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pracy doktorskiej mgr. Anny Zajac-Grabiec pt. Wchtanianie i metabolizm kwaséw tluszczowych

szeregu n-3 w stanach zapalnych — modele in vitro,

wykonanej pod promotorstwem Pani dr hab. n. farm. Joanny Gduly-Argasinskiej w Zaktadzie
Radioligandéw, w Katedrze Farmakobiologii, Wydzialu Farmaceutycznego, Uniwersytetu

Jagiellofiskiego - Collegium Medicum w Krakowie.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata zredagowana w ksztalcie monografii
naukowej, z podziatem treSci na nastgpujace rozdziaty: wykaz publikacji, streszczenie w jezykach
polskim i angielskim, skroty stosowane w pracy, spis tresci, wprowadzenie, cel badan, materiaty i
metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie, pi§miennictwo i spis rycyn. Zalaczony zostat tez
opublikowany artykut. Zastosowana forma pomaga w penetracji treSci pracy. Dysertacja jest klarowna

pod wzgledem edytorskim, semantycznym.



Omawiana rozprawa obejmuje: 2 strony nienumerowane, 83 strony numerowane od 2-85 stron
wydruku komputerowego i zawiera 144 pozycje piSmiennictwa, a takze 2 tabele oraz 29 rycin.

W obejmujacym 19 stron wprowadzeniu doktorantka dostarcza ogdélnych informacji na temat
kwasow ttuszczowych, ich roli w homeostazie i gtéwnych etapach ich metabolizmu. Podano réwniez
gtéwne cechy fizjologiczne i1 biochemiczne procesu zapalnego oraz jego mediatoréw. PodkreSlono
znaczenie WNKT n-3 i1 n-6 o wlaSciwoSciach pro- i przeciwzapalnych, opisano 1 scharakteryzowano
ich metabolity. Doktorantka opisuje rowniez modele in vitro wykorzystywane do eksperymentow,
podajac 1 poréwnujac gtéwne cechy histologiczne 1 molekularne komoérek wystepujacych w
organizmach zywych oraz ustalonych linii komérkowych, ktoére zostaly wykorzystane w opisywanych
badaniach. Wstep jest dobrym zwieztym opracowaniem zastugujacym na jego wiaczenie do publikacji
przyblizajacej poznane ostatnio mechanizmy procesu zapalnego w tkance tluszczowej, otytosci i
zaburzen metabolicznych, co wskazuje, ze autorka niewatpliwie dobrze rozeznana jest w Swiatowym
piSmiennictwie w badanym zakresie.

Jednak pomimo obfitej iloSci metabolicznej informacji podanych we wstepie, sekcja nie w petni
odzwierciedla istniejagce problemy zdrowotne spoteczefistwa, ktore wymagaja doglebnego 1
gruntownego zbadania ich mechanizméw i nowatorskich strategii leczenia, nowoSci i znaczenia
przeprowadzonych badaf zaréwno dla Srodowiska naukowego, jak i mozliwych zastosowan.

Zaproponowany cel pracy doktorskiej zamieszczony na stronie 33 odzwierciedla profesjonalne
podejScie naukowe doktorantki i1 jej opiekuna naukowego do planowania i prowadzenia badan. Szkoda,
ze cho€ cel jest jasno sformulowany i oczywiScie poparty gltebokimi rozwazaniami, nie znajduje on
odzwierciedlenia w tytule pracy, ktory wydaje si¢ bardzo szeroki i ogdlny. Nie ulega jednak
watpliwosci, ze problem zapalenia tkanki ttuszczowej 1 udziatu WNKT w tym procesie jest

niewatpliwie istotny, a mechanizmy lezace u jego podstaw wymagaja dalszych badan.



W materiatach i metodyce badan przedstawionych na 6 stronach doktorantka jasno i doktadnie
opisuje warunki hodowli komorek, schemat do§wiadczen i metody stosowane w przeprowadzonych
badaniach. Na szczegdlng uwagg zastuguje fakt zastosowania do badan szeregu nowoczesnych metod
badawczych takich jak: badanie cytotoksycznosci za pomoca zestawu ApoTox-Glo Triplex a takoz
stosowanie UHPLC do mierzenia poziomu izoprostandow. Zastosowanie tej metody dalo mozliwosé
pomiaru z natury niskich poziomdéw izoprostandw w komodrkach, a tym samym oszacowania markerow
stresu oksydacyjnego, co niewatpliwie podnosi jako$¢ i wiarygodno$¢ wynikow

Wyniki zostaty opisane na 18 stronach. Doktorantka dokladnie opisala wyniki uzyskane w
pigciu niezaleznych eksperymentach. Dla komorek 3T3-L1 aktywowanych za pomoca TNF-a. lub LPS
1 inkubowanych z EPA przez 24 godziny podano poziomy bialek prozapalnych FABP4 i GLUT4 oraz
ekspresje gendw Ptgs2 i Pla2g4a. Inkubacja z EPA niewatpliwie hamuje odpowiedz zapalng poprzez
obnizenie poziomu biatek prozapalnych, takich jak COX-2, cPGES i TLR4 oraz zwigkszenie poziomu
receptora CB2. Poziomy zar6wno FABT4 jak i GLUT4 byty znaczaco podwyzszone po inkubacji z
EPA. Ekspresja Ptgs2 stymulowana przez aktywacje komorek ulegta znacznemu obnizeniu po 24h
inkubacji z EPA. W tym samym czasie zaobserwowano podwyzszenie ekspresji Pla2g4a.

Pokazano poziomy izoprostandw dla komorek 3T3-L1 przed i po réznicowaniu, aktywowanych
BaP i inkubowanych z EPA, DHA lub RvDv. Poziomy wszystkich mierzonych izoprostanéow byty
znaczaco zwickszone przez aktywacje BaP zar6wno w niezrdéznicowanych, jak 1 zréznicowanych
komorkach 3T3L1 i taki wzrost zostat zmniejszony przez inkubacj¢ z EPA, DHA i RvDv. Dane te
wyraznie pokazuja skutecznos¢ EPA, DHA 1 RvDv jako $rodkow przeciwutleniajacych i
przeciwzapalnych.

Zalezny od TNF-a wzrost pozioméw COX-2 byl znaczaco zmniejszony przez podawanie EPA,

DHA, metforminy lub lowastatyny. Wszystkie wymienione $rodki réwniez wyraznie wykazuja



stymulujagcy wpltyw na ekspresj¢ GLUT4, ktora zostala wyciszona przez aktywacj¢ TNF-a.
Przeanalizowano rowniez ekspresj¢ Ptgs2, Pla2gd4a i Pparg. Ekspresja Ptgs byla obnizona przez
wszystkie badane substancje, podczas gdy ekspresja Pparg byta podwyzszona przez wszystkie z nich.
Supresja Ptgs ma oczywiscie konsekwencje przeciwzapalne, jak roOwniez podwyzszona ekspresja
Pparg. Ten ostatni wynik wskazuje réwniez na zachodzace zmiany w metabolizmie glukozy,
zmniejszenie insulinoopornosci i zmiany przeciwzapalne. Jednak wzorzec danych uzyskanych z
ekspresji Pla2g4a nie jest podobny do poprzednich wzorcow. Wydaje si¢, ze inkubacja z EPA jeszcze
bardziej stymuluje zalezny od TNF-a wzrost ekspresji Pla2g4a, podczas gdy inne substancje (DHA,
metformina i lowastatyna) obnizaja jego poziom.

Ostatnie dwa eksperymenty przedstawione w tej pracy sg przeprowadzane na linii komorkowej
CaCo-2. Komorki CaCo-2 aktywowano LPS lub TOXA, a nast¢pnie inkubowano odpowiednio z EPA
lub DHA. Zmierzono poziom biatek prozapalnych i ekspresje¢ genu Ptsg2 oraz wykazano wlasciwosci
przeciwzapalne obu kwasow thuszczowych.

Zastosowane bardzo specyficzne techniki badawcze sugeruja szeroka wspotprace doktorantki
z roznymi o$rodkami badawczymi. Taka wieloosrodkowa horyzontalna wspotpraca podnosi
zdecydowanie warto$¢ uzyskanych wynikow i podkresla samodzielno$¢ i roztropnos¢ doktorantki i jej
promotora.

W starannie opracowanej dyskusji, doktorantka omawia wyniki badan na 10 stronach pracy.
Poziom dyskusji jest wysoki, a interpretacja wynikow prawidtowa i uzasadniona. Réznorodnosé
zastosowanych metod pozwolita na oszacowanie szerokiej gamy analizowanych parametrow. Trafno$¢
z jakg doktorantka interpretuje uzyskane wyniki wskazuje na ich zrozumienie, a takze na przyczyny
wyboru metod, dzigki ktérym zostaly otrzymane. Nalezy podkre§li¢, ze autor odpowiada doktadnie na

cel omawianej rozprawy.



Podsumowanie pracy zostato przedstawione na jednej stronie i odzwierciedla ono zaréwno

wyniki jak i dyskusje¢, jednocze$nie wskazujg na niewatpliwa role n-3 PUFA w regulacji odpowiedzi

zapalnej i metabolizmu glukozy tkanki thuszczowej i enterocytow.

Tak barwna pod wzgledem metodycznym i uzyskanych wynikow praca musi zawiera¢ pewne

mankamenty i stymulowa¢ do postawienia sugestii i zadania pytan:

1.

Wstgp powinien jasno opisywac¢ i podkresla¢ wage, aktualno$¢ i nowatorstwo
prowadzonych badan, a takze wlasne rozwazania autora dotyczace poszukiwania
mozliwych przysztych zastosowan.

Cel powinien znalez¢ odzwierciedlenie w tytule pracy, ktory obecnie jest bardzo ogolny
i nie odzwierciedla ustalen autora.

Sekcja Materiaty i Metody pomimo duzej ilosci informacji nie pozwala na odtworzenie
badania. Brakuje niektérych waznych szczeg6tdw opisu eksperymentéw. Nie jest jasne,
jakie byto ostateczne st¢zenie substancji eksperymentalnych w pozywce do hodowli
komorek, poniewaz jednostkami uzytymi przez autorke nie sg jednostki stezenia, ale
jednostki ilosci substancji (mol). W ogole nie wspomniano o rozpuszczalniku MET i
LOVA.

Czas inkubacji wydaje si¢ by¢ bardzo krotki (24 h). Autorka powinna w cz¢$ci Dyskusja
opisa¢ powody wyboru tak krotkiego czasu inkubacji.

Autorka powinna jasno okresli¢ powdd dodania 20% FBS do podtoza hodowlanego
komorek CaCo-2 i omoéwié stosowno$¢ danych uzyskanych na tej linii komérkowe;.
Autorka wspomina o cze¢stotliwos$ci zmian pozywki, ale nie o czgstotliwosci pasazu
komorek. Bardzo wazne jest, aby wiedzie¢, ktéry pasaz byt uzywany do

eksperymentéw. Ogromne znaczenie ma réwniez testowanie linii komérkowych na



10.

11.

obecno$¢ Mycoplasma. Autor powinien wspomnie€, czy ten test zostat wykonany lub
wyjasni¢, dlaczego tak nie bylo. W ogdle nie wspomniano o warunkach inkubacji (typ
ptytki) 3T3-L1 podczas eksperymentow. Metody zbierania komorek nie sa nigdzie
opisane.

Niestety autor nie zalaczyl zadnych zdje¢ komoérek wykonanych przed i po
réznicowaniu i/lub przed i po traktowaniu. Takie zdjecia moglyby podnie$¢ warto$¢
naukowg pracy i udowodni¢ niektére stwierdzenia typu ,,proces rdznicowania byt
wyraznie widoczny” (s. 35).

Przydatne moze by¢ dodanie zasady testu zestawu ApoTox-Glo Triplex, poniewaz
metoda jest stosunkowo nowa, a czytelnicy powinni by¢ w stanie zrozumie¢, co dzieje
si¢ podczas inkubacji i jakie parametry sg mierzone. Co wigcej, opis badania
cytotoksyczno$ci prowokuje pytania. Dlaczego komorki inkubowano z substancjami
doswiadczalnymi tylko przez dwie godziny, podczas gdy czas inkubacji w
doswiadczeniach wynosit 24 godziny?

W opisie procedury Western Blot znowu brakuje kilku waznych szczegélow. Na
przyktad pojawia si¢ kwestia stezenia inhibitoréw proteazy i calkowitej ilosci bialka.
Nie podano pochodzenia przeciwcial, wigc nie jest jasne, gdzie byty one pochodzenia
zwierzgcego lub rekombinowane. Przydaloby si¢ mie¢ numery katalogowe
odczynnikow.

Dobrze byloby mie¢ chociaz krotki opis metody pomiaru poziomu izoprostanow.
Rozwazenie pomiaru izoprostanow w mediach mogtoby réwniez zwigkszy¢é warto$¢
naukowa pracy.

Na rycynach 16-20 brakuje opisu roznic statystycznych.



12. W sekceji Dyskusja autor czesto uzywa stwierdzenia ,,wyniki moich badan”, ktére nie
jest adekwatne do opisu danych uzyskanych przez calg grupe badawcza przy superwiz;ji
1 wspotpracy wieloosrodkowe;.

13. Zasadnicza cze$¢ wynikow stanowig dane dotyczace ekspresji genow. Jednak niewiele
o tym wspomina si¢ w dyskusji. Ta sekcja w przysztej publikacji moze by¢ rowniez
wzbogacona o rozwazania dotyczace dalszych wymaganych badan (np. badanie
przepuszczalnosci jelitowej in vitro na CaCo-2, wspolna hodowla CaCo-2 1 3T3-L1 itp.)
1 mozliwych zastosowaniach w medycynie cztowieka i sposobach podawania WNKT w
leczeniu i/lub profilaktyce stanéw zapalnych jelita i tkanki thuszczowe;.

14. Mam nadzieje, ze powyzsze ,,nomen-omen” 13 punktdow pomoze w szybkim

zredagowaniu stosownych publikacji, do czego bardzo zachecam.

Uogdlniajac ocene przedstawionej rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze w oparciu o oryginalng
1 nowatorskg koncepcje 1 umiejetne dostosowanie trudnego metodycznie i pracochtonnego programu
badawczego autorka uzyskata wyniki o oryginalnych wartoSciach poznawczych, jak réwniez
perspektywicznych wartoSciach publikacyjnych 1 aplikacyjnych. Merytorycznie rozprawa odpowiada
w pelni wymogom stawianym pracom doktorskim.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr. Anny Zajac-Grabiec odpowiada warunkom
okreSlonym w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.U. z 2020
r. poz. 85 z p6zn.zm.) i przedktadam wniosek o dopuszczenie autora rozprawy do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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