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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr Anny Zajac-Grabiec

p.t. ,, Wchlanianie i metabolizm kwasow tluszczowych n-3 w stanach
zapalnych- modele in vitro”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska przygotowana przez Paniag mgr Anng Zajac-
Grabiec dotyczy waznej tematyki badawczej bardzo dobrze wpisujacej si¢ w potrzeby naukowe
dotyczace probleméw wspotczesnej medycyny. Doktorantka ocenita w modelu in vitro
znaczenie kwasow thuszczowych szeregu n-3 w kontekScie ekspresji gendéw i syntezy
wybranych biatek prozapalnych w mysich preadipocytach/adipocytach 3T3-L1 i ludzkich
komorkach nabtonkowych jelita Caco-2 aktywowanych wybranymi czynnikami zapalnymi.

Problemy zwigzane z samym stanem zapalnym jako odpowiedzig komoérek organizmu na
pojawiajace si¢ czynniki destabilizujgce jego naturalng homeostaze jak i niwelowanie jego
skutkéw stanowig jeden z wiodacych nurtow wspotczesnej farmakologii. Prowadzone sg liczne
badania dotyczace zarowno mechanizmow molekularnych tych przemian jak i poszukiwania
czynnikdéw o potencjale przeciwzapalnym do ktorych naleza opisywane w przedstawionej do
oceny rozprawie doktorskiej wielonienasycone kwasy tluszczowe oraz ich pochodne.
Znaczenie tych badan podnosi fakt, iz opisywane w pracy procesy chorobowe takie jak otytos¢,
insulinoopornos¢, zaburzenia funkcjonowania uktadu odpornosciowego cztowieka, zaburzenia
procesu adipogenezy czy tez procesy zwigzane z nowotworzeniem to wilasnie niektore z
konsekwencji utraty kontroli organizmu nad przebiegiem procesow zapalnych. Jak wskazuja
dostgpne dane literaturowe jednym z elementow odgrywajacych kluczowa rolg w tych
procesach sg przemiany metaboliczne lipidow wptywajace zarowno na funkcjonowanie bton

komoérkowych jak 1 na szlaki przekazywania sygnalow w obrgbie tkanek i1 narzadow.



Kompleksowe poznanie tych zagadnien moze znacznie poprawi¢ skutecznos¢ leczenia wielu
standw patologicznych oraz moze by¢ podstawa do zaproponowania skutecznych dziatan
profilaktycznych. W tym kontekscie moim zdaniem podjgcie przez Doktorantke

zaprezentowanej tematyki badan jest jak najbardziej uzasadnione.

Rozprawa doktorska przygotowana przez mgr Anne Zajac- Grabiec ma uktad klasyczny
charakterystyczny dla prac eksperymentalnych. Opracowany manuskrypt obejmuje 70 stron
tekstu, 13 stron spisu 144 pozycji pismiennictwa oraz 2 tabeli i 29 rycin w ktorych
zaprezentowano wyniki eksperymentow stanowigcych podstawe merytoryczng pracy. Praca
zostala podzielona przez Doktorantke na 8 rozdziatow poprzedzonych streszczeniem w jezyku
polskim i angielskim, spisem skrotow wykorzystanych w przedstawionym do oceny
manuskrypcie oraz spisem tresci. Pewien niedosyt recenzenta budzi brak anglojezycznych
wersji znaczenia poszczegdlnych symboli. Mimo, iz podczas przygotowania rozprawy Autorka
nie unikneta pewnych btedow stylistycznych i edytorskich (np. brak spisu tabel) manuskrypt
jest opracowany w sposéob przejrzysty z zachowaniem regut dotyczacych rozpraw doktorskich.

Wstep pracy zostal przedstawiony przez Doktorantke w szeSciu podrozdziatach. W
pierwszym podrozdziale Autorka opierajac si¢ na przegladzie dostepnych danych
literaturowych przedstawia charakterystyke kwasow tluszczowych z uwzglednieniem ich
budowy, wlasciwosci oraz przemian metabolicznych w tym enzymatycznej konwersji
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych w organizmie czlowieka. Dokonuje poréwnania
kwasow tluszczowych szeregu n-6 i kwasow thuszczowych szeregu n-3. W podpunkcie tym
podkreslone zostaty rowniez aspekty zwigzane z wtasciwg proporcja pomigedzy spozywanymi
kwasami szeregu n-6 i n-3 i jej znaczeniem dla zdrowia cztowieka. W kolejnym podrozdziale
Autorka skupita si¢ na omdéwieniu roli metabolicznej kwaséw tluszczowych szeregu n-3.
Szczegotowo opisane zostaly wybrane aspekty podstaw molekularnego dziatania tych
zwigzkoéw 1 ich znaczenie dla utrzymania homeostazy komorkowej. Podkreslona zostata
plejotropowa rola kwasow n-3 przejawiajaca si¢ zard6wno na poziomie ekspresji odpowiednich
genow, modyfikacji lipidow btonowych czy oddzialywania na szlaki sygnalizacji komorkowe;.
Kolejny podpunkt wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane ze Sstanem zapalnym z
uwzglednieniem czynnikow mogacych go wywota¢ jak i ogoélng charakterystyke przebiegu
zapalenia w organizmie czlowieka. Na podstawie danych literaturowych omowione zostaty
elementy odpowiedzi humoralnej i komorkowej oraz czynniki zwigzane z wygaszaniem tego
procesu takie jak mediatory lipidowe ( marezyny czy lipoksyny) bedace pochodnymi kwasow

wielonienasyconych. Wedtug aktualnego stanu wiedzy uczestniczg one migdzy innymi W



modulacji odpowiedzi immunologicznej w celu usuniecia stanu zapalnego. Tytul podrozdziatu
1.4 to ,, Mediatory lipidowe” co sugeruje cato$ciowe ujecie tematu obejmujace zardwno synteze
jak i charakterystyke poszczegdlnych zwigzkoéw nalezacych do tej grupy. Jednak Doktorantka
skupia si¢ w nim jedynie na procesach zwigzanych z przemianami metabolicznymi dopiero w
dalszych rozdziatach opisujac szczegdétowo konkretne przyklady zwigzkow. W odczuciu
Recenzenta korzystniej bytoby po ogdélnym krotkim wstepie wprowadzajacym w tematyke tego
fragmentu wydzieli¢ podpunkty obejmujace dalsze zagadnienia (1.4.1, 1.4.2 itd.). Poprawitoby
to przejrzystos¢ tej czesci manuskryptu. Z punktu widzenia Recenzenta korzystnie byloby
wzbogaci¢ ten rozdzial o informacje dotyczace zwigzku stanu zapalnego 1 jego wygaszania z
procesami nowotworzenia zwtaszcza w kontek$cie metastazy oraz informacje dotyczace roli
stresu oksydacyjnego i jego markerow w opisywanych procesach tym bardziej, ze elementy
zwigzane z tym zjawiskiem sg przedmiotem czes$ci doswiadczalnej przedstawionej do oceny
pracy. Pewien niedosyt budzi réwniez czytelno$¢ wykorzystanych w tym rozdziale opracowan
graficznych dotyczacych opisywanego tematu. Podsumowujac, poza wymienionymi wczesniej
uwagami oraz pewnymi potknigciami edytorsko- stylistycznymi, rozdzial Wstep opracowano
w sposoOb syntetyczny 1 przejrzysty a zamieszczone informacje zostaly poparte odpowiednimi
danymi literaturowymi. Dyskusyjna wedlug recenzenta jest forma przedstawienia cytowan
danych literaturowych, ktore sg oznaczone numerycznie ale w manuskrypcie umieszczone sg
zgodnie z kolejnoscia w jakiej zostaly uporzadkowane alfabetycznie i ponumerowane w
rozdziale Bibliografia i w konsekwencji pierwsze cytaty to 17 i 141 co odpowiada miejscu tej

pozycji na liScie alfabetyczne;j.

Kolejnym rozdziatem prezentowanej pracy jest Cel pracy w ktorym Doktorantka w
syntetyczny sposob przedstawila gtowne zatozenia planu eksperymentalnego bedacego
podstawa pracy. Wedtug zaprezentowanego ogolnego opisu jego realizacja miata doprowadzi¢
do okreslenia wptywu wielonienasyconych kwasow thuszczowych szeregu n-3 na ekspresje¢
gendw 1 bialek prozapalnych w mysich preadipocytach/adipocytach 3T3-L1 i ludzkich
komorkach nabtonkowych jelita Caco-2 aktywowanych czynnikami zapalnymi. Z punktu
widzenia Recenzenta korzystny byloby bardziej precyzyjny opis tego fragmentu i zachowanie
wigkszej zbieznosci jego sformutowania z tytutem pracy.

Dalsza cze$¢ pracy stanowi opracowany przez Doktorantke rozdziat Material i metody,
ktory odpowiada zadaniom badawczym przedstawionym w celu pracy. Zastosowana metodyka
eksperymentalna, swiadczy o dobrym opanowaniu przez Doktorantke warsztatu badawczego.

Rozdziat ten ztozony jest z 7 podrozdziatow obejmujacych opis pozyskiwania i przygotowania



materiatu biologicznego do oznaczen oraz procedur doswiadczalnych zastosowanych w
realizacji zadan przedstawionych w Celu pracy. Opisano w sposob przejrzysty metody
prowadzenia hodowli komodrkowych wykorzystanych do badan, oceny cytotoksycznos$ci
wykorzystanych zwigzkéw, czy analizy poziomu bialek takich jak cyklooksygenaza 2,
cytozolowa syntaza prostaglandyny E2, receptor dla prostaglandyny, receptor dla
weglowodorow aromatycznych, biatko wigzace kwasy tlhuszczowe 4, transporter glukozy 4,
receptor kannabinoidowy 2, receptor Toll-like 4, receptor GPR120, cytozolowa fosfolipaza
A2. Jako endogenng kontrole w przeprowadzonych analizach Western Blot wykorzystano f3-
aktyne lub GAPDH. W kolejnych dwoch podrozdziatach opisano analize ekspresji wybranych
genow technikg Real Time-qPCR oraz oznaczenie poziom uinterleukiny-6 w komoérkach Caco-
2. Ostatnie dwa podrozdzialy tego fragmentu manuskryptu to opis badania poziomu
izoprostanow w komorkach 3T3-L1 inkubowanych z EPA aktywowanych BaP oraz metodyka
analiz statystycznych wykorzystanych do opracowania zaprezentowanych w pracy wynikow
badan. Z punktu widzenia recenzenta pewien niedosyt budzi brak wyjasnienia kryteriow
zastosowanych przy wyborze dawek poszczegolnych czynnikéw wykorzystanych przy
realizacji planu badawczego (fragment ,, Opis przeprowadzonych eksperymentow”) czy
wynikaty one z wczesniejszych nie prezentowanych w pracy do$wiadczen czy z danych
literaturowych? Prawdopodobnie w wyniku btedu edytorskiego wystgpita rowniez niezgodnos¢
danych dotyczacych dawek podanych w rozdziale Material i metody a rozdziatem Wyniki
(punkt 3, opis przeprowadzonych eksperymentow).

Wyniki zostaty podzielone przez Doktorantke na 6 gtéwnych podrozdziatow
opisujacych kolejno realizacje planu badawczego przedstawionego w Celu pracy. Rozdziat ten
zostal opracowany i zaprezentowany w sposob analityczny i przejrzysty. Po opisie oceny
zywotnosci komorek 3T3-L1 i Caco-2 Doktorantka podzielita uzyskane wyniki na piec¢
oddzielnych eksperymentow z wyszczegblnionymi podrozdziatami. Uzyskane rezultaty
wykazaty brak cytotoksycznego dziatania kwasow EPA lub DHA , metforminy 1 lowastatyny
na komorki 3T3-L1 oraz EPA i DHA na komorki Caco-2 aktywowane czynnikami pro-
zapalnymi. Przeprowadzona w kolejnych etapach pracy analiza Western Blot materiatu
biologicznego otrzymanego z hodowli komoérkowych adipocytow 3T3-L1 wykazata ze,
obecno$¢ EPA i IF powodowata istotny statystycznie istotny spadek poziomu biatek COX-2,
CPGES i TLR4 oraz wzrost ilosci biatka CB2. Zanotowano takze aktywacje receptora GLUT4
w probkach suplementowanych EPA. Wyniki uzyskane w eksperymencie obejmujacym
badanie adipocytéw inkubowanych wedtug opisu zawartego w rozdziale Material i metody -

z 40 pmol EPA lub DHA (wedtug opisu zamieszczonego w rozdziale Wyniki- 25 pmol ) oraz
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10 umol metforminy i 2,5 umol lowastatyny aktywowanych czynnikiem martwicy nowotworu
TNF-a wykazalo osiagnigcie najwyzszego poziomu biatka COX- 2 w adipocytach
aktywowanych TNF-a, natomiast poziom biatka GLUT-4 byl najnizszy po aktywacji
adipocytow czynnikiem zapalnym. Suplementacja aktywowanych kultur komorkowych
metforming, kwasami tluszczowymi czy lowastatyng powodowata wyrazne podwyzszenie
poziomu GLUT-4. Eksperymenty prowadzone z wykorzystaniem ludzkich nabtonkowych
komorek jelit Caco-2 inkubowanych z EPA (10 i 25 umol) i aktywowanych dodatkiem LPS
wykazaly statystycznie istotne obnizenie poziomu bialek prozapalnych COX-2, cPGES oraz
AHR. Warto podkresli¢, ze w tym przypadku wprowadzenie kwasu EPA wyraznie obnizato
rébwniez poziom jednego z markeréw stanu zapalnego jakim jest IL-6. Zastosowanie
odmiennego ukladu doswiadczalnego dotyczacego  komorek Caco-2 obejmujacego
suplementacj¢ kwasem dokozaheksaenowym (DHA) a aktywowanych toksyng A (TOXA)
rowniez potwierdzito obnizenie si¢ poziomu biatek takich jak cyklooksygenaza 2, cPGES czy
receptor FP zwigzanych procesami metabolicznymi kwasow thuszczowych w  stanach
zapalnych. Przeprowadzona analiza ekspresji genow wykazata, ze inkubacja komoérek 3T3-L1
z EPA i IF spowodowata represje genu Ptgs2 i wzrost ekspresji genu Pla2g4a. W przypadku
adipocytow aktywowanych czynnikiem martwicy nowotworu TNF-o inkubowanych z EPA lub
DHA oraz metforming i lowastatyng wykazano nadekspresj¢ genu Ptgs2 i Pla2g4a oraz
statystycznie istotne obnizenie ekspresji genu Pparg. Realizacja badan zaplanowanych w
eksperymencie drugim pozwolita zidentyfikowac i oznaczy¢ iloSciowo izoprostany 8-iso-
prostaglandyny F2a (8-isoPGF2a), 8-isoPGF3a, prostaglandyny F2a (PGF2a) oraz PGF3a
przy wykorzystaniu technik chromatograficznych. Analiza otrzymanych wynikéw wykazata,
7ze dodanie do hodowli adipocytow 3T3-L1 aktywowanych BaP tak przed jak i po
zréznicowaniu kwasow EPA 1 DHA wyraznie obnizalo ilo$¢ izoprostanow. Podsumowujac
rozdzial Wyniki zostat opracowany w formie pigciu oddzielnych eksperymentow. Z punktu
widzenia recenzenta pewien niedosyt sposob wyjasnienia wyboru  takiego schematu
doswiadczen przez co pojawia si¢ wrazenie pewnego braku spojnosci pomigdzy
poszczegolnymi eksperymentami. Dobrze bytoby krotko opisa¢ dlaczego w poszczegdlnych
eksperymentach oznaczano zaprezentowane parametry jak chociazby ilo§¢ izoprostanéw (
eksperyment 2) czy IL-6 oznaczonej tylko w eksperymencie 4. Bioragc pod uwage publikacje
wynikéw warto rowniez zdaniem Recenzenta rozwazy¢ poprawe jakosci opracowan
graficznych wynikow, ktore w sg w pewnych miejscach stabo czytelne. W odczuciu recenzenta
nalezy rowniez zwroci¢ uwage na poprawnos¢ sformutowan np. spadek tego biatka, wzrost

biatka, ekspresja biatka itp. Pomimo uwag dotyczacych opracowania tej czgsci pracy z ktorych

5



cze$¢ ma charakter dyskusyjny, Wyniki stanowig kompleksowe i Syntetyczne opracowanie.
Ten fragment rozprawy zostal przedstawiony w sposob przejrzysty i czytelny.

Otrzymane w wyniku realizacji planu badawczego wyniki zostaly podsumowane w liczagcym
11 stron rozdziale Dyskusja, gdzie Doktorantka przedstawita interpretacj¢ uzyskanych danych
W oparciu o zaproponowany materiat literaturowy. Rozdzial ten zawiera obszerne fragmenty
opisujace stan zapalny, przyczyny jego powstania (z uwzglgdnieniem mechanizméw
molekularnych), skutki i mozliwos$ci wykorzystania np. kwaséw thuszczowych w wygaszaniu
i prewencji tego zjawiska. W kontekscie tych informacji doktorantka prezentuje wiasne
oryginalnie opracowane wyniki badan. Uzyskane rezultaty pozwolity doktorantce na
sformulowanie wnioskow majacych duze znaczenie w kontek$cie wygaszania stanow
zapalnych. Z zaprezentowanych danych dotyczacych zmian poszczegolnych markerow wynika
, ze zwigzki takie jak EPA, DHA i ich pochodne moga okaza¢ si¢ pomocne w leczeniu i
profilaktyce licznych choréb takich jak otyto$é, cukrzyca, nieswoiste zapalenie jelit czy
choroba Lesniowskiego-Crohna. Wykorzystany model do§wiadczalny oparty na dwoch typach
komorek adipocytach oraz komoérkach nabtonkowych jelita Caco-2 pozwolit oceni¢ wplyw
kwasow szeregu n-3 zard6wno na metabolizm tkanki thuszczowej jak i elementy funkcjonowania
uktadu pokarmowego w stanach zapalnych. Sposob przygotowania tego rozdziatu pokazuje, ze
Autorka dobrze orientuje si¢ w opisywanej problematyce badawczej, potrafi sprawnie
analizowa¢ przeprowadzone analizy oraz w sposob przejrzysty je przedstawi¢. W odczuciu
Recenzenta podczas przygotowania pracy do publikacji warto ograniczy¢ czg¢$¢ teoretyczng w
tej czesci na rzecz bardziej wnikliwej interpretacji danych doswiadczalnych. Wedlug oceny
recenzenta korzystne byloby réwniez schematyczne opracowanie graficzne podsumowujace
uzyskane dane co utatwitoby interpretacje uzyskanych wynikow, formutowanie wnioskow oraz
jednoczesnie poprawiloby spojnos¢ pracy. Wedlug oceny Recenzenta wyrazniej nalezatoby
podkreslic elementy nowatorskie pracy oraz odnie$¢ si¢ do tytulu pracy. Badania
przeprowadzone przez Doktorantk¢ objety elementy metabolizmu kwasow ttuszczowych
szeregu n-3 w stanach zapalnych badanych w zaprezentowanych modelach in vitro, ale
korzystnie bytoby to podkreslic. Zdaniem Recenzenta dyskusyjne jest réwniez uzywanie
sformutowan takich jak: ,,w mojej pracy”, ,,wyniki moich badan”. Korzystniej byloby
wykorzysta¢ w opisie forme¢ bezosobowa.

Przedstawiony do oceny manuskrypt zakonczony zostat przez Doktorantke syntetycznym
Podsumowaniem w ktorym Autorka prezentuje najwazniejsze wyniki uzyskane w pracy.
Gloéwne osiggniecia przedstawionej przez mgr Anng Zajac-Grabiec do oceny rozprawy

doktorskiej skoncentrowatly si¢ wokot kilku punktow. Po pierwsze w pracy wykazano, ze
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inkubacja adipocytow aktywowanych czynnikami prozapalnymi z EPA powoduje istotny
statystycznie spadek poziomu biatek takich jak COX-2, cPGES i TLR4, represje genu Ptgs2 i
wzrost ekspresji genu Pla2g4a kodujacego fosfolipaze A. Kolejng wazng obserwacja byto
stwierdzenie wzrostu st¢zenia biatka CB2 w komorkach adipocytéow aktywowanych
czynnikami prozapalnymi i inkubowanych jednocze$nie z EPA. Odkryto, ze wprowadzenie do
uktadu doswiadczalnego opartego na komoérkach 3T3-L1 (preadipocytow i adipocytow
aktywowanych BaP) EPA, DHA i RvD powodowalo znaczne obnizenie ilos¢ PGF2a, 8-
IPGF2a i 8-iPGF3a oraz zwigkszenie poziomu PGF3a. Uzyskane wyniki wskazujg takze na
aktywacje przez EPA biatka FABP4 oraz receptora GLUTA4. Efekt przeciwzapalny EPA i DHA
zostal rowniez zaobserwowany w komorkach nabtonkowych jelita Caco-2 aktywowanych
czynnikami prozapalnymi.

Podsumowujac, W mojej ocenie przedstawiona praca stanowi oryginalne rozwiazanie
konkretnego problemu badawczego i co warto podkresli¢c czes¢ wynikéw zostata juz
opublikowana. Zagadnienia zwigzane z rolg kwasow tluszczowych i ich metabolitow w
przebiegu proceséw zapalnych, ich rola przeciwzapalna i przeciwutleniajacg wydajg si¢ by¢
bardzo istotne zwlaszcza w kontekScie opracowania nowych strategii terapeutycznych
dotyczacych leczenia chordb cywilizacyjnych takich jak otytos¢ czy cukrzyca. Pracg oceniam
pozytywnie podkreslajac, ze zamieszczone w recenzji uwagi, komentarze oraz pytania nie
zmieniajg jej ogdlnej pozytywnej oceny.

Reasumujgc stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa spetnia kryteria stawiane
eksperymentalnym pracom doktorskim wymagane Ustawg z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz.
595), z p6zniejszymi zmianami z dnia 18 marca 2011 roku (Dz. U. Nr 84, poz. 455) w zwigzku
z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz. U. poz. 1669) i wnioskuj¢ 0 dopuszczenie
mgr Anny Zajac- Grabiec do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Lublin 30.08.2022 Dr hab. Magdalena Jaszek prof. UMCS
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