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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Mariusza Fleszara

»Hepcydyna i wybrane metabolity przemian tlenku azotu w chorobie Alzheimera i otepieniu
naczyniopochodnym” wykonanej pod kierunkiem dr hab. Matgorzaty Krzystek-Korpackiej

Otepienie definiuje sie jako zespdét objawéw spowodowany chorobg mozgu, zwykle o charakterze
przewlektym lub o postepujacym przebiegu, charakteryzujgcy sie licznymi zaburzeniami funkcji
poznawczych takich jak: pamieé, myslenie, planowanie, orientacja, rozumienie, liczenie, zdolnos$¢
do uczenia sie oraz umiejetno$¢ oceny sytuacji. Zaburzenia te wptywajg na codzienne
funkcjonowanie oraz utrudniajg, a nawet uniemozliwiajg samodzielne funkcjonowanie. W praktyce
klinicznej najczesciej wyrdzniane typy otepienia to otepienie w chorobie Alzheimera lub Parkinsona,
otepienie naczyniopochodne, otepienie czotfowo-skroniowe, otepienia mieszane i inne.

W zwigzku ze starzeniem sie spofeczenstwa, choroby otepienne stanowig wazny problem
medyczny, spoteczny i ekonomiczny. Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) w 2030
roku bedzie 65 miliondw chorych na chorobe Alzheimera, a w roku 2050 juz 115 milionéw. Z danych
Gtéwnego Urzedu Statystycznego wynika, ze w Polsce populacja oséb w wieku powyzej 65 lat
stanowi obecnie ok. 15 %, a w 2050 roku osiggnie ponad 30%. Szacuje sie, ze w Polsce na choroby
otepienne choruje 500 tysiecy oséb, z czego blisko 300 tysiecy cierpi z powodu choroby Alzheimera.

Jak dotagd rozpoznawanie choroby Alzheimera jest wylgcznie objawowe, na podstawie
wystepowania typowych objawéw, kolejnosci ich powstawania i szybkosci progresji choroby,
sporadycznie wykonywane sg badania obrazowe mézgu. Z tego wzgledu poszukuje sie nowych
markerdw diagnostycznych, ktére utatwityby rozpoznanie tej jednostki chorobowej we wczesnym
etapie choroby, zwitaszcza ze choroba moze rozwija¢ sie nawet 10-20 lat wczesniej przed
wystgpieniem objawéw klinicznych. Do uznanych biomarkeréw w chorobie Alzheimera nalezy
stezenie amyloidu (Bs,), catkowity poziom biatka tau i ufosforylowanego biatka tau w ptynie
mozgowo-rdzeniowym. Markery te sg stosowane w ocenie skutecznosci leczenia, ale ze wzgledu na
brak powszechnej dostepnosci i standaryzacji ich wykonania, nie sg jeszcze stosowane rutynowo.
Dlatego tez biomarkery choréb otepiennych pozwalajgce na szybkie postawienie diagnozy i
rozpoczecie odpowiedniego postepowania terapeutycznego, oznaczane w tatwo dostepnych
materiatach takich jak surowica czy osocze, sg bardzo potrzebne.



Postep w badaniach metabolomicznych, w tym lipidomicznych i proteomicznych daje nadzieje na
znalezienie w najblizszym czasie nowych markeréw utatwiajgcych rozpoznanie konkretnych
jednostek chorobowych. Praca mgra inz. Mariusza Fleczera doskonale wpisuje sie w tematyke
poszukiwania nowych biomarkeréw zaburzen otepiennych.

Przedstawiona do recenzji praca ma typowy uktad dla rozprawy doktorskiej, powszechnie
stosowany w pracach doswiadczalnych i zawiera 174 strony maszynopisu, w tym 38 rycin i 46 tabel,
wykaz stosowanych skrotéw i termindw, 319 pozycji pismiennictwa, ponad potowa (56%) z
ostatniej dekady, dalej, wnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz rysunkéw i tabel,
oraz zatgczone opinie komisji bioetycznej.

We Wstepie autor opisuje choroby otepienne: chorobe Alzheimera, otepienie naczyniopochodne
oraz otepienie mieszane z uwzglednieniem podtypdéw i czynnikéw ryzyka. Nastepnie przechodzi do
opisu hepcydyny i zwigzkéw biorgcych udziat w metabolizmie tlenku azotu, zwracajgc uwage na ich
powigzanie z chorobami otepiennymi. Kolejny rozdziat zapoznaje czytelnika z technika
spektrometrii mas uwzgledniajgc jonizacje typu ESI i stosowane w tej technice analizatory mas,
skrétowo podane zostaty informacje dotyczace metabolomiki i proteomiki. Wstep pracy jest
napisany w sposéb syntetyczny, czytelny, oparty o dobrze dobrane piSmiennictwo i swiadczy o
duzej wiedzy Doktoranta. Zabrakto w nim jednak osobnego podrozdziatu dotyczacego stosowanych
i potencjalnych markeréw chordéb otepiennych, z uwzglednieniem zaréwno zwigzkéw biatkowych
jak i lipidowych.

Gtéwnym celem badan, jaki zatozono w pracy bylo opracowanie metody oznaczania stezenia
hepcydyny oraz metabolitow powigzanych z przemianami tlenku azotu w surowicy przy uzyciu
spektrometrii mas jako techniki analitycznej. Cele te zostaty jasno sformutowane.

W rozdziale Materiaty Doktorant opisat badang populacje, stosowane odczynniki i aparature.
Mocng strong pracy jest dobrze dobrany i scharakteryzowany materiat badawczy: grupy pacjentéw
z poszczegblnymi typami choréb otepiennych sg poréwnywalne pod wzgledem liczby pacjentow i
warte podkreslenia, ze stanowig stosunkowo duzy materiat badawczy, w porédwnaniu do grup
opisywanych w pismiennictwie. Ponadto sg one bardzo dobrze scharakteryzowane pod wzgledem
parametrow demograficznych, jak réwniez klinicznych. Wykonane zostaty badania
neuroobrazowania i oceniono globalny zanik kory mdzgu (GCA), ptata skroniowego (MTA) oraz
zmian hiperintensywnych istoty biatej (WMH). Co wazne, stosujgc wskaznik niedokrwienny
Hachinskiego mozna byto zréznicowaé grupe pacjentéw z chorobami neurodegeneracyjnymi od
grupy z otepieniem naczyniopochodnym oraz wyrdzni¢ grupe pacjentdw z otepieniem mieszanym.
Grupa kontrolna honorowych krwiodawcéw jest dobrze dobrana ilosciowo i z przyczyn
obiektywnych stanowi nieco odbiegajgcg pod wzgledem wieku grupe kontrolng. Na uwage
zastuguje rowniez stosunkowo niewielka, ale istotna grupa kontrolna oséb z bélami lub zawrotami
gtowy lecz bez demenc;ji.

Dobor metod jest trafny dla realizacji zadan. Metody uzyte w pracy s poprawnie opisane i podane
w sposodb wyczerpujacy. Szczegdtowo opisane jest przygotowanie prébek do analiz hepcydyny oraz
metabolitéw przemian tlenku azotu jak rdéwniez warunki ich rozdziatu za pomocg ultra
wysokosprawnej chromatografii UHPLC.



Wyniki przedstawiono w sposdéb jasny i rzeczowy, ilustrujgc je licznymi dobrze opracowanymi
tabelami i rycinami. Na uwage zastuguje bardzo dobre opracowanie statystyczne wynikéw.

Kluczowym etapem badan byto ustalenie metody oznaczania hepcydyny oraz metabolitéw
przemian tlenku azotu: L-argininy, L-cytruliny, symetrycznej i asymetrycznej dimetyloargininy
(SDMA) i (ADMA) oraz dimetyloaminy (DMA) w surowicy a nastepnie ich analiza za pomoca
spektrometrii mas.

Doktorant przeprowadzit szereg testéw w celu optymalizacji parametréw ekstrakcji (z
wykorzystaniem ekstrakcji ciecz-ciecz lub ekstrakcji do fazy statej) i upochodnienia badanych
analitdbw. Opracowat wtasng, szybkg metode ekstrakcji hepcydyny technikg ciecz-ciecz,
umozliwiajgcg uzyskanie odzyskdw na poziomie co najmniej 78%. W przypadku oznaczania
metabolitéw przemian tlenku azotu, bazujagc na wczesniejszych doswiadczeniach Doktoranta,
mozna byto stosunkowo tatwo dobra¢ warunki poprzez zamiane czynnika upochodniajgcego z
chlorku pentafluorobenzoilu na chlorek benzoilu. Dzieki zastosowaniu odpowiedniego Srodowiska
reakcji mozna byto uzyskac satysfakcjonujgcy rozdziat pieciu metabolitéw tlenku azotu w czasie 5
min, co znaczgco obnizyto koszty analizy.

Doktorant dobrat parametry rozdziatu chromatograficznego stosujgc ultra wysokosprawng
chromatografie UHPLC oraz parametry odpowiednie do detekcji w Zrédle jonéw uzyskanych
metabolitéw. Ponadto jednoczesne oznaczanie az pieciu markeréw pozwala na istotne obnizenie
btedow eksperymentalnych. Obie metody zostaly poprawnie poddane walidacji, a nastepnie
postuzyty do wyznaczenia poziomu badanych substancji w surowicach pacjentdw z chorobami
otepiennymi i u oséb zdrowych.

Opracowanie metod oznaczania stezenia hepcydyny oraz metabolitéw powigzanych z przemianami
tlenku azotu za pomocg ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowe] sprzegnietej ze
spektrometriag mas, uwazam za bardzo wazne osiggniecie Doktoranta. W tym miejscu nasuwa sie
pytanie dotyczgce dostepnosci tak zaawansowanych technik analitycznych w laboratoriach
diagnostycznych. Problem ten porusza Vialaret i wspotpr. w ostatnio opublikowanej pracy (J
Chromatogr B 2018, 1086, 110-117) dotyczacej iloSciowego oznaczania hepcydyny w surowicy
ludzkiej za pomocg LC-MS/MS. Celem pracy byto poréwnanie zastosowanego w technice LC-MS
nanoprzeptywu (0,6 pl/min) ze standardowym przeptywem (100 pl/min) stosujac takg samg metode
detekcji. Uzywajac obu systemdéw autorzy uzyskali poréwnywalne wyniki i konkludujg, ze
zastosowanie standardowej techniki LC-MS jest rownowazine technice nano LC-MS i moze by¢
rowniez z powodzeniem uzyte do celéw diagnostycznych. Prosze Doktoranta o poréwnanie wad i
zalet standardowej techniki LC-MS z technikg tandemowg oraz probe oszacowania kosztéw
opracowanych przez Pana metod analiz, w odniesieniu do wspomnianej pracy.

W drugiej czesci wynikdw Doktorant ustalit zakres referencyjny stezen hepcydyny i metabolitow
tlenku azotu w grupie oséb zdrowych (krwiodawcy) oraz w grupie osob zdrowych z
bélami/zawrotami gtowy bez demencji i nastepnie poréwnywat z grupg pacjentéw z chorobami
otepiennymi traktowang jako catos¢ i w rozbiciu na podgrupy chorych z patologig alzheimerowska,
naczyniowg i mieszang. Kolejno szczegétowo poréwnywane byty uzyskane stezenia badanych



metabolitéw w poszczegdlnych grupach pacjentéw uwzgledniajac wiek, pte¢, poziom edukacji, BMI,
zaburzenia funkcji poznawczych oraz zmiany w modzgu. Rezultaty poréwnan opracowane
statystyczne zostaty przedstawione na licznych rycinach i w tabelach. Doktorant ocenit rowniez
korelacje pomiedzy analizowanymi parametrami zaréwno w badanej populacji, jak i w rozbiciu na
grupy pacjentow. Ostatni etap wynikdow stanowi ocena potencjatu diagnostycznego badanych
metabolitéw jako biomarkeréw w demencji.

Za najwazniejsze rezultaty tej czesci pracy uwazam:

- wykazanie wzrostu stezenia hepcydyny i spadek stezenia argininy w demencji naczyniopochodnej,
znamiennie wyzszy niz w demencji o patologii Alzheimerowskiej

- obserwacje, ze stezenia hepcydyny oraz ADMA i SDMA rosng wraz z pogorszeniem funkcji
poznawczych w chorobach otepiennych, przy czym w chorobie Alzheimera wystepuje zaleznos¢ dla
hepcydyny, a w patologii naczyniopochodnej dla ADMA i SDMA

- pokazanie po raz pierwszy, ze ze wzrostem zaawansowania zmian zanikowych kory mézgu, rosnie
stezenie ADMA i SDMA

- wykazanie, ze w zmianach o etiologii naczyniopochodnej wystepujg wyzsze stezenia hepcydyny,
DMA i cytruliny, a jednoczesnie nizsze argininy, wyrazajace sie zaleznoscia ze stopniem
zaawansowania zmian hiperintensywnych istoty biatej mdzgu (hepcydyna i arginina) lub od
wystepowania zawatéw strategicznych (DMA i cytrulina).

W mojej ocenie najbardziej wartosciowg cze$é pracy stanowi Dyskusja, swiadczgca o dobrej
znajomosci tematyki badawczej oraz krytycznym podejsciu do uzyskanych wynikéw, swietnie
napisana i Swiadczaca o dojrzatosci naukowej Doktoranta. Interesujgca jest obserwacja, ze
najlepszym indywidualnym markerem dyskryminujgcym pacjentéw z demencjg od oséb zdrowych
jest arginina, natomiast panel markeréow skfadajgcy sie z metabolitow przemian tlenku azotu i
hepcydyny charakteryzowat sie doskonatg skutecznoscia.

Wynik $wiadczacy o tym, ze panel ztozony z wielu markerdw ma lepszg moc diagnostyczng niz
pojedynczy marker ma réwniez potwierdzenie w danych literaturowych. W pracy opublikowanej
przez Fiandaca i wspotpr. (Frontiers in Neurology 2015, 6, 237) oceniano panel ztozony z 24
metabolitéw jako markeréw predysponujgcych do rozwiniecia choroby Alzheimera. Badania byty
prowadzone przez co najmniej 5 lat na stosunkowo duzej i bardzo doktadnie scharakteryzowanej
grupie pacjentow. Co ciekawe, w panelu markeréow oprdcz najliczniejszej grupy zwigzkow jakie
stanowity fosfolipidy, uzyto roéwniez arginine i ADMA. W tym kontekscie uzyskane przez Doktoranta
wyniki wpisujg sie w Swiatowy nurt badan. Prosze Doktoranta o ustosunkowanie sie do tej pracy i
krétkie uzupetnienie informacji o lipidowych biomarkerach choroby Alzheimera.

Odnosnie uwag krytycznych dotyczg one strony redakcyjnej i to zaledwie kilku punktéw.

- Nalezy zmienié podpis Rys. 18, gdyz przedstawia on catkowity prad jonowy oraz chromatogramy
wybranych jondw metabolitéw tlenku azotu, a nie hepcydyny



- str 110 wers 9, w wyrazeniu ,Zastosowany w nim TFA, dzieki lepszym wtasciwosciom do
parowania jonéw w poréwnaniu z kwasem mréwkowym” powinno by¢ , TFA jako silniejszy czynnik
tworzenia par jonowych z czasteczkami analitu, w poréwnaniu do kwasu mréwkowego”

- str 115 wers 6 brakuje jednostki dla argininy

- w pracy znalazty sie niefortunne sformutowania jak np. na stronie 76 ,zwigzek edukacji ze
stezeniem hepcydyny...”, czy na stronie 31 ,wyniki neuroobrazowania byty oceniane przez
zaslepionego lekarza radiologa”

- W spisie piSmiennictwa w pozycji [97] nie podano rocznika, a pozycje 44, 71, 162 i 168 maja
niepetne dane bibliograficzne.

Uwagi te wynikajg z obowigzku recenzenta, ale nie wptywajg na wartos¢ merytoryczng ocenianej
pracy.

Podsumowujgc pragne podkresli¢, ze praca jest wartosciowa, badania zostaty prawidtowo
zaplanowane i zrealizowane. Uzyskane rezultaty oprdécz niewatpliwego znaczenia w naukach
podstawowych, majg takze wymiar praktyczny. Mogg postuzy¢ do opracowania panelu
diagnostycznego opartego na oznaczaniu stezenia hepcydyny i metabolitéw przemian tlenku azotu
w surowicach pacjentéw, zardwno w chorobach otepiennych, jak i innych jednostkach
chorobowych. Jak wskazuje Autor w dyskusji panel ztozony z SDMA i ADMA, po uprzednim
przetestowaniu, mégtby postuzy¢ do monitorowania funkcji nerek. Opracowane metody oznaczania
stezenn biomarkeréw w surowicy za pomoca ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowej
sprzegnietej ze spektrometrig mas typu ESI i z detekcjg Q-TOF sg uniwersalne i mozna je zastosowac
zaréwno do oznaczania tych metabolitow w surowicach pacjentédw a po walidacji metody takze w
innych ptynach ustrojowych np. w ptynie mézgowo-rdzeniowym, czy w moczu.

Po wnikliwym zapoznaniu sie z rozprawg doktorska Pana mgr inz. Mariusza Fleszara uwazam, ze
przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zawiera oryginalne, bardzo wartosciowe wyniki i
spetnia warunki okresSlone w art. 13 (ust. 1) Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z
poéin. zm.). Wnosze do Rady Naukowej Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu o dopuszczenie mgr inz. Mariusza Fleszara do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie, majac na wzgledzie duzg warto$s¢ merytoryczng i bardzo dobre wykonanie czesci
doswiadczalnej, przedktadam wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej pana mgr inz. Mariusza
Fleszara stosowng nagroda, przewidziang przez regulamin Uczelni.
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