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Slaski Uniwersytet
Medyczny w Katowicach

Katowice / 10.07.2023r.

Ocena

rozprawy doktorskiej Pani Magister Anny Kiepury z Katedry
Farmakologii Uniwersytetu Jagielloriskiego Collegium Medicum
w Krakowie
zatytulowanej: ,, Rola receptora dla kwaséw tuszczowych FFAR4 w
hamowaniu miazdiycy oraz niealkoholowego stluszczenia watroby”
wykonanej pod opieka Profesora Rafala Olszaneckiego

Przedstawiona do oceny dysertacja liczy 58 stron, na ktére skladaja
si¢ trzy opublikowane prace naukowe o wspétczynniku oddziatywania IF
15 punktéw (MEiN=340) (Kwartyle: Q1 jedna praca, Q2 dwie prace) wraz
z komentarzami w jezyku polskim. We wszystkich publikacjach Kandydat
jest pierwszym autorem. Doktorantka zamiescita rowniez streszczenia w
jezyku polskim i angielskim, 23 pozycje pi§miennictwa do komentarzy
oraz oswiadczenia wspoétautoréw publikacji o ich udziale w tworzeniu
dziel na stronach 59-72.

Gléwnym zagadnieniem poszukiwafi naukowych Pani magister
Anny Kiepury bylo ustalenie jakie mechanizmy molekulame sa
zaangazowane W przeciwmiazdzycowa 1 przeciwstluszczeniowg
aktywnos¢ receptorow FFAR4. W tym aspekcie Badaczka ocenila
dzialanie agonisty tego receptora, tj. zwigzku TUG-891. W pracy
przegladowej Doktorantka przedstawila ustalone mechanizmy dzialania
agonistéw FFAR4 w korygowaniu zaburzen metabolicznych.

Nastepnie wykazata eksperymentalnie, ze agonista TUG-891
przeksztatca makrofagi do ochronnego dla tkanek fenotypu M2. Wreszcie
Kandydatka wykazata, ze stluszczeniowe uszkodzenie watroby mozna

ostabi¢ pobudzeniem receptora FFAR4.
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Autorka na wstepie dokladnie przedstawia etiopatogeneze miazdzycy i sthuszczenia
watroby, a szczegdlng uwage zwraca na kontekst metaboliczny tj. insulinoopormnosé i aktywacije
ukladu odpornosciowego. Umiejetnie opisuje zmiany patomorfologiczne towarzyszace tym
procesom.

Nastepnie Doktorantka analizuje kwasy thuszczowe i miejsca ich dzialania, zwlaszcza
receptory blonowe sprzgzone z biatkami G (FFAR). Wiadomosci zestawia w dokladnej autorskiej
tabeli. Logicznie opisuje efekty pobudzenia receptora FFAR4 (Cell 2010, 142, 687). Wreszcie
analizuje podobienstwa i réznice w dzialaniu i swoistosci agonistéw receptora FFAR4 (Mol.
Pharmacol. 2013, 84, 710).

Pozniej Kandydatka formuluje cele pracy oraz dokonuje wyboru zalozen wyjsciowych. U
ich podstaw legl przeprowadzony wezesniej gruntowny przeglad aktualnego pismiennictwa.

Pani magister Anna Kiepura detalicznie komentuje zastosowany materiat i wykorzystane
przez siebie metody badawcze. Przytacza numer zezwolenia Lokalnej Komisji Etycznej do spraw
Do$wiadczen na Zwierzgtach w Krakowie z 2018 roku (str. 39). Autorka wlaczyla do
eksperymentu myszy transgeniczne apoE-Knockout podajac im od 6smego tygodnia diete
zawierajacg 10% tluszczu. Nastepnie dokonata podziatlu na grupe kontrolng oraz otrzymujaca
TUG-891 podskornie w dawce 20mg/kg 3 razy w tygodniu przez 4 miesigce. Opisano procedure
przygotowania i przechowywania roztworu do iniekcji. Tkanki potrzebne do oznaczen po
zakonficzeniu badania to aorta, serce, watroba, krew i plyn otrzewnowy.

Wykonano typowe barwienia Oil Red i hematoksylina-eozyna. Zmiany fenotypu okreslono
metodg RT-PCR i barwieniami immunohistochemicznymi z wybranymi znacznikami.

Badaczka wykorzystata takze cytometri¢ przeplywows oraz proteomike réznmicowa.
Powszechnie stosowanymi metodami mierzono stezenie lipidéw we krwi i w watrobie, enzymow
watrobowych, cytokin 1 molekut adhezyjnych.

Kandydatka izolowala takze makrofagi ze szpiku kostnego myszy, hodowala je przez
tydzief na odpowiednim podlozu i po zastosowaniu LPS oraz TUG-891 oznaczala ekspresje
mRNA markeréw fenotypu makrofagow.

Doktorantka postugiwala si¢ w ocenie wynikow metodami statystycznymi typowymi dla
badan przedklinicznych na zwierzgtach. Do ich wykonania wykorzystala odpowiednie
oprogramowanie.

Pierwsza z zaliczonych do osiagnig¢cia praca ukazala sie w Biomedicines 2021, 9, 467

(IF=4,757): ,,Anti-atherosclerotic potential of free fatty acid receptor 4 (FFAR4)”. Doktorantka
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zaréwno co do tej jak 1 nastepnych publikacji cyklu dokladnie przedstawita swoj przewazajacy
udziat w ich wykonaniu, jest tez pierwszym autorem kazdej z nich. Praca to wyczerpujace studium
wykorzystania stymulacji receptora 4 dla wolnych kwaséw thuszczowych w modulacji fenotypu
makrofagéw. Wsrdd 49 pozycji celnie cytowanego pisSmiennictwa znalazto si¢ nawigzanie do
wezesniej uzyskanych wynikow (Pharmacol. Rep. 2019, 71, 551). Pani magister Kiepura wskazuje
na mozliwe terapeutyczne wykorzystanie agonistdw FFAR4 w leczeniu miazdzycy i sttuszczenia
watroby.

Kandydatka przeprowadzila takze wazny eksperyment in vivo potwierdzajagcy hamowanie
progresji miazdzycy poprzez pobudzenie receptora FFAR4. Opisata te obserwacje w drugiej
publikacji osiggniecia ,,The anti-atherosclerotic action of FFAR4 agonist TUG-891 in apoE-
knockout mice is associated with increased macrophage polarization towards M2 phenotype” (Int.
J Mol. Sci. 2021, 22, 9772) IF=6,208. Skomplikowany tckst zostal bardzo dobrze uzupelniony
tabelami, rycinami i fotografiami dla ulatwienia odbioru. Znakomicie wykorzystano techniki
badawcze, tj. barwienia, oznaczenia ekspresji mRNA, immunohistochemi¢, cytometri¢
przeplywowg. W 26 pozycjach cytowanego pismiennictwa znalazla si¢ autocytacja pierwsze;
pracy osiagniecia. Autorka dokonala logicznej konstatacji, ze zahamowania postepu miazdzycy
zwigzane jest z fenotypowg transformacjg makrofagéw blaszek miazdzycowych po pobudzeniu
receptora FFAR4.

Trzecia praca to dokonanie oryginalne opublikowane online 27.01.2023 w Cardiovasc.
Drugs. Ther. (https://doi.org/10.1007/s10557-023-07430-7) IF=3,947. Tytut: ,, The influence of
the FFAR4 agonist TUG-891 on liver steatosis in apoE-knockout mice”.

Pani magister Kiepura wykazata in vivo, ze pobudzenie receptora FFAR4 istotnie hamuje
progresje stluszczenia watroby. Ponownie zastosowano nowoczesne procedury badawcze, tj. RT-
PCR, chromatografi¢ cieczowsy, izolacj¢ subfrakcji mitochondrialnej i cytozolowej hepatocytow,
spektrometric masowg oraz zaawansowane sposoby grupowania i interpretacji wynikéw. Bogata
dokumentacja zostala umiejgtnie i wyczerpujgco przedyskutowana w oparciu o 50 pozycji trafnie
zacytowanego pismiennictwa.

Poziom merytoryczny prac wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej docenili
recenzenci i redaktorzy uznanych miedzynarodowych periodykéw naukowych.

Eksperymenty zostaly zaplanowane i wykonane w znakomitym Osrodku Pana Profesora
Rafata Olszaneckiego pod Jego opicka, a zarazem sa tworcza kontynuacja osiggni¢é Pana

Profesora.
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Na zakonczenie Badaczka przeprowadza liczacg cztery strony dyskusje zakonczong
podsumowaniem i wnioskami. Lektura tego komentarza pozwala dobrze usystematyzowa¢ dane z
prac wybranych do osiggniecia. Doktorantka umiejetnie wiaze wykonane eksperymenty z zapalng
przyczyng miazdzycowego uszkodzenia naczyn (Immunity 2013, 38, 1154; Cell 2010, 142, 687).
Dostrzega wspolne ogniwa tych procesdéw z sygnalem insulinowym. Opisuje mechanizmy
transformacji makrofagéw z blaszek miazdzycowych, szpiku kostnego oraz jamy otrzewnowej
myszy. Pani magister nie ogranicza dyskusji jedynie do makrofagéw, omawia efekty stymulacji
FFAR4 na endocytach aorty i miocytach migéni gladkich (Chem. Biol. Interact. 2020, 316,
108916).

Kolejnym watkiem wywodu jest prewencja stluszczeniowego zapalenia watroby poprzez
pobudzenie receptora FFAR4 (Eur. J Pharmacol. 2018, 820, 31). Poruszane sg efekty oslabienia
lipogenezy w hepatocytach oraz utlenianie w tych komoérkach wolnych kwaséw ttuszczowych.

Wazne, ze Kandydatka zdaje sobie sprawe z ograniczen eksperymentéw polegajgcych na
braku mozliwosci zdefiniowania, ktory bezposrednio mechanizm tgczy sygnat z receptora FFAR4
ze zmiang fenotypu komorek biorgecych udzial w powstawaniu miazdzycy. Umiejgtnose
krytycznego spojrzenia na wlasne dokonania to bardzo trudny, ale niezbgdny dowdd dojrzatosei
naukowej.

Uzyskane wyniki nie tylko potwierdzaja znaczenie szlakoéw zwigzanych z FFAR4 dla
metabolizmu, ale wyraznie zachgcaja do prowadzenia dalszych badan w tym zakresie.
Doktorantka celnie upatruje zasadnosci poroéwnania efektow dziatania hepatoprotekcyjnego TUG-
891 ze znanym lekiem hamujgcym stluszczenie watroby i insulinoopornos¢, tj. metformina.
Interesujacym przedmiotem badafi farmakodynamicznych byloby jednoczesne z podawaniem
TUG-891 podanie antagonisty FFAR4, np. AH-7614. Wreszcie zadaniem na przyszto$¢ bedzie
zsyntetyzowanie specyficznego agonisty FFAR4, najlepiej do podawania doustnego, dla
ewentualnego zastosowania leczniczego. Oczywiscie mozliwo$¢ taka zaistnieje po optymalizacji
dawek i kompozycji zwigzkéw chemicznych w probach klinicznych.

Trudno méwi¢ o niedociagnieciach w przypadku opublikowanych juz i ocenionych przez
recenzentéw znakomitych czasopism, manuskryptow. Prace te jasno dowodza, ze Kandydatka
posiadia umiejetno$é trafnego doboru pi$miennictwa oraz projektowania i przeprowadzania

zmudnych i skomplikowanych eksperymentow.
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Dlatego w konkluzji stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska zostala
bardzo dobrze wykonana. Wnosi ona wazne i nowe informacje do naszej wiedzy na temat efektow
pobudzenia receptora FFAR4 majacych potencjalne implikacje terapeutyczne.

Cel rozprawy zostal w pelni zrealizowany, a uzyskane wyniki sa oryginalnym osiggnigciem
Badaczki, ktéra opanowala nietatwy i na wskro§ nowoczesny warsztat badawczy oraz uzyskata
znakomite przygotowanie merytoryczne. Praca ta stanowi znaczacy dorobek z elementami
nowosci naukowych i w pelni odpowiada wymaganiom stawianym dysertacjom doktorskim, o

czym niewatpliwie $wiadczy analiza bibliometryczna wybranych przez Doktorantke publikacji.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 1 ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
72017 r., poz. 1789).

Zatem mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie
whniosek o dopuszczenie

Pani magister Anny Kiepury do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie stawiam wniosek o wyréznienie ocenionej pracy po spelnieniu
wymogéw formalnych obowiazujacych w Uniwersytecie Jagiellonskim Collegium
Medicum w Krakowie.

W opinii recenzenta, po zapoznaniu si¢ z nadeslang dokumentacja, Kandydatka
spelnila warunki wyroéznienia dysertacji.




