Ocena rozprawy doktorskiej lek. Tomasza Charytoniuka pt.

» Rola kannabidiolu (CBD) w niwelowaniu insuloopornosci

mozgowia”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska zostata
wykonana w Zaktadzie Fizjologii Wydziatu Lekarskiego z
Oddziatem Stomatologii Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku, promotorem pracy byt Pan prof. dr hab. Adrian
Chabowski, promotorem pomocniczym Pani dr med. Karolina
Konstantynowicz-Nowicka.

Do rozprawy doktorskiej zostaty wlaczone trzy prace oryginalne
opublikowane w prestizowych czasopismach, Int. Journal of
Molecular Sciences (IF= 6,208) International Journal of
Molecular  Sciences (IF=5,923) oraz Biomedicine &
Pharmacotherapy (IF= 7,419) o facznym IF=19 55,

Rozprawa doktorska podzielona zostata klasycznie i przejrzyscie
na rozdziaty: wstep, cele pracy, materiaty i metody, wyniki,
wnioski, streszczenia oraz wigczone do dysertacji prace
oryginalne.

Autor podjgt sie w swojej pracy zbadania powigzania pomiedzy
otytoscig oraz z wigzang z nig insulinooporoscia z chorobami
neurodegeneracyjnymi. Wynika to z faktu, iz insulina regulujaca
stezenie glukozy we krwi zostata réwnies uznana za czynnik

pemigcy istotng role w przekaznictwie synaptycznym oraz w

regulowaniu proceséw pamigciowych i kojarzeniowych.
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Ogélnoustrojowa opornosé na insuline i ostabienie szlaku sygnatowego insuliny w
moézgu to cechy wspdlne dla cukrzycy typu Il (T2DM) oraz najczestszego typu
otgpienia jakim jest choroba Alzcheimera. Insulinoopornogé i T2DMs3a powigzane z
nadmiarem sfingolipidow. W $wietle najnowszych badan ta sama klasa lipidéw moze
przyczyniac sie do rozwoju choréb neurodegeneracyjnych poprzez zmiany fosforylacji
biatka tau. Z drugiej strony literatura przedmiotu wskazuje na istotng korelacje
pomiedzy uktadem endokannabinoidowym a rozwojem otytosci, T2DM przy
jednoczesnym dziataniu neuroprotekcyjnym.

Celami przeprowadzonych badan byta:

1. Ocena wptywu kannabidiolu na zmiany zawartosci frakcji sfingolipidow,

2. Ocena wplywu kannabidiolu na zmiany ekspresji i fosforylacji biatek szlaku
sygnatowego insuliny w korze mozgowej szczuréw karmionych dieta
bogatottuszczowg

3. Ocena wptywu kannabidiolu na zmianyilo$ci  sfingolipidéw oraz stopien
fosforylacj biatka tau w korze moézgowej szczuréw karmionych dietg
bogatottuszczowg

4. Weryfikacja wptywu kananbidiolu na wybrane elementy endokannabinoidomu
w korze mézgowej szczurow karmionych dieta bogatottuszczows.

Badania zostaty przeprowadzone na samcach szcurow Wistar po uzyskaniu zgody
Komisji Bioetyczne;. Zwierzeta podzielono losowo na 4 grupy:

 kontrolng karmiong standardowg paszg,

e HFD, w ktérej insulinoopornoéé indukowano dietg bogatottuszczowa,

e CBD, karmiong pasza standardowg z dootrzewnowymi injekcjami CBD,



e HFD+CBD, karmiona dietg bogatottuszczowg z dootrzewnowymi injekcjami
CBD
Po 7 tygodniach chodowli zwierzeta usypiano i pobierano probki kory mézgowe;
do badan:
e ekspresji receptora kannabinoidowego typu | (CB1R), hydrolazy amidéw
kwasdw ttuszczowych1, rec. Sprzezonego z biatkiem G55 (GPR55), PPAR
a,B.y, receptora serotoninowego 1A (HTR1A), biatek Zaangazowanych w
szlak insuliny (IRS-1, pIRS-1), kinazy biatkowej B i jej form fosforylowanych,
kinazy syntazy glikogenu 3a i jej form fosforylowanych met. Western Blot,
e tkankowego stezenia poszczegdinych form  sfingolipidow metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej ( HPLC),
o tkankowego stezenia sfingomieliny metoda chromatografii gazowej (GLC),
e catkowitej ekspresji poszczegélnych enzymow Zaangazowanych w
metabolizm sfingolipidow metoda Western Blot
e catkowitej ekspres;ji biaka Tau i jego form fosforylowanych zwigzanych z
rozwojem chorob neurozwyrodnieniowychmetoda Western Blot
Analiza statystyczna zostala przeprowadzona z uzyciem testu Shapiro-Wilka oraz
testu Bartletta. Roznice statystyczne pomiedzy badanymi grupami analizowano za
Pomocy two-way ANOVA, a nastepnie testu Tukeya i t-Studenta, za poziom istotnosci
statystycznej uznano p<0,05.
W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, iz podanie kannabidiolu w modelu
insulinoopornosci indukowanej dietg bogatottuszczowa prowadzi do hamowania
enzymow szlaku syntezy ceramidu de novo oraz szlaku ratunkowego w korze
mozgowej szczurdw. Co wiecej Doktorant wykazat, ze zastosowanie kannabidiolu w

powyzszym modelu skutkuje zmniejszeniem insulinoopornoséci kory maozgowej, co byto



jednoczesnie powigzane se spadkiem kumulacji sfingolipidéw. Kandydat wykazat
ponadto, e podawanie kannabidiolu w  warunkach stosowania  diety
bogatottuszczowe; zmniejsza fosforylacje biatka Tau co moze by¢ potencjalnym
benefitem w przypadku zastosowania tej substancji w leczeniu choréb
neurodegeneracyjnych. Bardzo obecujgcym wynikiem jest rowniez wykazany przez
Autora spadek ekspresji HTR1A po podaniu  kannabidiolu. Receptor ten
Zaangazowany jest w utrate neuronéw i pogorszenie pamieci w zwierzecym modelu
choroby Alzcheimera, a zatem wynik ten moze stanowi¢ wazng poszlake
Przemawiajgca na korzys$é zastosowania konopii indyjskich w poszukiwaniu nowych
metod leczenia chorob neurodegeneracyjnych.

Na szczegding pochwate zastuguje staranne przedstawienie szlakow
metabolocznych w korze mézgowej z licznymi odwotaniami do piSmiennictwa oraz
dotychczasowego stanu wiedzy w regulacji metabolizmu lipidowego.

Konkludujac uwazam, ze temat badan Doktoranta jest wazny, gdyz problem T2DM,
otytosci, insulinoopornosci i choréb prowadzacych do otepienia jest w dalszym ciggu
nie do konca rozwigzany i brak jest skutecznego leczenia przyczynowego. Biorgc pod
uwage coraz wigkszg liczbe chorych poszukiwanie skutecznego hamowania progresji
Zmian neurodegeneracyjnych jest jak najbardziej zasadne. Dodatkowo ciekawe bytoby
np. skorelowanie masy ciata zwierzat przed i po 7 tyg podawania kannabidiolu ze
stopniem fosforylacji biatka Tau.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska spetnia
wszystkie warunki ustawowe stawiane pracom doktorskim i wnosze do Senatu

Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie Iek.f‘Tc")masza Charytoniuka

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. G L ﬁ”’] L
Krakéw, 13.03.2023 Prof. dr hab.'med. Agata Ptak-Belowska



