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Recenzja

Rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Czumaj
pt. ,Zmiany metabolizmu lipidow w hepatocytach i adipocytach indukowane zaburzeniami
profilu kwasow tluszczowych” wykonanej pod kierunkiem
dr hab. Tomasza Sledzinskiego

Praca doktorska pt. ,,Zmiany metabolizmu lipidéw w hepatocytach i adipocytach
indukowane zaburzeniami profilu kwasow Huszczowych” powstala w oparciu o cykl
artykuléw opublikowanych w migdzynarodowych czasopismach naukowych takich jak:
Metabolites (2020), Nutrients” (2020), International Journal of Molecular Sciences (2019),
Lipids (2018). Laczna wartosé IF prezentowanych prac wynosi 15,886, natomiast punktacja
przyznana przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dotyczaca wszystkich
zalaczonych prac wynosi 375 punktow.

Przedstawiona do oceny dysertacja zostata wykonana w ramach projektu Narodowego
Centrum Nauki (OPUS 6 2013/11/B/NZ5/00118) oraz projektu POWR.03.02.00-00-1026/17-
00 (POWER 2) wspétfinansowanego ze srodkéw Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja
Rozwdj 2014-2020, ze S$rodkéw Europejskiego Funduszu Spolecznego w Katedrze i
Zakltadzie Biochemii Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Oceniana praca zostata przedstawiona w formie opracowania autorskiego (29 stron), w
jezyku polskim i angielskim. Opracowanie rozpoczyna spis tresci, nastepnie wyjasnienie
uzywanych skrétow, wstep wprowadzajacy w temat, cel pracy, opis najwazniejszych
wynikéw badan, wnioski oraz wybrane pozycje piSmiennictwa (227 pozycji literaturowych)
plus zatgczniki.

Analizujac ocene publikacji (trzy prace badawcze, jedna przeglagdowa), uwazam, ze
odr¢bna ocena recenzenta jest zbedna, poniewaz kazda z publikacji byla szczegélowo
przeanalizowana przez wydawniczych recenzentow pod katem stawianym pracom
oryginalnym i byly réwniez poddane ocenie merytorycznej. Dlatego w przypadku
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przedstawionej pracy doktorskiej w formie publikacji, rola recenzentki jest okreslenie wktadu
indywidualnego Doktorantki, tym bardziej, ze w pracach wystepuja wspotautorzy. Nalezy
jednak podkresli¢, ze Pani A. Czumaj jest pierwszym autorem w trzech pracach, a drugim
autorem — w jednej (zalgczone publikacje).

Autorzy, tytul publikacji, czasopismo Punktacja IF Q
MNiSW
Korczynska, J., Czumaj, A., Chmielewski, M., Sledzifiski, | 70.000 4.097 Q2

M., Mika, A., Sledzinski, T. (2020). Increased Expression of
the Leptin Gene in Adipose Tissue of Patients with Chronic
Kidney Disease-The Possible Role of an Abnormal Serum
Fatty Acid Profile. Metabolites, 10(3), 98

Czumaj, A., & Sledzinski, T. (2020). Biological role of | 140.000 5.089 Ql
unsaturated fatty acid desaturases in health and disease.
Nutrients, 12(2), 356.

Czumaj, A., Sledziniski, T., Carrero, J. J., Stepnowski, P., | 140.000 4,556 Q1
Sikorska-Wisniewska, M., Chmielewski, M., & Mika, A.
(2019). Alterations of fatty acid profile may contribute to
dyslipidemia in chronic kidney disease by influencing
hepatocyte metabolism. I/nternational Journal of Molecular
Sciences, 20(10), 2470.

Czumaj, A., Mika, A., Chmielewski, M., & Sledzinski, T. | 25.000 2.144 Q3
(2018). Cyclopropaneoctanoic Acid 2-Hexyl Upregulates
the Expression of Genes Responsible for Lipid Synthesis
and Release in Human Hepatic HepG2 Cells. Lipids, 53(3),
345-351.

Autorka, do opublikowanych artykuléw, dotaczyla oswiadczenie, w ktérym
wspodtautorzy okreslili swoje zaangazowanie w wykonaniu badan i przygotowaniu
manuskryptow. Tres¢ oswiadczenia potwierdza wiodaca role Doktorantki w wykonaniu badan
oraz opracowaniu wynikéw i przygotowaniu publikacji do druku.

Celem pracy bylo okreslenie profilu kwaséw thuszczowych zardwno pod wzgledem
iloSciowym jak i jako$ciowym w surowicy pacjentow z przewlekla niewydolnoscig nerek
(CKD) i1 poréwnanie go do profilu FA ludzi zdrowych. Doktorantka podjela si¢ rowniez
okreslenia wplywu zmiennego profilu FA na poziom ekspresji wybranych genéw bioracych
udziat w metabolizmie kwasow tluszczowych w hepatocytach (watroba) i adipocytach
(tkanka thuszczowa).

Badania podjete przez Panig Magister sg bardzo wazne z punktu widzenia
poznawczego, ale réwniez mozna si¢ dopatrzeé wartosci aplikacyjnych. Tym bardziej, ze
przewlekte choroby nerek prowadzg do bardzo przykrych konsekwencji — czyli zgonow, w
Polsce i na swiecie. W Polsce choruje na choroby metaboliczne okoto 6% populacji, a na
Swiecie 14%. Nastepstwem CKD jest kilkukrotnie wyzsze obcigzenie pacjentéw
towarzyszacymi chorobami sercowo-naczyniowymi w porownaniu do ludzi zdrowych, z
prawidtowg funkcja nerek. W literaturze $wiatowej wymienia si¢ jako gltéwng przyczyne



IVI UNIWERSYTET
l Alvl WARMINSKO-MAZURSKI W OLSZTYNIE

zwickszajacego sie ryzyka choréb sercowo-naczyniowych nieprawidtowy profil lipidow i
adipokin w surowicy ludzi chorych na choroby metaboliczne. Zaburzenia w profilu lipidow
(FA) obserwuje si¢ juz we wczesnych etapach choréb metabolicznych. Do wcze$niej
obserwowanych powiklan u pacjentéw chorych na CKD nalezy dyslipidemia, niski poziom
HDL i wysoki poziom triacylogliceroli (TAG). Stwierdza si¢ tez (na podstawie badan
Doktorantki i literatury) obnizenie poziomu wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych
PUFA n-3 i PUFA n-6 oraz podwyzszeniem poziomu MUFA (jednonienasyconych kwaséw
tluszczowych).

Ze wzgledu na ztozono$é celéw i badan, Pani A. Czumaj podzielita badania na etapy
zwigzane z pracami badawczymi, ktére zostaly zalgczone do dysertacji.

W etapie pierwszym swoich badan Doktorantka okreslita profil i zawarto§¢ FA w
surowicy u pacjentdw z przewlekla niewydolnoscig nerek w poréwnaniu do profilu 1
zawartosci FA w surowicy ludzi zdrowych. Zmiany, jakie zaobserwowano, mozna opisaé
jako zmniejszenie zawartosci MUFA, PUFA n-3 i PUFA n-6 wraz ze wzrostem stopnia
zaawansowania choroby. Dlatego jednym z pierwszych zadan badawczych realizowanych w
dysertacji, byta ocena konsekwencji zmiennego profilu kwaséw tluszczowych na modelu in
vitro. Komérki HepG2 traktowane byly przez okres 48 godzin kwasami tluszczowymi:
kwasem oleinowym (OA), DHA i AA, reprezentujacymi kolejno kwasy jednonienasycone i
wielonienasycone. Hodowle komérkowe HepG2 potraktowane zostaly stg¢zeniami
eksperymentalnymi (25 pmol, 50 umol, i 100 pmol). Otrzymane wyniki byly zgodne z
danymi literaturowymi, roznigc sie profilami poszczegdlnych kwasow thuszczowych w
surowicy 0s6b chorych na CKD w poréwnaniu do profilu FA w surowicy ludzi zdrowych —
czyli zwickszenie MUFA, a zmniejszenie ilo$ci PUFA n-3 i PUFA n-6. Aby okresli¢ zmienny
wplyw oznaczanych profili kwaséow thuszczowych w metabolizmie, postanowiono zbada¢
poziom ekspresji wybranych genéw. Hodowla komorek inkubowana z poszczegdlnymi
kwasami tluszczowymi spowodowata znaczacy wzrost poziomu mRNA genow kodujgcych
enzymy zaangazowane w synteze i desaturacje kwaséw tluszczowych. Stwierdzono
podwyzszony poziom mRNA dla biatka wigzacego — czynnika transkrypcyjnego SREBPI,
promujacego synteze lipidow. Jedynym genem, dla ktorego obserwowano obnizenie poziomu
mRNA, byta elongaza 6 (ELOVL6). W przypadku przeanalizowanych genéw obserwowano
efekty zalezne od stosowanej dawki FA. Otrzymane wyniki wskazuja na zmienny profil FA w
surowicy u pacjentéw z CKD, ktére moga prowadzi¢ do zwiekszonej syntezy triacylogliceroli
i ich uwalnianie w postaci VLDL z watroby. Biorac pod uwagg, ze jednonienasycone kwasy
sg gtownymi kwasami tluszczowymi w triacyloglicerolach, ich podwyzszony poziom w
surowicy chorych na CKD sprzyja zwigkszonej produkcji i uwalnianiu lipidow z watroby, co
prowadzi do zmian w profilu thuszczowym surowicy u tych oséb. Przypuszcza sig, ze jest to
jeden z mechanizmdéw przyczyniajgcych sie do zmian profilu FA w surowicy chorych na
CKD, co moze prowadzi¢ do hipertriglicerydemii. Zwickszony poziom TAG jest jednym z
czynnikow ryzyka rozwoju chordb sercowo-naczyniowych.
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Jednym z gltoéwnych osiggnie¢ zespolu Katedry Biochemii, w tym Doktorantki, jest
wykrycie 1 okreSlenie poziomu kwasu tluszczowego FA z grupa cykliczng kwasu
metylenoheksadekanowego (CPOA2H). Aby udowodni¢ role kwasu CPOA2H,
przeprowadzono badania na hodowlach komérkowych HepG2 i 3T3-L1 (model hepatocytow
1 adipocytéw). W celu zweryfikowania danych literaturowych, byla przeprowadzona hodowla
komorek w réznych stezeniach kwasu metylenoheksadekanowego, wystepujacego u ludzi z
chorobg CKD. Otrzymane wyniki stezenia CPOA2H wplynety na poziom ekspresji gendw
odpowiedzialnych za metabolizm lipidow. Stwierdzono zwickszony poziom ekspresji genu
zwigzanych z syntezg i uwalnianiem lipidow, a szczegolnie podwyzszony poziom ekspresji
genu (poziom mRNA) - syntazy kwaséw thuszczowych. Podobne doswiadczenie
przeprowadzono na adipocytach (linia 3T3-L1), gdzie po uptywie 48 godzin zostal oceniony
poziom ekspresji wybranych genoéw. Okazato sie, ze poziom mRNA wickszosci gendw,
zwigzanych z syntezg lipidow, zostal obnizony lub pozostal bez zmian. Otrzymane wyniki
sugeruja o wpltywie kwasu metylenoheksadekanowego na stezenie lipidow w surowicy
pacjentow z CKD. Autorka zauwazyla, ze gltoéwna synteza kwasow tluszczowych i
triacylogliceroli (TAG) zachodzi w watrobie, a nie w tkance thuszczowej. Obnizenie ekspresji
genow w adipocytach w tkance tluszczowej moze odgrywaé drugorzedng role w lipogenezie.
W adipocytach zaobserwano réwniez zwigkszenie ekspresji genu leptyny pod wpltywem
CPOAZ2H. Podwyzszony poziom kwasu metylenoheksadekanowego u pacjentow z CKD nie
tylko przyczynia si¢ do zwiekszenia st¢zenia TAG, ale takze do zwigkszenia poziomu
leptyny. U pacjentdw z otyloscig stwierdza si¢ zwigkszony poziom leptyny, ktéry mozna
korelowa¢ z podwyzszong iloscia tego kwasu.

Podsumowujac wyniki w recenzowane] przeze mnie pracy mozna wysungé
nastepujgce wnioski:

- Zaburzenia profilu kwaséw tluszczowych w watrobie powodujg wzrost
jednonienasyconych  kwasow  tluszczowych ~ (MUFA) i  obnizenie  poziomu
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych wystepujacych u pacjentow z CKD, co pociaga za
soba powazne zaburzenia metabolizmu lipidow w hepatocytach, prowadzac do zwigkszenia
ekspresji gendow zaangazowanych w synteze i uwalnianie lipidow.

- Wzrost poziomu CPOA2H stwierdzony zostal u pacjentow z przewlekla
niewydolnoscia nerek, ktory prawdopodobnie jest odpowiedzialny za zaburzenia
metaboliczne w  watrobie. Natomiast w adipocytach wzrost poziomu kwasu
metylenoheksadekanowego prowadzi réowniez do zwickszenia ekspresji genu leptyny, co
przyczynia si¢ do zwigkszenia poziomu tego hormonu u pacjentéw z CKD.

Pragne podkresli¢, ze doktorantka zrealizowata cel badawczy oraz prawidlowo
przygotowata dysertacje, co daje podstawe o ubieganie si¢ o nadanie stopnia naukowego
doktora. Pani Aleksandra Czumaj dowiodta réwniez, ze posiada umiejetnosci prowadzenia
badan naukowych z wykorzystaniem nowoczesnych metod badawczych. Ztozona dysertacja
dowodzi o duzej samodzielnosci myslowej oraz glebokiej refleksji nad uzyskanymi wynikami
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badan, co §wiadczy o duzej wiedzy autorki. Kazdy przeprowadzony eksperyment byt szeroko
analizowany 1 komentowany na tle wynikow badan innych autoréw. Podkresli¢ nalezy przy
tym umiejetnosé Pani Magister w doborze i wlasciwym cytowaniu materiatow Zrédlowych,
szerokiej weryfikacji stawianych hipotez i1 wszechstronnej analizie uzyskanych wynikow.
Niemniej jednak szczegétowa analiza ujawnila, ze Doktorantka nie ustrzegla si¢ pewnych
uchybien, ktére chciatabym przedstawi¢ w formie uwag i pytan.

Pytania i uwagi do rozprawy:

- W pracy brakuje rozdzialu Materialy i Metody, ktory uzupelnitby brakujace informacje
odnosnie przeprowadzonych analiz.

- Pani Magister Aleksandra Czumaj nie unikneta drobnych bledéow stylistycznych oraz
interpunkcyjnych. Chciatabym réwniez zwréci¢ uwage na przygotowanie rysunkow, ktore w
niektoérych przypadkach byly niewystarczajaco czytelne.

- Prosze¢ Doktorantke o uzasadnienie, czy poziom kwasu metylenoheksadekanowego moze
stanowi¢ czynnik prognostyczny, $wiadczacy o zaawansowaniu choroby CKD?

- Leptyna to hormon wytwarzany gléwnie w biatej tkance thuszczowej, odgrywajacy wazng
role¢ w regulacji pobierania pokarmu i gospodarki energetycznej organizmu. Niewatpliwie
zwigzek ten jest przedmiotem badan wielu zespotéw badawczych. I tu pojawia sie moje
pytanie — skad tak ogromne zainteresowanie Doktorantki leptyng? Czy sg zaplanowane juz
kolejne badania, ktérych efekty moglyby uzupelni¢ wcigz istniejaca luke w wiedzy na temat
dziatania tego niezwykle interesujacego hormonu w ciele cztowieka?

- Wedlug doniesien z wielu osrodkéw badawczych, odpowiedz komorek wchodzacych w
sktad linii komérkowych in vitro, moze istotnie r6zni¢ sie w zaleznosci od aktualnego pasazu.
W zwigzku z tym jestem ciekawa, w ktorym pasazu byly komorki HepG2 podczas
wykonywania analizy ekspresji gendow oraz techniki Western-Blott? Czy byly sprawdzane
réznice pomiedzy stanem fizjologicznym komérek hodowanych w réznych pasazach?

- Wiadomo, Ze geny referencyjne uczestnicza w regulacji podstawowych funkcji w komoéree,
a ich ekspresja powinna by¢ wzglednie niezmienna. Umozliwia to stosowanie tych genéw
jako odniesienia do okreslenia poziomu ekspresji badanych genéw w komdrce. Zastanawiam
si¢ na jakiej podstawie Doktorantka zdecydowata sie na wykorzystanie genéw referencyjnych
w swoich badaniach, uzywajac np. kombinacji genu beta-aktyny i cyklofiliny A. Czy byly to
dane pochodzace z badan optymalizacyjnych, doniesien naukowych, czy tez zadecydowaly o
tym moze inne czynniki?

Przytoczone uwagi majg charakter uzupelniajagcy i nie wplywaja na oceng
merytoryczng pracy doktorskie;j.
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Whiosek koncowy:

Stwierdzam rowniez, ze rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Czumaj pt.:
wZmiany metabolizmu lipidéw w hepatocytach i adipocytach indukowane zaburzeniami
profilu kwaséw Huszczowych” odpowiada warunkom okreslonym w artykule 13 ust. 1 ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (DZ.U. z 2014 r., poz. 1852 ze zm. W dz. U. z 2005 r. poz. 249) i
przedstawiam Wysokiej Radzie Nauk Farmaceutycznych GUMed wniosek o dopuszczenie
Pani mgr Aleksandry Czumaj do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Olsztyn, 11.04.2021 r. Prof.df hab. Elzbieta Kostyra
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Olsztyn, dnia 04.04.2021 r.

Prof. dr hab. Elzbieta Kostyra
Katedra Biochemii

Zespot Biochemii Medycznej
Wydzial Biologii i Biotechnologii
Uniwersytet Warminsko-Mazurski
w Olsztynie

Whiosek dotyczy Pani mgr Aleksandry Czumaj

Tytul pracy doktorskiej: ,,Zmiany metabolizmu lipidow w hepatocytach i adipocytach
indukowane zaburzeniami profilu kwasow ttuszczowych”

WNIOSEK O WYROZNIENIE PRACY DOKTORSKIEJ

Niniejszy zwracam si¢ z wnioskiem do Rady Nauk Farmaceutycznych Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o wyrdznienie przedmiotowej rozprawy doktorskie;j.

UZASADNENIE:

Przedstawiona do recenzji praca doktorska powstata w oparciu o cykl publikacji w
mi¢dzynarodowych czasopismach naukowych, takich jak: Metabolites (2020), Nutrients
(2020), International Journal of Molecular Sciences (2019), Lipids (2018). Laczna warto$¢ IF
prezentowanych prac wyniosta 15,886, natomiast tgczna punktacja MNiSW to 375 punktow.

Doktorantka zrealizowata cel badawczy oraz prawidtowo przygotowata dysertacje. Pani
Aleksandra Czumaj dowiodla roéwniez, ze posiada umiejetnosci prowadzenia badan
naukowych z wykorzystaniem nowoczesnych metod badawczych. Ztozona dysertacja
dowodzi o duzej samodzielnosci myslowej oraz glebokiej refleksji nad uzyskanymi wynikami
badan, co $wiadczy o duzej wiedzy autorki. Kazdy przeprowadzony eksperyment byt szeroko
analizowany i komentowany na tle wynikéw badan innych autorow. Podkresli¢ nalezy przy
tym umiejetnos¢ Pani Magister w doborze i wlasciwym cytowaniu materiatow Zrédtowych,



Il unwersvrer
P % WARMINSKO-MAZURSKI W OLSZTYNIE

szerokiej weryfikacji stawianych hipotez i wszechstronnej analizie uzyskanych wynikow.
Badania podjete przez Panig Magister sg bardzo wazne z punktu widzenia poznawczego, ale
takze mozna dopatrze¢ sie wartosci aplikacyjnych.

Pani mgr A. Czumaj swoimi badaniami przyczynila si¢ do lepszego poznania proceséw
metabolicznych lipidow zachodzacych w watrobie i tkance tluszczowej ludzi, co moze
skutkowaé opracowaniem nowych terapii. Zmiennos$¢ poziomu kwasu
metylenoheksadekanowego (CPOA2H) moze stanowi¢ wazny czynnik prognostyczny w
przebiegu i leczeniu chordb wystepujacych u ludzi z przewlekls chorobg nerek.



