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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Mariusza Fleszara pt.: ,, Hepcydyna i wybrane metabolity

przemian tlenku azotu w chorobie Alzheimera i otgpieniu naczyniopochodnym”

Celem badan opisanych w rozprawie ,,Hepcydyna i wybrane metabolity przemian
tlenku azotu w chorobie Alzheimera i otgpieniu naczyniopochodnym” bylo opracowanie
nowych metod wykorzystujacych spektrometri¢ mas do oznaczania hepcydyny i metabolitow
szlaku powstawania tlenku azotu w surowicy krwi oraz ocena praktycznego wykorzystania
tych metod w diagnostyce pacjentéw z otgpieniem o réznej patogenezie. Rozprawa doktorska
liczaca 174 strony powstala w oparciu o badania metodyczne, badania w materiale
biologicznym uzyskanym od pacjentéw z demencja oraz od krwiodawcow jako grupy
kontrolnej. Na przeprowadzenie eksperymentéw uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy

Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu (nr: 367/2017).

Ukdad pracy jest typowy i przejrzysty.

Wstep obejmuje 23 strony, na ktore sklada si¢ omowienie: i) patogenezy i dotychczas
poznanych, klasycznych mechanizméw prowadzacych do rozwoju otepienia oraz predyspozycji
genetycznych choréb otgpiennych, ii) fizjologicznej i patofizjologicznej roli hepcydyny oraz
prekursordw i metabolitéw szlaku prowadzacego do powstania tlenku azotu, iii) zasady
dziatania laboratoryjnej spektrometrii mas, oraz iv) mozliwosci wykorzystania w medycznej

diagnostyce, szczegélnie w peptydomice i metabolomice tej techniki pomiarowe;.

Zawarte we wstepie informacje tworza adekwatne tlo w odniesieniu do szczegotowe;j
problematyki podjetych przez Doktoranta dziatan badawczych. Wstep napisany jest poprawnie,
bardzo tadnym, fachowym jezykiem polskim, pojedyncze zargonowe okreslenia potwierdzajg
tylko bardzo dobra znajomo$¢ tematu i swobod¢ wypowiedzi. W wystarczajacym stopniu
pomaga zrozumie¢ istote prezentowanych badan. Wida¢, ze Doktorant znakomicie orientuje si¢

w fachowej literaturze dotyczacej metodyki podjetych badan, jak rowniez w diagnostyce




obrazowej i laboratoryjnej opisywanych zaburzen otepiennych. Dziesig¢ zamieszczonych we
wstepie schematéw i rycin znaczaco ulatwia zrozumienie omawianych probleméw. Jedyne
uwagi dotycza drobnych bledéw formalnych: deregulacja syntezy hepcydyny rzeczywiscie
prowadzi do zaburzen homeostazy Zelaza, ale zalezno$¢ ta jest dwukierunkowa i bezpieczniej
byloby uzy¢ okreslenia towarzyszy. Zdanie ,czasowe wysycenie transferyny skutkuje

pojawieniem si¢ niezwigzanego zelaza” nie jest zrozumiale.

Cele pracy, ujete w dwa podpunkty, opisuja precyzyjnie kierunki podj¢tych przez
Doktoranta dzialan. Punkty te bezsprzecznie uzupelniaja si¢ podnoszac wartos¢ zalozonych
badan. Gléwnym celem badan byto opracowanie nowych metod, opartych o spektometri¢ mas,
oznaczania hepcydyny i prekursoréw oraz produktow szlaku prowadzacego do powstania
tlenku azotu. Przydatnos¢ kliniczng opracowanych metod Doktorant zamierzal oceni¢ przy
uzyciu opracowanych przez siebie procedur analitycznych w materiale pobranym od grupy
pacjentow z otepieniem. Nalezy podkresli¢, ze wybor takiej grupy jest bardzo przemyslany
poniewaz ostatnio pojawily sie¢ w piSmiennictwie doniesienia o mozliwej roli hepcydyny i

zwigzkow chemicznych szlaku powstawania tlenku azotu w patogenezie otgpienia.

Rozdzial Materialy precyzyjnie definiuje na 6 stronach maszynopisu badana populacje
0os6b z otepieniem oraz uzyta grupe kontrolng. Dane antropometryczne i kliniczne
przedstawiono czytelnie w dwoch tabelach. Mam wrazenie, Ze w tabeli pierwszej pomylono

liczby w drugim i trzecim wersie.

W kolejnym rozdziale zatytulowanym Metody Doktorant na 11 stronach opisuje
pozyskiwanie materiatu, w ktérym wykonywal oznaczenia, wybrane skale neuroobrazowania i
skale ocen zaburzen funkcji poznawczych, pomocne przy podziale pacjentéw z otgpieniem na
podgrupy, metode oceny stopnia odzywienia pacjentéw, a w kolejnych trzech punktach
procedury uzyte w opracowywaniu i testowaniu nowych metod oznaczania hepcydyny,
argininy, cytruliny, symetrycznej i asymetrycznej dimetyloargininy oraz dimetyloaminy.

Metodyka badan napisana jest bardzo szczegblowo. Obejmuje precyzyjne opisy
kolejnych etapéw opracowania metody laboratoryjnej — uzyskanie kalibratoréw o
odpowiednich st¢zeniach w stosunku do oczekiwanych wynikéw w probkach badanych,
procedure przygotowania probek badanych, ogélne warunki rozdziatu badanych analitow
przy uzyciu spektrometru masowego oraz sposéb walidacji metod. Metodyke zamyka
precyzyjny opis testow statystycznych zastosowanych do analizy wynikéw. Zwraca uwage bardzo
bogaty warsztat naukowy uzyty do wykonania eksperymentéw. Z punktu widzenia techniki
wykonanych eksperymentéw, praca jest na bardzo wysokim, powiedzialbym na $wiatowym
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poziomie. Jednak podzial standardowego rozdzialu Material i metody na dwa osobne budzi
pewne watpliwosci. A przynajmniej umieszczenie w dziale Metody skal neuroobrazowania i
oceny zaburzen funkcji poznawczych. Dane te chyba nie byly zbierane przez Doktoranta i
powinny raczej miesci¢ si¢, w skromniejszej formie, w opisie grupy badanej, w

charakterystyce kliniczne;j.

Doprecyzowania wymaga opisanie sposobu postepowania z materialem biologicznym.
Doktorant, jak sam wspomina, pozyskal probki, w ktorych wykonywane juz byly analizy.
Pytanie czy probki te byly dzielone i do aktualnych badan wykorzystano cz¢s¢, ktora nie byla
nigdy rozmrazana, czy oznaczenia wykonywano w pozostalosciach, ktére byly juz
rozmrazane, co w istotny sposob mogloby wplynaé na jakos$¢ probek i oczywiscie jako$é
uzyskanych wynikow.

Sprzeciw budzi notoryczne uzywanie przez Doktoranta stowa ,,upochadnianie”
zamiast derywatyzacja. Spolszczenie wywodzi od stowa ,,pochodna” a nie ,,pochadna”. Tak
wiec po polsku ,upochodnianie”. Na korzys¢ Doktoranta przemawia fakt, ze stowo
»upochadnianie” uzywane jest w podrecznikach Politechniki Gdanskiej oraz w licznych

publikacjach, w tym Instytutu Lek6w, a nawet PAN-u.

Opis wynikéw pracy, podzielony jest, stosownie do przedstawionych celéw dysertacji na
2 gléwne podrozdzialy. Obejmuje 49 stron maszynopisu, ktére uzupelnione sa 24przejrzystymi
wykresami oraz 31 prawidlowo skonstruowanymi tabelami.

Pierwsza cze$é szczegblowo prezentuje kolejne proby uzyskania optymalnej metody
iloSciowego oznaczania hepcydyny oraz substratow i metabolitow szlaku przemian prowadzacych
do powstania tlenku azotu. W efekcie jako najlepsza metode wskazano ekstrakcje hepcydyny
technika ciecz-ciecz z wykorzystaniem acetonitrylu jako odczynnika odbialczajacego i oznaczanie
stezenia w ekstraktach przy pomocy ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzgzonej ze
spektrometrem masowym. Ekstrakcja ww. technika zapewnia wyjatkowo wysokie wartosci
odzysku, rzedu 78% co jest ewenementem. W przypadku substratow i metabolitow szlaku przemian
prowadzacych do powstania tlenku azotu Doktorant opracowat metode ekstrakcji i upochodniania
tych zwigzkéw pozwalajaca na jednoczesne i bardzo szybkie, co jest istotne w rutynowej
diagnostyce, wykonanie oznaczen przy uzyciu ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej
sprzgzonej ze spektrometrem masowym. W istocie cze$¢ ta stanowi przeglad prob i instrukcje
wykonania ww. oznaczen przy uzyciu najlepszej obecnie mozliwej metody. W mojej opinii jest to
wyjatkowo wartosciowa czes¢ pracy.



Druga cz¢s¢ wynikéw to prezentacja praktycznego wykorzystania opisanych powyzej
metod w grupie pacjentéw z otepieniem, glownie chorujgcych na chorobe Alzheimera.

Doktorant wykorzystujac nowoopracowane przez siebie metody przebadal duzg liczbe
pacjentéw uzyskujac ogromna ilo§¢ danych. Zostaly one wykorzystane w bardzo bogatej analizie
badanych parametréw w réznych kombinacjach. Uzyskane wyniki potwierdzaja:

a. Prawidlowo ustawiony zakres pomiarowy opracowanych metod, a w konsekwencji

b. Uzyteczno$¢ laboratoryjng opracowanych przez Doktoranta metod ekstrakcji,

derywatyzacji i oznaczania analitow

c. Swietng znajomos¢ wskaznikéw opisujacych uzytecznos¢ diagnostyczng oznaczanych

parametrow

d. Bardzo duza bieglos¢ w statystycznej obrobce wynikéw i w koricu

e. Uzyteczno$¢ kliniczng uzyskiwanych, przy pomocy nowoopracowanych metod,

wynikow, ktore pozwalaja na réznicowanie zaburzen otgpiennych w zaleznosci od ich
etiologii

Jedynym zastrzezeniem moze by¢ zbyt duze uproszczenie wystepujace w tytule jednego z
podrozdzialow ,,Opracowanie metod analizy metabolitow tlenku azotu”. To uproszczenie wystepuje
zreszta w roznych formach w kilku miejscach pracy. Tak naprawd¢ Autor oznacza metabolity
szlaku przemian prowadzacych do powstania tlenku azotu jak réwniez substrat dla tego szlaku,
czyli arginine.

Dyskusj¢ wynikéw zawarto na 24 stronach maszynopisu. Rozdziatl ten poswiecono
omoéwieniu wlasnych wynikéw Doktoranta oraz ich poréwnaniu z informacjami pochodzacymi ze
Swiatowego pismiennictwa. Jest on napisany w sposob logiczny, wyczerpujacy i poprawny, a
momentami nawet w sposob erudycyjny. Umiejetnos¢ doboru poszezegdlnych pozycji literatury,
sposob ich cytowania oraz wyciagane w trakcie dyskusji oraz w podsumowaniu wnioski $wiadcza

o dobrym opanowaniu warsztatu naukowego oraz o doglebnej wiedzy fachowej Doktoranta.

Mozna $mialo stwierdzi¢, ze sg to badania, a przynajmniej ich cz¢$¢ metodyczna na
najwyzszym S$wiatowym poziomie. Z przeprowadzonych oznaczeh wynika, iz przy uzyciu
parametréw biochemicznych takich jak hepcydyna, arginina i metabolity szlaku prowadzacego do
powstania tlenku azotu mozna zr6znicowac otepienie naczyniopochodne od choroby Alzheimera.
Jednak petna analiza przydatnosci klinicznej tych oznaczen, jak sam Autor zauwazyt w dyskusji,
Jest ograniczona ze wzgledu na dobdr grupy kontrolnej oraz brak pelnych danych klinicznych o



osobach zakwalifikowanych do tej grupy. Autor precyzyjnie charakteryzuje kliniczng uzytecznosé
omawianych parametréw, jednak w zakresie diagnostyki pacjentow z postawionym juz
rozpoznaniem. Godne podkreslenia jest, ze wnioski plynace ze wspomnianych rozwazan
wyznaczaja ciekawe obszary dla kontynuacji tych badan naukowych. Mianowicie bardzo
interesujaca bylaby prospektywna ocena badanych w omawianej dysertacji parametréw jako
markeréw prognostycznych, wczesnego wykrywania zaburzen otepiennych, zanim ujawnig sie
kliniczne czy radiologiczne objawy choroby. Takie testy mozna by zastosowaé jako badania

przesiewowe.

Whioski. Osiem wnioskéw odzwierciedla ztozony charakter badafn Autora. Wnioski
wynikaja z wnikliwej analizy popartej wlasciwg argumentacjg zawarta w przeprowadzonej
wezeéniej dyskusji i podsumowaniu wynikéw badan. Sg one logiczne i poznawcze, a takze
koherentne z zalozeniami i celami postawionymi na poczatku pracy. W mojej opinii najbardziej
istotne sg te, ktore dotycza mozliwosci zréznicowania przyczyn choroby otepiennej przy uzyciu

badanych przez Autora parametréw biochemicznych.

Dysertacj¢ doktorskg zamyka streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim, spis rycin i
tabel oraz wykaz piSmiennictwa liczacy 319 pozycji, adekwatnie dobranych w kontekscie
omawianych zagadnien. Zawiera on prace aktualne, a takze nie pomija istotnych pozycji
historycznych. Doktorant powinien byt dotozyé nieco wiecej starannosci, aby do konca utrzymaé
wysoki poziom swojej monografii, poniewaz w paru miejscach (cytowania nr 24, 81, 97, 98, 133,
202, 227, 234) brak jest tytulu czasopisma, a dodatkowo sporadycznie pojawiaja si¢ bledy w

zapisie autorow prac, skrotach tytuléw czasopism itp.

Reasumujac, imponujacy jest ogrom pracy, jaki Doktorant wlozyl w swoje badania, a takze
warto$¢ naukowa przedstawionych wynikow. Praca bez watpienia zastuguje na wyrdznienie.

Przedstawiona rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone 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 pdzn. zm.), a nawet znacznie je przekracza, w zwiazku z tym, z
przyjemnoscia, przedktadam Wysokiej Radzie Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego
we Wroclawiu wniosek o dopuszczenie mgr Mariusza Fleszara do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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