badania prowadzone
przez wielu badawczy, w tym tez — od wielu lat — przez zespot Prof. dr hab. Barbary
Malinowskiej - wykazaly, ze ten uklad neuroprzekaznikowy moze odgrywac istotng rolg w
patomechanizmie nadci$nienia, a jego ligandy mogg by¢ potencjalnymi lekami
przeciwnadci$nieniowymi. Pomysl wlaczenia do badan nad nadcisnieniem inhibitorow
hydrolazy amidowej kwasow tluszczowych, ktore zwigkszajg poziom m.in. anandamidu, jak
tez i bezposrednich ligandow receptorow CBI1 przynidst istotne i pozadane wyniki.
Przeprowadzone przez Doktoranta badania nad okresleniem funkcji presynaptycznych
receptorow kanabinnoidowych CB1 wystgpujacych na widknach wspolezulnych, jak tez i
ocena dziatania endokannabinoidoéw w zaleznosci od wieku zwierzat poszerzajg wiedzg na ten
temat.

Doktorant swoja rozprawe doktorska przedstawit w formie cyklu opublikowanych prac,
z dotaczonym wprowadzeniem, oméwieniem wynikow i ich dyskusja. wnioskami, spisem
literatury i streszczeniem w jezyku angielskim. Mgr Marek Toczek do cyklu prac wybrat trzy
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w ktorych jest jednym z autoréw; dwie z tych prac sa pracami oryginalnymi, a trzecia - pracg
przegladowa. W pracach wchodzacych w sklad rozprawy. opublikowanych w czasopismach z
listy filadelfijskiej, Doktorant jest pierwszym autorem, a oswiadczenia pozostatych
wspolautorow jednoznacznie wskazuja na duzy (50-80%) udzial koncepeyjny oraz realizatorski
mgr. Marka Toczka w ich powstanie.

W zwigzlym Wprowadzeniu Autor zaznajamia czytelnika z tematyka rozprawy, podajac
najnowsze informacje dotyczace obecnej wiedzy na temat nadcisnienia i przyczyn jego
powstawania, opisuje regulacje krazenia za posrednictwem ukladu wspéiczulnego. Kolejno
Autor, na podstawie dostepnych danych klinicznych i badan przedklinicznych, przedstawia
informacje dotyczace roli elementéw ukladu endokanabinnoidowego, ze szczeg6lnym
uwzglednieniem receptorow CBI1., w regulacji ukladu krazenia. Ta czgsS¢ rozprawy zostala
napisana przejrzyscie, stad z duzym uznaniem podkreslam umiejetnos¢ Doktoranta w wyborze
istotnych informacji z rozleglej literatury. Moja uwaga do tej czgsci pracy dotyczy stosunkowo
skromnego opisu regulacji ci$nienia t¢tniczego u tzw. 0sob ..sodowrazliwych™.

Cel pracy zostal okre§lony precyzyjnie, a dotyczyl badan czy wielokrotne podania
inhibitora hydrolazy amidow kwasoéw tluszczowych oraz antagonisty i agonisty receptorow
CB1 zmieniaja wybrane parametry fizjologiczne w modelu nadci$nienia u szczuréw. Autor w
swoich badaniach farmakologicznych zastosowal model nadcisnienia DOCA-salt, polegajacy
na indukcji nadciénienia poprzez podanie octanu deoksykortykosteronu oraz diety
wysokosodowej (roztwér 1% NaCl) u zwierzat poddanych jednostronnej nefroktomii. W
patogenezie tego nadcisnienia istotng role odgrywaja pobudzenie ukladu wspoélczulnego i
szybki rozwoj hipertrofii serca i nerek. Doktorant przeprowadzil badania na miodszych (4.
tygodniowe) i starszych (6-7. tygodniowe) osobnikach, uwzgledniajagc wplyw wieku na
wybrane parametry fizjologiczne. W innej serii eksperymentow Autor wykorzystal potaczone
modele DOCA-salt i szczura odrdzenionego. Ten ostatni model jest jedna z najlepszych
procedur dos$wiadczalnych in vivo stuzacych do rejestracji zaleznych od mechanizmoéw
obwodowych zmian czestosci akcji serca i ci$nienia krwi, a co wigcej. umozliwia badanie
funkcji presynaptycznych receptorow zlokalizowanych na widknach wspotczulnych. Dla
wyjasnienia mechanizmu nadci$nienia DOCA-salt Doktorant zastosowal dozylne i
dootrzewnowe oraz w roznych schematach dawkowania podania URB 597 (inhibitor hydrolazy
amidow kwasow  tluszczowych), CP 55940 (agonista receptorow CBI) oraz AM 251
(antagonista/odwrotny agonista receptorow CB1).

Wyniki zawarte w 2 publikacjach oryginalnych przedstawionych w rozprawie
doktorskiej maja duze znaczenie poznawcze w kontekscie wyjasniania znaczenia wybranych
elementéw ukladu endokannabinoidowego w nadcisnieniu wywotanym wysoka podazg sodu.
Czg$¢ doswiadczalna rozprawy doktorskiej mgr. Marka Toczka zastuguje na wysokg oceng.
Autor bardzo dobrze opanowal warsztat badawczy, realizujac zalozone cele w oparciu o rézne,
bardzo skomplikowane technicznie procedury badawcze.

Uzyskane wyniki potwierdzaja. ze w wybranym modelu nadcisnienia dochodzi do
podobnych i stabilnych zmian w cisnieniu tetniczym krwi, przy braku zmian w czgstosci akcji
serca, u szczurow miodszych i starszych. Niezaleznie od wieku, zwierzeta z nadci$nieniem
charakteryzowaly si¢ takze nizsza masa ciala i zwigkszonym pobieraniem wody. Hipertrofia
serca i nerek byta wieksza u mlodszych zwierzat, co wskazuje ze wiek determinuje uszkodzenia
narzadowe w zwiazku z nadcisnieniem wywolywanym dietg wysokosodowa. W wybranym do
badan modelu nadciénienia, Doktorant wykazal takze, ze przewlekle hamowanie hydrolazy
amidéw kwasow thuszczowych powoduje obnizenie ci$nienia tetniczego u szczuréw starszych,
a zmniejszenie hipertrofii nerek i serca — u mtodszych. Ciekawg obserwacja byt brak wplywu
wielokrotnych podan URB 597 na mase ciata zwierzat, pobieranie pokarmu, czy $miertelnos¢
zwierzat, co wskazuje na bezpieczefstwo stosowania tego inhibitora hydrolazy amidow
kwasow tluszczowych u szczuréw normotensyjnych i z nadci$nieniem.



W modelu szczura odrdzenionego dochodzi do wzrostu cisnienia tetniczego i rozkurczowego,

bedacych wynikiem zniesionej regulacji osrodkowej i odruchowej. W tym modelu Autor

analizowal elementy presynaptyczne (mierzone oslabieniem stymulowanych elektrycznych

wzrostéw cisnienia krwi) i postsynaptyczne (stymulowane za pomocg fenylefryny wzrosty

ciénienia rozkurczowego). Jak wykazal Doktorant, u zwierzat z nadcisnieniem indukowanym

dieta wysokosodowa szczury (badania przeprowadzono na starszych osobnikach) odrdzenione

mialy nizsze wartosci ci$nienia rozkurczowego i nizsza czgstos¢ akcji serca niz ich

normotensyjna kontrola. Pobudzenie presynaptycznych receptorow kannabinoidowych CB1 na

wioknach wspolczulnych nasilalo neurogenng odpowiedz presyjng., co mozna interpretowac

jako zjawisko protekcyjne. Z drugiej strony, ani inhibitor FAAH ani antagonista/odwrotny

agonista receptorow kannabinoidowych CB1 (podania jednorazowe) nie zmienialy wartosci

ci$nienia rozkurczowego w grupie zwierzat z nadcisnieniem i kontrolnych.

Do czes$ci doswiadczalnej pracy doktorskiej mam kilka uwag:

- brak informacji o cyklu dobowym w jakim przebywaly zwierzeta (naturalny czy
odwrocony);

- brakuje informacji o efekcie jednorazowego podania URB 597 (1 mg/kg, ip) w modelu
DOCA-salt;

- brakuje wynikow testow F i Studenta w analizach statystycznych;

- Doktorant swoje wnioskowanie oparl na podstawie doswiadczen wykonanego z 1 wybrang
dawkag zwiazkow;

- wystepowanie zbyt duzej roznicy w liczebnosci zwierzat w grupie (n=4-16). Liczba
zwierzat w niektorych eksperymentach w grupie (4-5) byla zbyt mata, aby wyciagane przez
Autora wnioski mogty by¢ daleko idace.

Dyskusja wskazuje kolejny raz na dobra znajomos¢ tematu oraz doskonale obeznanie z
dokonaniami innych badaczy w tym obszarze badan. Doktorant podkresla nowe elementy, jakie
Jego badania wniosty do og6lnej wiedzy. Badania te po raz pierwszy wykazaly ze przewlekle
hamowanie hydrolazy amidéw kwaséw tluszczowych w doswiadczalnym modelu nadci$nienia
tetniczego DOCA-salt powoduje obnizenie cisnienia tetniczego u szczurow starszych i
zmniejszenia hipertrofii nerek i serca u zwierzat mtodszych. Dodatkowo u szczuréw starszych
w tym modelu nadcisnienia dochodzi do nasilenia odpowiedzi ze strony presynaptycznych
receptorow kannabinoidowych CB1. Pracg i wnioskowanie na pewno poszerzytyby dodatkowe
analizy farmakologiczne (wyjasnienie mechanizmu dziatania URB 597, z uwagi na brak jego
selektywnosci wobec hydrolazy amidow kwaséw tluszezowych) i neurochemiczne (oznaczenia
poziomu endokannabinoidéw w tkance).

Praca doktorska zakonczona jest 4 wnioskami oraz streszczeniem pracy w jezyku
angielskim.

Rozprawa zostata bardzo starannie przygotowana, cho¢ Autor popetnit kilka (drobnych)

bledéw o ktérych wspomne z obowiazku recenzenta. Nalezg do nich:

- niekonsekwentne stosowanie skrotow (np. NA):

- bledy edytorskie (str. 5,9,10,13.21).
Bledy te jednakze nie obnizaja wartosci ocenianej rozprawy.

PODSUMOWANIE

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr. Marka Toczka zawiera
wartosciowe wyniki badan oraz ma duzg warto$¢ poznawcza. Badania przeprowadzone z
wykorzystaniem roznorodnych procedur i zawansowanych metod badawczych pozwolity
okre$li¢ stopien zaangazowania wybranych elementow ukladu endokannabinoidowego w
mechanizmach zwiazanych z nadci$nieniem w modelu DOCA-salt u szczuréw. Z pelnym
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przekonaniem moge stwierdzi¢, ze w przedstawionej do oceny pracy doktorskiej w pelni zostal
osiagniety zamierzony cel naukowy, a Doktorant wykazal si¢ w niej doskonatym opanowaniem
warsztatu badawczego i dobra znajomoscia pismiennictwa z zakresu tematyki prowadzonych
badan. Nalezy doda¢, ze mgr Marek Toczek — poza trzema publikacjami stanowigcymi
rozprawe doktorska z ktorych dwie oryginalne sg cytowane 6-10 razy (10.08.2018 r.) —ma w
dorobku publikacyjnym 5 prac oryginalnych i jedng prace przegladowa, ktore zostaty rowniez
opublikowane w czasopismach z listy JCR.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska spetnia wszystkie wymagania —
okreélone w Ustawie nr 595 o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz Stopniach 1
Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14.03.2003 r. (wraz z pozniejszymi zmianami) — stawiane
takim dysertacjom. W zwiazku z powyzszym mam zaszczyl przedstawi¢ Wysokiej Radzie
Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku wniosek o
dopuszczenie pana mgr. farm. Marka Toczka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Réwnoczesnie, ze wzgledu na szeroki zakres przeprowadzonych badan i wysoki poziom
naukowy ocenianej rozprawy oraz opublikowanie wynikéw badan w formie trzech prac w
czasopismach posiadajacych wspotczynnik wptywu przedkltadam Wysokiej Radzie wniosek
dotyczacy wyréznienia rozprawy doktorskiej mgr. Marka Toczka.

Krakéw, 10. 08. 2018 r.

Z-ca Dyrektora ds. Naukowych
Instytutu Farmakologii

n/pi’?j)liiféﬂAleademii Nayk;
Prof. dr hab. Matgorzata Filip



