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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marcina Talara pt. »Zmiany ekspresji i aktywnosci COX-
2 w warunkach hiperglikemii oraz mechanizmy regulacji wazomotoryki naczyn wieficowych

w zwierzgcych modelach cukrzycy”.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w Zakladzie
Zaburzef Krzepnigeia Krwi Katedry Nauk Biomedycznych Uniwersytetu Medycznego w
Lodzi. Promotorem rozprawy jest prof. dr hab. Cezary Watala. Zrédtami finansowania
rozprawy byly nastepujace projekty: Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (N N401
265839), Narodowego Centrum Nauki (2012/06/A/NZ5/00069, 2014/15N/NZ3/02200 i
2015/16/T/NZ3/00170) oraz Europejski Fundusz Rozwoju Regionalnego w programie
Innowacyjnej Gospodarki (POIG.01.01.02-00-069/09).

Celem rozprawy byla kompleksowa analiza ekspresji izoenzymu cyklooksygenazy
COX-2 w warunkach nasladujacych przebieg cukrzycy u cztowieka oraz poznanie
sktadowych mechanizmu regulacji napiecia naczyn wieficowych w warunkach hiperglikemi.
Doktorant poshizyt sie dwoma zwierzecymi modelami cukrzycy wywotanej u laboratoryjnych
gryzoni uszkodzeniem komorek beta wysepek trzustki streptozotocyna (STZ) albo
konstytutywnym modelem zaburzen metabolicznych spowodowanym homozygotyczna
mutacjq receptora dla leptyny u myszy — genotyp db/db. Badania farmakologiczne wykonano
na izolowanym preparacie serca w modelu cukrzycy streptozotocynowej u szczuréw Sprague-
Dawley oraz u myszy db/db technika Langendorffa. Uzupelnieniem eksperymentow na
zwierzgtach bylo poszukiwanie dowodéw na nieenzymatyczng glikacje COX-2 z
wykorzystaniem izolowanego enzymu owczego, oraz badania obrazowe nad oddziatywaniem

plytek krwi z komérkami $rédblonka naczyn krezki u myszy z cukrzyca STZ.



Wybdr badan zrealizowanych w ramach rozprawy doktorskiej mgr Marcina Talara nie
budzi zastrzezen co do klinicznej istotnosci zagadnien. Cukrzyca jest czesta choroba, jej
chorobowos¢ wzrosta w ciagu kilku dekad z 1% do ponad 6% populacji. Model STZ jest
eksperymentalnym odpowiednikiem cukrzycy typu I u cztowieka, choroby spowodowanej
uszkodzeniem komorek wysepek trzustki wskutek zapalenia o podtozu autoimmunoagresji.
Mutacja powodujaca uszkodzenie genu receptora dla leptyny, obok mutacji samej leptyny,
jest uznanym modelem mysim zaburzen metabolicznych odpowiadajacych cukrzycy typu Il z
dominujacym mechanizmem oporno$ci na dziatanie insuliny. Niezaleznie od przyczyny
cukrzycy, pozostaje funkcja czasu pojawienie si¢ u chorych na te chorobg objawow mikro- i
makroangiopatii spowodowanych hiperglikemia. Wspotezesnie u chorych na chorobe
niedokrwienng serca, lub wsrdd 0séb z udarem mézgu, chorzy na cukrzyce stanowig okoto
30%. Stad zasadnicze znaczenie ma ustalenie podobiefistwa lub rozbieznosci w dziataniu
powszechnie stosowanych niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ) bedacych
inhibitorami cyklooksygenaz u chorych na cukrzyce w odniesieniu do populacji
normoglikemicznej. Szczegdlne miejsce zajmuje tu profilaktyka choréb uktadu sercowo-
naczyniowego wykorzystujaca przeciwptytkowe dziatanie kwasu acetylosalicylowego.
Niepowodzenia kliniczne w stosowaniu koksybow, wysoce selektywnych lub wybiérezych
inhibitoréw COX-2 dowiodly wzrostu ryzyka epizodéw sercowo-naczyniowych.
Wyjasnienie, czy w cukrzycy zachodzi ryzyko nasilenia powiklan naczyniowych zwigzane z
hamowaniem aktywnosci cyklooksygenaz uznaje za bardzo ambitny i klinicznie wazny temat
0 zasadniczym znaczeniu praktycznym. Jednoczesnie chciatbym podkresli¢, ze miejsce
realizacji rozprawy oraz promotorska opieka prof. Cezarego Wataty jest dla mnie gwarantem

przemyslnego planu badan, solidnosci wynikéw i wiarygodnoscei analiz statystycznych.

Przystepujac do szczegdlowego omdéwienia rozprawy, ktéra ma typowa forme i uklad
typograficzny dokonam zwigzlego oméwienia jej podrozdzialow i réwnoczesnej — z
obowigzku recenzenta — krytycznej oceny tekstu i materiahu ikonograficznego, zaréwno w

warstwie merytorycznej jak i edytorskiej.

Streszczenie rozprawy, zajmujace pierwsze 3 strony jest dobre i zwigzle odzwierciedla bogaty

material eksperymentalny i uzyskane wyniki podkreslajac istotne i nowe ustalenia.

Na 20 stronach Wstepu Doktorant przedstawil wprowadzenie do fizjologii mediatoréw

lipidowych pochodnych kwasu arachidowego. Skupiajac sie na prostanoidach i ich szlakach



syntezy omowil r6znice w budowie dwéch izoenzymow cyklooksygenaz oraz wynikajace z
nich odmiennosci farmakodynamiczne dziatania NLPZ. Zwrécit uwage na role
srédblonkowej syntazy tlenku azotu oraz jej indukowalnego izoenzymu, a takze
czynnosciowe wspdtdzialanie prostacykliny i tlenku azotu w hamowaniu agregacji ptytek
krwi. We Wstepie naswietlony zostal rowniez udzial COX-2 w regulacji przepltywu
naczyniowego oraz niejednoznaczne ustalenia dotyczace roli tego izoenzymu w
patomechanizmie angiopatii cukrzycowej, z mozliwoscia bezposredniej glikacji biatka
enzymatycznego. Wstep jest spojnym wprowadzeniem do biochemii i tarmakologii uktadu
cyklooksygenaz i ich prostanoidowych produktéw w regulacii przeptywu i hemostazy
naczyniowej. Rownoczesnie Doktorant nie ustrzegt sie od drobnych bledow z ktérych
wspomng o blgdnym przypisaniu androgenom (testosteron) zdolnosci aktywacji receptora dla
tromboksanu (str. 14). W istocie hormon ten powoduje zwiekszenie ekspresji syntazy
tromboksanu. Réwniez przypisanie transporterowi prostaglandyn (OATP) zdolnosci ich 15-
dehydrogenacji jest nieprawdziwe. Dokonuje jej enzym, swoista dehydrogenaza,
inaktywujacy szybko prostaglandyny, zwlaszcza w krazeniu plucnym (str. 15, opis ryciny).
Nazwanie zwigzku 6-keto PGF1alfa stabilnym analogiem prostacykliny (str. 23) jest rowniez
blgdem, poniewaz jest to stabilny lecz nieaktywny metabolit tej prostaglandyny obecny we

krwi oraz innych plynach ustrojowych.

Szczegolowe cele rozprawy zostaly sformutowane jednoznacznie i ukladajg si¢ w
logiczng catos¢. Hipotezy badawcze, stanowiace sformalizowany zapis celow, odnosza sie
bezposrednio do przeprowadzonych eksperymentéw, co ulatwia przesledzenie wynikéw, a
nastepnie ich potwierdzenie lub odrzucenie na podstawie wynikéw. Nie mam krytycznych

uwag do tej czgsdci rozprawy.

Opis materialéw i metod badawczych jest bardzo mocng strona rozprawy doktorskie;.
Zostaty wymienione wszystkie odczynniki chemiczne, opisane zostaly zwierzeta
wykorzystane w eksperymentach i warunki ich hodowli. Doktorant uzyskat zgody Lokalne;j
Komisji Etycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi na wykonanie tych badan. Réwniez
dokfadne sg opisy procedury indukcji cukrzycy pod wplywem STZ, a takze modelu
Langerdorffa izolowanego serca, wykorzystanego w pomiarach przepltywu wieficowego.
Doktorant wykonat réwniez interesujace eksperymenty biochemiczne dotyczace pomiaru
aktywnosci COX-2 w $rodowisku o zwiekszony stezeniu glukozy, pomiary dotyczyly osobno

aktywnosci oksygenazowej i peroksydazowej enzymu. Przeprowadzone bylo réwniez



sekwencjonowania biatka w celu zbadania jego glikacji. Wykonane oznaczenia technika
immunoblotéw i barwienia immunohistochemicznego preparatow aorty postuzyly ocenie
ckspresji biatkowej i zostaly uzupelione ilosciows analiza transkryptu i cytometrig
przeptywowa komorek srédbtonka. Aktywno$é COX-2 w preparatach Langendorffa oraz
krazkach aorty szczura zostata oszacowana na podstawie produkeji prostacykliny i PGE2 w
warunkach hamowania COX-1 lub COX-2. Wykonano réwniez eksperymenty dynamiczne
dotyczace oddziatywania znakowanych ptytek krwi z komérkami érodblonka naczyn krezki w
technice wideorejestracji i analizy obrazu. Cato$é metodologii sklada sie na bardzo szeroki
warsztat badawcezy, ktorego szczegolowos¢ opisu nie budzi watpliwodci co do samodzielnodci
Doktoranta i jego bieglosci w zakresie technik farmakologicznych, biochemicznych i
molekularnych. Jedyna uwaga krytyczna do tej czesci rozprawy dotyczy mikroskopowe;j
analizy adhezji ptytek do $rodblonka (str. 56). W tytule podrozdziatu 6. Doktorant sugeruje
eksperymenty wykonane na szczurach, po czym w nastepnym zdaniu jest mowa o mysim
modelu cukrzycy. W korespondujacej czesci wynikow réwniez mowa o myszach albo
szczurach, stad domysinie eksperymenty z naczyniami krezki uznalem za powtarzane na obu
gatunkach gryzoni. Jednak Dyskusja sugeruje jedynie model mysi. Obawiam sig, ze

Doktorant pomylil opisy tych eksperymentéw.

Wyniki badan Doktorant zebral w czytelnej formie 4 tabeli i 18 rycin, wsrod ktérych
dwie sg mikrofotografiami cyfrowymi. Omoéwienie wynikow jest zwigzle i odwoluje si¢ do
wielopanelowych wykresow statystycznych bardzo utatwiajacych porownania
migdzygrupowe dla zwierzat z cukrzycq oraz kontrolnych, w roznych uktadach stymulacji i
pomiaru. Dzi¢ki temu mgr Talar uniknal czgstego bledu polegajacego na niepotrzebnym
powieleniu wynikéw w postaci numerycznej wraz z towarzyszacym wykresem
statystycznym. Doktorant stusznie uznat uzyskane podczas badania w preparacie 1zolowanego
serca pomiary regulacji przeptywu wieicowego u szczuréw STZ i myszy db/db za kluczowe
dla rozprawy w kontekscie dotyczacym udzialu COX-2. Stwierdzil dwa interesujace zjawiska:
zmniejszong rezerwe wiencowg, przeptywu u homozygot db/db, niezaleznie od posredniego
dzialania acetylocholiny, czy tez blokowania syntezy tlenku NO lub podania donora tej
czasteczki. Nasuwa to podejrzenie uszkodzenia srédblonka naczyn wieicowych oraz
niewrazliwo$¢ migéni gladkich na dziatanie rozkurczowe NO. W zakresie zanalizowanych w
tym samym modelu prostanoidéw: metabolitu prostacykliny i PGE2, Doktorant nie stwierdzil
roznic w ich produkeji, ani jej zmniejszenia pod wplywem selektywnego hamowania COX-2.

Obserwowat natomiast zwigkszona podstawowa produkeje PGE2 i jej spadek korelujacy ze



zmniejszeniem przeptywu wienicowego. Rdwnoczesnie wykazal, stosujac kilka stezen
agonisty dla receptora prostacykliny, ze odpowiedz rozkurczowa naczyn wiencowych u
myszy homozygotycznych db/db jest zmniejszona mimo niezmienionej gegstosci receptordw
IP. Efekty analogicznych eksperymentow w modelu szczuréw STZ nie byly tak widoczne, co
sktonito do pézniejszej dyskusji roznic miedzy dwoma modelami choroby.

Innym bardzo interesujagcym wynikiem jest eksperymentalne udowodnienie hamowania
aktywnosci cykloksygenazy, zaréwno oksygenazowej, a przede wszystkim peroksydazowej
Jej funkcji pod wptywem hiperglikemii, przy czym najsilniejszy efekt przybrat wymiar
podobny do dziatania difosfofruktozy. Wykorzystujac technike sekwencjonowania biatka
COX-2 wykazal, ze kilka aminokwasow polipeptydu moze podlegaé wezesnej glikacji, wsrod
nich 3 reszty lizynowe znajdujace sie blisko kieszeni substratowej COX-2. Poréwnanie
ckspresji COX-2 w aorcie szczura, na poziomie immunodetekeji czasteczki biatka technikg
western blot i odsetka COX-2 dodatnich komoérek $rodblonka aorty nie wykazato rdznic
zaleznych od fenotypu cukrzycy. Jednoczesnie, w modelu STZ obecnosé transkryptow dla
COX-2 byta bardzo istotnie zmniejszona. Catkowita zawartosé COX-2 w lizatach
komoérkowych byta réwniez zmniejszona w cukrzycy. Rozbieznosé tych wynikow jest zalezna
od techniki pomiaru swoistego biatka. Przy braku réznic w oznaczeniach technika
immunoblotu i barwien wewnatrzkomérkowych widoczna jest istotna réznica w pomiarze
posrednia immunodetekcja w technice ELISA lub analizie transkryptow. Budzi to naturalne
pytanie co do przyczyny zjawiska, na ktére Doktorant udzielit odpowiedzi w Dyskusji
rozprawy. W preparatach bezposrednich aorty poddanych immunodetekcji COX-2 ekspresja
byla obnizona w cukrzycy wywotanej STZ, ponadto morfologicznie komoérki srédblonka byty
u tych zwierzat zmienione. Inng ciekawg obserwacja stanowiaca problem interpretacyjny sq
wyniki czynnosciowych pomiaréw produkeji prostacykliny i PGE2 w modelu izolowanego
krazka aorty. Wskazuja na zwigkszona biosynteze tych mediatoréw w modelu cukrzycy.
Doktorant rozwiktat zagadke wykazujac zwigkszona ekspresje swoistych syntaz tych
prostaglandyn w modelu cukrzycy STZ. W naczyniach krezkowych zylnych i tetniczych
cukrzyca doswiadczalna wywotala istotne zmniejszenie szybkosci przeptywu plytek krwi.
Blokowanie aktywnosci COX-2 powodowato wzrost liczby adherujacych leukocytow w
naczyniach zylnych. Jednakze obserwacja ta budzi watpliwosé metodologiczng, poniewaz do

znakowania uzyto przeciwciata taczacego sie z ptytkami krwi.

Dyskusja wynikéw zostata przeprowadzona na podstawie ponad 50 pozycji

literaturowych dotyczacych gtéwnie biologii naczyf krwionosnych i cyklooksygenaz, w tym



rowniez w kontekscie cukrzycy. Doktorant doszukat si¢ opublikowanych uprzednio wynikéw
badan, ktére byty albo zgodne z wynikami wlasnymi, albo odzwierciedlaty przeciwstawne
koncepcje. Jest to zapewne traumatyczne doswiadczenie naukowe, gdy walidacja wlasnych
wynikow nie znajduje jednoznacznego potwierdzenia w aktualnym stanie wiedzy. Uwazam
jednak, ze Doktorant dobrze poradzit sobie z tym problemem podkreslajac obserwacije
wiasne, ktére wnosza nowe spojrzenie na zagadnienie regulacji przeptywu naczyniowego
zalezne od COX-2 w modelu cukrzycy. Najwazniejsze z wihasnych wynikéw to brak
zwigkszonej ekspresji COX-2 w komérkach §rodblonka naczyn tetniczych, mozliwosé
glikacji enzymu oraz zalezne od modelu cukrzycy zmiany wrazliwosci na rozkurczowe

dziatanie NO i czynnikéw go uwalniajacych.

W podsumowaniu, przygotowujac rozprawe doktorska mgr Marcin Talar dowiodt swoich
umiejetnosci w zakresie sformutowania istotnych dla probleméw klinicznych hipotez
badawczych, poprawnego doboru modeli eksperymentalnych, wykonania badar i interpretacji
wynikéw. Zebrane w rozprawie wyniki zostaty opublikowane w 9 oryginalnych pracach,
wsrod nich w jednej Doktorant jest pierwszym autorem. Lektura rozprawy nie pozostawia
watpliwosci co do oryginalnosci jego badan i umiejetnosci rozwigzywania problemow
naukowych wymaganej przy ubieganiu sie o stopien naukowy. Wymienione w powyzszej
recenzji niedociagnigcia i pomylki $wiadcza co najwyzej o pospiechu lub nadmiarze danych,
sposrdd ktorych nieliczne umknety uwadze Doktoranta. W toku ostatecznej edycji rozprawy

moga z fatwoscig zostaé¢ wyeliminowane.

Powolujgc si¢ na powyzsza pozytywna ocene rozprawy doktorskiej mgr Marcina Talara
uprzejmie prosze Panig Dziekan o przedstawienie opinii na forum Rady Wydziatu i podjecie

dalszym krokow w przewodzie doktorskim mgr Marcina Talara,

prof. dr hab. n. med. Marek Sanak
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