=
s
2
e
=4
2
N
©

G ET Ly
el be,

* u
H.:“ VYDIAL 5 .
[ ] !lﬂm&ﬂ Slrae 0\1"
PYYo Ccony a8
o) SRODOMASKA

Uniwersytet £odzki

7, g
“Wgpg 54

{i
s Vf.p

Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska

dr hab. Pawel Nowak, prof. nadzw. UL Lodz, 3 lutego 2017 r.
Katedra Biochemii Ogolnej

Instytut Biochemii UL

ul. Pomorska 141/143

90-236 Lodz

Ocena pracy doktorskiej
mgr. Marcina Talara
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modelach cukrzycy”
Promotor pracy — prof. dr hab. Cezary Watala
Promotor pomocniczy — dr Tomasz Przygodzki

Zgodnie z definicjg przyjeta przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO, ang. World
Health Organization) cukrzyca jest to grupa choréb metabolicznych charakteryzujaca sig
hiperglikemig wynikajacg z defektu produkcji lub dziatania insuliny wydzielanej przez komorki
beta trzustki. Przewlekta hiperglikemia wiaze sie z uszkodzeniem, zaburzeniem czynnosci
i niewydolnoscig réznych narzgdoéw, szczegolnie oczu, nerek, nerwéw, serca i naczyn
krwionosnych. Chorzy na cukrzyce s3 narazeni na wczesniejsze pojawienie si¢ zmian
miazdzycowych, ich wigkszg rozlegtosé oraz cigezszy przebiegd choroby. Hiperglikemia
zwieksza 2-4-krotnie ryzyko rozwoju choroby niedokrwiennej, a komplikacje sercowo-
naczyniowe sg W 70% przyczyna zgonow osob chorujacych na cukrzyce. Uposledzenie
funkcji endotelium w warunkach hiperglikemii zwigzane jest m.in. z zaburzonym
wydzielaniem tlenku azotu, ktéry jest podstawowym czynnikiem wazodylatacyjnym jak
rowniez ograniczajgcym aktywacje ptytek krwi. Wynikiem takiej patologii jest istotne
zmniejszenie przeptywu krwi W naczyniach, co prowadzi do licznych powiktan
pbéznocukrzycowych oraz do zwiekszonej gotowosci prozakrzepowe;j.

W obowiazujgcej obecnie teorii patogenezy miazdzycy, zmiany w naczyniach
krwionoénych majg charakter zapalno-zakrzepowy. Pierwotng zmiang wydaje sig¢ proces
zapalny zachodzacy w obrebie arédbtonka. Hiperglikemia przyczynia sig do wzrostu stezenia
czynnikéw bedacych mediatorami stanu zapalnego i adhezji monocytéw, limfocytow i ptytek



krwi do $ciany naczyniowej. Powoduje takze nasilenie stresu oksydacyjnego, a co za tym
idzie zwiekszong produkcje wolnych rodnikéw tlenowych i zwigkszong degradacje tlenku
azotu.

Srodowisko hiperglikemiczne jest jednym z czynnikéw stymulujgcych ekspresje
cyklooksygenazy 2 (COX-2) przez komérki érodbtonka. Doniesienia literaturowe na temat
udzialu COX-2 w regulacji hemostazy i wazomotoryki naczyn wiencowych sg sprzeczne.
Istnieja doniesienia naukowe wskazujace, ze zwigkszona ekspresja/aktywnos¢ COX-2
powoduje wzrost syntezy wazoaktywnych prostaglandyn (PGI2 i PGE2), ktorych obecnosc¢
ma by¢ kluczowa do kompensacji przeptywu wienicowego w warunkach zaburzonej
czynnoéci eNOS. Z drugiej strony sg doniesienia naukowe, ktorych konkluzjg jest
stwierdzenie, ze aktywacja COX-2 w cukrzycy prowadzi do nadprodukeji TXAZ2,
powodujgcego silny skurcz naczyn krwionosnych.

Z uwagi na wazkos¢ problemu stwierdzam, ze przedfozona mi do oceny rozprawa
doktorska stanowi cenny wktad w badania nad mechanizmami zachodzgcymi w Scianie
naczyn krwionosnych serca oraz roli COX-2 w przebiegu cukrzycy. Wyjasnienie procesow
przebiegajacych w srodbtonku naczyn wienicowych w $rodowisku hiperglikemicznym, moze
wyznaczyé nowe kierunki terapii i przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia liczby zgonéw z powodu
komplikacji sercowo-naczyniowych oséb chorych na cukrzyce.

Recenzowana praca doktorska jest liczacym tacznie 127 strony opracowaniem,
zawierajgcym 25 rycin, 4 tabele i 98 pozycji literaturowych, ktorych dobér nie budzi
zastrzezen. Cytowane prace w zdecydowanej wigkszos¢ zostaty opublikowane w ostatnich
8 latach.

Rozprawa ma uktad typowy dla tego rodzaju dysertacji. Zawiera nastepujace rozdziaty:
Wstep teoretyczny, Zatozenia i cele pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Whioski,
Literatura oraz Streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Autor zamiescit takze na
poczatku pracy alfabetyczny wykaz stosowanych skrétéw i symboli, a na koncu spis rycin
i tabel oraz liste swoich publikacji i komunikatéw. Z punktu widzenia formalnego
i edytorskiego praca przygotowana jest z duzg starannoscig i co nalezy podkresli¢é napisana
jest poprawng polszczyzna.

Liczacy 21 stron Wstep teoretyczny stanowi znakomite wprowadzenie do tematyki
badawczej rozprawy. Autor w sposob ciekawy, przejrzysty i rzeczowy przedstawia
mechanizmy powstawania oraz role biologiczng prostanoidéw. Opisuje réznice w budowie
i dziataniu biologicznym izoform cyklooksygenazy, a nastgpnie omawia aktualne wyniki
badahh z zastosowaniem inhibitorow COX-2. Koncowy podrozdziat jest przegladem
najnowszej literatury na temat roli COX-2 w cukrzycy.

W kolejnym rozdziale pracy Doktorant precyzyjnie uzasadnia podjgcie tematu badan
oraz formutuje trzy ogdlne i cztery szczegotowe cele pracy:

1. Okre$lenie udziatu COX-2 w regulacji podstawowego przeptywu wiencowego

w sercach gryzoni laboratoryjnych z cukrzycg STZ | gryzoni z cukrzycg
uwarunkowang genetycznie;

2. Okreslenie udziatu COX-2 w regulacji rozkurczu naczyniowego zaleznego od

komorek érodbtonka w tych modelach;

3. Okreélenie udziatu COX-2 w produkcji wazoaktywnych prostaglandyn tj. PGI2 oraz

PGE2;



4. Okreslenie wptywu hiperglikemii na aktywnos$¢ katalityczng obu podjednostek COX-

2,

5. Zbadanie mozliwosci zachodzenia procesu glikacji COX-2 na modelu izolowanego
enzymu COX-2;

6. Okreslenie profilu ekspresji COX-2 w modelu zwierzgcym hiperglikemii;

7. Okreslenie profilu adhezji in vivo plytek krwi do sSrédbtonka naczyniowego

u zwierzat zdrowych i cukrzycowych oraz sprawdzenie w jaki sposob swoista

inhibicja COX-2 zmienia stopien tej adhezji.

Przedstawione cele pracy postuzyty do weryfikacji siedmiu odpowiadajgcych celom
hipotez badawczych.

Doktorant w rozdziale Materialy | metody szczegdétowo opisuje zwierzeta
wykorzystywane w badaniach oraz sposéb ich traktowania podczas wykonywania
eksperymentéw. Na wykonywanie badan z udziatem zwierzat Autor uzyskat zgode Lokalnej
Komisji Etycznej.

W podrozdziale Metody Autor zapoznaje czytelnika z metodologig badan, dobrang
znakomicie dla realizacji postawionych celéw pracy. Na podkre$lenie zastuguje fakt, ze
Doktorant w trakcie badan stosowat najnowoczesniejszg i unikatowg aparaturg naukowg
(m.in. aparat Langendorffa do pomiaru przeptywu wiefcowego, czy tez zestaw do obserwacji
adhezji ptytek krwi w warunkach in vivo).

Rezultaty przeprowadzonych badar zaprezentowane zostaly w formie ztozonych,
prawidtowych pod wzgledem merytorycznym i graficznym 19 rycin i 4 tabel. Poza sposobem
prezentacji wynikéw, uderza duza dojrzato$¢ i dociekliwos¢ w ich interpretacji oraz
wycigganiu wnioskow.

Dyskusja liczaca 28 stron zostata podzielona na podrozdziaty. Utatwito to zaréwno jej
prowadzenie, jak i odbior. Autor w sposéb kompetentny skonfrontowat wyniki swoich badan
z wynikami innych autoréw. Potwierdzit tym samym dobrg znajomos$¢ literatury przedmiotu
i whasciwy krytycyzm do wynikéw badan, zaréwno wiasnych, jak i danych literaturowych.
Dyskusje konczy 7 prawidtowo sformutowanych wnioskow.

Przedstawione w recenzowanej rozprawie doktorskiej wyniki potwierdzajg wazng
role cyklooksygenazy 2 w regulacji wazomotoryki naczyniowej, ale tez wskazujg na
ztozonosé i zalezno&é tego zjawiska od rodzaju tozyska naczyniowego i typu cukrzycy.
Postulowana hipoteza zwigkszonej w hiperglikemii ekspresji COX-2, zwigzana
z mechanizmem kompensacji przeptywu naczyniowego przy zaburzonym tworzeniu tlenku
azotu, nie zostata potwierdzona w trakcie przeprowadzonych badan. Zaobserwowano
natomiast zwiekszona ekspresje genow PGI2 oraz PGE2 u zwierzat cukrzycowych. Nie
wykazano rowniez, aby aktywno$¢ COX-2 w naczyniach zwierzat z cukrzycg miata wptyw na
wiasciwosci adhezyjne ptytek krwi.

W rozprawie doktorskiej znalaztem kilka drobnych btedéw (gtéwnie edytorskich)
i uchybien, ktére wynikajg zapewne z pospiechu, w jakim pisane s3g rozprawy doktorskie.
Pomimo, ze nie obnizajg one bardzo dobrego pod wzglgdem merytorycznym poziomu pracy,
chciatbym z obowigzku recenzenta przekazaé Autorowi niektére z nich:

« Tromboksan nie jest prostaglandyng (réznice w budowie pierscienia);
e Str. 12 - tytut podrozdziatu 1 Wstep teoretyczny jest niezgodny ze spisem
tresci;



Str. 14 - PGI2 wykazuje synergizm dziatania z tlenkiem azotu, a nie z syntazg
tlenku azotu;

Str. 15 - ,aktywne produkty metabolizmu COX ulegajg przemianie do
produktow nieaktywnych w wyniku uwodnienia.. , - powinno by¢ ” w wyniku
hydrolizy”;

Str.17 - ,..przytaczenie 2 moli tlenu..” - powinno by¢ , 2 czasteczek tlenu”;

Str. 40 - ,Oznaczanie poziomu glikowanej HbA1c — powinno by¢ —
,0znaczanie stezenia glikowanej HbA1c.”,

Str. 5 56 -w spisie tresci i w tytule podrozdziatu 6 Autor informuje, ze adhezje
ptytek do srodbtonka naczyniowego badat u szczuréw, podczas gdy z opisu
metody wynika, ze byty to myszy. Btad ten pojawia sie réwniez w rozdziale
Wyniki (str. 86-89), gdzie grupg kontrolng w badaniach miatyby by¢ szczury
zamiast myszy;

e Str. 74 - tytut podrozdziatu 4 jest niezgodny ze spisem tresci.

Chciatbym réwniez, aby Autor wyjasnit dlaczego w badaniach z wykorzystaniem
izolowanego enzymu COX-2 zastosowat glukoze/difosfofruktoze tylko w jednym, bardzo
wysokim stezeniu 300 mM. Jaki byt stosunek molowy biatka do heksozy w tych
doswiadczeniach? Argumenty uzyte w dyskusji, ttumaczace konieczno$¢ stosowania tak
wysokiego stezenia glukozy, poparte cytowaniem prac innych naukowcow (poz.81 i 82), nie
do korica mnie przekonuja.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny praca doktorska ma
bardzo wysoka warto$¢ poznawczg. Autor dysertacji zrealizowat obszerny i ambitny program
badan. O ich randze $wiadczy fakt, iz byly one finansowane z pieciu projektéw badawczych
(w tym projektéw Etiuda i Preludium). Zastosowanie przez Doktoranta réznorodnych,
nowoczesnych technik $wiadczy o znakomitym opanowaniu warsztatu badawczego. Sposob
analizy wynikéw, wnioskowanie oraz przedstawione hipotezy $wiadcza o duzej wiedzy oraz
dojrzatosci naukowej Doktoranta.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr
65, poz.595 z pozn.zm.) Czes¢ wynikow zostata juz opublikowana w renomowanych
czasopismach naukowych. W zwigzku z powyzszym, wnoszg do Wysokiej Rady Wydziatu
Nauk o Zdrowiu UM w ktodzi o dopuszczenie mgr Marcina Talara do dalszych etapow
przewodu doktorskiego oraz publicznej obrony pracy doktorskiej. Wnioskuje takze
0 wyroznienie pracy.
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