Krakoéw, 31 marca 2021 r.

OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr. Aleksandry Czumaj

pt. ,,Zmiany metabolizmu lipidéw w hepatocytach i adipocytach
indukowane zaburzeniami profilu kwaséw thauszezowych”

Charakterystyka formalna rozprawy:

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr. Aleksandry Czumaj
pt. ,,Zmiany metabolizmu lipidow w hepatocytach i adipocytach indukowane
zaburzeniami profilu kwaséw tluszczowych” wykonana zostala w ramach
realizacji grantu NCN/OPUS 6, 2014-2018 (kierownik prof. dr hab. Michat
Chmielewski) oraz przy wsparciu finansowym z projektu POWR.03.02.00-00-
1026/17-00. Celem pracy doktorskiej byto przebadanie na modelu in vitro -
z wykorzystaniem stosownych linii komérkowych hepatocytéw i adipocytow -
czy 1 w jaki sposéb kompozycja kwaséw tluszczowych odmienna od
prawidlowej, a charakterystyczna dla przewleklej choroby nerek (CKD),
wplywa na ekspresje wyselekcjonowanych, zwigzanych z metabolizmem
lipidow gen6éw, a takze ocena ewentualnych skutkow jej wystepowania
w przebiegu tego schorzenia.

Wyniki przeprowadzonych i przedstawionych w rozprawie doktorskiej
badan zostaly opublikowane w latach 2018-2020 w formie czterech prac.
Doktorantka jest pierwszym autorem trzech z nich — dwoch do$wiadczalnych
(Czumaj A. et al., Lipids, 2018, 53(3):345-351, IF=2,144 i Czumaj A. et al.,
Int.J Mol.Sci., 2019, 20(10):2470; IF=4,556 oraz jednej przegladowe;
(Czumaj A., Sledzinski T.: Biological role of unsaturated fatty acid
desaturases in health and disease, Nutrients, 2020, 12(2):356; IF=5,089),
a w jednej drugim autorem (Korczynska J., Czumaj A. et al., Metabolites,
2020, 10(3): 98, IF=4,097). Opublikowanie wynikéw badan
w czasopismach z wysokim wspotczynnikiem oddziatywania (sumaryczny
IF=15,886) bardzo dobrze $wiadczy o ich aktualno$ci i znaczeniu, a fakt,
ze doktorantka jest w trzech z nich pierwszym autorem wskazuje
na Jej zasadnicza rol¢ w planowaniu i prowadzeniu badan oraz opracowaniu
wynikéw i przygotowaniu ich do druku. Zalozy¢ wiec nalezy, ze osobiscie
przeprowadzita zdecydowana wigkszo$¢ omawianych eksperymentow,

albo w znaczacym wymiarze uczestniczyta w ich wykonaniu.

ik

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI

COLLEGIUM
MEDICUM

AR

Wydziat Lekarski

Katedra

Biochemii Lekarskig

ul. Kopernika 7

PL 31-034 Krakow
tel./fax +48 12 422 32 72
+48 12 422 74 00

+48 12 424 72 29

kbi_sekr@cm-uj.krakow.pl

www.biochemia.cm-uj.krakow.pl



Zagadnienie przewleklej choroby nerek (PChN, CRD) jest od wielu lat przedmiotem
intensywnych badan ze wzgledu wysoki odsetek 0s6b dotknietych tym schorzeniem zaréwno
globalnie, jak i w Polsce oraz jego coraz czesciej dokumentowane powigzanie m.in.
z zaburzeniami i incydentami w funkcjonowaniu uktadu krazenia. W ostatnich latach nastgpito
wyrazne nasilenie badan na poziomie molekularnym, w szczegdlnosci poswieconych
metabolizmowi lipidéw 1 wszelkim konsekwencjom obserwowanych w tym schorzeniu zmian
profilu metabolitoéw lipidowych. Tematyka ta znajduje sie réwniez od lat w centrum
zainteresowania kilku zespotow badawczych Wydzialéw Lekarskiego
1 Farmaceutycznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Majac na uwadze powyzsze
mozna z przekonaniem wyrazi¢ poglad, ze problematyka poruszona w rozprawie doktorskiej
dotyczy aktualnie istotnych od strony medycznej zagadnien, w ktorych rozwiazaniu
biochemiczne badania podstawowe zrealizowane w pracy doktorskiej i/lub podobne odegraé
moga istotng rolg. Jednoczesnie doskonale wpisujg si¢ one w profil badan prowadzonych
i koordynowanych przez Promotora, dr hab. Tomasza Sledzifiskiego w kierowanej przez Niego

Katedrze i Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Ocena meryvtoryezna rozprawy:

Wspomniane powyzej 4 publikacje stanowig trzon rozprawy doktorskiej (Zataczniki
A —D). Ich kopie poprzedzone sa czgscig (38 stron), ktérej celem jest wprowadzenie czytelnika
w tematyke badan i uzasadnienie powodow ich podjecia (Wstep: 6 str., 2 rysunki; Cel: 1 str.)
oraz krotka charakterystyka wynikow i wyptywjace z nich konkluzje (Najwazniejsze wyniki:
12 str., 12 rysunkow; Wnioski: 1 str.). Uzupetnione zostaly rozdziatami stanowigcymi czesci
sktadowe klasycznej wersji pracy doktorskiej jak: Spis tresci (1 str.), Wykaz skrotéw (2 str.),
Wykaz prac wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej (1 str.), Streszczenie w j. polskim
1 Abstrakt w j. angielskim (2 str.), oraz Pi$miennictwo (8 str., 119 pozycji). Rozdziat
»Najwazniejsze wyniki” stanowi skondensowang wersj¢ prezentacji wynikéw zawartych
w opublikowanych pracach. Wszystkie rysunki w tym rozdziale oraz we Wstepie, z wyjatkiem
zamieszczonego w nim Rys. 2, do ktérego odnios¢ si¢ niezaleznie, zostaly opracowane —
co doktorantka odnotowata w ich podpisach — na podstawie rysunkéw zataczonych publikacii.
Rozdzial Pismiennictwo jest, co zrozumiate, czescig bibliografii, do ktdrej autorzy sie w nich
odwotuja.

Praca doktorska jest napisana czytelnie, a jej przestanie wyrazone we Wnioskach
nie budzi watpliwosci. Zapoznanie si¢ z wynikami pracy i ich interpretacjag pozwala rozpoznad

w doktorantce dobrze przeszkolong, wnikliwg oraz pracowita badaczke, ktéra jest



zorientowana w przedstawianych w rozprawie zagadnieniach, a takze biegle i w zasadzie

poprawnie operuje szeroka na ich temat wiedza.

Whnikliwe zapoznanie si¢ z rozprawa doktorska mgr Aleksandry Czumaj zmusza mnie
jednak, jako recenzenta, do sformutowania kilku uwag oraz zadania pytan, celem wyjasnienia
pewnych watpliwosci czy niejasnosci:

I/ po przeczytaniu czesci poprzedzajacej zalaczone publikacie, bedacej wprowadzeniem
do prezentowanych w nich zagadnier, odczutem pewien niedosyt z powodu braku chocby
krétkiej dyskusji. Mysle, ze pomimo szczegétowych dyskusji w kazdej z publikacji, a takze
komentarzy do wynikéw zawartych w rozdziale ,,Najwazniejsze wyniki”, spdjne, spajajace
klamra przeprowadzone badania, zaprezentowane wyniki i sugerowane wnioski cho¢by kroétkie
ich przedyskutowanie byloby bardzo =zasadne w ocenie osiagniecia jakim jest
bez watpienia na starcie kariery akademickiej zestaw prezentowanych prac,

2/ myslg, ze jesli doktorantka pokusila si¢ o napisanie takiego wprowadzenia, to réwniez
istotne dla dokonania wiasciwej oceny zastosowanego do badan warsztatu laboratoryjnego
byloby zamieszczenie listy technik/metod badawczych wykorzystanych przez nig w ramach
realizacji pracy doktorskiej,

3/ w rozdziale Wstep na str. 11 w akapicie znajdujacym sie pod Rycing 1 doktorantka uzywa
sformutowania: ,,.... FA pobierane przez hepatocyty mogg pochodzié z hydrolizy
triacylogliceroli (TAG) lub mogq to by¢ wolne, niezestryfikowane FA.” i w kolejnym zdaniu:
FA o krotkiej i Sredniej dlugosci lavicucha mogq byé wprowadzane do krwi bezposrednio
(bez inkorporowania ich do chylomikronéw).” Zabrakto mi krétkiego wzmiankowania,
ze w ich transportowaniu w ukladzie krazenia posredniczy albumina osocza krwi. Mam
wrazenie, ze doktorantka milczaco zaklada, iz czytelnicy posiadaja wiedze, ze kwasy
thuszczowe w krazeniu sg zwigzane z albumina, cho¢ jednoczesnie doé¢ szczegdtowo omawia
losy pochodzacych z diety diugotancuchowych FA,

4/ w tymze rozdziale znajduje si¢ na str. 12 Rycina 2, o ktérej wspominalem powyzej. Zawiera
ona informacje poprawnie przedstawione na Fig. 5 (zatacznik C, str. 9)i Fig. 4 (zatacznik
D, str. 349), ktére na omawiane] rycinie zostaly uzupelnione na lewej stronie schematu
o zaleznos¢ jaka nie byta ujeta na rysunkach wskazanych w publikacjach. Chodzi o relacje
pomigdzy acylo-CoA syntetyzowanymi w hepatocytach i acetylo-CoA, ktéry oczywiscie moze
z nich powstawa¢ oraz jego wykorzystaniem do syntezy kwaséw ttuszczowych i cholesterolu.
Ta czg$¢ schematu, czego nie ma na wskazanych schematach w pracach C i D, moze

sugerowac, ze zar6wno kwasy ttuszczowe, jak i cholesterol powstaja z acetylo-CoA bedacego



produktem przemian katabolicznych acylo-CoA. Nie ma w tym kontekscie stowa o glukozie
jako zasadniczym zrédle wegli, a takze wodoréw do syntezy kwaséw thuszczowych nie tylko
zresztg w watrobie, ale i w tkance thuszczowej. Acetylo-CoA pochodzgce z degradacji kwasow
tluszczowych shizy w watrobie gléwnie pozyskaniu energii lub w szczegdlnych
okolicznosciach syntezie ,,przetrawionej formy energii” jakg sg ciata ketonowe. Skoro kwas
thuszczowy trafia do watroby czy to z resztkowych chylomikronéw, czy poprzez uwolnienie
z albuminy nie mialoby sensu degradowanie go droga beta-oksydacji, aby nastepnie
natychmiast wykorzysta¢ zwrotnie do syntezy kwaséw tluszczowych czy cholesterolu.
Wiasciwy i uzalezniony od okolicznosci metabolicznych przebieg tych proceséw
zabezpieczajg liczne mechanizmy regulacyjne. Doskonale prezentuje czesé¢ z podniesionych
powyze] kwestii Fig. 1 w pracy autorstwa H. Shimano: SREBPs: physiology and
pathophysiology of the SREBP family (FEBS J., 2009, 276, 616-621). Rysunki
w opublikowanych pracach (Fig. 5, zatgcznik C i Fig. 4 zalacznik D) pokazujg jedynie
obecnos¢ acetylo-CoA jako prekursora do syntezy obu wspomnianych rodzajow lipidow,
kwasoéw ttuszczowych i cholesterolu, ale nie wskazujg na jego potgczenie z acylo-CoA
pochodzacym z utleniania kwasow thuszczowych i dlatego sg bez zastrzezen akceptowalne.
By¢ moze zamieszczenie choéby szczatkowej dyskusji na koficu czesci rozprawy
doktorskiej, poprzedzajacej kopie opublikowanych prac, pomoglaby odnie$¢ sie
do wskazanych tu watpliwosci 1 rozwianiu wszelkich niejasnosci. Odnosne dyskusje
sa prowadzone w publikacjach A, C i D, ale poodnosza one nieco inne aspekty regulacji
metabolizmu lipidéw, w tym na poziomie ekspresji gendw najwazniejszych enzymow szlakow
ich syntez poprzez nadal nie do korica wyjasniony i dyskusyjny udziat poszczegdlnych SREBP

czy rozmaitych wersji receptorow aktywatorow proliferacji paroksyzmoéw, PPAR.

Whiosek koncowy:

Podsumowujac, pragne stwierdzi¢, ze — pomimo wysunietych w recenzji uwag
krytycznych i komentarzy — dysertacja doktorska mgr Aleksandry Czumaj pt. ,, Zmiany
metabolizmu lipidéw w hepatocytach i adipocytach indukowane zaburzeniami profilu kwaséw
thuszczowych ™ prezentuje wyniki oryginalnych, znajdujgcych sie niekiedy — jak w przypadku
badan nad ekspresja leptyny czy rolg kwasu CPOA2H - na wstepnym etapie badan
przeprowadzonych z wykorzystaniem aktualnie stosowanych i powszechnie akceptowanych
metod badawczych biologii komoérki i molekularnej wspartych niezbednymi biochemicznymi
technikami analitycznymi. Przedstawione i przedyskutowane wyniki stanowig oryginalny

i trwaly wklad do nauki i otwierajg dalsze interesujgce obszary badawcze, co stanowi o ich



niezaprzeczalnej wartosci. Praca doktorska mgr Aleksandry Czumaj stanowi spdjne, dojrzale
opracowane dzielo, ktére prezentuje oryginalne rozwigzanie problemu badawczego
i wykazuje, Zze doktorantka posiada zadowalajaca wiedze w dyscyplinie naukowej bedacej
przedmiotem Jej zainteresowania, a takze umiejetnosé planowania i prowadzenia badan oraz
interpretowania i komentowania ich wynikow w $wietle dostepnej aktualnie literatury.
Stwierdzam, Ze przedtozona rozprawa spetnia wszelkie wymogi zwyczajowe, stawiane pracom
doktorskim, jak rdwniez warunki okre$lone w ustawie Prawo o Szkolnictwie Wyzszym
1 Nauce (art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r, Dz.U z 2018 t., poz. 1668 z pdzniejszymi
zmianami).

W mojej ocenie przedtozona praca w petni kwalifikuje doktorantke do dalszych etapow
przewodu doktorskiego, o co niniejszym wnosze do Rady Nauk Farmaceutycznych

Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
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Prof. dr hab. Piotr Laidler
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WNIOSEK O WYROZNIENIE PRACY DOKTORSKIEJ

Niniejszy zwracam si¢ z wnioskiem do Rady Nauk Farmaceutycznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o wyréznienie
przedmiotowej rozprawy doktorskiej.

Uzasadnienie:

Majac na uwadze walory merytoryczne dysertacji, a mianowicie:

1/ wykazanie po raz pierwszy z wykorzystaniem mieszaniny kwaséw ttuszczowych
wyekstrahowanych z osocza krwi 0sob dotknigtych przewlekta choroba nerek (PChN), wtym
nietypowego i rzadko wystepujacego w organizmie ludzkim kwasu 2-heksylo
cyklopropanooktanowego, ze wplywaja one na ekspresje enzymOw zaangazowanych w
lipogeneze w hepatocytach co prowadzi do zaburzenia profilu lipidowego w krazeniu ze
wszystkimi tego niekorzystnymi konsekwencjami,

2/ 'w znacznym stopniu pionierskie i otwierajace nowe obszary badawcze wyniki odnosnie
ekspresji leptyny w adipocytach wystawionych na dziatanie kompozycji i poszczegdlnych
sktadnikéw mieszaniny kwasow ttuszczowych charakterystycznych dla PChN,

3/ ewentualne implikacje odno$nie przysztych postepowan terapeutycznych majacych na celu
jego leczenie

wnioskuj¢ o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Czumaj.
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