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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Sut

»Ocena wplywu spozycia kwaséw tluszczowych omega-3 i polifenoli roslinnych na
wskazniki stanu zapalnego i reaktywno$é ptytek krwi w wybranych chorobach
cywilizacyjnych”

WYKONANEJ W ZAKEADZIE ZABURZEN KRZEPNIECIA KRWI KATEDRY NAUK BIOMEDYCZNYCH
UNIWERSYTETU MEDYCZNEGO W tODZI

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska dotyczy bardzo aktualnej tematyki,
obejmujacej ocene wptywu diety na przebieg stanéw zapalnych i mozliwoéci modulowania
nasilenia proceséw zapainych oraz przeciwdziatania powiktaniom zakrzepowym przez
sktadniki diety, w kontekscie patofizjologii wybranych choréb cywilizacyjnych.

Wzrost potencjatu prokoagulacyjnego osocza krwi, zwiekszenie reaktywnosci ptytek
krwi (obejmujgce zaréwno ich aktywno$é hemostatyczng, jak i prozapalng) oraz ostabienie
efektywnosci dziatania uktadu fibrynolitycznego stanowig kluczowe elementy dysfunkgcji
hemostatycznych, towarzyszacych przebiegowi choréb nowotworowych, a takze
patofizjologii zaburzenn funkcjonowania ukfadu krazenia. Ze wzgledu na czestosc
wystgpowania, choroby ukiadu krazenia oraz nowotwory stanowig wiodaca przyczyne
smiertelnosci w krajach rozwinigtych. Obie grupy choréb sg wyzwaniem dla wspétczesnej
medycyny i wzbudzajg duze zainteresowanie badaczy. Wpisujgc hasto ,cardiovascular
disease” w tylko jednej z popularnych baz danych naukowych (PubMed;
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov; dane na dzieri 25 stycznia 2021 r.), otrzymujemy juz ponad
2,614,000 rekordéw. Jednoczesnie, nalezy podkreslié, ze liczne badania dotyczace zaréwno
profilaktyki pierwotnej i wtérnej, jak i opracowywania nowych strategii terapeutycznych, nadal
jednak nie doprowadzily do satysfakcjonujacej redukcji zapadalno$ci na wyzej wymienione
schorzenia i $miertelno$ci wérdd chorych. Co wiecej, nowe badania ujawniajg coraz wiece;
molekularnych powigzan pomigdzy mechanizmami patofizjologii choréb nowotworowych
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i schorzen uktadu sercowo-naczyniowego w réznych stadiach ich rozwoju, a fizjologia
hemostazy, w tym reaktywnos$cig ptytek krwi.

Przedmiotem badan wchodzacych w zakres pracy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Sut
jest wplyw spozycia waznych skiadnikéw diety cziowieka, takich jak kwasy ttuszczowe
omega-3 i polifenole reprezentujgce rézne klasy metabolitéw ro$linnych, na poziom
wskaznikow stanu zapalnego i reaktywnos¢ ptytek krwi u oséb ze zdiagnozowana chorobg
nowotworowg lub schorzeniami kardiologicznymi. Obejmuje ona 127 stron i charakteryzuje
si¢ uporzgdkowang, przejrzystg struktura, typowa dla dysertacji zawierajgcych czesé
doswiadczalng. Prace podzielono na 11 gtéwnych sekgji, obejmujacych wstep (1), cel pracy
(I1), materiaty i metody (1), wyniki (IV), dyskusje (V), streszczenie w jezyku polskim (V1) i
angielskim (VIl), wykaz cytowanego pisémiennictwa (VIII), zataczniki (IX) oraz wykazy: tabel
(X) i rycin (XI). Tekst zilustrowano 48 tabelami oraz 21 rycinami. Zataczniki obejmuija
natomiast formularze autorskich, opracowanych na potrzeby dysertacji ankiet
i kwestionariuszy zywieniowych dla pacjentdw kardiologicznych oraz pacjentek
onkologicznych.

Przed zasadniczym tekstem pracy zamieszczono wykaz stosowanych skrétow
i symboli, cho¢ niestety wyjasnia on tylko czes$é zastosowanych w tekscie skrétéw (brak jest
w nim migdzy innymi wyjasnien skrétow takich jak PGlz, VCAM-1, 5HT, HSV, CMV, PAF,
NF-kB, ICAM-1, DHA, EPA).

Czes¢é teoretyczna pracy

Wstep pracy obejmuje bardzo zwiezte omowienie giéwnych zagadnien istotnych dla
przedmiotu pracy, takich jak patogeneza raka piersi oraz miazdzycy i choroby wiencowe;j
serca, udziat proceséw zapalnych w wyzej wymienionych chorobach, rola plytek krwi w
patogenezie choréb cywilizacyjnych, a takze przeciwzapalne wiasciwosci sktadnikéw
zywnos$ci (rozdzialy 1-6). Ponadto, w tej czesci pracy krotko nakreslono takze
charakterystyke zwigzkéw polifenolowych, ich wystepowanie i gtéwne kierunki aktywnos$ci
biologicznej (rozdz. 7). W kolejnych rozdziatach Doktorantka przedstawita zrédta kwaséw
tluszczowych omega-3 i omega 6 (rozdziat 8), wplyw zwigzkéw polifenolowych i kwasow
ttuszczowych omega-3 na reaktywnos$é plytek krwi (rozdziat 9) i na parametry stanu
zapalnego (rozdziat 10). W ogélnej ocenie, sekcja ,Wstep” jest zrozumiata i dostarcza
dobrego wprowadzenia do tematyki pracy. Ze wzgledu na obszemo$¢ wszystkich zagadnien
zwigzanych z przedmiotem pracy, zrozumiate jest skrétowe nakreslenie cze$ci kwestii w tej
czeéci dysertacji. Jednak w aspekcie podjetego tematu, warto byloby nieco szerzej oméwic
role dyslipidemii w procesie aterogenezy. Dlatego chciatabym poprosié Doktorantke o krotkie

omoéwienie tego zagadnienia w trakcie odpowiedzi na recenzje. Z obowigzku recenzenta



muszg réwniez zwroci¢ uwage na dos¢ czeste niedociagnigcia edytorskie oraz pojawiajgce

sie niezbyt fortunne sformutowania lub skroty myélowe, na przyktad:

»---1eki z rodziny antracyklin (doksorubicyna) i z rodziny taxan (paklitaksel)” — zamiast ,...z
grupy taksanow (paklitaksel)” (strona 12);

bardzo ogélnikowe zdanie: ,Zapalenie w organizmie mozna mierzyé na wiele sposobow.”
(strona 15);

nieprecyzyjne okreslenie ,ciezko$¢ miazdzycy tetnic” w zdaniu: ,Z kolei w badaniu Yiiksel i
wsp. wykazano niezalezny zwigzek pomiedzy przedoperacyjnym poziomem PLR a
ciezkoscig miazdzycy tetnic...” (strona 17);

niezbyt jasne sformutowanie mysli w zdaniu ,Plytki krwi zawierajg wiele czynnikéw wzrostu,
w tym piytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF), ktére produkowane przez komorki
nowotworowe przyczyniajq sie do ich wzrostu.” (strona 17);

nieprecyzyjne sformutowanie: ,Godnym uwagi piytkopochodnym wskaznikiem prozapalnym
Jjest MPVLR'. (strona 18). Jako czynniki ptytkopochodne lub ptytkowopochodne okresla sie
bowiem substancje uwalniane z tych komoérek, natomiast parametr MPVLR to wyliczona
warto$¢, stosunek $redniej objetosci ptytek krwi do limfocytow;

stosowanie trybu osobowego, zamiast ogélnie przyjetego stylu pisania w formie
bezosobowej lub w 3 osobie: ,Przeprowadzajgc badanie metodg hsCRP (o podwyzszonej
czutodci) jesteSmy w stanie sklasyfikowaé wyniki...” (strona 19), ,Do polifenoli zaliczamy
ponad 8000 réznych fitozwigzkéw [50]. Dzielimy je pod katem budowy chemicznej..."
(strona 23);

.Kolejng bardzo wazng grupg zwigzkéw sq kwasy thuszczowe omega-3, znane ze swojej
aktywnosci przeciwzapalnej. W badaniach klinicznych udokumentowano ich liczne korzysci
zdrowotne.” (strona 22; ze zdania tego wynika, ze kwasy majg korzyéci zdrowotne);

opis Zrédet kwasu synapinowego (strona 24), nalezy skorygowaé z ,Kwas sinapowy — soki
cytrusowe, warzywa z rodziny Brassicaceae, jarmuz, kapusta, brokufy” np. na ,Kwas
synapinowy — soki cytrusowe, warzywa z rodziny Brassicaceae, w tym jarmuz, kapusta,
brokuly”, poniewaz rodzina Brassicaceae (kapustowate) obejmuje wyzej wspomniane
warzywa;

strona 26: niejasne zdanie ,Hamuje ona aktywno$¢ COX, a dokfadniej syntazy cyklicznych
nadtlenkéw prostaglandyn G/H, ktéra wykazuje sie tylko aktywno$é cyklooksygenazy, ale
rowniez peroksydazy.”

nieprecyzyjne sformutowanie ,U oséb zdrowych, suplementacja umiarkowanymi dawkami
omega-3 (640mg/dobe) moze przyczyniac sie do nieznacznego obnizania agregacji plytek
z ADP..." takze wymaga korekty, na ,...agregacji plytek wywotanej ADP”, poniewaz na
skutek aktywacji ptytki agregujg ze sobg — tzn. w odpowiedzi na stymulacje ADP, a nie za$
z samym ADP.



Czes¢ badawcza

Czes¢ doswiadczalna pracy zostata zaprojektowana w sposéb bardzo przemyslany, a
jej struktura jest uporzgdkowana. Cel pracy jest jasny — choé przedstawiony nieco nietypowo
— w formie pytan, a nie jak to najczesciej bywa — jako sformutowanie: .celem/przedmiotem
pracy (czy tez badan) bylo...” lub hipotezy badawczej. Nalezy takze podkre$ii¢, ze
wprowadzenie celéw szczegétowych i wypunktowanie zatozeri bylo bardzo dobrym
rozwigzaniem, utatwiajgcym czytelnikowi zapoznanie sie z koncepcjg badawcza pracy.

Sekcja materialy i metody stanowi dobrze przygotowane omoéwienie charakterystyki
grup badanych pacjentéw, grupy kontrolnej, a takze zastosowanych metod. W oparciu o
dane przestawione w tabeli 5, jako recenzent, chciatabym jednak prosi¢ o wyjasnienie
powod6w nieoznaczenia statusu receptorow HER2, ER i PR u tak duzej czesci pacjentek
(40-42) na 78. Czy jest to przypadkowy wynik uzyskany akurat w tej grupie badanej, czy na
przyktad efekt braku dostepnosci tych badar dla pacjentek?

e W tabeli 7 (obejmujgcej charakterystyke zdrowych dawcéw), pojawiajg sie natomiast
nieprecyzyjne sformutowania ,agregacia z AA”", ,agregacja z ADP”, .agregacja z
kolagenem”. Sformutowaniem zdecydowanie bardziej precyzyjnym bytoby ,agregacja
wywotana (czy indukowana)...”.

* Rozdziat 3.3 Badanie reaktywnosci plytek krwi - wielokanatowa agregometria impedancyjna
(MEA, Multiple Electrode Aggregometry)” zawiera bardzo krétkie oméwienie zasady
metody oraz zastosowanego sprzetu i reagentéw, Doktorantka nie wsparia jednak tego
fragmentu Zadnym odnos$nikiem literaturowym, wskazujgcym prace przedstawiajace
podstawy zastosowanej metody iflub potwierdzajace szerokie zastosowanie agregometrii
impedancyjnej we wspoétczesnych badaniach odpowiedzi plytek krwi.

» W rozdziale ,3.6 Analiza statystyczna” nie podano rodzaju zastosowanego testu t-Studenta.
Warto bytoby réwniez wskazaé, dla jakich parametréw zastosowano ten test do oceny
istotnosci statystycznej réznic miedzy grupami.

Wyniki uzyskane z przeprowadzonych przez Doktorantke badar oméwiono doktadnie,
a dane zilustrowano rycinami oraz tabelami. Sposdb prezentacji wynikéw jest typowy dla
rodzaju realizowanych badan, w wigkszosci prawidlowy i zrozumiaty dla odbiorcy. Niektore

fragmenty wymagajg jednak doprecyzowania lub korekty.

* W pracy pojawia si¢ niespojny zapis jednostek objetosci, czesciowo ,ml" oraz I", a
czesciowo ,mL"i L".
e W rozdziale ,4.1 Walidacja kwestionariusza” mozna napotkaé niezbyt naukowe
sformutowanie ,WskaZnik Blanda-Altmana wyszedt poprawny dla wszystkich podklas
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polifenoli...” - poza kwestig uzycia kolokwialnego sformutowania ,wyszedt”, warto bytoby
pokusi¢ si¢ o doktadniejsze wyjasnienie znaczenia tego parametru dla walidacii
kwestionariusza.

o W tabelach obejmujacych wyniki uzyskane z pomiaréw agregacji (np. tabela 19), w kolumnie
~Agonista” Autorka zamiescita niejasny zapis nazwy zastosowanego agonisty wraz z
jednostkami ,umol/L [U]" lub ,mmol/L [UF', wynikajagcy zapewne ze zbyt skrétowego
potaczenia w jednej sekcji: nazwy substancji, jej stezenia uzytego do stymulacji ptytek krwi
oraz jednostek, w ktérych wyrazano wyniki.

e Tabela 17 — pojawia si¢ nazbyt potoczne okreslenie ,zdrowa kontrola” pod tabela: ,Punkty
odcigcia byly wyliczone jako 95-ty percentyl markeréw stanu zapalnego w zdrowej kontroli
(n=102)"

e Tabela 18 ,Zgodno$¢ pomiedzy podwyzszonymi wskaznikami stanu zapalnego a niskim
spozyciem polifenole w grupie pacjentek z rakiem piersi (n=78)." — w kolumnie
prezentujgcej wynik analiz statystycznych podano wartoéci p, z wyjatkiem danych dia
MPVLR, gdzie zaznaczono ,ns” (nieistotne statystycznie). Nawet jesli nie zaobserwowano
istotnoéci statystycznej, uzyskano z obliczefh konkretng warto$é p, ktérg nalezy podaé.
Ponadto, w rozdziale dotyczacym analizy statystycznej (rozdziat 3.6) Doktorantka zawarta
nastepujgce stwierdzenie: ,Dla wszystkich analiz, warto$é P nizsza niz 0,05 uznawana bylo
Jjako istotna statystycznie.”, a jednak z opisu wyzej wymienionych wynikéw i ze sposobu ich
przedstawienia w tabeli 18 wynika, ze réznice, dla ktérych warto$é p wynosita 0,06 takze
przyjeto za istotne statystycznie.

e Tabela 21 ,0szacowanie dziennego spozycia kwaséw tluszczowych i polifenoli u pacjentéw
Z chorobg niedokrwienng serca (n=105)." obejmuje réwniez cholesterol, ktéry nie jest
kwasem tluszczowym. Dlatego, bardziej precyzyjnym okresleniem bytoby uzycie stowa
ipidow” zamiast ,kwasow tluszczowych” w tytule wyzej wskazanej tabeli.

e Tabela 30: btad edytorski - przesuniecie wartoéci p wzgledem wynikéw uzyskanych dla
prezentowanych paramentow.

e Podrozdziat 4.2.3 Wplyw kwaséw tluszczowych na agregacje w grupie pacjentdéw
kardiologicznych — Doktorantka zawarta nastepujgce stwierdzenie ,W grupie wysokiego
spozycia nasyconych kwasow tluszczowych zaobserwowano istotnie wyzszg agregacje z
AA (p=0,006; tabela 40). Dodatkowo w tej grupie zauwazono znaczne, aczkolwiek
nieistotne statystycznie, wyzsze warto$ci agregacji z ADP (p=0,09; tabela 40).” Drugie
zdanie w przytoczonym fragmencie jest bardzo nieprecyzyjne. Chciatabym prosi¢ o
wyjasnienie, co Doktorantka chciata przekazaé piszac o znacznych warto$ciach i do jakich

grup odnosi si¢ powyzsze poréwnanie.

Dyskusja obejmuje prawie 8 stron oméwienia wynikéw uzyskanych przez Doktorantke na tle
obecnego stanu wiedzy. Jest ona poprowadzona w sposob poprawny, choé warto bytoby
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bardziej uwypuklié nowatorskie aspekty pracy i nieco dynamiczniej przedyskutowaé wyniki
uzyskane w ramach realizacji pracy. Bardzo ciekawe $3 m.in. wyniki aktywnosci biologicznej
lignanéw uzyskane z pomiaréw w obu badanych grupach pacjentéw. Choéby krotkie
oméwienie wynikéw dotyczacych wplywu lignanéw na agregacje plytek krwi i inne badane
parametry oraz skonfrontowanie ich z danymi literaturowymi znacznie wzbogacitoby
dyskusje.

W czesci dyskusyjnej Autorce rowniez nie udato si¢ ustrzec przed potknigciami
stylistycznymi i edytorskimi, pojawity si¢ takze kolejne kwestie wymagajgce pewnego
doprecyzowania.

¢ Na stronie 80, Doktorantka zawata stwierdzenie "W duzym badaniu wieloo$rodkowym
wykryto zwigzek pomiedzy zawartoscig polifenoli w diecie a biomarkerami stanu
zapalnego przedstawionymi jako INFLA-score, do ktorego kalkulacji bierze sie pod
uwage m.in. stezenie CRP, leukocytéw, piytek krwi i granulocytéw [106].” Chciatabym
prosi¢ o doprecyzowanie liczno$ci grupy objetej cytowanym badaniem.

e Zdanie ,W nauce przedstawia sig rézne potencjaine mechanizmy przeciwplytkowej
aktywnosci polifenoli takie jak aktywnogé antagonisty tromboksanu, wptyw na szlaki
trombogenne np. P2Y1/P2Y12 czy COX-1 [110]" jest bardzo skrétowe i wymaga
przeredagowania. Miedzy innymi, zdecydowanie lepiej byloby uzy¢ precyzyjniejszych
okreslen opisujgcych wyzej wymienione szlaki, na przyktad okreslenia ,aktywacja
przy udziale receptoréw P2Y1 i P2Y12" oraz »przemiany kwasu arachidonowego
katalizowane przez plytkowg cyklooksygenaze 1".

e Podobnie, przeredagowania i usciélenia wymaga zdanie ,W badanie Maki i wsp.
réwniez potwierdzono, ze dawki EPA i DHA ponizej 1g dziennie w wigkszosci
publikacji nie powodujg istotnych zmian w badanych parametrach.” Autorka nie
wskazata typu badania - w zdaniu jest mowa o wigkszo$ci publikacji, czy zatem byta
to metaanaliza? Jesli byta to metaanaliza, to jaki byt zakres prac wigczonych do jej
przeprowadzenia?

o Korekty stylistycznej wymaga réwniez ogolnikowe i nieco kolokwialne zdanie ,W
Swietle aktualnych doniesien, z powodu niewielu przeprowadzonych eksperymentéw,
cigzko jednoznacznie potwierdzié uzyteczno$é stosunku kwaséw Hfuszczowych
omega-6 do omega-3 jako wskaznika prozapalnosci diety.”

Rozdziat Podsumowanie i wnioski zawiera 3-stronnicowe posumowanie wynikéw
uzyskanych w pracy. Whioski przedstawiono w 9 dosé obszernych punktach. W wigkszosci
$3 one prawidiowe w odniesieniu do uzyskanych wynikéw, jedynie punkt 9 moze budzié
pewne zastrzeZzenia. We wniosku tym, Doktorantka zawarta nastgpujgce stwierdzenie
«Nawigzujgc do celu ogéinego pracy, odpowiednio dobrana dieta z odpowiednig proporcjg
kwaséw ttuszczowych omega-6 do omega-3, zawierajgca zwigzki bioaktywne takie jak
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polifenole roslinne i kwasy Huszczowe omega-3 moze ograniczaé proces zapalny w
chorobach cywilizacyjnych.”

Ze wzgledu na zltozony charakter etiologii i patofizjologii choréb nowotworowych oraz
zaburzen funkcji uktadu Sercowo-naczyniowego, na podstawie badar wykonanych w ramach
omawianej dysertacji jest zdecydowanie za wczesnie na wyciaganie tak daleko idgcych
wnioskéw. Stwierdzenie dotyczace choréb cywilizacyjnych jest rowniez zbyt ogdine,
poniewaz w swojej pracy, Doktorantka skupita sie¢ jedynie na wybranych jednostkach
chorobowych.

Streszczenia w jezyku polskim i angielskim odzwierciedlajg zawarto§é pracy.

Wykaz pi$miennictwa obejmuje 124 pozycje, a jego dobér jest adekwatny do tematyki
objetej praca, choé podobnie jak w poprzednich sekcjach pracy, réwniez w wykazie
pi$miennictwa mozna znale3é liczne potknigcia edytorskie (m.in. brak numeréw stron — np.
pozycja 39, niewykasowane komentarze pozostate po sprawdzaniu pracy — pozycja 20,
blednie podane skroty nazw czasopism — pozycja 54, niespdjny sposéb przestawiania
tytutow prac — czeéé pisano matg, cze$¢ natomiast wielkg literg). Nalezy jednak podkreslié,
ze az 58 zacytowanych zrédet pochodzi z ostatnich 5 lat (lata 2016-2020), w tym 17 pozyc;ji
opublikowano w latach 2019-2020. Dobér literatury jest zasadny, a jej aktualnosé oraz
zréznicowanie potwierdzajg znajomo$¢ tematyki badawczej i najnowszej literatury przez
Doktorantke.

Doktorantka cytuje takze prace swojego wspotautorstwa — poz. 39: “Sut, A., et al.,
Polyphenol-rich diet is associated with decreased level of inflammatory biomarkers in breast
cancer patients. Rocz Panstw Zakl Hig, 2019. 70(2)." Prace te zacytowano w rozdziale 4.
Podloze zapalne choréb cywilizacyjnych - wskaZniki oceny stanu zapalnego” czesci
teoretycznej pracy (bez wspominania, ze jest to publikacja przygotowana w oparciu o wyniki
Z pracy doktorskiej). Wiasciwie jest to jedyny moment, w ktérym pojawia sie kwestia
publikacji wtasnych Autorki dysertacji. W pracy nie zawarto bowiem wykazu publikacji
i komunikatéw, ktérych tematyka zwigzana byta z badaniami realizowanymi w ramach

przygotowanej rozprawy doktorskiej.

Czg$¢ koricowa rozprawy zawiera informacje uzupetniajgce - zataczniki zawierajgce
zawarto$¢ ankiet i kwestionariuszy Zywieniowych dla pacjentow kardiologicznych i pacjentek
onkologicznych, a takze wykaz tabel i rycin.



Podsumowanie oceny pracy i wniosek koncowy

Podjecie przez Doktorantke tematu oceny poziomu wskaznikéw stanu zapalnego
i reaktywnosci plytek krwi w wybranych chorobach cywilizacyjnych oceniam jako w petni
zasadne. Przedstawiona do recenzji praca autorstwa Pani mgr Agnieszki Sut opiera sie na
prawidtowo opracowanej koncepgii badawczej. Dostarcza nowych, cennych informacji na
temat fizjologicznych efektéw aktywnosci biologicznej badanych sktadnikéw diety oraz
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu badawczego. Wskazane w recenzii uchybienia
edytorskie lub kwestie wymagajace doprecyzowania, nie wplywajg na ogding, pozytywng
oceng pracy. Nalezy réwniez podkredlié, ze wyniki uzyskane w ramach badari objetych
rozprawg stanowig ciekawg podstawe do dalszych prac badawczych.
Dysertacja odpowiada warunkom stawianym rozprawom doktorskim zawartym w art.13
Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz.U.nr 65, poz. 595 z pézn.zm.). W zwigzku z powyzszym,
wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Sut do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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Joanna Kolodziejczyk-Czepas



