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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. Macieja Sledzinskiego
pt.: ,,Stres oksydacyjny — rola labilnej puii zelaza w modelu komorkowym

ostrego zapalenia trzustki”

Ostre zapalenie trzustki (OZT) jest schorzeniem rozwijajacym si¢ w nastgpstwie
przedwczesnej aktywacji proenzyméw trzustkowych prowadzacej do samotrawienia trzustki,
a czesto rowniez okolicznych tkanek. Liza tkanek wyzwala silng reakcje zapalna, ktéra w
niektérych przypadkach moze przerodzi¢ si¢ w zespét uogélnionej reakcji zapalnej wiazacy
si¢ z wysokim ryzykiem niewydolnosci wielonarzadowej. W ostatnich latach notuje sig
wzrost czestosci wystepowania OZT, co prawdopodobnie zwigzane jest z postgpujaca
epidemia otylo$ci bedacej istotnym czynnikiem ryzyka rozwoju kamicy zotciowej. Pomimo
znacznego postepu w medycynie, cigzkie OZT wciaz pozostaje niebezpiecznym schorzeniem
obarczonym wysokim odsetkiem zgonéw i powiklan. Jednym 2z mechanizméw
odpowiedzialnych za rozwéj OZT, dzialajagcym na bardzo wczesnym etapie choroby, jest
nasilenie produkcji reaktywnych form tlenu skutkujace pojawieniem si¢ stresu
oksydacyjnego. Majac na uwadze powyzsze, wybor tematyki badan Doktoranta nalezy uzna¢
za jak najbardziej uzasadniony.

Przedmiotem rozprawy doktorskiej przedstawionej mi do oceny bylo okreslenie
znaczenia labilnej puli zelaza w tworzeniu reaktywnych form tlenu w komérkowym modelu
OZT indukowanego przez ceruleing. Dodatkowym, istotnym celem byla ocena roli szlaku
kinazy JNK oraz czynnosci proteasomow w zmianach labilnej puli zelaza w badanym modelu
do$wiadczalnym. Tytul rozprawy nie odzwierciedla jednak do konca zakresu pracy.

Doktorant nie badal bowiem stresu oksydacyjnego jako takiego, a jedynie ilos¢ reaktywnych



form tlenu. Wzrost tempa ich produkcji moze, ale nie musi, oznacza¢ pojawienia si¢ stresu
oksydacyjnego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma ukfad typowy dla tego rodzaju
dysertacji. W obszernym wstepie Doktorant na poczatku przedstawia etiologi¢, przebieg oraz
mechanizmy odpowiedzialne za rozwoj ostrego zapalenia trzustki. W kolejnym podrozdziale
szczegotowo opisane zostaty reaktywne formy tlenu oraz procesy ich powstawania. Ta czgs¢
wstepu opatrzona jest kilkoma przejrzystymi rycinami, ktore znaczaco ulatwiajg zrozumienie
omawianych zagadnien. W dalszej czgsci wstepu Autor zapoznaje czytelnika ze zwierzgcymi
modelami OZT, wilasciwosciami wykorzystanej w badaniach linii komorek AR42J oraz
procesem transfekcji DNA. W ostatnich dwoch podrozdziatach Doktorant opisal homeostazg
zelaza i jego udzial w tworzeniu reaktywnych form tlenu oraz szlaki sygnatowe kinaz
biatkowych aktywowanych przez mitogeny.

W mojej opinii wstgp, chociaz ciekawy, jest stanowczo zbyt obszerny. Obejmuje on az
42 strony, czyli wiecej niz material i metody, wyniki oraz dyskusja razem wziete. Czg$¢
zamieszczonych w nim informacji nie jest niezb¢dna do zrozumienia tresci rozprawy i z
powodzeniem moglaby zosta¢ usunigta. Na przyktad nie widzg potrzeby opisywania
zwierzecych modeli OZT skoro badania zostaty przeprowadzone na modelu komérkowym.
Pomina¢ mozna bylo réwniez przedstawienie procesu transfekcji DNA, a opis kinaz
biatkowych aktywowanych przez mitogeny ograniczy¢ do kinaz JNK.

We wstepie Doktorant nie ustrzegh si¢ kilku bledow wynikajacych z dostownego
thumaczenia terminologii w jezyku angielskim. Za przyktad moga postuzy¢ sformutowania
takie jak: ,indywidua chemiczne”, ,,wydzielanie granulatu™, .specyfikacje enzymatyczne”
czy .jamiste malformacje”. Dosy¢ czgsto stosowany byl réwniez nieprawidlowy szyk
wyrazéw whasciwy jezykowi angielskiemu, np. ,bakteryjna translokacja” czy ,.genetyczne
mutacje”. Niewlasciwe jest rowniez sformutowanie ,.estry etylowych kwasow thuszczowych”,
prawidlowa nazwa tych zwigzkow to estry etylowe kwasow tluszczowych. Nigdy wezesnie]
nie spotkatem si¢ réwniez z czyms takim jak ,szlak wrazliwy na napiecie jonowe”. W czgsci
opisujacej metabolizm zelaza Doktorant wielokrotnie uzywa tez nieprawidtowego terminu
hemostaza zamiast homeostaza. W podrozdziatach o tytutach: ,Labilna pula zelaza”,
_Ferrytyna jako zrodto labilnej puli zelaza” oraz ,Kinazy JNK” zamieszczono rowniez cale
akapity tekstu nieopatrzonego zadnymi cytowaniami.

Cze$é pracy poswiecona metodyce badan zostata przygotowana bardzo starannie.
Doktorant szczegblowo opisuje tu warunki w jakich hodowane byly komorki oraz metode

pomiaru ilosci reaktywnych form tlenu, wielkosci labilnej puli zelaza i zawartosci badanych
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biatek. Wyczerpujaco przedstawiony zostal rowniez proces namnazania i oczyszczania
plazmidéw oraz transfekcji komorek. Wykorzystane procedury sa opisane w sposob jasny i
przejrzysty. Na podkreslenie zastuguje szeroki wachlarz metodyczny Doktoranta obejmujacy
zaawansowane techniki takie jak transfekcja komorek, cytometria przeptywowa i mikroskopia
fluorescencyjna. Dobor modelu do$wiadczalnego, metod badawczych, oraz sposob
zaplanowania poszczegolnych eksperymentow jest prawidtowy i w petni adekwatny do celow
jakie zostaly przedstawione w rozprawie.

W rozdziale tym wkradly si¢ jednak drobne bigdy. Opisujac parametry wirowania
Doktorant uzywa terminu predkos¢ podajac nastgpnie warto$¢ przecigzenia. Niewlasciwie
podany zostat réwniez sklad atmosfery w jakiej hodowane byly komorki. Gdyby zawierata
ona az 95% tlenu dosztoby do indukcji silnego stresu oksydacyjnego i aktywacji apoptozy.
Wskazane byloby rowniez zamieszczenie informacji odno$nie tego w ilu powtérzeniach byty
wykonywane eksperymenty i na czym dokladnie polegaly te powtérzenia (czy byly to
niezalezne doswiadczenia wykonywane w réznych dniach czy tez oddzielne dotki lub plytki
w trakcie jednego eksperymentu).

Pewne watpliwosci budzi réwniez dobér metod statystycznych. W znacznej czgsci
doswiadczen zastosowano wiecej niz jeden czynnik migdzygrupowy, w tych przypadkach
wskazane byloby zastosowanie wieloczynnikowej, a nie jednokierunkowej, analizy wariancji.
W przypadku analizy statystycznej wynikow pomiaru zawartosci biatka ferrytyny, ze wzgledu
na obecnos¢ wiecej niz dwoch grup do$wiadczalnych, nalezato zastosowac analizg wariancji
potaczong z testem poréwnan wielokrotnych. Uzycie testu t-Studenta jest tu niewlasciwe ze
wzgledu na brak kontroli btedu I rodzaju.

Wyniki uzyskane w rezultacie przeprowadzonych eksperymentow Doktorant
zaprezentowat na 8 przejrzystych rycinach. Rezultaty badan zostaly opisane w sposéb jasny i
zwarty, a kolejnosé omawianych eksperymentéw tworzy logiczny cigg co znacznie ulatwia
ich zrozumienie. W pierwszej czeéci tego rozdzialu Autor wykazal, ze podanie ceruleiny
nasila produkcje reaktywnych form tlenu w komorkach AR42J, oraz ze zjawisko to,
przynajmniej w czesci, jest konsekwencjg wzrostu wielkosci labilnej puli zelaza. W tytule
podrozdziatu 5.1 Doktorant stwierdza, ze ceruleina wywolala stres oksydacyjny.
Przeprowadzone badania nie uzasadniajg jednak uzycia takiego sformutowania, nie byly tu
bowiem analizowane zadne markery tego stresu.

W dalszej czesci rozdziatu Autor opisat wyniki dowodzace, ze wzrost labilnej puli
zelaza indukowany przez ceruleing jest konsekwencjg zmniejszenia zawartosci ferrytyny w

komoérkach AR42J. Kolejne doswiadczenia przedstawione w rozprawie wykazaly, ze
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zjawisko to zachodzi przy udziale proteasomow oraz kinazy JNKI1. W tytulach rycin
przedstawiajacych zmiany zawartosci ferrytyny Doktorant uzywa sformulowania ,,degradacja
ferrytyny”, ktére pomimo iz wydaje sie znajdowaé uzasadnienie w wynikach, w mojej opinii
w tym przypadku nie jest wiasciwe. Analiza zawartosci biatka ferrytyny metodg Western blot
nie daje bowiem zadnych informacji odnosnie tego czy obserwowane trendy sa konsekwencja
nasilenia jego degradacji czy tez ograniczenia tempa syntezy. Da si¢ rOwniez zauwazy¢
pewna niekonsekwencje w stosowaniu symboli oznaczajgcych istotnos¢ statystyczng réznic
na wykresach stupkowych. Np. na rycinie 9D nie zostala ona zaznaczona, podczas gdy na
rycinach 11D i 14B zaznaczone zostaly roznice z wartoscig prawdopodobienstwa
przekraczajaca zatozona granicg istotnosci statystycznej.

Dyskusja wynikéw jest pogigbiona, a Doktorant krytycznie interpretuje zgromadzone
dane, opierajac si¢ o adekwatnie dobrane pismiennictwo, co $wiadczy o dobrej znajomosci
tematu. Na podkreslenie zastuguje réwniez analiza implikacji klinicznych uzyskanych
wynikéw oraz nakreslenie dalszych kierunkow badan. Rozdziat ten jest niewatpliwie jednym
z najmocniejszych punktow ocenianej rozprawy. Zastrzezenia, podobnie jak wezesniej, budza
jedynie sformutowania sugerujace, ze w trakcie badan okreslano tempo degradacji ferrytyny.,
podczas gdy analizowano jedynie jej zawartosc.

Whnioski stanowia adekwatne podsumowanie wynikow badan i ich komentarza
zawartego w dyskusji oraz w pelni odpowiadajg celom rozprawy. Zostaly one prawidlowo
sformulowane, maja réwniez dostateczne potwierdzenie w danych eksperymentalnych.

Rozprawa lek. Macieja Sledzinskiego, stanowigca podstawe —postepowania
doktorskiego, jest oryginalnym rozwiazaniem problemu naukowego i dowodzi, ze Doktorant
nabyl odpowiednie kompetencje umozliwiajace samodzielne prowadzenie badan naukowych.
Natomiast forma w jakiej dysertacja zostala przygotowana $wiadczy o szerokiej wiedzy
Doktoranta w zakresie podjetej tematyki badawczej. Niewielkie niedociagnigcia
wyszczegolnione w niniejszej recenzji nie umniejszaja wysokie] wartosci naukowej ocenianej
pracy stanowigcej cenne uzupelnienie wiedzy odnosnie mechanizmow odpowiedzialnych za
rozwoj OZT.

W zwiazku z powyzszym, stwierdzam Zze praca przedstawiona mi do oceny spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim wymienione w art. 13 Ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2003.65.595 z poz. zm.). Na tej podstawie wnioskuj¢ do Rady Wydzialu Nauk o Zdrowiu z
Oddziatem Pielggniarstwa i Instytutem Medycyny Morskie] 1 Tropikalnej Gdanskiego




Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie lek. Macieja Sledzinskiego do dalszych etapow

postepowania doktorskiego i publicznej obrony.
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