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Podstawg formalng przygotowania recenzji jest pismo Prodziekana Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie prof. dr hab. Marcina
Kotaczkowskiego oraz Przewodniczacej Rady Dyscypliny Nauki farmaceutyczne UJ prof. dr
hab. Anny Wesotowskiej z dn. 30 czerwca 2022 r z prosbg o sporzadzenie oceny rozprawy
doktorskiej mgr Katarzyny Sroczynskiej pt. ,,Wplyw kwasow tluszczowych n-3 i n-6 na
przemiany metaboliczne w  zmienionych zapalnie komoérkach $rédbtonka naczyn
krwionosnych”. Rozprawa doktorska zostata opracowana pod kierunkiem Pani promotor dr hab.
n. farm. Joanny Gduli-Argasinskiej.
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Celowos¢ podjetej tematyki badawczej

Srodblonek naczyniowy pelni w organizmie czlowieka szereg istotnych funkcji
fizjologicznych zwigzanych miedzy innymi z zachowaniem odpowiedniej homeostazy naczyn
krwionosnych. Dodatkowo komodrki wyscielajace $ciane naczyn wydzielajg wiele substancji o
dziataniu wazoaktywnym, biorg udzial w fibrynolizie oraz tworzeniu skrzepu, w regulacji
procesow zapalnych a takze w oddziatywaniach migdzy komodrkami i $ciang naczyn. Uwaza sig,
ze dysfunkcje $rodbtonka naczyniowego stanowig gtowna przyczyng poprzedzajacy i
utatwiajacg rozw6j miazdzycy a co za tym idzie przyczyniajg si¢ do powstania szeregu chorob o
podtozu sercowo-naczyniowym. Przy tym nalezy pamigtaé, ze choroby uktadu krazenia na tle
miazdzycowym sg nadal przyczyng ponad 50% wszystkich zgonow, a sama miazdzyca nalezy
do jednych z najczgsciej wystepujacych obecnie chordb cywilizacyjnych. Nieodpowiednia dieta,
palenie tytoniu a takze inne znane czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego jak cukrzyca, czy
nadci$nienie prowadzg do zburzen rownowagi pomiedzy czynnikami wazokonstrykcyjnymi oraz
wazodylatacyjnymi co powoduje zwigkszong synteze¢ reaktywnych form azotu i tlenu. W
konsekwencji dochodzi do aktywacji reakcji zapalnej, starzenia i uszkodzenia komoérek. W tym
kontekscie podjeta przez Doktorantke tematyka zbadania mozliwosci zastosowania nowych
substancji w postaci wielonienasyconych kwasow tluszczowych n-3 i n-6 majacych zdolnosci
Wygaszania stanu zapalnego wydaje si¢ niezmiernie ciekawa 1 stanowi uzupelnienie
dotychczasowej wiedzy na temat prezentowanych zagadnien. Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage, ze
badanie zdolnoSci aktywacji mechanizméw obronnych komoérek S$rodblonka naczyn
krwionosnych (HUVEC), aktywowanych czynnikami zapalnymi wymaga ogromnej wiedzy i
umiejetnosci postugiwania si¢ roznymi technikami badawczymi. Rozprawa doktorska Pani mgr
Katarzyny Sroczynskiej dotyczaca badan kwasow tluszczowych n-3 i n-6 na przemiany
metaboliczne w zmienionych zapalnie komodrkach $rodbtonka naczyn krwionosnych bardzo

dobrze wpisuje si¢ w ten problem.
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Charakterystyka rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do oceny 104 stronicowa praca zawiera typowy uktad prezentowany w
monograficznych, eksperymentalnych pracach doktorskich. Opracowanie sktada si¢ z wykazu
publikacji bedacego podstawa rozprawy doktorskiej, spisu tresci, streszczenia w jezyku polskim
i angielskim (6 stron), wprowadzenia do tematu rozprawy doktorskiej w postaci teoretycznego
wstepu (31 stron), celu pracy (1 strona), materiatéw i metod zastosowanych w badaniach (7
stron), uzyskanych wynikow badan (26 strony), odrgbnego rozdziatu poswigeconego dyskusji (13
stron) podsumowania (1 strona), a takze spisu zaprezentowanych rycin (41 pozycji) i 1 tabeli
oraz pismiennictwa (113 pozycji). Doktorantka zamiescita roéwniez kopi¢ publikacji naukowej
obejmujaca czgs¢ zaprezentowanych w dysertacji wynikow badawczych. Oddzielnie zostat
zalaczony zyciorys Doktorantki przedstawiajacy zaréwno jej dziatalno$¢ zawodowa jak i

naukowg wraz z wykazem jej dotychczasowych publikacji naukowych.

Wstep pracy stanowi teoretyczne wprowadzenie czytelnika w zagadnienia zwigzane z
uzasadnieniem wyboru tematu i celowosci badan. Doktorantka w sposob rzeczowy opisuje
budowg $rodblonka naczyniowego wraz z przedstawieniem jego glownych funkcji
fizjologicznych w tym wlasciwosci antykoagulacyjnych, fibrynolitycznych, wazodylatacyjnych i
wazokonstrykcyjnych oraz angiogenicznych. Autorka w bardzo przejrzysty sposob
charakteryzuje wielonienasycone kwasy thuszczowe oraz ich podstawowe funkcje. Szczegotowo
opisuje zarowno kwasy tluszczowe szeregu n-6 (kwas y-linolenowy i kwas arachidonowy) jak i
kwasy tluszczowe szeregu n-3 (kwas eikozapentaenowy i kwas dokozaheksaenowy). Nastepnie
Doktorantka przestawia zagadnienia zwigzane z powstawaniem reakcji zapalnej organizmu 0raz
wygaszaniem stanu zapalnego. Bardzo szczegdtowo opisuje rol¢ mediatoréw lipidowych w tym
eikozanoidow, lipooksygenaz, leukotriendw, lipoksyn cykoloksygenaz, prostoglandyn,
tromboksandéw, marezyn, (neuro)protektyn, rezolwin oraz izoprostandw. Cze$¢ teoretyczng
pracy Autorka konczy przestawieniem dysfunkcji §rodbtonka naczyn krwiono$nych wraz z

charakterystyka leku o dziataniu obnizajacym poziom cholesterolu —lowastatyng. Do wstegpu
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teoretycznego jak i do catosci pracy mozna mie¢ uwage zwigzang ze sposobem cytowania
danych literaturowych. Nie zrozumialy jest dla mnie numeryczny system cytowania, ktory
zaczyna si¢ od numerow [24, 66, 68, 96]. Dlaczego nie od pozycji [1] ? W mojej opinii tatwiej
znalez¢ cytowana pozycj¢ stosujac system cytowania oparty na przedstawieniu w nawiasie
pierwszego nazwiska autoréw i roku wydania publikacji np. (Agbor i in., 2011). Oczywiscie

tego rodzaju btedy nie wptywaja na oceng merytoryczng pracy.

Glownym celem rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Sroczynskiej bylo ,,okreslenie
wplywu kwasow thuszczowych szeregu n-6 (kwas y-linolenowy GLA, kwas arachidonowy
ARA), szeregu n-3 (kwas eikozapentaenowy EPA) oraz lowastatyny na zdolnos$¢ aktywacji
mechanizméw obronnych komoérek srodbtonka naczyn krwiono$nych (HUVEC), aktywowanych
czynnikami zapalnymi (lipopolisacharyd LPS, czynnik martwicy nowotworéow-a TNF- o oraz
benzo(a)piren BaP)”. W ramach celu gtownego Doktorantka postawila sobie rowniez cele
szczegotowe, ktore realizowata w postaci czterech odrgbnie zaplanowanych eksperymentow
dotyczacych hodowli:

e komorek HUVEC z dodatkiem 40 umol ARA lub EPA i aktywowanych LPS;

e komorek HUVEC z dodatkiem 50 umol ARA lub EPA i aktywowanych 1 umol BaP;

e komorek HUVEC z dodatkiem 50 umol ARA lub EPA lub 2,5 umol lowastatyny i

aktywowanych LPS oraz TNF-q;

e komérek HUVEC z dodatkiem 50 pmol GLA i/lub 2,5 umol lowastatyny i

aktywowanych TNF-a..

W tym miejscu nasuwa si¢ pytanie jakimi kryteriami kierowata si¢ Doktorantka w czasie
doboru poszczegolnych uktadow rodzajow kwasow ttuszczowych 1 czynnikow zapalnych oraz
ich ilosci w trakcie planowania eksperymentow? Dlaczego w eksperymencie nr 1 zastosowano
40 pmol ARA Iub EPA natomiast w pozostatych 50 pmol? Jesli byty prowadzone badania
pilotazowe moze warto byto zamiesci¢ ich wyniki.

Swoje cele badawcze Doktorantka realizowata analizujac profile kwasow ttuszczowych

bton komorek oraz badajac ekspresje bialek i gendw zwigzanych ze stanem zapalnym przy

0 L



€D 'UMCS

uzyciu technik badawczych, ktore szczegoétowo przedstawita w dziale zatytutowanym ,,Material
i metodyka”. Wsrod opisanych metod znalazly si¢: ocena cytotoksycznos$ci badanych
zwiazkow, apoptozy oraz zywotnosci komorek przy uzyciu testu triplex ApoTox-Glo; analiza
kwasow tluszczowych z zastosowaniem metody chromatografii gazowej (GC), izolacja i
oznaczanie biatka calkowitego, metodg Western blot, analiza ekspresji genow metoda Real
Time-qPCR, analiza poziomu 8-iso prostaglandyny F2a (8-iSo0PGF2a) przy uzyciu zestawu 8 -
Isoprostane ELISA Kit, oznaczenie aktywnosci cytozolowej fosfolipazy A2 oraz aktywnoS$ci
CYPIA1 przy uzyciu testu P450-Glo™. Metody te sa wlasciwie dobrane do realizacji

zamierzonych badan.

Rezultaty zaplanowanych eksperymentow zostaly przedstawione w rozdziale ,,Wyniki” i
dotyczyty prezentacji analizy zywotnos$ci badanych komorek oraz profili kwaséw thuszczowych
w komoérkach HUVEC suplementowanych 40 umol ARA lub EPA i aktywowanych LPS lub
BaP wraz z analizg ich skupien. W trakcie analizy profili kwasow thuszczowych pewien niedosyt
stanowi brak wynikoéw badan w komodrkach HUVEC suplementowanych kwasem -
linolenowym (GLA) aktywowanym TNF-a. W tytule objasniajgcym tabele 1 brakuje rowniez
informacji, iz kwasy thuszczowe w komorkach HUVEC suplementowane 40 umol ARA lub
EPA aktywowano nie tylko LPS ale takze BaP co wynika z rezultatow zaprezentowanych w
tabeli 1. W dalszej cze$ci rozdziatu Doktorantka prezentuje wyniki poszczegolnych niejako
odrebnych eksperymentow. W ramach eksperymentu 1 przestawia wyniki poziomu biatek COX-
2, CPGES i receptora FP oraz prezentuje analiz¢ poziomu 8-iso PGF2 w komoérkach HUVEC
suplementowanych 40 umol ARA lub EPA i aktywowanych LPS. Wyniki eksperymentu 2
zostaly opublikowane w wysoko punktowanym czasopi$mie Life Sciences w roku 2022;
293:120345 (IF=5.037; 70 pkt MEIN) w artykule zatytulowanym ,Therapeutic role of
eicosapentaenoic and arachidonic acid in benzo(a) pyrene-induced toxicity in HUVEC
endothelial cells”, w ktorym to Doktorantka byta pierwszym autorem. Dotyczyly one okreslenia
poziomu biatek COX-2, GSTM1 i AHR; badan ekspresji genéw CYPALAL, AHR, PLA2G4A,
GSTM1 i PTGS2 oraz VCAM-1, ICAM-1 i NOS3 a takze aktywnosci CYPI1A i cPLA2 w
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komoérkach HUVEC suplementowanych 50 umol ARA lub EPA i aktywowanych BaP. W
eksperymencie 3 z kolei Doktorantka okreslita poziom biatek COX-2 i COX-1 oraz ekspresje
genow VCAM-1, ICAM-1, NOS3, PTGSI i PTGS2 w komorkach HUVEC inkubowanych z
dodatkiem 50 pmol ARA lub EPA lub 2.5 umol LOVA i aktywowanych LPS oraz TNF-o.
Ostatni eksperyment 4 prezentuje wyniki poziomu COX-1, COX-2, cPLA2 oraz poziomu
receptora TLR4 w komoérkach HUVEC inkubowanych z dodatkiem 50 umol GLA i/lub 2,5
umol lowastatyny i aktywowanych TNF-a. Odnoszac si¢ do badan wtasnych, Doktorantka w
sposOb  systematyczny 1 przejrzysty prezentuje wyniki badan aczkolwiek, czgs¢ z
zaprezentowanych rycin np. ryc. 20,21,22 jest mato czytelnych z powodu zastosowania zbyt
matych rozmiaro6w czcionek w opisach o0si. Powyzsze uwagi nie umniejszajg wartoSci
merytorycznej pracy, ktora prezentuje wartosciowe wyniki badan pozwalajace na lepsze
zrozumienie funkcji wielonienasyconych kwasow tluszczowych we wzmacnianiu dziatania
przeciwzapalnego, prowygaszeniowego 1 antyoksydacyjnego w komorkach $rodbtonka

naczyniowego.

W cze$ci pracy poswigconej dyskusji Doktorantka prezentuje analiz¢ poréwnawcza
wlasnych wynikow badan na tle prac innych autoréw. W sposdb umiejetny zostalty
zaprezentowane dane pochodzace z licznych artykutow w stosunku do badan wtasnych Autorki.
Zaro6wno w czesci poswigconej wynikom jak i dyskusji Doktorantka uzywa takich sformutowan
jak: ..”stwierdzono lekko podwyzszone wartosci....”, ,,byly wyraznie wyzsze..” zaobserwowano

2

znaczacy wzrost....”, spowodowala znaczny wzrost aktywnosci..

2

itp. W mojej ocenie lepiej
takich wyrazen unika¢, a wyniki badan prezentowa¢ w sposob ilosciowy umozliwiajacy ich

jednoznaczne odniesienie do wynikow badan innych autorow.
Formalna ocena pracy

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w sposob bardzo staranny, aczkolwiek w trakcie

pisania pracy Doktorantka nie unikneta niewielkich btgdow jezykowych i edytorskich np.:
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- str.19 , ktéra przeksztatca krazacg we krwi angiotensyng 1 w angiotensyng¢ II”” powinno by¢
angiotensyng I ;

- str.20 ,,Hodowle prowadzone sa w plastikowych naczyniach hodowlanych pokrytych
zelatyna, fibronektyng lub kolagenem (Ryc. 3)” w tym miejscu zbgdny odnosnik Ryc. 3. Rycina
3 przedstawia bowiem synteze wielonienasyconych kwasow tluszczowych natomiast nie
prezentuje schematu hodowli komoérkowych;

- w kilku miejscach po kropce konczacej zdanie kolejne zdanie zaczyna si¢ z matej litery.
Brak prawidtowej wielkiej litery czgsto wypacza kontekst zaprezentowanych zdan. Np.: str. 20

b

jest ,tluszcz kokosowy 1 palmowy. w pozywieniu najczgsciej...” powinno by¢ “W

b

pozywieniu...”; str.4l jest ,komorek piankowatych oraz makrofagéw. w ten sposob na
wewnetrznej...” powinno by¢ ,,W ten sposob...” ; str.49 jest ,,do przeprowadzenia...” powinno
by¢ ,, Do przeprowadzenia...” ; str.50 jest ,,do detekcji..” powinno by¢ ,,Do detekcji..”;

- str.21 jest ,,CH3” powinno by¢ ,,CH3s”;

- str.27 jest ,.takich chordb jak cukrzyca i typu” nie istnieje takie schorzenie jak cukrzyca i
typu, mozemy mie¢ albo cukrzyce typu 1 albo cukrzyce typu 2;

- str.32 i 33 zaprezentowano na rycinach 10 i 11 bardzo ciekawe schematy aczkolwiek
trudne do odczytania ze wzgledu na zastosowanie nieodpowiednich (za matych rozmiaréw)
czcionek;

- str.83 jest ,,na $rodblonek srodblonek powodujgc m.in. zatrzymanie..” niepotrzebne
powtorzenie wyrazu $rodbtonek;

- str.91 jest ,, W niniejszej pracy rozprawie wykazano..” albo w pracy albo w rozprawie.

W rozdziale dotyczacym piSmiennictwa od pozycji 10 -tej niepotrzebne akapity po

numeracji oraz podkreslenia nazwisk niektorych autorow (str.93).
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Podsumowanie i wniosek koncowy

Podsumowujgc nalezy stwierdzi¢ ze praca doktorska pani mgr Katarzyny Sroczynskiej
zawiera oryginalne wyniki eksperymentalne umozliwiajgce poszerzenic aktualnego stanu
wiedzy na temat udzialu wiclonienasycyonych kwasoéw ttuszczowych w procesach aktywacji i
wygaszania stanéw zapalnych srédbtonka naczyniowego. Uzyskane wyniki badan moga miec¢
rébwniez bardzo wazne znaczenie aplikacyjne W opracowywaniu nowych strategii
terapeutycznych dotyczacych choréb uktadu sercowo-naczyniowego o podtozu miazdzycowym.

W trakcie wykonywania pracy badawczej oraz podczas przygotowywania rozprawy
doktorskiej pani mgr Sroczynska wykazata si¢ duza umiejg¢tnoscia planowania i realizacji zadan

badawczych oraz ich realizacji z wykorzystaniem zaawansowanych technik badawczych.

Ostatecznie  stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja Pani mgr Katarzyny
Sroczynskiej pt. "Wplyw kwasow tluszczowych n-3 i n-6 na przemiany metaboliczne w
zmienionych zapalnie komorkach $rodbtonka naczyn krwiono$nych” spetnia warunki stawiane
pracom doktorskim w zwigzku z ubieganiem si¢ o stopien doktora nauk farmaceutycznych
okreslone w art.13 ust.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz.U. z 2017 r., poz. 1789),
zgodnie z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. ,,Przepisy wprowadzajace ustawg- Prawo
o szkolnictwie wyzszym (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669)”. Dlatego tez, zwracam si¢ do Rady
Dyscypliny Nauki farmaceutyczne Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Sroczynskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Lublin, 28.08.2022 dr hab. Monika Osinska-Jaroszuk
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