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RECENZJA
Rozprawy Doktorskiej mgr. Pawla Napory
p-t. ,Kompensacja komunikacji nerwowo-odpornosciowej po zahamowaniu aktywnosci
cyklookygenaz”

Rozprawa doktorska mgr Pawta Napory przedstawia wyniki badan dtugotrwatych
skutkdw stosowania niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (NLPZ), ktorych dziatanie jest
zalezne od blokowania aktywnosci cyklooksygenaz. Autor badal zachowanie szczuréw, u
ktérych zahamowano aktywnos¢ cyklooksygenaz COX-1 i COX-2 przed i po wywolaniu
stanu zapalnego, oraz poziom aktywnosci uktadow neuroprzekaznik6w monoaminergicznych
i aminokwasowych mézgu. Praca ta zostata wykonana w Katedrze Neurobiologii Wydziatu
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £L.odzkiego. Promotorem rozprawy doktorskiej
jest dr hab. Marek Wieczorek, prof. UL.

Recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska jest zbiorem trzech publikacji
poprzedzonych 46-stronicowym tekstem. Podstawa rozprawy s3: jedna praca przegladowa
opublikowana w czasopismie Kosmos, jedna praca oryginalna opublikowana w czasopismie
Behavioural Brain Research (Impact Factor 3.35) oraz jedna praca oryginalna bedgca w
procesie recenzowania i publikacji w tym samym czasopismie. We wszystkich publikacjach
Doktorant jest pierwszym autorem, ponadto dotaczono oswiadczenia wspétautorow
poswiadczajgce wiodgcym udzial mgr Pawla Napory w powstawaniu tych prac. Praca
przegladowa zostata opublikowana w roku 2020, w czasopi$mie Kosmos wydawanym w
jezyku polskim, a praca doswiadczalna w Behavioural Brain Research ukazata si¢ w roku
2023 i z tego powodu nie jest jeszcze cytowana, jednak nie watpig, ze badania Autora s3
bardzo waznie i mam nadzieje ze bedg zauwazone przez naukowcoéw. Wyniki przedstawione
w tej rozprawie doktorskiej sg szczegolnie cenne dla praktyki medycznej, ze wzgl¢du na
zastosowane inhibitory COX, ktérymi sa niesterydowe leki przeciwzapalne szeroko uzywane
w leczeniu bolu i gorgezki.

Artykuly skladajgce si¢ na recenzowang pracg doktorskg zostaly poprzedzone 46-
stronicowym tekstem bgdacym wprowadzeniem i komentarzem do rozprawy. Tekst ten sklada
sie ze Spisu tresci, Spisu publikacji i manuskryptow wchodzacych w skiad rozprawy
doktorskiej, Wykazu skrotow, Wprowadzenia, Celu rozprawy doktorskiej, opisu Materialow i
metod badawczych, Oméwienia wynikow, Wnioskow, Streszczenia w jezykach polskim i
angielskim oraz spisu Pi$miennictwa. Wprowadzenie liczy ponad 4 strony tekstu. Doktorant



podkresla w nim wazng rol¢ uktadu odpornosciowego w utrzymywaniu homeostazy
organizmu, czyli zachowywaniu rownowagi procesow zachodzacych w organizmie, mimo
zmiennych warunkéw zewngtrznych. Nastepnie opisuje mechanizmy indukcji stanu
zapalnego wywolanego inwazjg patogenow, a szczeg6lng uwag¢ zwraca na szlak
metaboliczny fosfolipidow znajdujacych si¢ w blonach komérkowych, w szczegélnosci
kwasu arachidonowego, ktory jest substratem réznych enzymoéw, w tym cyklooksygenaz
COX-1 i COX-2, ktore przetwarzajg je na prostaglandyn¢ E2 (PGE2), zwiazek produkowany
podczas odpowiedzi zapalnej, ktory dociera do osrodkowego ukladu nerwowego (OUN)
uruchomiajgc procesy przeciwzapalne, konieczne dla utrzymania rownowagi mig¢dzy
procesami pro- i przeciwzapalnymi. Doktorant pisze o potwierdzeniu istnienia trzeciej
izoformy cyklooksygenazy COX-3 w korze mézgu czlowieka i psa, i cytuje prace,
opublikowane w latach 2002 i 2005. W ostatnich latach ukazaly si¢ prace, ktére pokazuja, ze
COX-3 jest izoenzymem kodowanym przez ten sam gen co COX-1 i dokumentujg obecnos¢
COX-3 w mézgach gryzoni. Jego ekspresj¢ wykryto w wielu strukturach mézgu szczura: w
przysadce mézgowej, podwzgorzu, hipokampie, rdzeniu przedtuzonym, mézdzku i korze
mozgu szczura. Ogélnie, wstep jest napisany kompetentnie i interesujgco.

W kolejnym podrozdziale mgr Napora okresla cel rozprawy doktorskiej opisujac
wazng role, jaka pelni produkt aktywnosci enzymatycznej cyklooksygenaz, PGE2, w
przekazywaniu informacji do OUN i wplyw zwigkszenia przez niego aktywnosci ukladu
odpornosciowego na funkcjonowanie catego organizmu, np. podwyzszenie temperatury ciala
czy zmiane zachowania wywolang patogenem (ang. sickness behaviour). Po Wprowadzeniu,
Autor formuluje hipoteze badawczg i definiuje cel glowny, ktorym jest sprawdzenie hipotezy.
Cele dodatkowe wyjasniajg, jak ma by¢ testowana hipoteza, czyli opisuja szczegolowe cele
badawcze. Tak wigc, podstawowym celem pracy bylo okreslenie wplywu diugotrwalego
zahamowania aktywno$ci COX-1 oraz COX-2 na przekaznictwo monoaminergiczne i
aminokwasowe w OUN szczura. Jednak w rozdziatach Wprowadzenie oraz Cel rozprawy
doktorskiej nie znalaztam informacji o wplywie cyklooksygenaz na neurotransmisj¢
monoaminoergiczng, ani tez aminokwasowg. Takze kolejnos¢ celéw powinna by¢ moim
zdaniem inna. Pierwszym celem powinno by¢ sprawdzenie potencjalnych zmian st¢zenia
mediatoréw reakcji zapalnej w osoczu krwi po dlugotrwatym zahamowaniu aktywnosci
cyklooksygenaz, dalej powinny by¢ sformutowane pozostale cele. Na str. 12 Doktorant pisze,
ze przedstawione cele zostaly zrealizowane i omowione w dwoch zataczonych pracach, a w
kolejnym akapicie wyjasnia cel pracy przegladowej (Praca 1), ktérej oméwienie powinno
moim zdaniem znaleZ¢ si¢ w rozdziale Wprowadzenie. Nast¢pnie Doktorant szczegélowo
opisuje cele Prac 2 i 3, piszac migdzy innymi, ze dziesigciodniowy cykl podawania
odpowiednich inhibitor6w byt wystarczajacy, by zahamowa¢ odpowiednie enzymy. Zdaniem
Autora cykl taki zapobiega rGwnieZ ,,powstawaniu nadmiernych zaburzen pracy narzadow
wewnetrznych u badanych zwierzat”. Poniewaz Autor nie badal zadnych innych narzadéw
poza moézgiem, jest to prawdopodobnie wniosek wyciagniety z literatury, czego jednak Autor
nigdzie nie omawia.

Nastepny podrozdzial Rozprawy jest zatytutlowany ,,Material i metody badawcze”. Do
badan wykorzystano trzymiesi¢czne samce szczurdw Wistar. Przed rozpoczgciem
doswiadczen zwierz¢ta zostaly umieszczone w oddzielnych klatkach. Mam tu uwagg
krytyczng. Wiadomo, ze szczury sg zwierz¢tami spolecznymi i izolacja od innych zwierzat
jest dla nich (a takze innych gryzoni spolecznych) stresujaca. Niekorzystne skutki
przebywania w pojedynczych klatkach s liczne i znane od wielu lat i moga zagraza¢
wiarygodnosci 1 powtarzalnosci wynikow. Jest to szczegdlne wazne w badaniach



behawioralnych, gdy zakladamy ze wyniki uzyskane w grupach kontrolnych odzwierciedlajg
»Stan normalny”. Ponadto, jesli wyniki tych do$wiadczen majg by¢ przenoszone na ludzi,
ktérzy rowniez sg gatunkiem spolecznym, to logiczne bylo by badanie szczuréw zyjgcych w
warunkach spolecznych. Druga krytyczna uwaga odnosi si¢ do ilosci podawanego
lipopolisacharydu (LPS). Kazdy szczur, wazacy srednio 250 g, dostat 10 pg LPS, czyli Autor
stosowal dawke 40 pg/kg. W literaturze znalaztam, ze Autorzy wywolujacy stan zapalny u
szczur6w i obserwujacy potem zmiany w ich zachowaniu, uzywajg zazwyczaj dawki LPS 100
pg/kg lub wigkszej, a w pracach opublikowanych w ciggu ostatnich dziesigciu lat nie
znalaztam przypadku podawania szczurom 40 pg/kg lub mniejszej dawki LPS. Chcialabym
wigc zapytac, na jakiej podstawie wybrano takg dawke¢ LPS? Czym mozna wytlumaczy¢ to,
ze autorzy innych opublikowanych prac, kiedy stosowali mniejsze niz 100 pg/kg dawki LPS
(np. Bassi et al., 2012), nie stwierdzali zmian zachowania zwierzat w EPM?

Najistotniejszym rozdziatem pracy doktorskiej jest Omdéwienie wynikow, ktdre
zaczyna si¢ zdaniem: ,,Ze wzgledu na duzg liczb¢ danych uzyskanych w przeprowadzonym
doswiadczeniu opisane zostaly wyniki poréwnan mig¢dzygrupowych, ktoére wykazaty istotnos¢
statystyczng”. Nie wiem czy byla to sluszna decyzja, bo czasami wyniki statystycznie
nieistotne wskazujg, wykluczajg zaangazowanie pewnych mechanizméw w badany proces.
Rozdzial Oméwienie wynikéw sklada si¢ z podrozdzialow z ktérych kazdy przedstawia
okreslone zagadnienie. Przy opisywaniu konkretnych wynikéw Autor nie cytuje
odpowiednich tabel lub rysunkéw w opublikowanych w pracach (Pracy 2 i 3). Zacytowanie
tych rysunkéw lub tabeli zwigkszylo by przejrzystosci tekstu i mtatwilo jego odbidr, zwlaszcza
przez recenzentéw. Biorgc pod uwage, ze wyniki badan trzech cytokin prozapalnych (IL-6,
IL-1B i TNF-a) sg opisane w dwoch roznych pracach (Pracy 2 i 3), to brak odniesien do rycin
i tabeli w tych pracach utrudnia poréwnanie wynikoéw. St¢zenia IL-6 u réznych grup zwierzgt
przedstawiono jedynie w formie wykresow (Praca 2), natomiast wyniki dla IL-1p i NTF-a
oprocz przedstawienia st¢zenia w formie wykresow, majg dodatkowo w tabeli podane wyniki
analizy statystycznej, co bardzo doceniam. Dolaczenie podobne;j tabeli dla IL-6 oraz podanie
bezwzglednych wartosci st¢zenia IL-6 w rozdziale 4.2 Cytokiny prozapalne zwigkszylto by
przejrzystos¢ tych wynikow. Na str. 17 Doktorant stwierdza, ze st¢zenie cytokiny NTF-a
spada u zwierzat dlugotrwale otrzymujgcych SC560, inhibitor COX-1. Jednak na rycinie 9
Pracy 3 tych wynikéw nie pokazano. Przedstawione wyniki wskazujg, ze st¢zenie NTF-a nie
roznilo si¢ znaczgco u trzech grup zwierzat: kontrolnej (CNT), zwierzat u ktorych
zahamowano aktywno$¢ enzymu COX-1 (iniekcje SC560-NaCl) i tych, u ktérych
zahamowano aktywno$¢ COX-2 (CEL-NaCl).

W kolejnych podrozdziatach opisano odpowiedZ ukladu monoaminergicznego w
réznych strukturach mézgu, glownie zwigzanych z uktadem limbicznym, u szczuréw po
dhugotrwalym zahamowaniu aktywnosci COX-1 i COX-2. Polowa szczuréw z kazdej grupy
dostafa iniekcj¢ LPS, w celu wywolania u nich stanu zapalnego. Wyniki badan przy uzyciu
HPLC wykazaly wplyw zahamowania aktywnosci cyklooksygenaz na przekaznictwo
noradrenalinergiczne, dopaminergiczne i serotoninergiczne w réznych strukturach mézgu.
Wyniki te sg opisane w Pracy 2, ktora zostala opublikowana w dobrym, recenzowanym
czasopismie. Z obowigzku recenzenta przedstawi¢ moje uwagi krytyczne do doktoratu i prac,
na ktdrych jest oparty, zaczynajac od Pracy 2. Nie wiem, czym si¢ kierowali Autorzy
zaczynajgc opis wynikow od cytokin, ktore to wyniki ku mojemu zaskoczeniu przedstawione
sg nie na rycinie 1, a na rycinie 8 (Fig. 8). Jako drugie zostaly opisane wyniki badania
zachowania zwierzat w tescie podwyzszonego labiryntu krzyzowego (EPM), podczas gdy
opis tych wynikow jest przedstawiono na rycinach 10, 1 i 9. Nast¢pnie przedstawiono wyniki
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badania metabolizmu noradrenaliny (Fig. 4) i t.d. Chciatabym wiedzieé, czym byla
spowodowana kolejnos¢ cytowania w pracy rycin w kolejnosci: 8, 10,1, 9,4, 5,6,7,213?
Nigdy si¢ z czyms takim dotad nie spotkatlam. Druga moja uwaga edytorska odnosi si¢ do
wykresOw st¢zenia monoamin. Jednostke wartosci dla osi Y - [ng/g] -opisano w poziomie, a
nie przy osi Y. Ponadto, 0§ Y dla monoamin konczy si¢ na wartosci 9, a dla ich metabolitow
maksymalng wartoscig osi Y jest 3. To powoduje, ze rysunek jest mylacy, poniewaz sugeruje,
ze réznice sg wieksze niz w rzeczywistosci. Zdaj¢ sobie sprawe, ze prawdopodobnie zrobiono
tak po to, by réznice byly bardziej widoczne. Jednak dla porownania pozioméw monoamin i
ich metabolitow wykresy muszg mie¢ takie same warto$ci na osi. Nast¢pna, merytoryczna
uwaga odnosi si¢ do zmian, ktdre sg statystycznie istotne, ale rdznice sg bardzo male np.
wyniki przedstawione na rycynie 7 (Praca 2), pokazujace metabolizm serotoniny w
podwzgorzu i przysrodkowej czgsci kory. Takich wynikow jest wigcej. Wydaje mi si¢, ze
stwierdzone roznice te sg tak mate, ze mogg miesci¢ si¢ w granicach blgdu pomiarowego
HPLC, wiec nie nalezalo nadawa¢ im wigkszego znaczenia.

Nastepnie Doktorant omawia wyniki doswiadczen w tescie uniesionego labiryntu
krzyzowego (EPM), majacych na celu sprawdzenie poziomu aktywnosci lokomotorycznej i
leku oraz preferencji do zajmowania okreslonego miejsca wewnatrz aparatu testowego. Test
ten stluzy zazwyczaj do testowania poziomu lgku i ciekawosci u zwierzat. Popieram
analizowanie takze dodatkowych parametro6w zachowania si¢ zwierzat w tym tescie, takich
jak aktywnos¢ lokomotoryczna czy preferencja do zajmowania okres§lonego miejsca, jednak w
moim przekonaniu bez zastosowania innych, bardziej specyficznych testéw, takich jak test
otwartego pola do badan lokomotorycznych czy test socjalny do okreslenia preferowanego
miejsca, z wynikow tych nie mozna wyprowadza¢ zbyt daleko idgcych wnioskow. Na str. 25
w podrozdziale zatytulowanym ,,Preferencja miejsca jako potencjalny wskaznik zachowan
socjalnych” Doktorant omawia wyniki ustalania preferencji zwierzat do zajmowania
okreslonego miejsca w tescie EPM i zaklada, ze zwierzgta unikajg miejsc, w ktorych
przebywaly szczury ktére dostaly LPS, czyli potencjalnie chore. Badania innych autoréw
pokazuja, ze samice myszy unikaja ,.,chorych” samcéw myszy (tych, ktérym poddano LPS),
poniewaz ich zapach jest nieatrakcyjny dla samic. A w doswiadczeniach przeprowadzonych
na samcach szczuréw, ktérym poddawano iniekcje LPS wykazano, ze czas sp¢dzany na
interakcjach spolecznych nie zmienia si¢, zachodzi natomiast samoizolacja (“self social
isolation™): ,,chore” zwierzeta wybierajg najbardziej oddalone od sasiada miejsce w klatce
(Yee i Prendergast, 2012). W badaniach Doktoranta wykorzystano tylko samce szczuréw,
ktore pozostawaly w aparacie testowym przez bardzo krétki czas (5 min), ponadto nie
stwierdzono, czy wszystkie ,,chore” szczury oddawaty mocz podczas tego doswiadczenia.
Poza tym, po wykonaniu testu aparat za kazdym razem byl dezynfekowany. Mysle, ze w tym
miejscu dobrze bylo by wykonaé np. test interakcji socjalnych, wyniki ktérego pozwolilyby
wyciggngc odpowiednie wnioski. Uwazam wigc, Zze wniosku umieszczonego na str. 41 —
(osobniki ,,zdrowe”, unikajg zapachu zwierzat, u ktorych doszto do potencjalnego zaburzenia
homeostazy narzadéw wewnetrznych. Prawdopodobne jest to efektem rozwinigtego narzadu
wechu u szczuré6w oraz obecnos¢ specyficznych biatek w moczu osobnikéw ,.chorych”, ktére
poprzez ich obecnos¢ nieswiadomie sygnalizujg zagrozenie) nie mozna wyciggnac na
podstawie uzyskanych wynikow, co nie znaczy, ze jest on nieprawdziwy.

Pozostate podrozdzialy przedstawiaja wyniki badania wplywu blokowania aktywnosci
cyklooksygenaz COX-1 i COX-2 na aktywnos¢ aminokwasowych ukladow
neurotransmisyjnych w niektorych strukturach moézgu. Doktorant przeprowadzil bardzo
szeroki zakres analiz, badajgc st¢zenia wszystkich badanych aminokwas6w: asparaginianu,



glutaminianu, glicyny i kwasu gamma-aminomastowego (GABA) oraz prekursoréw
neuroprzekaznikow - tyrozyny i tryptofanu, w ciele migdatowatym, pniu mézgu, hipokampie,
podwzgoérzu i istocie szarej okotowodociggowe;j. Nie jest dla mnie jasne, jakie kryteria
zdecydowaty o wylaczeniu z tych badan kory mézgowej. Z literatury wiadomo, ze jest ona
jedna z nielicznych struktur mézgu, w neuronach ktérej COX-2 ulega ekspresji. Wige chocby
z tego powodu koniecznie byto wedlug mnie zbadanie kory mézgowej. Wyniki badania
wplywu blokowania aktywnosci cyklooksygenaz COX-1 i COX-2 na aktywnos¢
aminokwasowych ukladéw neurotransmisyjnych zostaly opisane w Pracy 3. W opisie metod
tej pracy Doktorant nie wyjasnia, czy analizowat badane st¢zenia w kazdej z potkul
mézgowych osobno, czy razem. Ciala migdatowate prawej i lewej pétkuli nie jednakowo
odpowiadaja na rézne bodZce, wigc st¢zenia badanych aminokwaséw mogto by¢ w nich
rézne. Z kolei dyskusja tej pracy jest moim zdaniem zbyt dhuga, miejscami wyniki s3
nadinterpretowane i nie sg bezposrednio poparte uzyskanymi wynikami. Pominigto natomiast
dyskusje na temat dlugotrwatych skutkéw podawania inhibitoréw COX (SC560 i
celekoksyb), ktore nie wywolywaly zmiany stezenia badanych cytokin IL-1 i TNF-a.

Podsumowujac, mimo tych zastrzezen z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze
przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Pawta Napory p.t. ,,Kompensacja
komunikacji nerwowo-odpornosciowej po zahamowaniu aktywnosci cyklooksygenaz” spelnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U.z2021 r., poz.478,619, 1630). Na tej podstawie wnosz¢ do Komisji UL ds.
stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr Pawla Napory do
dalszych etapow post¢gpowania doktorskiego.
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