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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. Adriana Sowki

pt. Desaturaza stearoilo-CoA 1 jako regulator metabolizmu i funkcji wydzielniczej
okolonaczyniowej tkanki tluszczowej w zaburzeniach towarzyszgcych otylosci

wykonanej w Pracowni Molekularnej Biochemii Medycznej
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN
pod opieka promotorska Pana prof. dr. hab. Pawta Dobrzynia

Pan mgr Sowka nadat swojej rozprawie doktorskiej forme klasycznej pisemnej dysertacji,
przygotowanej w jezyku polskim i dodatkowo opatrzonej anglojezycznym streszczeniem. Jest to w
peli zgodne z wymogami formalnymi okres§lonymi w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.
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Ocena ogolnej wiedzy teoretycznej Doktoranta: POZYTYWNA
Uzasadnienie:

Niewatpliwym $wiadectwem rozleglej i doglebnej wiedzy teoretycznej Pana mgr. Séwki jest —
znakomicie wprowadzajacy w tematyke rozprawy — Wstep. Doktorant dowiodt w nim bardzo
dobrej znajomosci zagadnien dotyczacych funkcjonowania tkanki thuszczowej, szczegdétowo
omawiajac jej metabolizm 1 aktywno$¢ wydzielniczag. We Wstepie Pan mgr Sowka wyczerpujaco
przedstawit takze dotychczasowy stan wiedzy na temat desatuazy stearoilo-CoA 1 oraz jej
znaczenia w funkcjonowaniu tkanki thuszczowej i uktadu sercowo-naczyniowego. Co wiecej,
nalezy wyraznie podkresli¢, ze Doktorant wykazat si¢ nie tylko sama wiedza, ale takze
umiejetnoscia jej bardzo sprawnego porzadkowania (a spis piS§miennictwa obejmuje niebagatelng
liczbg ponad czterystu pozycji).

Jednak, w mojej opinii, najdobitniejszym dowodem przyswojonej przez Doktoranta wiedzy
teoretycznej jest cz¢$¢ rozprawy poswigcona dyskusji uzyskanych wynikéw, w ktorej Pan mgr
Sowka z wielkg swoboda skonfrontowal swoje osiaggni¢cie z obszernym pismiennictwem z zakresu
podjetej tematyki badawczej.

Ocena umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Doktoranta:
POZYTYWNA

Uzasadnienie: Nie mam watpliwosci, ze w tym punkcie recenzji Pan mgr Séwka zastuguje nie
tylko na ocen¢ pozytywna, ale — na ocen¢ wysoce pozytywng. Nim jednak przejd¢ do uzasadnienia
tej opinii, upomng si¢ o ,,wielkie nieobecne” — dlaczego Autor rozprawy, obok bardzo jasno
okreslonych celow pracy, nie przedstawil konkretnych hipotez badawczych? Ich brak to
najwigkszy, cho¢ jednoczes$nie jedyny naprawdg¢ znaczacy, mankament rozprawy.

Cata reszta §wiadczy o doskonatym przygotowaniu Doktoranta do samodzielnej pracy naukowe;.
Pan mgr Sowka dowiodl umiejetnosci prawidtowego planowania doswiadczen, wiasciwego doboru
metod eksperymentalnych i nalezytej analizy uzyskanych wynikow. Moje wielkie uznanie budzi
rozleglo$¢ opanowanego przez Pana mgr. Séwke warsztatu metodycznego — od technik biologii
molekularnej, przez oznaczenia chromatograficzne, zawansowane techniki mikroskopowe i
cytometri¢ przeplywowa, na pomiarach funkcjonalnych (np. kurczliwosci komoérek migsniowych)
konczac. Szczegodlnie wysoko oceniam takze krytycyzm i wnikliwo$¢, ktorymi Doktorant wykazat
si¢ podczas dyskusji uzyskanych wynikéw. Ale za najwazniejszy przejaw dojrzatosci naukowe;]
Pana mgr. S6wki uwazam zdolno$¢ syntetycznego zestawiania faktéw i klarownego formutowania
wnioskow (tak, tu dotgczam pochwale za ryciny podsumowujace rozprawe).

Integralnym elementem pracy naukowej jest umiejetno$¢ pisania tekstow naukowych — praca Pana
mgr. Séwki dowodzi, ze Autor ma ja opanowang na dobrym poziomie. Pan mgr. Sowka postuguje
si¢ poprawnym jezykiem, jasno formutuje mysli. Dysertacja nie jest wolna od pomniejszych
btedow, zar6wno terminologicznych jak i stylistycznych, ale maja one marginalne znaczenie dla
koncowej oceny pracy, nie bede wigc przytaczac ich w recenzji (obiecuje za to, ze wytkne je
Doktorantowi w kuluarowej rozmowie).
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Ocena oryginalnos$ci rozwiazania problemu naukowego przez Doktoranta: POZYTYWNA

Uzasadnienie: Dodam, ze i w tym punkcie jest to ocena wysoce pozytywna. Badania przedstawione
w recenzowanej rozprawie doktorskiej maja pionierski charakter. Wprawdzie dziatanie destaturazy
stearoilo-CoA 1 zostato wczesniej szczegotowo opisane w tkance thuszczowej o innych
lokalizacjach, znaczenie tego enzymu w okotonaczyniowej tkance ttuszczowej pozostawato dotad
nieznane. Podejmujac si¢ rozwigzania tego problemu, Pan mgr So6wka postawil sobie wigc zadanie
bardzo ambitne — i1 od razu nalezy doda¢, ze wywigzat si¢ z niego znakomicie, w czym na pewno
pomodgt Mu §wietnie opanowany warsztat eksperymentalny (o czym juz wspominatam w
poprzednim punkcie recenzji), dostep do niezbednej aparatury oraz wspdtpraca z innymi
specjalistami.

Nowatorskos$¢ rozprawy Pana mgr. SOwki nie budzi watpliwosci. Ogromnym atutem pracy jest
kompleksowo$¢ badan 1 r6znorodno$¢ rozwigzan eksperymentalnych, z duzym powodzeniem
taczaca zastosowanie modeli in vivo, ex vivo 1 in vitro. Co wigcej, Doktorant nie poprzestat na
badaniach dotyczacych wytacznie okotonaczyniowej tkanki ttuszczowej, ale przeanalizowat
rowniez, jak zmiany aktywnos$ci wydzielniczej tejze tkanki wplywajg na funkcjonowanie komorek
mig$niowki gladkiej 1 §rodbtonka naczyn krwiono$nych. Duza czgs¢ wynikow zostala juz
opublikowana w bardzo dobrym czasopi$mie naukowym (Journal of Cellular Physiology; 1Fs=5,3;
Q).

Na koniec warto wyraznie podkresli¢, ze tematyka badan podjetych przez Pana mgr. Séwke jest
tematyka o priorytetowym znaczeniu 1 potencjalnym aspekcie aplikacyjnym — dotyczy
bezposrednio problemu otytosci i towarzyszacych jej powiktan, na czele z chorobami sercowo-
naczyniowymi, ktore pozostaja gtowng przyczyna zgonow w Europie, w tym takze w Polsce.
Przyznam zreszta, ze elementem, ktérego mi nieco zabraklo w zamieszczonej w rozprawie
Dyskusji, jest wskazanie, w jaki sposob wyniki uzyskane przez Doktoranta moga przyczyni¢ si¢ do
rozwoju nowych strategii terapeutycznych. Licz¢ na rozwinigcie tego zagadnienia podczas obrony!

Whiosek koncowy

W mojej opinii, rozprawa doktorska Pana mgr. Adriana SOwki w pelni speinia warunki okreslone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Wnioskuj¢ zatem do
Rady Naukowej Instytutu Biologii Dos$wiadczalnej o dopuszczenie Pana mgr. Adriana Séwki do
dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora

Ponadto, zwazywszy nowatorski charakter badan, ich kompleksowo$¢ oraz niewatpliwy istotny
wktad w rozwdj dziedziny, wnioskuje o wyroznienie rozprawy.

% WrM

Katarzyna Winiarska
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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Adriana Sowki
‘Desaturaza stearoilo-CoA 1 jako regulator metabolizmu i funkcji wydzielniczej

okotonaczyniowej tkanki ttuszczowej w zaburzeniach towarzyszqcych otytosci’

Chociaz naczynia krwionosne nie spelniaja wszystkich kryteriow samodzielnego
narzadu, ze wzgledu na strategiczne funkcje, jakie pelnia w procesach fizjologicznych
i zjawiskach patologicznych, sa czesto okreslane mianem ‘funkcjonalnego narzadu
rozproszonego’. Ich dysfunkcja odgrywa kluczowa role w rozwoju chorob ukiadu krazenia.
Istotne znaczenie w tym kontekscie maja nie tylko komorki srodbtonka, ktérym najczesciej
przypisuje si¢ krytyczna role w utrzymaniu homeostazy ukladu krazenia, lecz takze
okolonaczyniowa tkanka tluszczowa (ang. perivascular adipose tissue, PVAT). PVAT reguluje
funkcje naczyn krwionosnych poprzez uwalnianie adipokin, ktérych profil wydzielniczy
ulega istotnym, niekorzystnym zmianom w warunkach otylosci. Zmiany te sprzyjaja
mechanizmom prozapalnym, ktére prowadza m.in. do dysfunkci $rddbtonka, stresu
oksydacyjnego, sztywnosci naczyn oraz zmian fenotypowych i funkcjonalnych komodrek
miesniowki gladkiej naczyn (ang. vascular smooth muscle cells, VSMC).

Zaburzenia metabolizmu lipidéw odgrywaja nadrzedna role w patogenezie otytosci
i powiazanych choréb, takich jak cukrzyca typu 2 i miazdzyca. Jednym z kluczowych
enzymow regulujacych metabolizm lipidow jest desaturaza stearoilo-CoA 1 (ang. stearoyl-
CoA desaturase 1, SCD1), katalizujaca konwersje nasyconych kwaséw ttuszczowych — kwasu
stearynowego i palmitynowego — do ich jednonienasyconych odpowiednikéw, kwasu
oleinowego i palmitoleinowego. Dotychczasowe badania wykazaly, ze ekspresja i aktywnos¢
SCD1 jest zwigkszona w tkance ttuszczowej u pacjentéw otylych i hiperlipidemicznych.
Myszy pozbawione SCD1 wykazuja korzystny profil lipidowy, zredukowana mase tkanki
tluszczowej oraz zwigkszona wrazliwos¢ tkanek na insulinge. Co ciekawe, mimo ze sa

chronione przed otyloscia wywolana dieta wysokotluszczowa, wykazuja wigksza podatnosé



na rozwdj miazdzycy. Badania przeprowadzone przez Pana Adriana S6wke koncentruja sie
na dotychczas nieopisanej roli SCD1 w PVAT w odpowiedzi na diete wysokotluszczowa,
obejmujac analize¢ wptywu niedoboru SCD1 na metabolizm lipidow, dynamike
mitochondriow, polaryzacje makrofagow infiltrujacych PVAT oraz parakrynng funkcje
adipocytow w regulacji odpowiedzi angiogennej komdrek srédbtonka i fenotypu VSMC.
Uzyskane wyniki wnosza nowa wiedze i przyblizaja zrozumienie roli SCD1 i PVAT
w biologii naczyn krwionosnych, co stanowi istotny wkiad w rozwoj nauk biologicznych.

Rozprawa doktorska ma forme monografii i obejmuje standardowe rozdzialy:
streszczenie (takze w jezyku angielskim), wykaz skrotéw, wstep, zalozenia i cele pracy,
materiaty i metody, wyniki, dyskusje, wnioski koricowe, bibliografie zawierajaca 416 pozycji
oraz spis publikacji Doktoranta. Warto podkresli¢, ze czes¢ wynikow przedstawionych
w pracy zostala opublikowana w czasopismie Journal of Cellular Physiology z wiodacym
autorstwem Doktoranta.

We wstepie pracy opisano budowe i funkgcje tkanki thuszczowej, w tym PVAT, oraz
mechanizmy zwiazane z réznicowaniem adopicytéw i metabolizmem tkanki tluszczowej.
Przedstawiono réwniez przeglad dotychczasowej wiedzy dotyczacej SCD1, regulacji jej
ekspresji i aktywnosci oraz znaczenia w modulacji metabolizmu, funkcji tkanki ttuszczowej
i ukladu krazenia. Ta cze$¢ rozprawy jest bardzo dobrze napisana. Zawiera liczne schematy,
ktore sSwietnie ilustruja tres¢ i ulatwiaja zrozumienie opisywanych mechanizmow.
Swiadczy to o duzej wiedzy Doktoranta w zakresie omawianej tematyki.

Cel pracy zostal precyzyjnie sformulowany i uzasadniony. Doktorant wyznaczyt trzy
cele szczegdtowe: 1) okreslenie roli SCD1 w regulacji metabolizmu energetycznego TPVAT
i APVAT (odpowiednio czesci piersiowej i brzusznej PVAT) myszy, 2) zbadanie wplywu
ekspresji SCD1 na rozwd¢j stanu zapalnego w PVAT wywolanego dieta wysokotluszczowa,
3) analize wplywu SCD1 na zwiazek pomiedzy funkcja wydzielnicza adipocytow
okotonaczyniowych a funkcja komdrek $rodbtonka naczyniowego i VSMC. Brakuje jednak
w tej czeSci pracy jasno podanej hipotezy, na podstawie ktdrej zostaly sformulowane
powyzsze cele badawcze.

Cze$¢ Materialy i metody szczegdlowo opisuje dwa modele badawcze: myszy
z nokautem SCD1 karmione dieta wysokottuszczowa przez 8 lub 16 tygodni oraz model

pierwotnych adipocytéow okotonaczyniowych izolowanych od tych zwierzat. Przedstawiono



takze szeroki wachlarz metod biochemicznych oraz biologii molekularnej i komdrkowej, ktore
zostaly zastosowane w badaniach. Procedury laboratoryjne sa opisane w sposob
umozliwiajacy ich powtdrzenie, podano rowniez sposob analizy statystycznej uzyskanych
wynikow. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze Doktorant biegle postuguje sie licznymi
technikami laboratoryjnymi, umozlwiajacymi projektowanie doswiadczen dajacych
odpowiedz na postawione w pracy pytania.

Wyniki badan zostaty przedstawione w formie czytelnych i dobrze opisanych rycin,
cho¢ w nielicznych przypadkach opisy moglyby by¢ bardziej precyzyjne. Sa one utozone
w logiczny ciag prowadzacy do uzyskania odpowiedzi na zadane pytania badawcze. Wyniki
zostaty prawidlowo zinterpretowane. Doktorant wykazat, ze poziom glukozy, cholesterolu
i triacylogliceroli jest nizszy w osoczu myszy SCD1 KO karmionych dieta wysokottuszczowa
w poréwnaniu do myszy typu dzikiego. Myszy SCD1 KO wykazujg réwniez lepsza tolerancje
glukozy oraz aktywacje szlakow lipolizy i B-oksydacji kwasow tluszczowych w adipocytach.
Mitochondria SCD1 KO charakteryzuja sie zwiekszeniem ekspresji biatek fancucha
mitochondrialnego i szybszym tempem zuzycia tlenu. Ponadto, wyciszenie SCD1 nasila
infiltracje tkanki okotonaczyniowej przez makrofagi o fenotypie prozapalnym. PVAT myszy
SCD1 KO wykazuje wlasciwosci prozapalne, proangiogenne i negatywnie reguluje fenotyp
i funkcje komodrek VSMC. Te oraz wiele innych wynikéw przedstawionych w pracy
odpowiada na pytania badawcze zadane przez Doktoranta. Dyskusja wynikow jest rzetelna
i odnosi sie do aktualnej literatury, wskazujac zaréwno na potwierdzenie wczesniejszych
doniesien, jak i na nowatorskie aspekty badan. Z obowiazku recenzenta dodam, ze styl tej
czesci pracy, zarowno opisu wynikéw jak i dyskusji, cho¢ precyzyjny, momentami utrudnia
plynna lekture, co moze wynikac z jednej strony z duzej liczby analiz, ale rowniez w pewnym
stopniu ograniczonej narracji kontekstowej. Ta drobna uwaga edytorska nie zmienia jednak
mojej wysokiej oceny badan przeprowadzonych przez Doktoranta, ktory zaprezentowal
w pracy duze umiejetnosci eksperymentalne, szeroka wiedze merytoryczna i dojrzatosé
naukowa.

W trakcie lektury nasunety mi sie nastepujace pytania, ktdre chetnie przedyskutuje
z Doktorantem:

- Jeden z wnioskéw mowi, ze komorki EC traktowane pozywkami znad adipocytow

pierwotnych izolowanych od myszy SCD1 wykazywaly duzy potencjat angiogenny in vitro



(Ryc. 37). Czy zostata sprawdzona zywotnos¢ komorek EC hodowanych na matrizelu w tych
pozywkach? Czy analizowano formowanie struktur naczyniopodobnych w dtuzszych niz 120
minut punktach czasowych (zwykle sa to punkty okoto 12-16 godzinne)? Czy zastosowano
kontrole pozytywna w tej analizie?

- Czy hodowla adipocytow bez FBS przez 24 h wptywa na ich Zywotnosc¢?

- Jakie byto kryterium wyboru izolacji pierwotnych adipocytéw z czesci piersiowej
PVAT, a nie brzusznej?

- Rycina 26A, grupa 16HF, plot CD45 vs F4/80 - z czego wynika przyjecie strategii
analizy, w ktorej komorki sa w duzej mierze poza bramka, przy czym odpowiednie bramki
nie s identyczne w pozostalych grupach? Jaka kontrola (FMO, kontrole izotypowe?) zostata
uzyta w analizie cytometrycznej makrofagdw naciekajacych PVAT?

- Co moze by¢ przyczyna odmiennej regulacji poziomu trimetylagji lizyny 27 histonu
3 w genach Adipoq i 116 indukowanej zaburzong réwnowaga SFA/MUFA?

Inne pomniejsze uwagi, o ktérych warto wspomnie¢:

- Human umbilical vein endothelial cells sa komdrkami srédbtonka pochodzacymi
z zyly pepowinowej, a nie odpiszczelowej (str. 59).

- Rycina 11, 13, 14, 15 — liczba punktéw prezentowanych na wykresach nie pokrywa
sie z liczba myszy na grupe w opisie — w jaki sposob byly analizowane te dane?

Podsumowujac, przedstawiona do oceny dysertacja porusza aktualne iwazne
problemy naukowe, a wyniki przeprowadzonych badan przyczyniaja si¢ w szerszym
kontekscie do pelniejszego zrozumienia mechanizmow determinujacych znaczenie SCD1
i PVAT w stanie otylosci. Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pdzn.
zm.). W zwiazku z powyzszym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr. Adriana S6wki do dalszych etapow postepowania
w sprawie nadania stopnia doktora. Ze wzgledu na wysoka jako$ mnaukowa

zaprezentowanych badan, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy.

dr hab. Anna Grochot-Przeczek, prof. U]
Zakltad Biotechnologii Medycznej

Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytet Jagiellonski



Gdansk, 31 marca 2025
Prof, dr hab. Tomasz Sledzifiski

Katedra i Zaklad Biochemii Farmaceutycznej

Gdanski Uniwersytet Medyczny

Prof. dr hab. Agnieszka Dobrzyn
Dyrektor Instytutu Biologii Doswiadczalne;j
im. Marcelego Nenckiego PAN

Recenzja pracy doktorskiej mgr. Adriana Sowki pt. ,,Desaturaza stearoilo-CoA 1 jako
regulator metabolizmu i funkcji wydzielniczej okotonaczyniowej tkanki thuszczowej w
zaburzeniach towarzyszgcych otylosci”.

Praca doktorska mgr. Adriana Séwki ma forme monografii zawierajgcej typowe elementy tj.
spis skrétoéw, streszczenia w jezyku polskimi angielskim, wstep, zalozenia i cele pracy,
materialy i metody, wyniki, dyskusje, wnioski i bibliografi¢. Na konicu umieszczono liste
publikacji Doktoranta, wéréd ktérych jest publikacja oparta na czesci wynikéw z pracy
doktorskiej w bardzo dobrym czasopismie Journal of Cellular Physiology (wyd. Wiley,
Impact Factor = 4,5, 1 kwartyl TF). W pracy tej Doktorant jest pierwszym autorem. Praca
doktorska liczy tacznie 193 strony. Jest przygotowana w klarowny sposéb 1 przedstawia
bardzo zlozone problemy.

Gléwnym zagadnieniem ktérego dotyczy praca doktorska jest rola desaturazy stearoilo-CoA 1
(SCD1) w metabolizmie okolonaczyniowej tkanki tluszczowej (PVAT) oraz wplyw
wyciszenia genu kodujgcego ten enzym w adipocytach pochodzacych z PVAT na komorki
srédblonka i miesni gtadkich naczyn krwionosnych. SCD1 jest kluczowym enzymem
odpowiedzialnym za przemiane nasyconych kwaséow tluszczowych (SFA) w
jednonienasycone kwasy tluszczowe (MUFA) w organizmie ssakéw. Zmiany zawartosci SFA
i MUFA w komorkach znaczaco wptywaja na metabolizm. Modelem badawczym byly myszy
z wyciszonym genem kodujagcym SCD1 poddane diecie wysokottuszczowej, ktora shuzy
uzyskaniu doswiadczalnego modelu otytosci. Otylos¢ jest bardzo istotnym problemem
zdrowotnym i spolecznym a czesto$¢ wystepowania tego schorzenia ciggle rosnie. Otytosé
jest zwigzana z licznymi powiklaniami do ktérych naleza choroby SErcowo-naczyniowe.
Dlatego przedstawione w pracy obszerne badania nad rola SCD1 w powstawaniu zaburzen
metabolizmu PVAT towarzyszacych otylosci sa bardzo wazne w kontekscie zaréwno
poznawczym jak i praktycznym, poniewaz moga stanowi¢ podstawe dalszych badan
majacych na celu zapobieganie sercowo-naczyniowym powiktaniom otylosci.

Gléwnym celem ocenianej pracy doktorskiej bylo zbadanie roli SCD1 w regulacji
metabolizmu energetycznego i stanu zapalnego w PVAT oraz wplywu czasteczek
wydzielanych przez adipocyty pochodzace z PVAT z wyciszonym genem kodujacym SCD1
na komérki §rédblonka i migéni gtadkich naczyn krwionosnych.



Badania zostaly przeprowadzone w dobrze opisanym modelu myszy z wyciszonym genem
kodujacym SCDI1. Myszy zostaly poddane diecie wysokotluszczowej (HFD), co z kolei
stanowi znany model otylosci doswiadczalnej. HWD byla stosowana przez okres 8 i 16
tygodni. Z kolei w badaniach in vitro uzyto hodowli pierwotnej adipocytow uzyskanych z
PVAT z odcinka piersiowego, a nastepnie medium z hodowli adipocytow uzyto do
traktowania komercyjnych linii komérek $rodblonka i migsni gtadkich naczyn krwiono$nych,
aby sprawdzié wptyw czasteczek wydzielanych przez adipocyty na funkcje komorek naczyn.

Nalezy podkresli¢ bardzo rozbudowana i wszechstronng metodyke uzytg w badaniach
doktoranta, co pozwolito zbadaé wplyw SCD1 na wiele proceséw zachodzacych w dwoéch
badanych skupiskach PVAT (z odcinka piersiowego, TPVAT i brzusznego, APVAT) oraz w
komorkach naczyh po traktowaniu ich medium z hodowli adipocytéw z wyciszonym SCDI.
Do najwazniejszych metod laboratoryjnych zaliczam: metody obrazowe — analizy
histochemiczne, badanie gestosci naczyn, mikroskopie elektronowa, wybarwianie lipidow
czerwienia oleista; badanie aktywnosci ATGL, pomiar tempa lipolizy, badanie polaryzacji
makrofagéw za pomoca cytometrii przeplywowej, analiza ekspresji genow na poziomie
mRNA i biatka metodami RT-qPCR i western blotting, analiza profilu kwaséw ttuszczowych
metodg GC-MS, rozdziat frakcji lipidéw metodg TLC, analiza mitochondriow, pomiary
poziomu ATP, tempa zuzycia tlenu i produkcji ROS w hodowlach komoérkowych,
immunoprecypitacja chromatyny i ChIP-qgPCR, a takze metody stosowane w badaniach
komoérek naczyii — testy angiogenezy, migracji, proliferacji (cytometria przeptywowa) i
badanie zdolnosci skurczu. Jest to imponujacy zestaw stosowanych metod, a i tak nie
wymienitem wszystkich.

Najwazniejsze wyniki przeprowadzonych badan to:

1) Wyciszenie SCD1 u myszy karmionych HFD zapobiegto wzrostowi masy ciala i
poziomu cholesterolu we krwi, oraz ograniczylo wzrost masy tkanki ttuszczowej,
zawarto$¢ kropli lipidowych w PVAT, poziom glukozy i triacylogliceroli (TAG) we
krwi. Z kolei myszy z wyciszeniem SCD1 mialy wyzszg zawarto$¢ kolagenu w aorcie.

2) Wyciszenie SCD1 u myszy karmionych HFD spowodowato obnizenie poziomu TAG
a zwickszenie zawartosci diacylogliceroli (DAG) i wolnych kwaséw thuszczowych
(FFA) w PVAT oraz hodowlach adipocytéw pochodzacych z PVAT. Stwierdzono
takze zmiany profilu kwaséw thiszczowych w obu badanych skupiskach PVAT.

3) Stwierdzono zwickszong lipolize oraz aktywno$¢ ATGL u myszy SCD1 -/-
karmionych HFD w poréwnaniu do myszy WT. Wyzsza byla takze lipoliza w
adipocytach pochodzacych z PVAT od myszy SCD1 -/- w poréwnaniu do
izolowanych z PVAT myszy WT.

4) Stwierdzono zwigkszong aktywno$¢ mitochondri6w i gestos¢ ich grzebieni u myszy
SCD1 -/- karmionych HFD w poréwnaniu do myszy WT.

5) Prozapalna polaryzacja makrofagéw wywotana HFD byta wyzsza u myszy SCD1 -/-
niz u myszy WT, co wiazato sie z wyzszym poziomem markeréw stanu zapalnego u
myszy z wyciszeniem SCD1.

6) Wyciszenie SCD1 spowodowato zmian¢ profilu wydzielanych adipokin, a takze
wzrost poziomu adiponektyny i obnizenie poziomu IL6 w adipocytach pochodzacych
z PVAT.



7) Traktowanie komérek miesni naczyi pozywka z hodowli adipocytow SCD1 -/-
spowodowato wzrost migracji i proliferacji, natomiast uposledzito zdolnos¢ skurczu,

8) Traktowanie komoérek srodbtonka naczyn pozywka z hodowli adipocytow SCD1 -/-
spowodowato wzrost aktywacji eNOS i AMPK oraz wzrost angiogenezy.

Na podstawie wykonanych badan autor wnioskuje, ze wyciszenie genu kodujacego SCD1 w
PVAT w do$wiadczalnie wywotanej otylosci powoduje ograniczenie akumulacji TAG w tej
tkance, co zwiazane jest ze zwigkszong lipoliza i aktywacja mitochondriow. Jednoczesnie
dochodzi do indukcji stanu zapalnego w PVAT. Zmiany metabolizmu w PVAT wplywaja z
kolei na komorki naczyh powodujac aktywacje eNOS i zwickszenie angiogenezy w
komérkach $rédblonka, podczas gdy w komoérkach migsni gtadkich naczyn dochodzi do
ograniczenia zdolnosci tych komérek do skorczu.

Badania przedstawione w pracy doktorskiej oceniam jako bardzo wazne w kontekscie
poznawania mechanizméw zaburzen zwigzanych z otyloscia, szczegolnie tych zwigzanych z
uktadem sercowo-naczyniowym. Czes¢ wykazanych w badaniach efektow spowodowanych
wyciszeniem SCD1 wydaje si¢ korzystna, podczas gdy inne mogg raczej pogarszaé przebieg
choroby. Niemniej jednak, dzigki bardzo obszernym i szczegbtowym badaniom
mechanizméw zmian zwigzanych z wyciszeniem SCD1 w PVAT, praca ta otwiera nowe pole
do poszukiwan celow terapeutycznych, ktore mogg pozwoli¢ zapobiega¢ lub leczy¢
powiklania otytosci. Moja ocena pracy jest jednoznacznie pozytywna, jednakze, mam pewne
uwagi, miedzy innymi do metodyki pracy jak i interpretacji wynikéw. Uwagi te wymieniam
ponizej i prosze¢ doktoranta o ustosunkowanie si¢ do najwazniejszych z nich w czasie obrony
pracy doktorskiej.

1. Uwagi do wstepu: Str. 23 Napisano, ze lipogeneza de novo jest kosztowna
energetycznie poniewaz polega na utlenieniu glukozy w celu wytworzenia acetylo-
CoA. To stwierdzenie jest nieprawidtowe, poniewaz acetylo-CoA jest dopiero
substratem do syntezy lipidéw, a jego wytworzenie z glukozy ma dodatni bilans
energetyczny. Dalej na stronie 24 napisano Ze, w reakcji glikolizy powstaje glicerolo-
3 fosforan. Ten metabolit nie powstaje w procesie glikolizy, jego prekursorem jest
metabolit glikolizy — fosforan dihydroksyacetonu. Na rycinie 5 zaznaczono transport
elektronéw na kompleksy III i IV taficucha oddechowego bezposrednio z NADH,
podczas gdy kofaktor ten przekazuje elektrony na kompleks I.

2. Str. 44. Opis modelu zwierzecego jest niepetny. Nie podano metody eutanazji
zwierzat. Nie podano pelnego sktadu kwasow ttuszczowych w stosowanej paszy dla
zwierzat (jedynie zawarto$é 16:1 i 18:1). Doktadny profil kwasow tluszczowych w
paszy mozna okresli¢ metoda GC/MS, ktéra byla stosowana przez doktoranta. Nie
podano jakiego antykoagulantu uzyto do uzyskania osocza krwi. Powyzsze informacje
sa wazne poniewaz moga mie¢ wplyw na uzyskane wyniki.

3. W pracy nie wythumaczono dlaczego adipocyty uzyskiwano z TPVAT a nie z
APVAT. Wyniki pracy wskazuja na pewne réznice pomiedzy tymi skupiskami PVAT,
dlatego wplyw czasteczek wydzielanych przez adipocyty z tych dwoch skupisk na
komorki naczyn moze si¢ réznic.



4. Dlaczego do doswiadczen nad wplywem czasteczek wydzielanych przez mysie
adipocyty wybrano linie komérek ludzkich ($rédblonek) i szczurzych (migsnie
gladkie), a nie linie komérek mysich? Biatka wydzielane przez adipocyty (adipokiny,
cytokiny) moga si¢ r6zni¢ miedzy gatunkami i receptory w komorkach ludzkich lub
szczurzych niekoniecznie musza reagowaé z biatkami mysimi.

5. Dlaczego w analizie GC/MS wybrano kwas pentadekanowy jako standard
wewnetrzny? Ten kwas tluszczowy jest obecny w organizmie myszy a dieta
wysokotluszczowa moze wplywaé na jego zawartos¢
(https://doi.org/10.1016/j.biocel.2021.106135), podczas gdy standard wewngtrzny nie
powinien naturalnie wystepowaé w badanym materiale, gdyz jego obecno$¢ moze
zaburzaé wyniki badan. Ponadto przy identyfikacji kwaséw thuszczowych warto
zastosowaé wzorce tych metabolitéw, ktére sa komercyjnie dostepne w zestawach
obejmujacych najczesciej wystepujace zwigzki z tej grupy.

6. W opisie analiz statystycznych napisano, ze uzyto testow ANOVA i post-hoc Tukey’a
oraz t-test w przypadku poréwnania 2 grup. Sa to testy dla danych o rozkltadzie
normalnym. Czy wszystkie wyniki w pracy spetniaty ten warunek i czy nie bylo
potrzeby uzycia testéw nieparametrycznych?

7. U myszy z wyciszonym genem kodujacym SCD1 nie stwierdzono wzrostu masy ciata
w wyniku karmienia HFD, pomimo ze wzrést stosunek masy VAT do masy ciala
(Ryc. 10). Czy doktorant uwaza ze moze to wynika¢ z obnizenia masy mie$niowej 1
czy taki parametr byt badany?

8. Na rycinach 13 i 14 wyrazono mas¢ PVAT w gramach i wyniki wskazuja, Ze masa tej
tkanki jest wyzsza niz masa ciala myszki. Chyba doszto do pomytki w jednostkach na
0siy.

9. Str. 103. Na podstawie wyliczonych indeksow desaturacji autor wnioskuje, ze
aktywnos$é SCD1 w PVAT zwigksza si¢ w odpowiedzi na HFD. Wydaje mi si¢, ze
wniosek moze byé pochopny, poniewaz jak podano w metodyce pasza HFD zawiera
duza zawarto$é 18:1 i 16:1, co moze wplywaé na zawartos¢ tych kwasow w PVAT i
wzrost indekséw desaturacji moze wynika¢ rowniez z diety a nie tylko aktywnosci
SCD1.

10. Zbadano poziom biatek adiponektyny i IL-6 w adipocytach, jednakze nie zbadano
poziomu tych adipokin w pozywce hodowlanej adipocytéw ktérg traktowano komorki
naczyn. Takie badanie mozna prosto wykonaé¢ przy pomocy testow ELISA. Warto by
bylo takze oznaczyé stezenia wisfatyny, rezystyny i leptyny w tych pozywkach,
poniewaz jak napisano w dyskusji rowniez te adipokiny mogg mie¢ wplyw na
komorki naczyn.

Podsumowujac, praca doktorska mgr Adriana S6wki stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu badawczego i wnosi znaczacy wktad w badania roli SCD1 w roZWoju SErcowo-
naczyniowych powiklan otyloéci, a takze wyznacza dalsze kierunki badan w tym temacie,
ktére moga doprowadzié do praktycznego zastosowania tej wiedzy w leczeniu pacjentow.
Wstep pracy potwierdza szerokg teoretyczng wiedz¢ doktoranta na temat metabolizmu



lipidéw. Przedstawienie wynikéw i ich interpretacja wskazuje na umiejetno$é samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Uwazam, ze przedstawiona rozprawa doktorska spelnia
warunki okrelone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZszym i
nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn. zm.). W zwigzku z powyzszym, wnioskuje do Rady
Naukowej Instytutu Biologii Do$wiadczalnej o dopuszczenie mgr Adriana Sowki do dalszych
etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Ze wzgledu na istotny problem stanowigcy przedmiot rozprawy, bardzo duzy zakres
wykonanych badan z wykorzystaniem réznych zaawansowanych metod badawczych, oraz
fakt, ze czesé wynikéw zawartych w pracy doktorskiej zostata opublikowana w prestizowym
czasopismie Journal of Cellular Physiology (wyd. Wiley, Impact Factor = 4,5, 1 kwartyl IF),
WNnosz¢ o wyrdznienie rozprawy.
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