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Informacje ogélne

Podstawg ubiegania si¢ mgr Agnieszki Kij o stopien naukowy doktora jest monografia
zatytutlowana ,,Ocena profilu eikozanoidow w zwierzecych modelach dysfunkcji srédbtonka
naczyniowego”, powstata pod kierunkiem dr hab. Maria Walczak, prof. UJ z udziatem dr
Kamila Kusia jako promotora pomocniczego.

Rozprawa doktorska zawiera 157 stron 1 sktada si¢ z: informacji o finansowaniu projektu
bedacego podstawg dysertacji, streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim, wstepu bedacego
wprowadzeniem do aspektu biologicznego 1 analitycznego tematu, celu pracy, opisu
zastosowanej metodologii, wynikow, ich dyskusji, wnioskow, bibliografii sktadajacej sie¢ z 161

pozycji, spisu tabel (19)1rycin (42) oraz wykazu skrotow.

Ocena rozprawy doktorskiej

Rozprawa jest skonstruowana w sposob estetyczny i przejrzysty. W pracy nie znaleziono
btedow stylistycznych, interpunkcyjnych, ortograficznych lub gramatycznych. Jedynie w spisie
literatury zauwazono pewng niekonsekwencje w przytaczaniu nazw czasopism spowodowang
najprawdopodobniej stosowaniem jednego z programéw do automatycznego wprowadzania
referencji, a ktore niestety czesto wprowadzajg btedy edytorskie (np. w pozycji 72 znajduje si¢
skrot Breast Cancer Res., a zaraz za nim petna nazwa Breast Cancer Research). Streszczenie
stanowi dobrg syntezg tematu odzwierciedlajagcg poszczegolne czesci rozprawy podkreslajac
najwazniejsze informacje opisane w szczegdétach w kolejnych rozdziatach rozprawy. Czgsé
teoretyczna wprowadza czytelnika w temat eikozanoidéw jako zwigzkéw o szerokich
funkcjach biologicznych, pokazujac réwniez ztozono$¢ tej grupy zwigzkéw pod katem
biosyntezy 1 metabolizmu. Doktorantka wspomina nawet o ,,eitkozanomice” czyli nowej galezi
lipidomiki, rozwijajacej si¢ niezaleznie wlasnie ze wzgledu na réznorodnos¢ biochemiczng tej

grupy zwigzkOw oraz wyzwania zwigzane z ich analiza. Druga cze¢$¢ wstepu stanowi



syntetyczny przeglad technik analitycznych stosowanych w analizie eikozanoidow,
potwierdzajacy ztozonos¢ problemu. Bardzo dobre podsumowanie wad 1 zalet poszczegdlnych
technik, tj. ELISA, GC-MS/MS 1 UPLC-MS/MS zostalo przedstawione w Tabeli 1.4.

Kolejng czescig dysertacji jest Cel pracy, pod ktorym miesci si¢ kilka zalozen, z czego
gldwnymi s3 opracowanie 1 walidacja metod analitycznych do oznaczania stg¢zenia
eikozanoidow w probkach biologicznych oraz ich zastosowanie do oceny profilu wybranych
przekaznikow lipidowych z réznych szlakoéw metabolizmu kwasu arachidonowego, w trzech
zwierzecych modelach dysfunkcji $rédbtonka naczyniowego. Zaprezentowany cel pracy
sygnalizuje szeroki zakres pracy wlozonej w realizacj¢ tak ambitnych zatozen, co zreszta
znajduje potwierdzenie w dalszych czes$ciach rozprawy, jak cho¢by juz kolejnym rozdziale pt.
Material 1 metody. Po zapoznaniu czytelnika z zastosowanym zapleczem instrumentalnym,
wykorzystanymi materiatami i odczynnikami oraz metodyka Autorka opisuje mysie modele
wykorzystane do badan, warunki bytowe i1 przedstawia numery zgoéd wlasciwych Komisji
Etycznych. Nastgpnie przedstawione zostajg materiaty biologiczne uzyte do badan, warunki ich
poboru (probki rzeczywiste) lub przygotowania (matryce zastepcze), przechowywania oraz
opis warunkow prowadzonej hodowli komorkowej linii 4T 1 wykorzystanej nastgpnie w mysim
modelu przerzutujgcego raka sutka. W kolejnych podrozdzialach Pani mgr Agnieszka Kij
precyzyjnie opisuje wszystkie kroki zwigzane z preparatyka probek, wykorzystane metody
analityczne oraz zastosowang walidacj¢ opracowanych metod definiujac poszczegodlne
parametry zawarte w tejze walidacji. Wlasnie takie szczegotowe 1 krytyczne, jak nastepnie
pokazuje dyskusja wynikow walidacji, podejscie do aspektu opracowania metodyki warte jest
podkreslenia, gdyz pokazuje zrozumienie waznoS$ci tego etapu prac 1 jego wpltywu na wyniki
badan wlasciwych probek, a tym samym interpretacj¢ biologiczng uzyskanych wynikow i
dowodzi wysokiej jakosci przeprowadzonych badan. Kolejnym punktem tego rozdziatu jest
przedstawienie zastosowanych w pracy zwierzecych modeli dysfunkcji $rodblonka
naczyniowego. W poszczegolnych opisach wywotywania konkretnego efektu biologicznego
brak jest odniesien do literatury, co wskazywaloby ze zostaly one opracowane przez
Doktorantk¢/zespot naukowy w ktorego sklad wchodzita Doktorantka. Jesli metodologia
doswiadczenia zostala zapozyczona z literatury nalezaloby umie$ci¢ w tym miejscu
odpowiednie referencje, jesli jest to koncepcja wlasna sugerowatabym wprowadzenie
odpowiedniego stowa komentarza. Wyjatek stanowi mysi model nadcis$nienia tetniczego krwi
wywolany przez angiotensyne II, ktorego opis jednoznacznie wskazuje na fakt opracowania
tego modelu przez naukowcoOw osrodka z Uniwersytetu Potudniowej Danii, gdzie Doktorantka

przebywala w ramach programu Erasmus wykonujac badania do niniejszej pracy. Jedynym
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mankamentem ktorego mozna si¢ doszuka¢ w tej czesci pracy jest brak podania liczby
osobnikdéw w poszczegolnych grupach w poszczegdlnych modelach doswiadczalnych;
informacja ta znajduje si¢ dopiero przy opisie wynikow eksperymentéw. Poza tym drobnym
niedociggnigciem opisy sa bardzo przejrzyste, podzial na grupy w odpowiednich modelach
czytelny 1 zrozumiaty. Pierwsze pytanie, ktore nasuwa mi si¢ przy tej czesci pracy wigze si¢ z
podaza substancji w wodzie 1/lub pokarmie, mianowicie trudno jest kontrolowa¢ dawki przyjete
przez poszczegdlne osobniki oraz metode normalizacji wynikajacych z tego roéznic. W jaki
sposoOb ten problem zostal zaadresowany? Kolejne pytanie dotyczy doboru szczepow w modelu
niedoboru tlenku azotu wywotanym przez L-NAME (C57BI1/6) oraz modelu przerzutujgcego
raka sutka wywotanego inokulacjg komoérek nowotworowych linii 4T 1(Balb/c). Szczepy Balb/c
1 C57Bl/6 s3g czesto stosowane naprzemiennie jako jedne z najpopularniejszych w badaniach
biomedycznych. Czy Doktorantka potrafi wyjasni¢ czym podyktowany byl wybor tych réznych
szczepoOw w poszczegolnych modelach?

W kolejnym podpunkcie rozdziatu poswieconemu metodyce badan Pani mgr Kij przedstawia
testy statystyczne, ktorymi postuzyta si¢ w opracowaniu wynikow przeprowadzonych analiz.
Rozpoczecie analiz od sprawdzenia rozktadu i jednorodno$ci wariancji, a nast¢pnie dobranie w
zaleznosci od wynikow tych testow odpowiednich metod parametrycznych lub
nieparametrycznych do oceny znamienno$ci statystycznej, pokazuje $swiadome podejscie
Autorki do analizy 1 interpretacji wynikéw. Doktorantka, zgodnie z ogdlnie ustanowionymi
kryteriami przyjeta warto$¢ p<<0.05 za granicg znamiennosci statystycznej. Ostatnio pojawia si¢
coraz wiecej glosow 1 publikacji naukowych stwierdzajacych, ze wartos¢ ,,p”” nie powinna by¢
stosowana tak restrykcyjnie jak dotychczas i1 ze nalezy stara¢ si¢ bardziej wykorzystywac
wiedze biologiczna a priori, co ma pomdéc w uzyskiwaniu informacji istotnych, a
niejednokrotnie pomijanych wiasnie ze wzglgedu na wartos¢ p>0.05. Czy Doktorantka moze si¢
ustosunkowac¢ do takiego stwierdzenia?

Kolejng czgs¢ pracy stanowi przedstawienie wynikow z przeprowadzonych badan. Pierwsze
dane dotycza jednoczesnego oznaczania metabolitow PGI2 oraz TXA2 w osoczu 1 moczu
myszy. Kolejno w tresci, rycinach 1 tabelach znajduja si¢ informacje dotyczace
przygotowanych metod UPLC-MS/MS oraz wyniki walidacji metod. Walidacje, ze wzgledu na
endogenny charakter badanych zwigzkow przeprowadzono w matrycach zastepczych
(sztucznym osoczu 1 moczu) z wyjatkiem oceny efektu matrycy, ktéry to parametr zostat
oceniony takze w matrycach rzeczywistych. Nastgpnym elementem tego rozdziatu jest opis
wynikéw opracowania 1 walidacji metody jednoczesnego oznaczania eikozanoidoéw z réznych

szlakobw metabolizmu kwasu arachidonowego w osoczu oraz homogenatach ptuc myszy.



Przedstawienie wynikéw jest analogiczne do wczesniejszego punktu pracy, a same dane
rowniez wskazuja na poprawnos¢ przygotowania metody. Na wyrdznienie zastluguje bardzo
staranna analiza merytoryczna uzyskanych wynikéw walidacji 1 poprawne wyciagnigcie
wnioskOw, co zostalo przedstawione w sposob spdjny 1 czytelny w postaci krotkiego
podsumowania na koncu sekcji 4.1. Wyniki walidacji wszystkich metod spetniajg ogolnie
przyjete kryteria 1 charakteryzujg si¢ szerokim zakresem liniowosci 1 niskg granicg
oznaczalnosci. Jedynym wskazanym przez Autorke punktem metody niespetniajagcym
wspomnianych kryteriow jest znaczacy efekt matrycy wystepujacy w przypadku probek
rzeczywistych. Takie zjawisko znacznie utrudnia, a niejednokrotnie uniemozliwia ilosciowg
analize¢ danych. Czy Pani Magister moze wskaza¢ metody pozwalajace zminimalizowaé efekt
matrycy i skomentowa¢ wpltyw tego zjawiska na otrzymane wyniki swojej pracy?

Sekcja 4.2 dotyczy opisu uzyskanych wynikéw doswiadczen przeprowadzonych na modelach
mysich. Nalezy podkresli¢, ze cho¢ gtownym celem pracy byta ocena profilu eikozanoidow w
zwierzecych modelach dysfunkcji $rodblonka naczyniowego na podstawie metod
opracowanych przez Autorke niniejszej dysertacji, jednak w celu umozliwienia
przeprowadzenia poprawnej interpretacji wynikOw badania rozszerzono o dodatkowe
oznaczenia i testy

W mysim modelu niedoboru tlenku azotu wywotanym przez L-NAME oceniono funkcje
srodbtonka naczyniowego, aktywno$¢ plytek krwi, stezenie eikozanoidéw powstajacych z
udziatem COX oraz stgzenie MNA 1 jego metabolitow. Oceniono rowniez wplyw
farmakologicznej modulacji funkcji $rodbtonka naczyniowego przez MNA na mierzone
mediatory u myszy z zahamowang syntazg NO. W mysim modelu nadci$nienia tetniczego krwi
wywolanym przez angiotensyne II, wykonano pomiary ci$nienia tetniczego krwi oraz oceniono
rozwoj dysfunkcji srédbtonka naczyniowego 1 stezenie eikozanoidow powstajacych z udziatem
COX, LOX 1 izoenzymow CYP450. Oceniono takze wplyw farmakologicznej modulacji
funkcji srédbtonka naczyniowego poprzez zastosowanie dabigatranu hamujgcego trombing na
ci$nienie t¢tnicze krwi oraz st¢zenie eikozanoidow u myszy z nadci$nieniem tetniczym krwi.
W mysim modelu przerzutujacego raka sutka wywotanym inokulacja komorek
nowotworowych linii 4T1 oceniono progresje choroby, rozwoj ogdlnoustrojowego stanu
zapalnego, funkcje srodbtonka naczyniowego oraz stgzenie eikozanoidow powstajacych z
udziatem COX, LOX, izoenzymow CYP450 oraz reakcji nieenzymatycznych. W modelu tym
oceniono rowniez wplyw zahamowania syntazy NO przez L-NAME na rozw9j raka sutka i jego

przerzutowos$¢ oraz stezenie eikozanoidow u myszy z wywotanym nowotworem.
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Mimo duzej liczby zamieszczonych rycin i tabel, co podyktowane jest bardzo duza iloscig
uzyskanych danych, wprowadzona struktura 1 forma przedstawianych rezultatow jest czytelna
1 umozliwia latwe poruszanie si¢ czytelnika po opisywanych zagadnieniach. Kazdy z
fragmentow dysertacji opisujagcy wyniki do$wiadczen przeprowadzonych na konkretnym
modelu opatrzony jest syntetycznym, przedstawionym w punktach podsumowaniem
najwazniejszych obserwacji, ktoére w kolejnym rozdziale sa punktem wyjscia do dyskusji.

Dyskusja wynikow zaré6wno w aspekcie analitycznym jak i biologicznym przeprowadzona
zostata poprawnie. Autorka odniosta si¢ do wynikéw opisanych w literaturze uzyskanych
innymi metodami np. przy zastosowaniu ekstrakcji do fazy statej (SPE). Punktem w tym
fragmencie dyskusji ktérego zabraklo, a ktory bylby istotny ze wzgledu na problem z efektem
matrycy zaobserwowanym w wynikach walidacji, byt brak informacji o wiekszej selektywnosci
metody SPE, co moze przetozy¢ si¢ wlasnie na obnizenie efektu matrycy. Efekt matrycy
wspomniany w kolejnym akapicie dyskusji w aspekcie matryc zastgpczych, gdzie Doktorantka
podkreslata trafny wybodr sztucznych matryc: ,,Tak wysokie [%MEA] wynikaty z wysokich
stezen endogennych tych eikozanoidéw i doskonale uzasadnity zastosowanie sztucznych
matryc, w procesie walidacji opracowanych metod, z zastosowaniem techniki UPLC-MS/MS”.
Na efekt matrycy zdecydowanie wptywaja nie tylko eikozanoidy bedace celem analizy, ale
wiele innych zwigzkéw pozostajacych w probcee, np. fosfolipidy, ktore kumulujg si¢ z czasem
w systemie UPLC-MS/MS wplywajac negatywnie na wyniki pomiarow. Z tego wiasnie
wzgledu alternatywne metody preparatyki tj. SPE moga przyczyni¢ si¢ do oczyszczenia
ekstraktow 1 obnizenia ww. efektu. Oczywiscie, kazda z metod ma swoje plusy 1 minusy 1 wybor
konkretnej strategii musi wynika¢ z postawionego celu badan, lecz nalezy by¢ swiadomym
roznic mi¢dzy poszczeg6lnymi technikami. W odniesieniu do tego wtasnie zagadnienia, skoro
walidacja przebiegla pomyslnie dla probek sztucznej matrycy, a wykazywata w niektorych
przypadkach bardzo wysoki efekt matrycy w rzeczywistych probkach, prosze o komentarz na
ile miarodajne wg Doktorantki sg wyniki oznaczen stgzen w probkach biologicznych 1 czy np.
mozliwym jest, ze czg$¢ obserwowanej zmiany poziomu eikozanoidow jest wynikiem efektu
matrycy? Z kolei bardzo trafnym byto wyjasnienie zastosowanego podejscia w odniesieniu do
analizy formy zestryfikowanej, wolnej 1 stezenia catkowitego badanej grupy zwigzkow. Jesli
chodzi o stabilno$¢ eikozanoidow, to oczywiscie byla ona oceniana w ekstraktach. Ich
niestabilno$¢ natomiast, moze manifestowac si¢ juz na poczatku procesu analitycznego czyli w
momencie pobrania i preparatyki. Poniewaz w metodyce opisujacej ten etap prac nie ma
odniesienia do literatury, ktéra zawieralaby takze informacje na temat ewentualnego rozktadu

pewnych zwigzkéw z badanej grupy prosz¢ o komentarz czy zastosowana strategia prezerwacji



materiatu w trakcie jego obrobki zostata zapozyczona z literatury czy byta opracowana przez
Doktorantke. W przypadku pracy tworczej prosz¢ skomentowaé czy Autorka znalazta w
literaturze fachowej informacje o stabilno$ci oznaczanych przez Nig zwigzkow np. w trakcie
wirowania osocza w zastosowanych warunkach czy dobowej zbidrki moczu, homogenizacji

tkanki ptucnej czy preparatyki aorty.

Przedstawiona w kolejnych sekcjach dyskusji interpretacja biologiczna wigzaca uzyskane
zmiany profilu eikozanoidéw z mechanizmami prowadzacymi w poszczeg6lnych modelach
mysich do dysfunkcji §rodbtonka byta przeprowadzona w sposdb merytoryczny i poparta
faktami z doniesien naukowych. Autorka wykazata jak zaobserwowane zmiany
poszczegdlnych szlakow eikozanoidow wpisujg si¢ w dotychczas poznang wiedze na temat
uszkodzenia funkcji srodbtonka na skutek niedoboru tlenku azotu. Solidny przeglad literatury
w zestawieniu z krytycznym podej$ciem do uzyskanych wynikéw pozwolil na postawienie tezy
o niezaleznym od COX-2 dziataniu egzogennego MNA przyczyniajacego si¢ do poprawy
funkcji §rdédblonka naczyniowego poprzez zwigkszenie biodostgpnosci NO oraz hamowanie
aktywnosci plytek krwi. Z kolei profilowanie eikozanoidow w mysim modelu nadcisnienia
tetniczego krwi wywolanym przez angiotensyne¢ II umozliwito stwierdzenie poprawy funkcji
srodblonka pod wptywem zastosowanego inhibitora trombiny i wskazanie biorgcych w niej
udziat mechanizmow, a takze wykluczenie wplywu tego inhibitora na ci$nienie krwi. Wartym
podkreslenia jest fakt, iz wysnute wnioski byly mozliwe dzigki obserwacjom stezenia
catkowitego pewnych eikozanoidow (HETE, EET, DHET), a poziom formy wolne; w
przypadku HETE nie wykazywal podobnego trendu. W moim odczuciu, oprocz spekulacji na
temat podtoza biologicznego tego zjawiska warto wzig¢ pod uwage wspominany kilkakrotnie
efekt matrycy, ktory whasnie w przypadku HETE wykazywat duze nieprawidtowosci w matrycy
rzeczywistej. Ostatnim etapem dyskusji byla ocena profilu eikozanoidéw w mysim modelu
przerzutujacego raka sutka wywotanym inokulacjag komoérek nowotworowych linii 4T1. Ze
wzgledu na ogromng role procesu angiogenezy w rozwoju nowotworOw oraz ich
przerzutowaniu zrozumienie doktadnych mechanizméw tych zjawisk jest niezbednym do prac
nad skutecznymi metodami leczenia nowotwordw. Na podstawie wynikow swoich badan Pani
mgr Kij powigzala towarzyszacy procesowi nowotworowemu stres oksydacyjny ze zwickszong
biosyntezg 8-1s0-PGF2a oraz stwierdzita, ze zmniejszenie biodostepnosci NO w rozwoju raka
sutka, skutkuje uruchomieniem mechanizmow angiogenezy nowotworowej zaleznych przede

wszystkim od EET oraz 20-HETE. Dodata, ze przerzutowos$¢ nowotworowa w modelu 4T1,

moze by¢ w duzym stopniu regulowana przez HETE powstajace z udziatem lipooksygenaz.
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Przedstawiona praca jest bardzo interdyscyplinarna, badania zaplanowano w sposdb
przemyslany, wyniki przedstawiono w sposéb jasny 1 precyzyjny, a dyskusja jest merytoryczna
1 oparta na odpowiednio dobranych pozycjach literaturowych, gtoéwnie anglojezycznych, z

ostatnich kilku lat.

Biorac pod uwage wczesniejsze stwierdzenie zawarte we "wstepie", o rozwoju "eikozanomiki"
czy Doktorantka uwaza ze takie globalne podejscie do eikozanoidow w opisanych w dysertacji
aplikacjach pozwolitoby na uzyskanie petniejszych 1 bardziej informatywnych wynikow czy
dobrane zestawy celowanych zwigzkéw w petni umozliwity osiaggna¢ zatozone cele pracy? Czy
Doktorantka planuje kontynuacje badan i rozszerzenie analiz o kolejne zwigzki zmierzajac
wlasnie w kierunku eikozanomiki? W pracy nie analizowano regio- i stereoizomerow. Czy wg
Pani Magister takie informacje moglyby istotnie przyczyni¢ si¢ do zrozumienia pewnych

procesoéw fizjo- 1 patologicznych?

W przedstawionej do recenzji pracy zakres badan jest imponujacy, od opracowania metodyki
przez prowadzenie hodowli komoérkowych do badan na trzech réznych modelach in vivo. Ze
wzgledu na fakt, Ze praca jest w formie monografii i nie zawiera, jak to jest w przypadku cyklu,
oswiadczen wspodlautorow, trudno jest oceni¢ ktore elementy oprocz opracowania i analiz
UPLC-MS/MS zostaly przeprowadzone przez Doktorantkg. Samo opracowanie wspomnianej
metodyki 1 zastosowanie jej do analizy probek samo w sobie stanowi ogrom pracy, niemniej
dobrze widzianym bytoby podanie informacji (np. w miejscu opisu poszczegolnych metod) o

zaangazowaniu/pomocy pozostatych badaczy.

Podsumowanie

Osiagniecie jako calo$§¢ mozna okresli¢ jako nowatorskie 1 interdyscyplinarne, a tym samym
swiadczace o duzej dojrzatosci naukowej Doktorantki. Podkresli¢ nalezy fakt bardzo owocne;j
wspotpracy miedzynarodowej, ktora pozwolita na przeprowadzenie nowatorskich badan
prowadzacych do ciekawych obserwacji naukowych. Podjety temat profilowania eikoznoidow
jest bardzo trudnym z punktu widzenia analitycznego i biologicznego, co tym bardziej
zastuguje na docenienie, iz Doktorantka znakomicie poradzita sobie z tak ambitnym zadaniem.
Udzial eikozanoidow w wielu procesach lezacych u podstaw fizjologii 1 patologii otwiera

szerokie pole do popisu Doktorantce w dalszych projektach badawczych.



Na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze w pelni spetnia ona wymogi
merytoryczne i formalne stawiane dysertacjom doktorskim 1 okre§lone w art. 13 ustawy z dnia
14 marca 2003 roku 1 stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. 2016 poz. 882 z pdézn. Zm.). Niniejszym, zwracam si¢ do Wysokiej
Rady Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum z
wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Kij do dalszych etapow postepowania w
ubieganiu si¢ o stopien naukowy doktora. Ponadto, biorgc pod uwage wysoki poziom
przedstawionej dysertacji zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum z wnioskiem o wyrdznienie rozprawy

(wniosek zatgczam w osobnym pismie).

Lacze wyrazy szacunku,

Dr hab. n. farm. Barbara Bojko



