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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Krzysztofa Mificzuka pt.
Interakcja pomiedzy zaangazowanymi w odpowiedz presyjnag
receptorami kannabinoidowymi CB1 i angiotensynowymi w jadrze
przykomorowym podwzgdérza czuwajacych szczuréw z
nadcisnieniem pierwotnym i normotensyjnych

Charakterystyka i znaczenie podjetej problematyki badawczej

W ostatnich latach pojawia sie coraz wiecej doniesien dotyczgcych wzajemnych
powigzan miedzy uktadem endokannabinoidowym (ECS), a ukiadem renina-
angiotensyna (RAS). Obydwa uktady uczestniczg m.in. w kontroli uktadu krazenia.
Przedmiotem badar przeprowadzonych przez Pana mgr inz. Krzysztofa Miriczuka
byta ocena interakcji w obszarze jadra przykomorowego podwzgérza pomiedzy
receptorami kannabinoidowymi typu CB1 a receptorami AT1 i AT2 dla angiotensyny
Il oraz receptorami Mas dla angiotensyny 1-7 w zakresie w regulacji cisnienia
tetniczego u czuwajacych szczuréw z nadcisnieniem tetniczym pierwotnym
(Spontaneously Hypertensive Rat; SHR) i szczuréw normotensyjnych Wistar Kyoto
(WKY) stanowigcych grupe kontrolng. Zainteresowanie wzajemnymi powigzaniami
pomiedzy uktadem ECS i RAS wzrosto w dobie pandemii COVID-19. Zmiany
ekspresji konwertazy angiotensyny 2 (ACE2, swoistego receptora dla wirusa SARS-
CoV-2) w przebiegu choroby skutkujg bowiem niekorzystna dla organizmu
funkcjonalng przewaga klasycznej osi RAS (angiotensyna | — ACE — angiotensyna
Il - receptor AT1) nad osig ochronna, tzw. alternatywna (angiotensyna Il — ACE2
— angiotensyna 1-7 — receptor Mas/angiotensyna | — ACE2 — angiotensyna 1-9 —

ACE2 — angiotensyna 1-7 — receptor Mas).

Uktad pracy, struktura podziatu tresci i poruszane zagadnienia



Rozprawa doktorska sktada sie z liczacego 35 stron autoreferatu i dwéch publikacii
stanowigcych jej podstawe:

- pracy oryginalnej Cross-Talk between CB1, AT1, AT2 and Mas Receptors
Responsible for Blood Pressure Control in the Paraventricular Nucleus of
Hypothalamus in Conscious Spontaneously Hypertensive Rats and Their
Normotensive Controls;

- pracy przeglagdowej Cross-Talk between the (Endo)Cannabinoid and Renin-
Angiotensin Systems: Basic Evidence and Potential Therapeutic Significance.
Do rozprawy dotgczono o$wiadczenia Doktoranta i wspoétautoréw wiw
publikacji oraz zgode Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczer na
Zwierzetach na przeprowadzenie badan.

Uktad autoreferatu ma klasyczny charakter: Wykaz stosowanych skrétow,
Wprowadzenie, Cel pracy z uzasadnieniem podjetej tematyki badawczej, Realizacja
celow naukowych, materiaty i metody badawcze, Podsumowanie wynikow badan i
dyskusja, Whnioski, Pismiennictwo (73 pozycje anglojezyczne w przewazajgcej czesci
opublikowane w okresie ostatnich 5 lat!), Streszczenie W jezyku polskim i
Streszczenie w jezyku angielskim. Konstrukcje pracy nalezy uznac za logiczng i
podkreslajacg kolejnos¢ zagadnien, ktdrymi zajmowat sie Doktorant. Poniewaz czesc
eksperymentalna doktoratu jak i dane wprowadzajgce czytelnika w tematyke
badawczg byty przedmiotem dwoch obszernych publikacji stanowigcych podstawe
rozprawy, zostaty one przedstawione w autoreferacie w formie skréconej z

odniesieniami do odpowiednich fragmentéw publikacii.

Szczegotowy, a jednoczesnie klarowny opis kannabinoidéw, ECS i RAS oraz
efektow biologicznych wynikajacych z pobudzenia badz hamowania tych dwéch
uktadow wprowadzajg czytelnika w tematyke zwigzang z badaniami prowadzonymi
przez mgr inz. Krzysztofa Minczuka. Do rodziny kannabinoidéw nalezg trzy grupy
zwigzkow: endokannabinoidy, fitokannabinoidy i syntetyczne kannabinoidy. Dziatania
biologiczne kannabinoidéw wynikajg z pobudzenia roznych klas receptoréow: przede
wszystkim CB1 i CB2, a takze GPR55, GPR18, TRPV1 i PPAR. Rycina 1 w
autoreferacie i Rycina 2 w pracy przeglgdowe; przedstawiajg efekty dziatania
wybranych ligandéw receptoréw CB1. Z kolei Rycina 2 w autoreferacie i Rycina 3 w
pracy przegladowej przedstawiajg elementy sktadowe RAS i gtéwne efekty dziatania

lekow/zwigzkéw modyfikujacych o$ klasyczng i 0§ alternatywng uktadu. Tabela 1



pracy przegladowej zawiera przyktady lekéw, ktore dziatajg na elementy sktadowe
ECSiRAS.

RAS odgrywa istotng role w regulacji ci$nienia tetniczego krwi oraz utrzymaniu
prawidiowego stezenia jonéw sodowych i wody w organizmie. Jak stusznie podkresia
Doktorant zaburzenie réwnowagi pomiedzy osig klasyczna i osig alternatywng, przy
przewadze osi ACE/Angiotensyna IlI/Receptor AT1, prowadzi do rozwoju wielu
stanéw patologicznych, w tym w ukfadzie krgzenia (niewydolno$é¢ serca, zawat
migsnia sercowego, nadci$nienie tetnicze), w uktadzie oddechowym, zaburzef
metabolicznych (cukrzyca), funkcji nerek, watroby, przewodu pokarmowego,
zaburzen endokrynologicznych, neurodegeneracyjnych, hematologicznych,
rozrodczych, miesniowych.

Jak wspomniatam wcze$niej przedmiotem badarn przeprowadzonych przez
Pana mgr inz. Krzysztofa Miriczuka byta ocena interakcji w obszarze jgdra
przykomorowego podwzgérza (PVN) pomiedzy receptorami kannabinoidowymi typu
CB1 a receptorami AT1 i AT2 dla angiotensyny Il oraz receptorami Mas dla
angiotensyny 1-7 w zakresie w regulacji ciénienia tetniczego u szczuréw. PVN jest
jedna ze struktur o$rodkowego uktadu nerwowego Zaangazowang w regulacje
uktadu krgZenia, ktérego funkcja ulega zaburzeniu w nadcignieniu tetniczym,
stanowigcym istotny czynnik ryzyka zgonéw z przyczyn sercowo-naczyniowych. W
PVN zlokalizowane s3 elementy sktadowe ukifadu ECS i RAS, ktére modyfikujg
ciSnienie tetnicze krwi i czestos¢ akcji serca. Nie dziwi zatem fakt, ze w autoreferacie

| pracy przeglgdowej podane sg informacije nt. tej struktury mézgowe;j.

Cel pracy

Celem rozprawy doktorskiej byto:

1. zbadanie potencjalnej interakcji pomiedzy receptorami CB1 a receptorami AT1 i
AT2 dla Ang Il i receptorami Mas dla Ang 1-7 w obrebie PVN szczuréw
czuwajgcych;

2. zbadanie wptywu nadci$nienia pierwotnego na efekt presyjny stymulowany
pobudzeniem receptoréw AT1 i AT2 dla Ang Il, Mas dla Ang 1-7 i
kannabinoidowych CB1;

3. okreslenie mechanizméw lezgcych u podtoza interakcji pomiedzy ECS i RAS oraz

ich potencjalnego znaczenia terapeutycznego.



Metodyka badawcza

Badania przeprowadzono na samcach szczuréw ze spontanicznym nadcignieniem
pierwotnym (SHR) i ich normotensyjnej kontroli, szczuréw Wistar Kyoto (WKY).
Wybér szczuréw SHR jest w petni uzasadniony, albowiem sg one szeroko stosowane
jako model nadciénienia pierwotnego u ludzi. U tego szczepu podwyzszone ci$nienie
tetnicze wynika czesciowo ze zwigkszonej aktywnosci uktadu wspofczulnego
zaleznego od PVN i RAS. Ponadto, wiekszo$¢ lekéw hipotensyjnych wywotuje u
szczurdw SHR spadek ci$nienia tetniczego krwi. Rycina 3 w autoreferacie w
klarowny sposéb przedstawia schemat doswiadczen. Szczegobtowy opis procedur
doswiadczalnych (zabiegu implantacji kaniuli i cewnikéw, mikroiniekcji do PVN,
izolacji substruktur PVN, pomiaru ciénienia tetniczego krwi, badania ekspresiji biatek
metodg Western blot), lekéw i odczynnikéw chemicznych wykorzystanych w
doswiadczeniach oraz analizy statystycznej uzyskanych wynikow znajduje sie w

rozdziale 2 dotgczonej pracy oryginaine;.

Oméwienie wynikéw

Zawarta w autoreferacie Rycina 4 przedstawia podsumowanie najwazniejszych wynikéw
badan. Zgodnie z oczekiwaniami skurczowe, rozkurczowe i $rednie ci$nienie tetnicze
krwi u szczuréw SHR bylo o okoto 60% wyzsze w poréwnaniu ze szczurami WKY.
Angiotensyna Il, angiotensyna 1-7 oraz CP55940 (agonista receptoréow
kannabinoidowych CB1) podane do PVN czuwajacych szczurow ze spontanicznym
nadcisnieniem (SHR) i normotensyjnych WKY stymulowaty wzrost cignienia
tetniczego krwi; byt on wyzszy u SHR niz WKY. Presyjne dziatanie CP55940
obserwowano u zwierzat, ktérym wczesniej podano dozylnie AM251, antagoniste
receptoréow CB1. Najsilniejsze dziatanie hypertensyjne wykazywata angiotensyna ll, a
najstabsze angiotensyna 1-7. Losartan (antagonista receptoréw AT1) iw mniejszym
stopniu PD123319 (antagonista receptoréw AT2) oraz A-779 (antagonista
receptoréw Mas) hamowaty wzrost ci$nienia tetniczego krwi wywotany przez
angiotensyne Il i CP55940. Z kolei AM251 ostabiat wzrost cignienia tetniczego w
odpowiedzi na angiotensyne Il i angiotensyne 1-7. Co ciekawe, AM251 podawany

zaréwno dozylnie jak i do PVN zwigkszat ci$nienie tetnicze zaréwno u WKY jakiu



SHR. W opinii Doktoranta tagodne dziatanie presyjne AM251 prawdopodobnie
wynika z antagonizowania wptywu endokannabinoidéw pobudzajacych odpowiednio
hamujgce receptory presynaptyczne CB1 zlokalizowane obwodowo na
zakonczeniach nerwéw wspoétczulnych unerwiajgcych naczynia oporowe lub
receptorow CB1 w PVN odpowiedzialnych za spadek ci$nienia. W swoich badaniach
Doktorant wykazat ponadto, ze stopien ekspresii receptorow AT2 i Mas w PVN
szczuréw normotensyjnych (WKY) jest znamiennie wyzszy niz u szczuréw ze
spontanicznym nadci$nieniem (SHR), natomiast receptoréw CB1 jest wyzszy u
szczurow SHR. Rycina 4 autoreferatu w elegancki i klarowny podsumowuje

uzyskane wyniki.

Pragne podkresli¢ dojrzatos¢ dyskusiji, ktérej najlepszym odzwierciedleniem
jest praca przegladowa wchodzaca w sktad dysertacii. Aktywnos$¢ uktadu
wspotczulnego zalezy migdzy innymi od réwnowagi pomiedzy aktywnoscig neuronéw
glutaminianergicznych i GABA-ergicznych w PVN. Ekspresja receptorow AT1 i CB1
w PVN szczuréw SHR jest wyzsza w poréwnaniu do szczuréw WKY. Receptory te sg
Zlokalizowane presynaptycznie gtéwnie na neuronach glutaminianergicznych oraz
GABA-ergicznych, a ich pobudzenie odpowiednio zwieksza aktywnos$¢
glutaminianergiczng i zmniejsza aktywno$é GABA-ergiczng. Zaréwno nasilenie
wptywu pobudzajgcego (transmisja glutaminergiczna), jak i zmniejszenie wptywu
hamujgcego (transmisja GAGA-ergiczna) na uktad wspotczulny moze prowadzié do
wzrostu cisnienia tetniczego. A zatem wzrost gestosci receptoréw AT1 i CB1 w PVN
szczurébw SHR w poréwnaniu do WKY moze byé przynajmniej czesciowo
odpowiedzialny za wyzsze ci$nienie tetnicze krwi u tych zwierzat. Rycina 5
autoreferatu i pracy przegladowej przedstawiaja autorskg hipoteze na temat
mechanizméw zaangazowanych w odpowiedz presyjng wywotang przez Ang Il i
CP55940 oraz interakcje pomiedzy receptorami AT1 i CB1 w PVN. Z kolei Rycina 6
autoreferatu i Rycina 4 pracy przeglgdowe;j podsumowujg wptyw antagonistéow
receptoréw CB1 na efekty wywotywane pobudzeniem receptorow AT1 w zakresie
uktadu krgzenia, przewodu pokarmowego i potencjatow pobudzajgcych (EPSP)
komorek jgdra nadwzrokowego.

Jak pisze Doktorant powszechnie przyjmuije sie, ze receptory AT2 i Mas
przeciwdziatajg efektowi presyjnemu powstatemu w wyniku stymulacji receptoréw

AT1. Zmniejszenie ekspresji receptoréw AT2 i Mas w PVN, a tym samym



hamujacego wptywu na uktad wspoétczulny, moze wiec przyczyniaé sie do wzrostu
ci$nienia tetniczego u szczuréw SHR.

Wyniki uzyskane przez mgr inz. Mificzuka po raz pierwszy pokazaty
funkcjonalng interakcje pomiedzy angiotensyng 1-7 i receptorami Mas a receptorami
kannabinoidowymi CB1 w o$rodkowym uktadzie nerwowym. ZatoZone i zrealizowane
cele badan prowadzonych przez Doktoranta mogg sie przyczynié do zrozumienia
ztozonych interakcji pomiedzy ECS i RAS zachodzgcych w obrebie PVN. Uwaza sie,
ze antagonisci receptorow CB1, np. AM6545 czy JD5037, oraz zwigzki hamujace
rozktad endokannabinoidéw moga w przysztosci znalezé zastosowanie w terapii bélu,
stwardnienia rozsianego, choroby Parkinsona czy depresiji. Wyniki badari mgr inz.
Minczuka wskazujg na to, ze w przypadku stosowania w/iw zwigzkow nalezy

rozwazy¢ potencjalne ryzyko wnikajgce z ich interakgji z receptorami AT1.

Podsumowanie

Przediozona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr inz. Krzysztofa Miriczuka
jest opracowaniem, ktére nalezy oceni¢ zdecydowanie pozytywnie. Drobne btedy
edytorskie w autoreferacie nie umniejszajg wysokiej wartosci dysertacji. Tres¢
rozprawy doktorskiej potwierdza, ze Pan Miriczuk posiada duzg wiedze z zakresu
regulacji uktadu krgzenia, ukfadu endokanabinoidowego i ukiadu RAS. Ponadto
dysponuje bardzo dobrym warsztatem metodologicznym, potrafi wtasciwie
zaplanowac i przeprowadzi¢ prace do$wiadczalne oraz analizowaé dane i
zintepretowac uzyskane wyniki. To wszystko potwierdza umiejetnos¢é Doktoranta w
zakresie samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Rozprawa doktorska Pana
mgr inz. Krzysztofa Miriczuka stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
jest bardzo warto$ciowa i dotyka zagadnien stosunkowo stabo poznanych. Podjete
badania uwazam za uzasadnione i stanowigce istotny wktad w rozwoj nauk

farmaceutycznych.

Przedtozona mi do recenzji rozprawe doktorska oceniam bardzo pozytywnie
oraz zwracam si¢ do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o
nadanie Panu mgr inz. Krzysztofowi Mificzukowi stopnia doktora w dziedzinie
nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Jednoczesnie biorgc pod uwage fakt, Zze podstawe dysertacji stanowity dwie



publikacje o tacznym IF 12.524 i punktacji MEiN 280 rekomenduje wyréznienie
rozprawy doktorskiej. Spetnia ona wymogi Regulaminu Wyrézniania Rozpraw

Doktorskich na Uniwersytecie Medycznym w Biatymstoku.
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