WARSZAWSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY
MEDICAL UNIVERSITY OF WARSAW

Zaklad Farmakodynamiki

Dr hab. n. farm. Magdalena Bujalska-Zadrozny
Zaktad Farmakodynamiki
Warszawski Uniwersytet Medyczny

Ul. Banacha 1b
02-097 Warszawa Warszawa, 25.08.2018r.

RECENZJA

Rozprawy na stopien doktora nauk farmaceutycznych Pana mgr Marka Toczka pt.
»Farmakologiczna ocena wybranych elementéw uktadu endokannabinoidowego jako
potencjalnych punktéw uchwytu terapii hipotensyjnej w doswiadczalnym modelu nadciénienia
DOCA-salt” wykonanej w Zakfadzie Fizjologii i Patofizjologii Doswiadczalnej Uniwersytetu
Medycznego W Biatymstoku, pod kierunkiem Pani Prof. dr hab. n. med. Barbary Malinowskiej.

Zaréwno rozpowszechnione wystepowanie jak i problem skutecznego leczenia nadcisnienia
tetniczego (NT) stanowi jedno z podstawowych wyzwan stojacych przed wspofczesng medycyng.
Srednia czesto$¢ wystepowania NT na éwiecie w 2015 roku wyniosta az 24,1% u mezczyzn i 20,1%
u kobiet [Prejbisz et al. 2017]. W opublikowanej w 2016r. analizie badania epidemiologicznego
PolSenior czestos¢ wystepowania NT u 0séb w wieku >65 lat wynosita az 60-83% [Zdrojewski et al.
2016]. Zatem jak widac ryzyko zachorowania na NT jest znaczne i prawdopodobnie bedzie sie
zwigkszac wraz ze starzeniem sie populacji.

Mimo nieznajomosci indywidualnych przyczyn rozwoju NT u wiekszosci leczonych, solidnie
udokumentowane s3 korzysci z powszechnego ipoprawnie prowadzonego leczenia
farmakologicznego.

Ze wzgledu na wielos¢ mozliwych przyczyn pierwotnego NT, konieczne jest poszukiwanie
kolejnych Srodkéw farmakologicznych obnizajacych cisnienie tetnicze. Dotyczy to takie substancji
majacych punkt uchwytu w tych ukfadach biochemicznych ustroju, ktére uprzednio nie byly brane
pod uwage jako cele terapeutyczne w leczeniu NT. W ten nurt wpisuje sie recenzowana praca pana
Marka Toczka, oceniajgca wybrane elementy uktadu endokannabinoidowego (ECS) pod katem
przydatnosci jako potencjalnych punktéw uchwytu leczenia hipotensyjnego. W sSwietle wzrastajacej
w ostatnich latach wiedzy nt. tego uktadu i jego udziatu w réznych procesach ustrojowych istotnych z
punktu widzenia leczenia réznych choréb i objawéw, uwazam prezentowane podejscie badawcze za
wazne i aktualne.

Rozprawa doktorska Pana Marka Toczka obejmuje 49 stron maszynopisu; w tekst
maszynopisu wiaczono ponadto odbitki trzech prac - dwéch oryginalnych i jednej przeglagdowe;j
stanowigcych podstawe recenzowanej rozprawy doktorskie;j.

W rozprawie zachowano po czesci tradycyjne elementy opisu, umozliwiajgce tatwy dostep do
pozadanych informacji.



Rozpoczynajace wiasciwy tekst pracy, wprowadzenie Doktorant poswiecit przede wszystkim
problemowi nadcisnienia. Rozdziat ten skupia sie na przeanalizowaniu patomechanizmu jego
powstawania, ze szczegbélnym wskazaniem na znaczenie nadmiernej aktywnosci ukfadu
wspotczulnego, oraz na mozliwosci obwodowej modulacji czynnoéci uktadu wspotczulnego na
poziomie zakoriczen wspdfczulnych poprzez receptory presynaptyczne CB1. Z zatozen tych wynika
takze przedstawione tu oméwienie znaczenia ECS w regulacji czynnosci uktadu krgzenia; wzmozenie
napigcia tego uktadu (naturalnie uruchamiane w stanach hipertensji) ma generalnie obnizaé ciénienie
tetnicze. W uproszczeniu wynika stad, ze potencjalny efekt przeciwnadcisnieniowy mozna osiggnac
albo (1) hamujac metabolizm jednego z gtéwnych endogennych kannabinoidéw - anandamidu (AEA)
przez podanie inhibitora hydrolazy amidowej kwasow tluszczowych (FAAH) albo (2) pobudzajac
bezposrednio receptory presynaptyczne CB1 zlokalizowane na zakonczeniach przed- i/lub
zazwojowych widkien wspétczulnych zaopatrujacych naczynia, zwlaszcza tetnicze o charakterze
oporowym. Zasygnalizowano takie fakt, ze poszczegblne elementy ECS oraz mechanizmy
zaangazowane w patogeneze nadcisnienia tetniczego mogg podlegaé zmianom zaleznym od wieku.
Wprowadzenie w pefni uzasadnia tematyke badan opisanych we wigczonych do doktoratu pracach.

Cel pracy, ktérym byta farmakologiczna ocena wybranych elementéw ECS jako potencjalnych
punktow uchwytu terapii hipotensyjnej w modelu nadciénienia DOCA-salt u szczura jest dobrze
sformutowany. W celu realizacji zatozen pracy Autor przeprowadzit ztozone badania sktadajace sie na
dwie wymienione prace eksperymentalne, stanowigce kolejne czesci rozprawy.

W publikacji nr 1 (tytut: “Age-specific influences of chronic administration of the fatty acid
amide hydrolase inhibitor URB597 on cardiovascular parameters and organ hypertrophy in DOCA-
salt hypertensive rats”), wychodzac z zatozenia, ze aktywnoé¢ uktadu endokannabinoidowego ulega
zwigkszeniu w przebiegu nadciénienia, a FAAH jest gtownym enzymem hydrolizujgcym jeden z dwoch
podstawowych endokanbinoidéw ustrojowych, czyli anandamidu, Doktorant badat wplyw
dwutygodniowego podawania inhibitora FAAH (zwigzek URB597) na cisnienie krwi, czestos¢ pracy
serca (HR) oraz przerost serca i nerek u szczuréw z nadciénieniem uzyskanym w modelu DOCA-salt w
dwoch krytycznych okresach rozwoju tego nadciénienia. Uzyskat przez to nie tylko odpowiedz na
pytanie, czy wzrost aktywnosci ECS spowodowany zahamowaniem FAAH wplynie obnizajaco na
cisnienie krwi, ale i na ile efekt ten jest zalezny od wieku zwierzat. Doéwiadczenia przeprowadzono w
zwigzku z powyzszym na dwoch grupach wiekowych zwierzat poddanych jednostronnej nefrektomii
w modelu DOCA-salt oraz na zwierzetach z prawidlowym cisnieniem tetniczym (takze poddanych
jednostronnej nefrektomii). Autor wnioskuje, ze dwutygodniowe podawanie URB597 szczurom z
nadcisnieniem w modelu DOCA-salt powoduje zalezne od wieku obnizenie ciénienia krwi, czestoéci
pracy serca oraz (rowniez zalezne od wieku) zmniejszenie przerostu serca i nerek oraz pozostaje bez
wplywu na mase ciala, spozycie pokarmu i wody. Bardziej ogdlny wniosek jest taki, ze nalezy
zachowac ostroznosc i bardzo wnikliwie interpretowac wyniki badan inhibitoréw FAAH ze wzgledu na
ich potencjalng zalezno$¢ uzyskiwanych efektéw od wieku zwierzat i zastosowanego modelu
doswiadczalnego. .

Nasuwa sig pytanie, dlaczego w badaniach nie poréwnano efektu dziatania inhibitora FAAH
do zwigzku odniesienia tzw. kontroli pozytywnej?

W pracy tej na wyrazng pochwate zastuguje konstrukcja schematu badari uwzgledniajgca nie
tylko sam potencjalny wptyw hamowania metabolizmu endogennego anandamidu, ale i przemyslane
wprowadzenie pewnych elementéw badan uwzgledniajgcych znane z wczesniejszych publikacji
innych autoréw rdznice w zakresie mechanizmoéw odpowiedzialnych za utrzymywanie nadciénienia
tetniczego na krytycznych etapach rozwojowych zwierzat w modelu DOCA-salt.

Doswiadczenia zawarte w pracy nr 2 (tytut: “Enhanced function of inhibitory presynaptic
cannabinoid CB1 receptors on sympathetic nerves of DOCA-salt hypertensive rats”)
przeprowadzono w celu sprawdzenia, czy indukowane nadcisnienie ma wplyw na przekaznictwo
wspofczulne w obrebie wiékien unerwiajgcych naczynia oporowe szczurow odrdzenionych i
jednoczesnie  wagotomizowanych w drodze hamowania presynaptycznych receptordw
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kannabinoidowych CB1 oraz znalezienia odpowiedzi czy endokannabinoidy s3 zaangazowane w ten
mechanizm dziatania. W badaniach poréwnywano szczury poddane jednostronnej nefrektomii z
nadcisnieniem indukowanym w modelu DOCA-salt ze zwierzetami z prawidlowym cisnieniem
tetniczym krwi (takze poddanymi jednostronnej nefrektomii). Eksperymenty przeprowadzono na
zwierzetach (obie grupy) dodatkowo odrdzenionych a jednoczesénie majacych przeciety nerw btedny
(wagotomizacja). Podstawowym mierzonym parametrem byto rozkurczowe cisnienie krwi (DBP),
poniewaz najlepiej koreluje ono z oporem naczyniowym. Zwigkszenie rozkurczowego cisnienia krwi
indukowano przez stymulacje elektryczng lub wstrzykniecie fenylefryny.

Doktorant zademonstrowat, ze wptyw oddziatywania hamujgcych presynaptycznych

receptorow CB1 na aktywnos$¢ nerwow wspotczulnych jest bardziej nasilony u szczuréw z
nadcisnieniem indukowanym w modelu DOCA-salt. Wynika stgd, ze hamowanie uwalniania
noradrenaliny z nerwow wspotczulnych zaopatrujgcych naczynia oporowe, w ktérym posrednicza
presynaptyczne receptory CB1, moze odgrywac role ochronng w przypadku nadcisnienia, szczegolnie
u zwierzat odpowiadajgcych starszym wiekowo szczurom badanym w pracy nr 1. Jednakze nie udato
sig jednoznacznie wykazac, ze FAAH oraz obwodowe receptory presynaptyczne CB1 zlokalizowane na
zakonczeniach  wiokien  wspdlczulnych  mogg  stanowi¢  punkt  uchwytu lekow
przeciwnadcisnieniowych. Poniewaz wiele efektéw dziatania agonistow CB1 jak i zwigzkow
hamujgcych FAAH jest zaleznych np. od wieku czy przyjetego modelu doswiadczalnego, Autor
sugeruje przeprowadzenie dodatkowych badan w celu dokfadniejszej charakterystyki zaroéwno
samych tych zwigzkow, jak i mozliwosci ich stosowania w nadcisnieniu.
W  zwigzku z istotng obserwacja Doktoranta dotyczagcg protekcyjnej roli  ukfadu
endokannabinoidowego w nadcisnieniu, a co za tym idzie z potencjalng mozliwoscig praktycznego
wykorzystania tego ukfadu jako celu terapeutycznego, nasuwa sie pytanie jakie dalsze badania
Doktorant zarekomendowatby wykonac ?

W pracy tej na szczegdlng pochwate zastuguje ztozonos¢ modeli badawczych (DOCA-salt,
odrdzenienie, wagotomia, stymulacja elektryczna rdzenia) z przemyslanym wprowadzeniem
zwigzkow oddziatujgcych zaréwno na elementy uktadu endokannabinoidowego jak i na elementy
wspotodpowiedzialnego za regulacje cisnienia ukfadu wspdtczulnego. Konstrukcja taka przez
poréwnanie poszczegolnych jednostkowych eksperymentdw sktadajacych sie na catos¢ pracy zmierza
do uzyskania ostatecznych wnioskéw w jak najmniejszym stopniu obcigzonych watpliwosciami.
Trudnosc i ztozonos¢ zaréwno procedur medycznych jak i modeli doswiadczalnych swiadczy o bardzo
dobrym przygotowaniu manualnym Doktoranta do pracy eksperymentalnej na zwierzetach.

Trzecia z kolei publikacja to bardzo rozlegta pod wzgledem zawartosci merytorycznej praca
przegladowa pt. ,Enhanced endocannabinoid tone as a potential target of pharmacotherapy).
Czynnos¢ ECS zostaje tu omowiona nie tylko w aspekcie uktadu krazenia i wptywu na nadcisnienie,
ale prawdopodobnie wszystkich wazniejszych znanych zagadniern wigzacych sie z potencjalnymi
medycznymi zastosowaniami, w ktérych mogloby by¢ przydatne zwiekszanie napiecia ECS. Autor
wychodzi w omawianej pracy z twierdzenia, ze aktywnos$¢ uktadu endokannabinoidowego jest
naturalnie stymulowana w licznych stanach patofizjologicznych, takich jak choroby o charakterze
zapalnym, neurodegeneracyjnym, w niektdrych chorobach przewodu pokarmowego, metabolicznych
oraz ukfadu sercowo-naczyniowego a takze w bélu i nowotworach. Sugeruje sie, ze zjawisko to stuzy
przede wszystkim jako naturalny mechanizm ochronny hamujacy postep i/lub zmniejszajacy objawy
przedmiotowe i podmiotowe wybranych choréb. Co za tym idzie, takze stymulowane z zewnatrz
(lekami) dodatkowe wzmocnienie endogennego napiecia ECS przez hamowanie degradacii
ustrojowych endokannabinoidow stanowi obiecujgce terapeutyczne podejicie w leczeniu wielu
chorob. W sumie praca omawia dziesigtki zwigzkow (w wiekszosci jednak jeszcze nie przebadanych
klinicznie) moggcych stanowi¢ potencjalne leki wzmagajace napiecie ECS. Nalezy zaznaczy¢, ie
poszczegolne zagadnienia (tutaj zasygnalizowano jedynie cze$¢ z nich) s3 omawiane w pracy bardzo
szczegotowo.



Jaka jest opinia Doktoranta na temat wejscia w przysztosci do lecznictwa niektdrych z
omawianych zwigzkow?

Nalezy pamietaé, ze efekty modulacji szlakéw metabolicznych endokannabinoidow sg
ztozone, poniewaz zwigzki te moga wywiera¢ swoje dziatanie bezposrednio lub poprzez liczne
metabolity. Wiaze sie to z ryzykiem potencjalnych dziatan niepozadanych (omawionych przez
Doktoranta na stronach 29-33 w pracy pogladowej). Jaki sposéb proponowatby Doktorant na
zmniejszenie dawek, a co za tym idzie ograniczenie dziatari niepozgdanych po podaniu potencjalnych
lekéw zwiekszajgcych napigcie ECS ?

Na pochwate zastuguje bogata grafika pracy nr 3 (pie¢ rycin, w tym cztery kolorowe)
uprzystgpniajgca bardzo zlozone powiazania, w ktorych uczestniczy ECS. Ponadto w pracy
zamieszczono piec tabel systematyzujgcych wybrane aspekty omawiane w artykule oraz szereg
wzorow strukturalnych omawianych zwigzkéw. Bardzo bogate jest takze pismiennictwo pracy (308
pozycji), w dodatku dotyczy ono wielu lat (1997 — 2018), co obok samej tresci artykutu swiadczy o
dokfadnosci ujecia tematu publikacji i rzetelnym podejsciu Autora. Nalezy jedynie ubolewaé, ze
niestety, poza faktem kilkukrotnego przywotania w charakterze zrodta pismiennictwa, praca nr 3 nie
zostata nawet krotko streszczona w tekscie maszynopisu.

Po trzech pracach stanowigcych podstawe doktoratu w rozprawie zamieszczono rozdziat
~Omowienie wynikow i dyskusja”. W dyskusji zwraca uwage zdolno$¢ Doktoranta do wnikliwej
krytycznej analizy wynikow. Dyskusja zostata przeprowadzona poprawnie i uwzgledniono w niej
wszystkie wazniejsze watki pracy.

Po zamknieciu dyskusji Doktorant sformutowat cztery wnioski syntetycznie podsumowujgce
przeprowadzone badania. Wnioski te nie budzg zastrzezen.

Kolejny rozdziat rozprawy stanowi wykaz pismiennictwa (tu jako ,Literatura), liczacy
formalnie 33 pozycje (w istocie 32, gdyz omytkowo niepotrzebnie zamieszczono tozsame pozycje 3 i 4
- Batkai et al. 2004, str. 33). W odniesieniu do pismiennictwa rozprawy ujmowanej jako catosé (w tym
pismiennictwo zawarte w pracy nr 1, 2 i 3) nalezy doda¢, ze oparte jest ono na najnowszych
publikacjach, lecz nie tylko na nich. Doktorant dokonat nie tylko doktadnego przegladu
prawdopodobnie catego dostepnego pismiennictwa z zakresu stanowigcego treé¢ rozprawy, ale
wykazat sie umiejetnoscig krytycznego korzystania z niego, zdolnos¢ selekcji i wiasciwej segregacii
danych w odniesieniu do podjetego tematu, jak rowniez zwieztosci opisu.

W pracy mozna znalez¢ niewiele drobnych literowek i btedow interpunkcyjnych poczynajac
od zbednej kropki po tytule rozprawy na stronie tytutowej; na str. 26 w opisie Ryc. 3 podano , T2-L5"
zamiast ,T2-L6" oraz ,5-go kregu” zamiast ,szdstego kregu”. To samo dotyczy wykazu skrotéw na str.
6. Tymczasem w oryginale art. 2 (str. 79, sekcja 2.3 , Pithed rat”) podaje sie wyraZnie ,at vertebrae T2
-L6"; ,presynaptycze” zamiast poprawnie ,presynaptyczne” — str. 8; ,endokannibinoidowego”
zamiast ,endokannabinoidowego” oraz ,monoacyloglicerololwa” zamiast ,,monoacyloglicerolowa” —
w opisie ryc. 1 na s. 10; ,hamowany” zamiast ,hamowane” — str. 12; ,ten same” zamiast ,te same” —
str. 14; ,N,N-dimetyloforamid” zamiast ,,N,N-dimetyloformamid” - s. 21; ,,1 mg/kg AM3506 mg/kg” —
s. 24; ,presynapitc” zamiast ,presynaptic”- s. 48 i inne. Te drobne btedy nie umniejszajg wartosci

pracy.

Podsumowujac, rozprawe doktorskg Pana marka Toczka oceniam bardzo wysoko. Wtaczone
do niej dwie prace doswiadczalne zostaty staranie zaprojektowane i przemyslane a ilo$¢ aspektow
omowionych w pracy pogladowej nr 3 jest wrecz imponujgca. Na uwage zastugujg prawidtowo
zaplanowane i wykonane badania oraz wysoki stopien ich ztozonosci i trudnosci w wykonaniu
(zwlaszcza potaczenie w jednym modelu odrdzenienia, stymulacji elektrycznej, wagotomizacji i
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DOCA-salt). Cze$c¢ teoretyczna (zwtaszcza bardzo wnikliwie przeprowadzona dyskusja) jak i
doswiadczalna rozprawy s$wiadczy o doskonatym przygotowaniu teoretycznym i manualnym
Doktoranta, umiejetnosci organizowania pracy badawczej, a takze planowania i rozwigzywania
zagadnieri naukowych. Wszystkie prace zawarte w rozprawie zostaly opublikowane w
renomowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym o wysokim wspétczynniku wptywu
(taczny IF 8,208). Udziat Doktoranta (jako pierwszego Autora) w pracach oryginalnych wynosi ponad
50%, za$ w pracy przeglagdowej ponad 80%. Catkowity IF dorobku naukowego Doktoranta wynosi
34,812.

Przedstawiajac powyiszg ocene kieruje do Wysokiej Rady Naukowej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie Pana mgr Marka Toczka do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Wnioskuje takze o wyrdznienie tej rozprawy.
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