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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Klaudii Sztolsztener pt.: ,,Wplyw zwigkszonej dostgpnosci kwasow

Huszczowych na metabolizm lipidow i rozwdj zapalenia w komorkach wqtroby”.

Watroba odgrywa kluczowg role w metabolizmie lipidéw oraz w regulacji homeostazy
energetycznej calego organizmu. To wlaénie rOwnowaga miedzy dokomoérkowym transportem,
utylizacja 1 eksportem kwasow ttuszczowych (FA), synteza lipidow oraz wydatkowaniem FA
w procesie (-oksydacji jest niezbgdna do zachowania prawidlowej czynnosci komorek
watroby. Wewnatrzkomérkowa zawarto$¢ lipidow regulowana w odpowiedzi na zwigkszona
zawarto$¢ FA w diecie sprzyja powstawaniu prostych zmian stluszczeniowych w watrobie.
Niektore z lipidow wywieraja dziatanie lipotoksyczne, prowadzac do uszkodzenia hepatocytow
w wyniku aktywacji procesu zapalnego lub zaburzen metabolicznych prowadzacych do
apoptozy i nekrozy. Zrédlem tluszczéw o dzialaniu lipotoksycznym jest dieta
bogatottuszczowa, szczegdlnie z duza zawartoscig dlugotancuchowych nasyconych kwasow
thuszczowych. W wyniku ich przemiany powstaje nadmiar stingolipidow, takich jak sfingozyna
czy ceramid, odktadanych w cytoplazmie hepatocytéw, posredniczacych takze w sterowaniu
szeregiem szlakow sygnalowych, ktére odgrywaja istotng rolg w patogenezie niealkoholowe;j
sttuszczeniowej choroby watroby (NAFLD) 1 jej progresji do niealkoholowego
sthuszczeniowego zapalenia watroby (NASH). Lipotoksyczno$¢ kwasow ttuszczowych i ich
metabolitéw sprzyja rozwojowi stresu oksydacyjnego i powstawaniu wolnych rodnikéw.
Wczesne zmiany w metabolizmie lipidow jakie zachodza w komoérkach watroby w odpowiedzi
na zastosowanie karmienia wysokotluszczowego wiaza si¢ synteza prozapalnych zwiazkow
lipidowych, takich jak kwas arachidonowy (AA). Potencjalne hamowanie procesu zapalnego
przez deksametazon moze mie¢ korzystny wpltyw na zahamowanie progresji choroby. Istotne

jest ustalenie szeregu zmian zachodzacych w metabolizmie lipidowym, jak réwniez momentu
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ich pojawienia si¢ po zadzialaniu czynnikow ryzyka, takich jak dieta bogatottuszczowa.

Stwierdzenie tego faktu moze mie¢ istotne znaczenie w diagnostyce i leczeniu NAFLD/NASH.

Przedstawiona do recenzji rozprawa ma forme opracowania komputeroﬁego w twardej
oprawie 1 liczy 101 stron. Zawiera kopie trzech artykutéw bedacych podstawa dysertacji. W
monografii przed rozprawg doktorska znajduje sig zyciorys i analiza bibliometryczna Autorki.
Dysertacja sklada si¢ z 14 rozdzialow poprzedzonych spisem treSci. Zawiera ona takze
streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim oraz 35 pozycji pisSmiennictwa. Rozprawa
doktorska oparta jest na trzech pracach oryginalnych. We wszystkich pracach Autorka jest
pierwszym autorem.

Wykaz prac stanowi jednoczes$nie Rozdzial 1. Sa to kolejnb:

1. Klaudia Sztolsztener, Adrian Chabowski, Ewa Harasim-Symbor, Patrycja Bielawiec,
Karolina Konstantynowicz-Nowicka. Arachidonic acid as an early indicator of
inflammation during non-alcoholic fatty liver disease development. Biomolecules 2020,
10(8):1133

2. Klaudia Sztolsztener, Karolina Konstantynowicz-Nowicka, Ewa Harasim-Symbor,
Adrian Chabowski. Time-dependent changes in hepatic sphingolipid accumulation and
PI3K/Akt/mTOR signaling pathway in a rat model of NAFLD. International Journal of
Molecular Sciences 2021, 22(22):12478

3. Klaudia Sztolsztener, Ewa Harasim-Symbor, Adrian Chabowski, Karolina
Konstantynowicz-Nowicka. The influence of dexamethasone on hepatic faity acids
metabolism and transport in human steatotic HepG2 cell line exposed to palmitate.
Biochemical and Biophysical Research Communications 2021, 585:132-138

Rozdzial 2 to wykaz skrotow.

We ,, Wstepie”, ktory stanowi Rozdzial 3 monografii, Autorka wprowadza czytelnika w
problematyke bedaca przedmiotem dysertacji. Rozdzial ten podzielony jest na pig¢ czgSci:
1. Transport kwasow tluszczowych 1 metabolizm lipidow w wqtrobie; 2. Metabolizm sfingoli-
pidéw w watrobie; 3. Szlak insulinowy PI3K/Akt/mTOR w watrobie; 4. Stan zapalny i stres
oksydacyjny w watrobie; 5. Rola deksametazonu w regulacji metabolizmu lipidowego
komérek watroby. Autorka omawia patofizjologie niealkoholowej stluszczeniowej choroby

watroby (NAFLD), skupiajac si¢ gtoéwnie na roli lipidow, ich transportu i metabolizmu, oraz
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zaburzen metabolicznych w rozwoju procesu zapalnego 1 stresu oksydacyjnego, ktore leza u
podstaw rozwoju choroby 1 sprzyjaja jej szybkiej progresji. Opisuje takze szczegdtowo role
deksametazonu w metabolizmie lipidow i jego potencjalny wplyw na rozwoj sthuszczenia i
przebieg choroby. Wstgp zbiera syntetycznie niezbedne informacje, ktore zdecydowanie
ulatwiaja zrozumienie i analiz¢ dalszej czgsci rozprawy doktorskie;j.

W Rozdziale 4 Autorka prezentuje cztery cele pracy:

1. Ocena zaleznoSci miedzy czasem trwania diety bogatotluszczowe] a stopniem
akumulacji kwasu arachidonowego, rozwojem stanu zapalnego i zmian oksydacyjnych
w watrobie,

2. Ocena zaleznosci migdzy czasem trwania diety bogatotluszczowe] a
wewnatrzwatrobowa akumulacja wybranych frake;ji sfingolipidowych,

3. Ocena =zalezno$ci miedzy czasem trwania diety bogatottuszczowej a stopniem
fosforylacji biatek ze szlaku insulinowego PI3K/Akt/mTOR w watrobie,

4. Ocena wplywu krotkotrwalej (16 h) oraz dlugotrwatej (40 h) ekspozycji ludzkich
komorek nowotworu watrobowokomorkowego na deksametazon, z uwzglednieniem
zmian w ekspresji transporterow kwasow thuszczowych, wybranych frakeji lipidowych
oraz aktywnoscig szlakow n-3 1 n-6 PUFA.

Cele te sa jasno sformutowane, pod katem ewentualnego wykorzystania uzyskanych wynikow
w nie tylko wyjasnieniu patogenezy, ale takze w odniesieniu do praktyki kliniczne;j.

Rozdzial 5 to ,,Material i metody”. W rozdziale tym doktorantka w sposéb bardzo
szczegolowy przedstawia informacje dotyczace zastosowanych modeli do$wiadczalnych i
metodyki badan. Opisuje metody uzyte do badania modelu zwierzgcego, komérkowego, oceny
histologicznej, analizy st¢zenia oraz sktadu kwasowego wybranych frakeji lipidowych w tkance
watrobowej, osoczu, komorkach HepG2 oraz medium poinkubacyjnym, analize ekspresji
bialek, szlakow metabolicznych 1 parametréw stresu oksydacyjnego. Omawia takze metody
statystyczne uzyte w obliczeniach. Badania zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem modelu
in vivo (watroba szczuréw karmionych dietg bogatotluszczowa przez okres 1, 2, 3, 41 5 tygodni)
oraz modelu in vitro (ludzkie komorki nowotworu watrobowokomérkowego poddane
ekspozycji na deksametazon i lub/palmitynian w dwéch punktach czasowych — 16 hi 40 h). W

modelu in vivo oznaczono zawarto$¢ kwasu arachidonowego w wybranych frakcjach
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lipidowych oraz zawarto$¢ poszczegdlnych sfingolipidow za pomoca odpowiednio
chromatografii gazowo-cieczowej (GLC) oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC). Dodatkowo, wykonano oznaczenia ekspresji bialek ze szlaku zapalnego oraz
sfingolipidowego metoda Western Blot. Parametry stresu oksydacyjnego oraz poziom
fosforylowanych biatek ze szlaku insulinowego oznaczono wykorzystujac komercyjnie
dostgpne kity kolorymetryczne, kity typu ELISA oraz zestaw do testow multipleksowych. W
modelu in vitro calkowitg zawarto$¢ lipidow oraz sfingolipidow oznaczono metodami GLC i
HPLC. Z kolei, ekspresje biatkowych transporterow kwaséw thuszczowych wykonano metoda
Western Blot.

W Rozdziale 6 Autorka omawia wyniki, ktdre uzyskala w badaniach stanowiacych
podstawe rozprawy. Z przeprowadzonych badan wynika, ze indukowane dieta
bogatotluszczowa sttuszczenie watroby prowadzi do akumulacji kwasu arachidonowego w
watrobie juz w pierwszym tygodniu od zastosowania karmienia do$wiadczalnego, a zmiany te
wspotwystepuja ze zwigkszona ekspresja cyklooksygenazy i lipooksygenazy. Procesowi
powstawania stanu zapalnego w watrobie towarzyszyt rowniez rozwoj stresu oksydacyjnego,
poprzez zmniejszenie zawartosci enzymow antyoksydacyjnych z jednoczesnym zwigkszeniem
stezenia produktéw peroksydacji lipidow. Ponadto, odnotowano nasilenie akumulacji
sfingozyny, sfinganiny i1 ceramidu, co posredniczylo w rozwoju i podtrzymaniu
insulinooporno$ci w watrobie szczuréw karmionych dieta bogatottuszczowa. W modelu in vitro
zaobserwowano istotng zalezno$¢ migdzy czasem ekspozycji a efektem wywotywanym przez
deksametazon. Krotkotrwala (16 h) inkubacja zwigkszyta ekspresje dokomorkowych
transporterow dla kwasow tluszczowych (tj. FABPpm). Wykazano réwniez, ze przedluzona
(40 h) inkubacja komdrek HepG2 z deksametazonem zwigkszyta aktywno$¢ antyzapalnego
szlaku n-3 wielonienasyconych kwasow tluszczowych oraz nasilita sekrecje kwasow
thuszeczowych do medium hodowlanego z jednoczesnym obnizeniem wewnatrzkomorkowej
zawartosci diacylogliceroli i triacylogliceroli.

W Rozdziale 7 Autorka zamieszcza ,,Wnioski” sformulowane na podstawie uzyskanych
wynikéw. Brzmig one nast¢pujaco:
1. Dieta bogatotluszczowa zwigksza wewnatrzwatrobowq akumulacj¢ bezposredniego

prekursora mediatoréw zapalnych, tj. kwasu arachidonowego, glownie we frakcji

ul. sw. Anny 12, 31-008 Krakow, tel. +48 12 370 43 00, +48 12 422 00 09

www.cm-uj.krakow.pl



UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
COLLEGIUM MEDICUM
W KRAKOWIE

fosfolipidow btonowych, juz w pierwszym tygodniu od rozpoczgcia karmienia
eksperymentalnego, a zmiana ta jest zintensyfikowana w kolejnych tygodniach
stosowania diety HFD.

Akumulacja kwasu arachidonowego (rozpoczynajgca si¢ juz w pierwszym tygodniu
stosowania diety bogatotluszczowej) oraz nasilona ekspresja COX-1 1 15-LO,
enzymow kontrolujacych synteze eikozanoidow i prostanoidéw (w trzecim tygodniu
karmienia HFD) korelujg z powstawaniem 1 nasileniem stanu zapalnego podczas
rozwoju NAFLD.

Dieta bogatotluszczowa utatwia rozwdj stresu oksydacyjnego w watrobie w wyniku
zmniejszenia zawarto$ci enzymdw antyoksydacyjnych oraz nasilenia procesow
peroksydacji lipidow, czego odzwierciedleniem jest wzrost st¢zenia MDA i 4-HNE
w homogenatach watroby.

Zwickszona akumulacja ceramidu w komorkach watroby, obserwowana w ostatnich
tygodniach diety HFD, wynika z nasilonej hydrolizy sfingomieliny oraz aktywacji
tzw. szlaku ratunkowego z jednoczesnym hamowaniem katabolizmu ceramidu.
Nasilona wewnatrzwatrobowa akumulacja SFO juz w pierwszym tygodniu
od rozpoczecia stosowania diety bogatottuszczowej nasila rozwdj insulinoopornosci,
aefekt ten jest potegowany w trzech ostatnich tygodniach karmienia
eksperymentalnego poprzez zwigkszone stgzenia SFA 1 CER, co wskazuje na to,
ze ceramid nie jest bezposrednia przyczyng rozwoju IR w komdrkach watroby.
Krotkotrwata ekspozycja na deksametazon zwigksza ekspresje dokomorkowych
transporterow dla kwasow tluszczowych, co sprzyja nasilonej akumulacji lipidow
we frakcjach TAG, DAG oraz CER w komorkach HepG2.

Dhugotrwatla stymulacja deksametazonem zwigksza sekrecje TAG i DAG do medium
hodowlanego, co ujawnia protekcyjne dzialanie DEX na rozwdj stluszczenia
w komérkach HepG2.

Jednoczesne zwiegkszenie aktywno$ci przeciwzapalnego szlaku n-3 PUFA 1
zmniejszenie aktywnosci prozapalnego szlaku n-6 PUFA we frakcjach TAG i DAG
komorek HepG2 wskazuje na ochronny wptyw deksametazonu na rozwdj zapalenia, co

istotnie ogranicza proces progresji NAFLD do NASH.
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Rozdzial 8, 9 i 10 stanowia kopie kolejnych trzech opisanych powyzej artykulow
oryginalnych, na podstawie ktorych oparta jest oceniana rozprawa doktorska.

Dysertacja zawiera streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim, ktore stanowig
odpowiednio Rozdzial 11 i 12.

Informacja o charakterze udzialu wspoétautorow w publikacjach wraz z szacunkowym
okresleniem ich wkladu procentowego oraz o$wiadczenia wspotautoréw prac umieszczone
zostaly w Rozdziale 13.

Rozdzial 14 ,,Bibliografia”, obejmuje 35 poprawnie, tematycznie dobranych pozycji
literaturowych.

Pomimo ciekawego i ambitnego celu badawczego, jaki Autorka postawila sobie w
rozprawie doktorskiej, duzego znaczenia praktycznego zaré6wno w zakresie nauk
podstawowych jak i klinicznych pracy oraz poprawnosci jezykowej z obowiazku recenzenta
pozwolg sobie na kilka uwag dotyczacych dysertacji.

Uwagi merytoryczne

1. Autorka w swojej rozprawie doktorskiej nie przeanalizowata niektérych ograniczen, ktore -
mogly mie¢ wptyw na uzyskane wyniki. Naleza do nich m. in. stosunkowo mata grupa
badanych szczurow. Bez watpienia ograniczeniem prac jest stosunkowo wczesna ocena
zmian w przebiegu wywolanej dietg bogatothuszczowa zmian w przebiegu NAFLD. Nalezy
pamigtac, ze w wigkszosci przypadkow NAFLD jest chorobg o stosunkowo wolnej
progresji i powolnym rozwoju wioknienia. Widknienie jest podstawowym czynnikiem
rokowniczym u pacjentow z NAFLD/NASH. Wplywa ono nie tylko na ryzyko powiktan
watrobowych 1 pozawatrobowych oraz ryzyko zgonu, ale takze $cisle wigze si¢ z rozwojem
zaburzen metabolicznych. Nasilenie wioknienia jest zwiazane ze zwigkszeniem
insulinoopornos$ci, co znacznie upo$ledza metabolizm FA. W przedstawionych pracach

Autorka nie stwierdza obecno$ci wtdknienia w analizowanych watrobach. Brak wioknienia

wynika zapewne ze stosunkowo krétkiego trwania choroby sthuszczeniowej u badanych

zwierzat. Analizuje jedynie obecnoéé zapalenia, stluszczenia i obecno$¢ hepatocytow

balonowatych. Wydaje sig, ze Autorka powinna zwroci¢é uwage na brak wloknienia w

watrobie, co moze mie¢ wptyw na jednoznaczng interpretacj¢ wynikow i uzyskane wnioski

oraz bez watpienia utrudnia porownanie z modelem ludzkim NAFLD.

ul. $w. Anny 12, 31-008 Krakdw, tel. +48 12 370 43 00, +48 12 422 00 09

www.cm-uj.krakow.pl



UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
COLLEGIUM MEDICUM
W KRAKOWIE

W pierwszej pracy bedacej podstawa doktoratu Autorka w metodyce dotyczacej analizy
histopatologicznej podaje, ze do rozpoznania NAFLD uzyto NAFLD activity score (NAS).
Do rozpoznania i oceny NAFLD w badaniach histopatologicznych uzywa sie skal
poétilosciowych oceniajacych stopien stluszczenia, stopien zapalenia srodzrazikowego, ilos¢
hepatocytéw balonowatych i zasieg wioknienia. Natomiast NAS okreslany jest w celu
rozpoznania NASH i opiera si¢ na sumie punktow oceniajacych aktywno$¢ zapalna, stopien
sttuszczenia i ilo$¢ hepatocytéw balonowatych. Zatem NAS nie jest potrzebny do

rozpoznania NAFLD, a wystarczy jedynie obecno$¢ sthuszczenia w >5% hepatocytow.

W Rozdziale 6 ,,Wyniki” Autorka w przedstawia uzyskane wyniki w sposéb opisowy. Ze
wzgledu na ilo$¢ wynikow 1 wiele punktéw czasowych époséb taki jest bardzo mato
przejrzysty i utrudnia interpretacje. Mimo, iz w dalszej czgsci doktoratu zalaczone sa prace
z wykresami, wydaje si¢, ze dla latwiejsze] interpretacji wynikéw 1 analizy prac
oryginalnych lepsze byloby przedstawienie najistotniejszych wynikow w postaci rycin,
wykresow badz tabel. Brak takze krotkiego podsumowania uzyskanych wynikow, ktore

pozwoliloby na latwiejszg interpretacje 1 ocene przedstawionych wnioskow.

Autorka formutuje cztery cele pracy. W odpowiedzi na te cele przedstawia natomiast osiem
wnioskéw. Ilos¢ wnioskéw powinna odpowiadaé ilosci celow, a ich tre$¢ $cisle i
precyzyjnie odpowiadac celom badania. W analizowanej pracy przedstawione wnioski nie
odpowiadaja wszystkim celom. Wniosek 1. 1 2. odpowiadaja celowi 1. Wniosek 6-8
odpowiadaja celowi 4. Czgéciowa odpowiedZ na cel 2. zawarta jest we wniosku 1. Brak
wniosku, ktory odpowiadalby celowi 3. Wnioski 3-5 stanowig podsumowanie wynikéw i

nie stanowia odpowiedzi na cele badania.
Autorka uzywa nazwy czynnik jadrowy kf, a prawidlowa forma to czynnik jadrowy xB.

Przedstawione powyzej uwagi nie umniejszaja jednak warto$ci merytorycznej pracy, jak

rowniez mozliwosci wykorzystania wynikow w rozwoju nauk podstawowych i praktyce

klinicznej. Reasumujac uwazam, ze przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr

Klaudii Sztolsztener pt.: ,,Wplyw zwiekszonej dostgpnosci kwasow tluszczowych na

metabolizm lipidow i rozwdj zapalenia w komorkach wqtroby” w sposoéb klarowny i

przejrzysty analizuje wplyw nadmierne;j ilo$ci kwasow tluszczowych, lipotoksycznosci i stresu
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oksydacyjnego na rozwoj NAFLD 1 procesu zapalnego, ze szczegélnym uwzglednieniem
wplywu prekursora prozapalnych zwigzkow lipidowych, jakim jest kwas arachidonowy.
Analizuje takze potencjalny protekcyjny wplyw dobrze znanego leku — deksametazonu na
rozw(¢] zmian zapalnych, co moze miec¢ potencjalne znaczenie w leczeniu i zapobieganiu
progresji choroby. Uzyskane wyniki stanowig istotne uzupetnienie stanu wiedzy w tym
obszarze 1 mogg by¢ przydatne w rozwoju badan nad NAFLD. Zwracaja uwage na bardzo
wczesne wystgpowanie zmian histopatologicznych w zdrowej watrobie, ale takze szybki
rozw(] zaburzen metabolicznych po zadziataniu czynnikow lipotoksycznych.

Autorka dysertacji wykazala si¢ skrupulatno$cia, wnikliwo$cig i rzetelnoscia, jak rowniez
bardzo dobra znajomoscia warsztatu badawczego i obecnego stariu wiedzy.

Biorge pod uwage powyzsze, iak rowniez fakt, iz praca spetnia wszystkie warunki okreslone
w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (t.j. Dz. U. z
2021 r., poz. 478), zwracam si¢ do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku

o dopuszczenie Autorki, mgr Klaudii Sztolsztener do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dr hab. n. med. Michat Kukla, prof. UJ

ickeals oledta
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