Recenzja pracy doktorskiej mgr Klaudii Sztolsztener pt.

Wplyw zwiekszonej dostepnosci kwasow tluszczowych na

metabolizm lipiddw i rozwoj zapalenia w komérkach

watroby”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska zostata
wykonana w Zakfadzie Fizjologii Woydziatu Lekarskiego
z Oddziatem  Stomatologii  Uniwersytetu = Medycznego
w Biatymstoku, promotorem pracy byt Pan prof. dr hab. Adrian
Chabowski, promotorem pomocniczym Pani dr med. Karolina
Konstantynowicz-Nowicka.

Do rozprawy doktorskiej zostaty wigczone trzy prace oryginalne
opublikowane w prestizowych czasopismach, m.in. International
Journal of Molecular Sciences (IF=5,923) o tgcznym IF=13,580,
warto$¢ punktacji MNiSW: 340.

Rozprawa doktorska podzielona zostata klasycznie i przejrzyscie
na rozdzialy: wstep, cele pracy, materiaty i metody, wyniki,
wnioski, streszczenia oraz wigczone do dysertacji prace

oryginalne.

Tematem pracy doktorskiej byto okreslenie wptywu diety
bogatottuszczowej na zmiany zapalne w watrobie. Problem

zmian sttuszczeniowych watroby od wielu lat stanowi
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przedmiot badan gastrenterologii doswiadczalnej z wykorzystaniem zaréwno modeli
zwierzecych jak i in vifro z uzyciem komercyjnie dostepnych linii komérkowych.
Literatura tematu jasno stanowi, iz nasilona akumulacja lipidéw w watrobie jest
gtdbwnym czynnikiem rozwoju zmian sttuszczeniowych w przebiegu niealkoholowego
sttuszczenia tego narzadu. Dodatkowo lipidy te ulegajgc procesowi estryfikaciji
przeksztatcajg sie w lipotoksyczne mediatory prowadzgce m.in. do rozwoju
insulinoopornosci.

W swojej pracy doktorskiej Doktorantka prowadzita badania in vivo (watroba
szczurdw, u ktorych stosowano diete bogatottuszczowa) oraz w modelu in vitro (linia

ludzkich komérek raka watrobowokomérkowego HepG2).

Celami przeprowadzonych badan byto:

1. Ocena zaleznosci czasowej diety bogatottuszczowej a rozwojem szeroko
pojetego stanu zapalnego watroby.

2. Ocena zaleznosci czasowej pomiedzy dtugoscia diety bogatottuszczowej oraz
wewnatrzwatrobowg akumulacjg wybranych frakcji sfingolipidowych.

3. Okreslenie zaleznosci pomiedzy czasem trwania diety bogatottuszczowej a
stopniem fosforylacji wybranych biatek szlaku insulinowego w watrobie.

4. Ocena krétko- i dtugotrwatej ekspozycji ludzkich komoérek raka

watrobowokomérkowego na deksametazon.

W modelu in vivo oznaczona zostata zawarto$¢ kwasu arachidowego wybranych w
frakcjach lipidowych oraz zawarto$¢ poszczegolnych sfingolipidow. W tym celu
zastosowano metode chromatografii gazowej i cieczowej (GLC) oraz wysokosprawne;j

chromatografii cieczowej ( HPLC).



Ponadto wykonano oznaczenie ekspresji biatek szlaku zapalnego oraz
sfingolipidowego metodg Western blot. Parametry stresu oksydacyjnego biatek ze
szlaku insulinowego oznaczono metodg Elisa oraz zestawem testéw multipleksowych.
W modelu in vitro catkowitg zawarto$c¢ lipidow oraz sfingolipidéw oznaczano metodami
GLC i HPLC. Ekspresje biatkowych transporterow kwasow ttuszczowych zbadano
metodg Western blot.
Doktorantka wykazata w swoich badaniach, ze sttuszczenie watroby indukowane dieta
bogatottuszczowg prowadzi do akumulacji w tym narzadzie kwasu arachidowego juz
w pierwszym tygodniu karmienia doswiadczalnego. Powyzsze zmiany wspotdziataja
ze zwiekszong ekspresja cyklooksygenazy i lipooksygenazy. Procesowi powyzszemu
towarzyszyt réwniez rozwo] stresu oksydacyjnego w komérkach. Dodatkowo
wykazano nasilenie akumulacji sfingolizyyny i ceramidu w watrobie szczuréw
karmionych dietgbogatg ttuszczowg - co towarzyszyto insulinoodpornosci. W modelu
in vitro wykazano istotng zaleznos¢ pomiedzy czasem ekspozycji komérek linii HepG2
na deksametazon a efektem wywotanym przez to leczenie. Krotkotrwata (16 h)
inkubacja ze sterydem zwiekszata ekspresje dokomaérkowych transporteréw kwaséw
ttuszczowych. Doktorantka wykazata réwniez, ze przedtuzona inkubacja komorek raka
watrobowokomorkowego z deksametazonem zwiekszata aktywnos¢ anty - zapalnego
szlaku n -3 wielonienasyconych kwasow ttuszczowych z jednoczesnym obnizeniem
wewnatrz komérkowej zawarto$ci diacylogliceroli i triacylogliceroli. Wyniki powyzsze
Swiadczg o ochronnym dziataniu deksametazonu dopiero w przedtuzonym czasie
inkubacji z komorkami HepG2.

We wnioskach Doktorantka podkreslita potencjalne korzysci terapeutyczne z
zastosowania deksametozonu w procesie zapobiegania stanoéw zapalnych komoérek

nowotworowych watroby, co istotnie ogranicza proces progresji NAFLD do NASH.



Na szczego6lng pochwate zastuguje staranne przedstawienie szlakow
metabolocznych w watrobie, np. insulinowego P13K/Akt/mTOR 2z licznymi
odwotaniami do pismiennictwa oraz dotychczasowego stanu wiedzy na role
deksametazonu w regulacji metabolizmu lipidowego komérek watroby.

W celu dokonania analizy statystycznej Doktorantka postuzyta sie
standardowym programem Prism oraz Statistica 10.

Uwazam, ze temat badan Doktorantki jest wazny, gdyz problem
niealkoholowego stanu zapalnego watroby z progresja do niealkoholowego
sttuszczenia watroby jest w dalszym ciggu nie do kohca rozwigzany i brak jest
skutecznego leczenia przyczynowego. Biorgc pod uwage coraz wiekszg liczbe
chorych poszukiwanie skutecznego hamowania progresji zmian zapalnych jest jak
najbardziej zasadne. Waznym wynikiem uzyskanym przez Doktorantke jest
udowodnienie protekcyjnego dziatania deksametazonu na komorki watrobowe w
przebiegu stresu oksygenacyjnego. W moim przekonaniu warto by byto pokusi¢ sie o
zastosowanie tego leczenia w modelu in vivo zmian zapalnych watroby u szczuréw
karmionych dieta bogatottuszczowa oraz u zwierzat otytych.

W mojej ocenie w recenzowanej pracy mozna by byto rozszerzyé grupy
badawcze w obu modelach celem porownania efektéw deksametazonu np. z
inhibitorami COX w obu modelach. Ponadto mozna by byto rozwazy¢ prébe oceny
wplywu wysitku fizycznego wsréd badanych grup zwierzat na zmniejszenie
niekorzystnego wptywu diety bogatottuszczowej na komorki watroby szczuréw.
Powyzsze uwagi nie zmieniajg jednak faktu, iz przedstawiona mi do oceny praca
spetnia wszystkie formalne wymogi konieczne dla pracy doktorskiej.

Na uwage zastuguje starannie dobrane piSmiennictwo zawierajace

najwazniejsze i kluczowe dla tematu publikacje.



Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska
spetnia wszystkie warunki ustawowe stawiane pracom doktorskim i wnosze do Senatu
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie mgr Klaudii Sztolsztener do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

L
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