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Ocena rozprawy doktorskiej lek. med. Tomasza Charytoniuka
pt.: "Rola kannabidiolu (CBD) w niwelowaniu insulinoopornosci mézgowia”

KROTKA CHARAKTERYSTYKA SYLWETKI DOTORANTA

Lek. med. Tomasz Charytoniuk ukonczyt studia na Wydziale Lekarskim z Oddzialem Stomatologii
i Oddzialem Nauczania w Jezyku Angielskim Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku w roku
2019. Nalezy odnotowac, ze byl On wyrdzniajacym si¢ i wielokrotnie nagradzanym studentem:
2-krotnie byt laureatem Stypendium Naukowego Ministra Zdrowia, 4-krotnie otrzymywat Stypendium
Naukowe Rektora UM w Bialymstoku, a w momencie ukonczenia studiow zostal wyrdzniony przez
Dziekana Wydzialu Lekarskiego oraz otrzymal Nagrode Prorektora ds. Nauki UM w Bialymstoku.
W okresie studiow odbyt 5 stazy zagranicznych w oddzialach szpitalnych o réznych specjalnosciach
medycznych: w Danii, USA, Kanadzie, Niemczech oraz Tajwanie. Podczas studiow uczestniczyl
w badaniach prowadzonych w ramach programu MNiSW, a takze angazowal si¢ w dziatalnoé¢
studenckich kot naukowych oraz prace na rzecz macierzystego Wydzialu i Uczelni. Studia
doktoranckie realizowal na macierzystym wydziale w latach 2019-2022. W tym okresie kierowal
trzema projektami badawczymi tematycznie powiazanymi z problematyka badawczg realizowana
w ramach pracy doktorskiej. Dodatkowo, w 2021 r. ukonczyl Studia Podyplomowe w Szkole Glowne;
Handlowej w Warszawie w zakresie Zarzadzania Organizacjami Ochrony Zdrowia. Na podkreslenie
zastuguje znaczacy dorobek naukowy Doktoranta, obejmujacy 13 publikacji oraz 16 doniesien
konferencyjnych. W oémiu publikacjach (sposrod 13) jest On pierwszym autorem. W dniu 1 marca
br., liczba cytowan Jego prac w bazie Scopus wynosita 117, a po wylaczeniu autocytowan — 109.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Przedstawiona do oceny praca doktorska lek. med. Tomasza Charytoniuka zostala wykonana
w Zakladzie Fizjologii Wydziatlu Lekarskiego z Oddzialem Stomatologii i Oddzialem Nauczania
w Jezyku Angielskim Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku pod kierunkiem prof. dr hab. n.med.
Adriana Chabowskiego — pelnigcego role¢ gléwnego promotora oraz dr n.med. Karoliny
Konstantynowicz-Nowickiej, ktora byla promotorem pomocniczym. Na rozprawe doktorskg skladaja
si¢ trzy prace opublikowane w jezyku angielskim w czasopismach z listy JCR, ktorych laczny
wspotezynnik oddziatywania IF wynosi 17,550, a punktacja wg MEIN — 380.

1. Charytoniuk T., Sztolsztener K., Harasim-Symbor E., Berk K., Chabowski A.,
Konstantynowicz-Nowicka K., Cannabidiol - A phytocannabinoid that widely affects
sphingolipid metabolism under conditions of brain insulin resistance. Biomed. & Pharmacother.
2021,142: 112057.

IF=7419, MEIN=100

2. Charytoniuk T., Zywno H., Konstantynowicz-Nowicka K., Berk K., Bzdega W., Chabowski A.,
Can Physical Activity Support the Endocannabinoid System in the Preventive and Therapeutic
Approach to Neurological Disorders? Int. J. Mol. Sci. 2020, 21: 4221.
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3. Charytoniuk T., Zywno H., Berk K., Bzdega W., Kolakowski A., Chabowski A.,
Konstantynowicz-Nowicka K., The Endocannabinoid System and Physical Activity-A Robust
Duo in the Novel Therapeutic Approach against Metabolic Disorders. Int. J. Mol. Sci. 2022, 23:
3083.
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Pierwsza z wymienionych publikacji jest praca oryginalna, a pozostale (2 i 3) — sa pracami
przegladowymi. We wszystkich zafagczonych publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem,
a w dwoch sposréd nich (1 1 2) byl rowniez autorem korespondencyjnym. Wklad Doktoranta
w przeprowadzenie badan i przygotowanie tych publikacji odpowiednio wynosit: 70%, 70% i 36%.
Realizacja rozprawy doktorskiej byfa finansowana w ramach grantu NCN (publikacja 1) oraz grantow
uczelnianych Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (publikacja 1 i 3). Rozprawe doktorska lek.
med. Tomasza Charytoniuka poprzedza Spis tresci oraz prezentacja informacji dotyczacych jego
wyksztalcenia, dorobku naukowego (podanego w formie wykazu publikacji i doniesien
konferencyjnych), zrealizowanych projektéw badawczych, odbytych stazy naukowych i uzyskanych
wyrdznien. a takze — aktywnosci w kotach naukowych i organizacjach studenckich oraz pracy na
rzecz macierzystej Uczelni. W czesei wprowadzajacej zamieszczono takze Wykaz stosowanych
skrotow i oznaczen. Gtéwna czesé rozprawy doktorskiej zawiera typowe dla tego typu opracowania
czgsci, takie jak: Wstgp, Cel pracy, Materialy i metodv, Wyniki, ktore opisano odnoszac sie do rycin
zamieszczonych w zalaczonej pracy oryginalnej oraz Wnioski i Streszczenia w jezyku polskim
i angielskim, jak réwniez zestawienie cytowanego pismiennictwa, obejmujace ponad 80 pozycji.
W rozprawie doktorskiej zamieszczono rowniez indywidualne oswiadczenia wspotautorow i zbiorcze
zestawienie zawierajace informacje o ich procentowym udziale w realizacji badan i przygotowaniu
poszczegolnych publikacji oraz czynnosciach wykonywanych w ramach tego udzialu. Oswiadczenia
wspolautorow zawierajg takze stwierdzenia wyrazajace ich zgode na wykorzystanie publikacji
W postgpowaniu o nadanie lek. med. Tomaszowi Charytoniukowi stopnia doktora.
W przedstawionym opracowaniu, Doktorant zamieécit kopig Uchwaly (Nr 71/2018) Lokalnej Komisji
Etycznej w Olsztynie zezwalajacej na przeprowadzenie badan na zwierzetach.

MERYTORYCZNA ANALIZA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Temat pracy doktorskiej lek. med. Tomasza Charytoniuka dotyczy bardzo waznego z medycznego
punktu widzenia problemu. tj. insulinoopornosci w obrgbie mézgowia i mozliwosci jej tagodzenia.
Badania przeprowadzone w ostatnich latach wskazuja na istotny udzial insuliny w procesach
pamigciowych i poznawczych. a takze procesach zwiazanych z neuroplastycznoscia. Badania
kliniczne potwierdzity korelacj¢ pomigdzy insulinoopornoscia i chorobami otepiennymi oraz
otytoscig. Dostgpnos¢ insuliny w mozgu zalezy od efektywnosci jej transportu przez bariere krew-
mozg. Z kolei skutecznos¢ dziatania insuliny na poziomie komorek docelowych zalezy od poziomu
ckspresji jej receptorow (IRec), zlokalizowanych w blonie komérkowej oraz biatek substratowych
wspoldzialajgcych z podjednostkami B tych receptorow (IRS-1 i -2). jak réwniez — sprawnosci
insulinowych szlakéw przekaznictwa sygnatu (glownie: P13/Akt/GSK i Raf/Ras/MEK/MAPK).
Prawidtowe funkcjonowanie szlakow sygnalowych insuliny jest niezbedne do utrzymania homeostazy
w osrodkowym ukladzie nerwowym. Szlaki te moga ulega¢ zaburzeniu m.in. pod wplywem
oddziatywania sfingolipidow (takich jak: ceramid, sfinganina, sfingozyna i sfingomielina)
powstajacych w nadmiarze w komorkach wskutek zwigkszonej wewnatrzkomorkowej akumulacji
lipidow w warunkach diety bogatej w dlugofancuchowe kwasy tluszczowe (LCFA). Szczegdlnie
zaburzenia w funkcjonowaniu szlaku P13/Akt/GSK sprzyjaja obnizeniu insulinowrazliwosci i moga
doprowadzi¢ do wystapienia zmian neurodegeneracyjnych, powigzanych z uposledzeniem proceséw
pamigciowych. Aktualng wiedz¢ dotyczacy tej problematyki przedstawiono w formie skréconej
we Wsitgpie rozprawy doktorskiej. Badania podjete przez lek. med. Tomasza Charytoniuka dobrze
wpisuja si¢ w nurt niezwykle waznych dociekan naukowych zmierzajacych do ztagodzenia zaburzen
towarzyszacych chorobom metabolicznym i neurodegeneracyjnym u ludzi, ktorych czestotliwosé
wykazuje wyrazna i zarazem niepokojaca tendencje wzrostowa we wspdlczesnych spoteczenstwach.
Na podstawie najnowszego pismiennictwa wskazujacego na mozliwosé odziatywania endogennego
ukfadu kannabinoidowego na metabolizm sfingolipidow oraz funkcjonowanie insulinowych szlakéw
sygnatowych, Doktorant zalozyl. ze kannabidiol (CBD) — fitokannabinoid uzyskiwany z konopi
siewnych, pozbawiony komponenty psychoaktywnej — moze powodowac obnizenie poziomu
insulinoopornosci w obrebie tkanki mozgowe;.

W celu weryfikacji powyzszego zatozenia, Doktorant postanowil zbada¢:
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1) wplyw CBD na zawartos¢ poszczegolnych frakeji sfingolipidéw w korze mozgowej szczurdw
doswiadczalnych:

2) wplyw CBD na ekspresje i fosforylacje bialek szlaku sygnatowego insuliny w korze
mozgowej szczurow karmionych dieta bogatottuszczowa:

3) zaleznos¢ pomiedzy zmianami ilosci sfingolipidow a stopniem fosforylacji biatek szlaku
sygnatowego insuliny w korze mozgowej szczuréw karmionych dietg bogatottuszczowa;

4) wplyw CBD na stopien fosforylacji bialka Tau, zaangazowanego w rozwdj zmian
neurodegeneracyjnych w korze mozgowej szczuréw karmionych dietg bogatottuszezowa;

5) wplyw CBD na wybrane elementy endokabannabinoidiomu w korze mozgowej szczurdow
karmionych dietg bogatottuszczowa.

Moim zdaniem, sformufowane przez Doktoranta — powyzej przytoczone - szczegdlowe cele
realizowane w ramach pracy doktorskiej w wystarczajacym zakresie pod wzgledem merytorycznym
wyczerpuja podjety problem badawczy. Badania zostaly przeprowadzone na samcach szczurow
Wistar, ktore zostaly podzielone na 4 grupy doswiadczalne (4x10). Dwie grupy (I i II) byly karmione
pasza standardowg, zawierajaca 20% tluszczu i dwie (Il i IV) — pasza o podwyzszonej zawartosci
ttuszczu do 60% (HFD). Jednej z grup zywionych standardowo (I/ kontrola) i jednej z grup zywionych
karma bogatotluszczowa (IIl/ HFD) podawano rozpuszczalnik bez dodatku testowanej substancji,
a pozostale dwie grupy (II/ CBD i IV/ HFD+CBD) otrzymywaly CBD w ilosci 10 mg/kg masy
ciala/dzien. Doswiadczenie trwalo 7 tygodni, a CBD lub rozpuszczalnik bez testowanej substancji
podawano dootrzewnowo przez ostatnie 14 dni trwania eksperymentu. Zastosowany uklad
doswiadczalny pozwolil okresli¢ efekt dzialania CBD zaréwno w warunkach standardowego
zywienia, jak 1 w stanie insulinoopornosci indukowanej dietg wysokotluszczowa. Badania
uwzglednialy bardzo szeroki zakres analiz laboratoryjnych obejmujacy liczne oznaczenia, takie jak:

e poziomy ekspresji receptorow i enzymow endokannabinoidomu: receptora kannabinoidowego
typu 1 (CBIR). receptora sprzgzonego z biatkiem G55 (GPRS55). receptora waniloidowego |
(VR1), receptorow aktywowanych przez proliferatory peroksysomow a. iy (PPAR a. i),
receptora serotoninowego 1A (HTR1A) oraz hydrolazy amidéw kwaséw tluszczowych |
(FAAHI);

e poziomy ekspresji biatek i ich fosforylowanych form zaangazowanych w szlak sygnalowy
insuliny: substratu 1 receptora insuliny i jego fosforylowanej formy (IRS-1, pIRS-1(S302)),
kinazy biatkowej B i jej fosforylowanych form (Akt, pAkt(Thr305), pAkt(Thr308) oraz
pAkt(S473), pAkt(S472, S473 i S474)), kinazy syntazy glikogenu 3a i jej fosforylowanych
form (GSK-3uw. p GSK-3a(Ser21), GSK-3a(Tyr279)) oraz kinazy syntazy glikogenu 3B i jej
fosforylowanych form (GSK-3B, pGSK-3p(Ser9) i GSK-3p(Tyr216)):

o tkankowe stezenia poszczegolnych sfingolipidow: sfingozyny, sfinganiny, ceramidu,
sfingozyno-1-fosforanu, sfinganino-1-fosforanu i sfingomieliny;

o ckspresj¢  wybranych  enzymoéw  zaangazowanych w  metabolizm  sfingolipidow:
palmitylotransferazy serynowej 1 i 2 (SPTLCI i 2), syntazy ceramidu 4 i 6 (LASS4 i 6),
ceramidaz — kwasnej, obojetnej i zasadowej (odpowiednio: ASAHI, ASAH2 i PHCA),
sfingomielinazy obojetnej (N-SMase) oraz kinazy sfingozyny 1 i 2 (SPHK1 i 2);

e poziomy ekspresji biatka Tau i jego fosforylowanych form: pTau(S202), pTau(S396),
pTau(S404) i pTau(S416).

Przeprowadzenie powyzszych analiz bylo bardzo pracochlonne i wymagalo zastosowania
nastgpujacych technik laboratoryjnych: metody Western Blot, wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC), chromatografii gazowej (GLC) oraz chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Do
przeprowadzenia statystycznej analizy wynikoéw zastosowano odpowiednie metody: dwuczynnikowa
analize wariancji (two-way ANOVA). a nastepnie do oceny poziomu istotnosci pomiedzy $rednimi
wartosciami — test Tukeya oraz test t-Studenta. Informacje dotyczace metodyki badaf Doktorant
przedstawit w sposdb zwigzly i przystepny w Autoreferacie (w czesci Material i metody) i pracy
oryginalnej.
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Wyniki badan przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej lek. med. Tomasza
Charytoniuka zostaly opublikowane w czasopismie naukowym (Biomedicine & Pharmacotherapy)
posiadajacym wysoki wspdfezynnik oddzialywania IF, wynoszacy 7,419 (punktacja MEiN=100).
Doktorant opisal je rowniez w zalaczonym Autoreferacie.

Na podkredlenie zastuguja zmiany stwierdzone pod wplywem CBD w tkance moézgowej
szczurOw w obrebie tego samego sposobu zywienia:

a) w zakresie dzialania CBD na stezenie sfingolipidow:

e wzrost sfinganiny i sfingozyny u zwierzat karmionych pasza standardowa, a obnizenie
w przypadku stosowania diety bogatotluszczowej oraz obnizenie ceramidu u zwierzat
karmionych pasza bogatotluszczowa;

e wzrost sfingozyno-1-fosforanu tylko w grupie karmionej pasza standardowa oraz wzrost
sfingomieliny (istotny, ale procentowo umiarkowany) w przypadku stosowania obu
sposobow zywienia;

b) w

e obnizenie ekspresji palmitylotransferazy serynowej 1 u zwierzgt karmionych pasza
standardowg oraz palmitylotransferazy serynowej 2 u zwierzat karmionych paszag
bogatotluszczows:

zakresie wplvwu CBD na ekspresje enzvmow zaangazowanych w synteze ceramidu:

e obnizenie ekspresji syntazy ceramidu 4 w warunkach stosowania diety standardowej, jak
1 bogatottuszczowej oraz syntazy ceramidu 6 — w przypadku diety bogatotluszczowe;j;

¢) wzakresie wplywu CBD na ekspresje enzymow zaangazowanyeh w metabolizm ceramidu:

e obnizenie ekspresji sfingomielinazy obojetnej u zwierzat karmionych pasza standardowa,
a wzrost jej w przypadku stosowania diety bogatottuszczowej;

o obnizenie ekspresji kinazy sfingozyny 1 u zwierzat karmionych pasza standardowa
i bogatotluszczowa oraz kinazy sfingozyny 2 w warunkach stosowania diety
bogatotluszczowej;

d) w zakresie wplywu CBD na ekspresje bialek zaangazowanych w szlak sygnalowy insuliny:

o zmiany wspolczynnikow fosforylacji kinazy bialkowej B: wzrost pAkt(S472, S473,
S474):Akt. a zmniejszenie pAkt(S473): Akt u szczurow karmionych dieta standardowa:

e zmiany wspotczynnikéw fosforylacji kinaz syntazy glikogenu 3o i 3B: wzrost pGSK-
3aSer21):GSK-3a/f 1 pGSK-3B(Ser9):GSK-3a/f, natomiast zmniejszenic pGSK-
3a(Tyr279).:GSK-3a/f 1 pGSK-3B(Tyr216):GSK-3a/f u szczuréw karmionych pasza
bogatottuszczowg;

e) w zakresie wphwu CBD na ekspresje bialka Tau:

e zmiany wspolczynnika fosforylacji biatka Tau: 2zmniejszenie pTau(S202):Tau,
pTau(5396):Tau i pTau(S416):Tau u szczuréw karmionych paszg bogatotluszczows oraz
wzrost pTau(S396):Tau u szczurdw karmionych dietg standardowa;

f) wzakresie oddzialywania CBG na ekspresje wybranych skiadowych endokannabinoidomu:

e obnizenie poziomu ekspresji receptora S-hydroksytryptaminy 1A u zwierzat karmionych
zarowno pasza standardowa, jak 1 bogatotluszczowa oraz w przypadku receptora
aktywowanego przez proliferatory peroksysomoéw v — obnizenie w warunkach diety
standardowej, a wzrost podczas stosowania diety bogatothuszczowe;j;

Interesujace sa takze efekty dzialania diety bogatothuszczowej na rozpatrywane w badaniach
parametry. Mianowicie, w wyniku stosowania diety bogatotluszczowej w zywieniu szczurdw
w porownaniu z dieta standardowa, Doktorant stwierdzil w ich tkance mozgowej: wzrost — stezenia
sfingozyny, sfinganiny 1 ceramidu, wspdlczynnikéw fosforylacji  kinazy biatkowej B
(pAkt(Thr305):Akt, pAkt(Thr308): Akt 1 pAkt(S472, S473, S474):Akt), wspotczynnikow fosforylacji
kinazy syntazy glikogenu (pGSK-3a(Tyr279):GSK-3a/B i GSK-3p(Tyr216):GSK-3a/p) oraz biatka
Tau (pTau(S202):Tau, pTau(S396):Tau, pTau(S404):Tau i pTau(S416):Tau), jak réwniez ekspresji
receptora S-hydroksytryptaminy 1A, natomiast zmniejszenie — wspolczynnikow fosforylacji kinazy



syntazy glikogenu (pGSK-3a(Ser21):GSK-3a/B i pGSK-3p(Ser9):GSK-3a/B) oraz ekspresji receptora
aktywowanego przez proliferatory peroksysoméw a i 7.

Uzyskane przez Doktoranta wyniki zostaly poddane wnikliwej dyskusji w konteksécie
wezesniejszych badan w zalaczonej pracy oryginalnej. Przeanalizowano w niej kluczowe kwestie
zwigzane z dzialaniem CBD w tkance mézgowej. tj. stwierdzone zmiany zawartosci sfingolipidow
oraz enzymow zaangazowanych w ich synteze i metabolizm, zmiany w ekspresji zaréwno bialek
zaangazowanych w szlak sygnalowy insuliny, jak i biatka Tau (uwzgledniajac poziomy ich
fosforylacji), a takze zmiany ekspresji innych skladowych endokannabinoidomu. Jak wezesniej
podano, w badaniach stwierdzono zmniejszenie zawartosci w tkance mozgowej niektdrych
sfingolipidow pod wpltywem CBD w warunkach stosowania diety bogatotluszezowej, tj. sfinganiny,
sfingozyny i ceramidu. Biorac pod uwage fakt, ze sfinganina jest prekursorem ceramidu na drodze
syntezy de novo, a sfingozyna — w ramach tzw. szlaku ratunkowego. mozna wnioskowaé o mozliwosci
odzialywania CBD na obydwa wymienione szlaki w warunkach zwiekszonej dostepnosci kwasow
thuszezowych (przy diecie bogatottuszezowej). W badaniach Doktoranta, hamujacy wplyw CBD na
szlak de nove syntezy ceramidu dodatkowo zostal potwierdzony wystgpieniem obnizonej ekspresji
palmitylotransferazy serynowej 2 oraz syntazy ceramidu 4 i 6 po podaniu tej substancji. Doktorant
stusznie przyznaje, ze w celu potwierdzenia uzyskanych wynikéw wskazane byloby uzycie
w przysziych badaniach specyficznych blokerow szlaku de novo syntezy ceramidu. Niespodziewane
okazalo si¢ zwigkszenie pod wpltywem CBD — w grupie karmionej dieta bogatotluszezowa — ekspresji
sfingomielinazy obojetnej (N-SMazy), ktora katalizuje przeksztalcenie sfingomieliny do ceramidu.
Prawdopodobnie z tego powodu, w tej grupie redukcja poziomu ceramidu w tkance moézgowej pod
wplywem CBD byla mniejsza niz sfinganiny i sfingozyny. W zakresie oddziatywania CBD na szlak
sygnalowy insuliny, najbardziej uwidocznil si¢ wplyw tej substancji na poziom fosforylacji kinaz
syntazy glikogenu 3 i 38. Mianowicie, u szczuréw karmionych dieta bogatottuszczowa stwierdzono
wzrost poziomu fosforylacji w pozycji Tyr 279 i Tyr 216 oraz obnizenie go w pozycji Ser 21 i Ser 9
(w poréwnaniu z grupa kontrolng), natomiast zastosowanie CBD spowodowalo odwrdcenie tych
zmian. Takie dzialanie CBD moze by¢ przyczyna obnizonej fosforylacji biatka Tau, ktora Doktorant
wykazal w pozycjach: 8202, S396 i S416. Wyniki te wskazuja, ze kinazy syntazy glikogenu sa
elementem szlaku sygnatowego insuliny podatnym na dziatanie CBG, ktére blokuje rozwdj
insulinoopornosci w szczurzym modelu doswiadczalnym otylosci. Sposrod badanych sktadowych
endokannabinoidomu, u szczuréw karmionych dieta bogatotluszczowa wykazano wzrost ekspres;i
receptora aktywowanego przez proliferatory peroksysomoéw y oraz obnizenie ekspresji receptora 5-
hydroksytryptaminy 1A w wyniku podawania CBD. Kannabidiol, bedac agonista pierwszego
z wymienionych receptoréw. poprzez jego aktywacje moze dziala¢ przeciwzapalne, co w pewnym
stopniu ogranicza rozwdj procesow neurodegeneracyjnych. Z kolei, zmniejszona ekspresja receptora
5-hydroksytryptaminy 1A w przypadku stosowania CBD potencjalnie moze przyczyniaé sie
do redukeji stresu oksydacyjnego i spowolnienia proceséw o charakterze neurodegeneracyjnym. Na to
wskazujg rowniez doniesienia innych autoréw, ktérzy w swoich badaniach stosowali blokowanie
receptora S-hydroksytryptaminy 1A. Wydaje si¢, ze brak zmian ekspresji innych receptoréw
zaliczanych do endokannabinoidomu (tj. receptora kannabinoidowego typu 1 i receptora
waniloidowego 1) po zastosowaniu CBD nie wyklucza calkowicie ich udzialu w mechanizmie
dzialania tego fitokannabinoidu, poniewaz efekt biologiczny dzialania jakies substancji na komérke
docelowy zalezy nie tylko od zmiany poziomu ekspresji jej receptora, ale rowniez stopnia jego
aktywacji. Na podstawie uzyskanych wynikoéw, Doktorant sformutowal 5 wnioskéw., ktére nawiazuja
do insulinoopornosci (w przeprowadzonych badaniach indukowanej przez stosowanie diety
bogatotluszczowej) oraz wskazujg potencjalne mozliwosci wykorzystania kannabidiolu w terapiach
choréb neurodegeneracyjnych.

Rozprawa doktorska lek. med. Tomasza Charytoniuka, oprécz pracy oryginalnej, zawiera dwie
publikacje przegladowe. w ktérych — na bazie dostgpnego pismiennictwa — przeanalizowano
mozliwos¢ pozytywnego oddziatywania aktywnosci fizycznej, za posrednictwem endogennego ukladu
kannabinoidowego, na zaburzenia metaboliczne i zaburzenia o charakterze neurologicznym.
W pracach tych przedstawiono zlozong strukture ukladu endokannabinoidowego i jego
funkcjonowanie, m.in. wyszczegdlniajac substancje zaliczane do endokannabinoidow, klasyczne



receptory kannabinoidowe (CBIR i CB2R) oraz inne receptory, poprzez ktére dodatkowo moga one
dziala¢, a takze opisujac wewnatrzkomorkowe nastepstwa aktywacji tych receptoréw. Doktorant
rowniez przedstawil w tych pracach pismiennictwo wskazujace na zréznicowany wplyw aktywnosci
fizycznej na uklad endokannabinoidowy w zaleznosci od jej rodzaju. intensywnosci i czasu trwania
oraz plei. Jedna z tych prac (z roku 2020) skupia si¢ na efektach aktywnosci fizycznej odnoszacych
si¢ do chordb neurologicznych, takich jak: niepokéj i depresja, choroba Alzheimera, choroba
Parkinsona, stwardnienie rozsiane i epilepsja, z kolei druga (z roku 2022) - odnosi si¢ do choréb
metabolicznych, takich jak: otylos¢ i otluszezenie watroby oraz insulinoopornosé i cukrzyca typu 2
(T2DM). Prace przegladowe wlaczone do rozprawy doktorskiej wskazujg na znaczenie aktywnosci
fizycznej w profilaktyce zaburzen metabolicznych i choréb neurologicznych oraz potrzebe
prowadzenia dalszych badan dotyczacych zaleznosci pomiedzy aktywnoscia fizyczna, zmianami
w obrebie ukladu endokannabinoidowego i stanem zdrowia czlowieka. Generalnie, mozna
zastanawia¢ si¢ nad tym, czy proporcja prac oryginalnych (1) do przegladowych (2) w rozprawie
doktorskiej lek. med. Tomasza Charytoniuka jest wlasciwa. Szeroki zakres badan uwzglednionych
w pracy oryginalnej oraz znaczenie tematyki poruszonej w pracach przegladowych i $cisly jej zwiazek
z problematyka przeprowadzonych badan pozwala mi bez zastrzezen zaakceptowaé strukture
ocenianej rozprawy doktorskiej.

UWAGI i PYTANIA

Ponizej przedstawiam uwagi/pytania. ktore nasungly mi si¢ podczas czytania i analizy ocenianej
rozprawy doktorskiej.

I. Czy badano przyrosty masy ciata u badanych szczurow w toku doswiadczenia? Jesli tak, czy
wystgpity jakie$ roznice w przyrostach masy ciala pomiedzy grupami zywionymi dieta
standardowa i bogatothuszczowa?

2. Podano rozbiezne informacje dotyczace Komisji Etycznej ds. doswiadezen na zwierzetach:
w Autoreferacie, ze byla to komisja dzialajaca w Olsztynie, a w publikacji 1 — ze w
Bialymstoku. Z kolei. zalaczona zgoda na przeprowadzenie badan byla wystawiona przez
LKE w Olsztynie, ale jej tres¢ nie odpowiada zakresowi przeprowadzonych badan. Prosze
o wyjasnienie tych rozbieznosci.

3. Czy rozwazal Pan mozliwos¢ oznaczania wybranych parametréw we krwi badanych szczurow
(np. insuliny lub innych).

4. Czy u badanych szczurow zauwazono wplyw diety bogatotluszczowej na apetyt? Z tym
zagadnieniem wigze si¢ moje kolejne pytanie. Czy peptydy zaangazowane w regulacj¢ apetytu
moga modulowa¢ funkcjonowanie ukladu endokannabinoidowego i czy taka sytuacja (jesli
miata miejsce) moglaby mie¢ wplyw na uzyskane przez Pana wyniki?

n

Biatko Tau jest rowniez traktowane przez badaczy jako potencjalny punkt uchwytu dla lekéw
mogacych obnizy¢ jego neurotoksycznos¢ w przypadku chordb neurodegeneracyjnych. Czy
na podstawie poznanego pismiennictwa moglby Pan co$ powiedzie¢ o postepie badan w tym
zakresie.

6. Generalnie rozprawa doktorska jest napisana starannie, jednak zauwazylem w niej kilka
drobnych niedociagnigé o charakterze redakcyjnym:

e na str. 30 (wiersz 2 od dotu) pomytkowo podano 3a zamiast 3f;

e w wyszczegolnieniu zakresu przeprowadzonych analiz (str. 30/31, podpunkt 5) pominigto
kinazy sfingozyny 1 12;

e mimo powszechnego uzywania w polskich opracowaniach naukowych okredlenia
.-spadek™. sugerowalbym je zastgpowac innymi lepiej brzmigcymi, np. ..zmniejszenie”
lub ..obnizenie™.

PODSUMOWANIE

W podsumowaniu pragne stwierdzi¢, ze badania przeprowadzone przez lek. med. Tomasza
Charytoniuka w ramach rozprawy doktorskiej dostarczyly wiele wartosciowych danych, ktére zostaly
opublikowane w czasopismie o wysokim wspdlczynniku oddziatywania (IF=7,419). Badania



te udokumentowaly szereg zmian pod wplywem kannabidiolu, ktére wystapily w tkance mézgowe;j
szczurow z insulinoopornoscia wywolana dieta bogatotluszezows. Zmiany te dotyczyly: zawartosci
sfingolipidow i ekspresji enzymdéw zaangazowanych w ich synteze i metabolizm, ekspresji i poziomu
fosforylacji bialek zaangazowanych w szlak sygnalowy insuliny, ekspresji wybranych skladowych
endokannabinoidomu, jak rowniez ekspresji i fosforylacji biatka Tau powigzanego z patogeneza
choréb neurodegeneracyjnych. Na podkreslenie zastuguje wykazana przez Doktoranta zdolnosé
kannabidiolu m.in. do: 1) obnizania zawartosci gléwnych sfingolipidow stanowiacych molekularne
podloze zmian neuropatologicznych, 2) modyfikacji poziomu fosforylacji okreslonych reszt
tyrozynowych (obnizenie) i serynowych (wzrost) w kinazach syntazy glikogenu 3a/B sprzyjajacej
obnizeniu fosforylacji biatka Tau oraz 3) indukowania korzystnych zmian w ekspresji receptora
S-hydroksytryptaminy 1A (zmniejszenie, sprzyjajace redukcji stresu oksydacyjnego) oraz receptora
aktywowanego przez proliferatory peroksysomow vy (wzrost, sprzyjajacy ograniczeniu aktywnosci
czynnikow prozapalnych). W realizacji czg¢sci doswiadczalne] rozprawy doktorskiej lek. med.
Tomasza Charytoniuka, bardzo wysoko oceniam wielowatkowe podejscie do podjetego problemu
badawczego. poniewaz pozwolifo ono ustali¢ kilka szczegdlnie wrazliwych miejsc na dzialanie
kannabidiolu i wskaza¢ kierunki dalszych badan dotyczacych mozliwosci wykorzystania tego zwiazku
(lub syntetycznych jego analogéw) w profilaktyce i terapii chordb neurodegeneracyjnych. Wiaczone
do rozprawy doktorskiej Kandydata prace przegladowe swiadcza o bardzo dobrej znajomosci
pismiennictwa dotyczacego problematyki prowadzonych.

Przygotowanie ocenianej rozprawy doktorskiej wymagalo od Kandydata duzego naktadu pracy
m.in. zwigzanej z: 1) przeprowadzeniem badan. 2) zapoznaniem si¢ z rozleglym pismiennictwem
z obszaru podjetej tematyki badawczej oraz 3) przygotowaniem 3 publikacji. Oprocz rozprawy
doktorskiej. takze pozostaly dorobek publikacyjny (10 publikacji, w tym 5 z pierwszym autorstwem)
oraz odbyte staze wskazuja na wysoki potencjal Doktoranta w zakresie realizowania projektow
badawczych w ogodle, a w szczegdlnosci — zwiazanych z problematyka medyczng. Zauwazone przeze
mnie w pracy doktorskiej niescistosci i usterki nie obnizaja jej wysokiej wartoéci merytoryczne;j.

WNIOSEK KONCOWY

W zakonczeniu pragng stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa zatytulowana “Rola
kannabidiolu (CBD) w niwelowaniu insulinoopornosci mozgowia” spelnia wymagania — okreslone
w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r.,
poz. 574 z p6zn. zm.) — stawiane rozprawom doktorskim i w zwiazku z powyzszym zwracam sie do
Wysokiego Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku z wnioskiem o dopuszczenie Pana
Tomasza Charytoniuka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Rownoczesnie, biorac pod uwage szeroki zakres badan przeprowadzonych przez Doktoranta
w ramach ocenianej rozprawy, dotyczacych waznej problematyki zwiazanej ze zdrowiem czlowieka
i wysokg wartos¢ naukowg uzyskanych wynikéw badan oraz dobra znajomos¢ podjetej problematyki
badawczej, potwierdzong dwoma publikacjami przegladowymi w czasopismach zagranicznych, jak
rowniez bogaty dorobek publikacyjny — obejmujacy 10 dodatkowych prac (w tym 5 z pierwszym Jego
autorstwem) — przedkltadam wniosek o rozwazenie mozliwosci wyrdznienia rozprawy doktorskiej
lek. med. Tomasza Charytoniuka.

Olsztyn 12.03.2023 1. Stanistaw Okrasa

S. Okrvae.



