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Ocena rozprawy doktorskiej lek. med. Macieja Zbigniewa Sledzinskiego pod tytulem
,.Stres oksydacyjny — rola labilnej puli zelaza w modelu komérkowym ostrego zapalenia

trzustki.”

Ostre zapalenie trzustki jest nienowotworowg choroba o gwaltownym przebiegu i
znacznej $miertelnosci (ok. 5 % przypadkéw), indukowang szeregiem dobrze juz
rozpoznanych patogennych czynnikéw mechanicznych, toksycznych, metabolicznych oraz
przebytymi chorobami i sfabiej rozpoznanymi czynnikami genetycznymi. Efektem ich
patologicznego oddziatywania jest aktywacja proenzymow trzustkowych, w wyniku ktorej
rozwija sie proces lizy tego narzadu z towarzyszacg mu silng reakcja zapalna lokalng i w
wiekszosci przypadkow takze ogblnoustrojowa. Moze przerodzi¢ si¢ w posta¢ przewlekia.
Obie postacie zapalenia trzustki powoduja jej stopniowe uszkodzenie, co w konsekwencji
prowadzi do uposledzenia lub/i zaprzestania petnienia jej fizjologicznych funkcji. Okoto 10
do 30% zachorowan ma charakter idiopatyczny. W tym ostatnim przypadku rozpoznanie
przyczyn i mechanizméw tej choroby w trakcie obserwacji klinicznych cechujg znaczne
ograniczenia. Dotyczy to zwlaszcza wcezesnego stadium choroby oraz jej stadium
przedklinicznego. Do rozwigzania, przynajmniej czgéciowego te] klopotliwej sytuacji moga
przyczyniaja si¢ badania z wykorzystaniem eksperymentalnych modeli ostrego zapalenia
trzustki. W tym obszarze badan dotychczas najczesciej stosowano zar6wno inwazyjne jak i
nieinwazyjne modele zwierzece. Autor recenzowanej dysertacji rozszerzyt ten zakres badan
podstawowych o model z wykorzystaniem linii komoérkoej AR42], pozyskanej ze zbiordw
The American Type Culture Collection (pancreatoma, ATCC CRL 1492). Jest to linia
komorkowa, zachowujaca wiele cech komorek groniastych tego narzadu, m. in. wydzielanie
hormondw trawiennych i jest uzywana jako model egzokrynnego zapalenia trzustki,
szczegolnie w badaniach nad regulacja szlakow sygnatowych skojarzonych z ekspresja
cytokin, powstawania reaktywnych form tlenu i $émieci komérek. Wykorzystujac ten model i
techniki biologii molekularnej Kandydat postanowil zbada¢ ewentualny udziat labilnej puli

zelazanw, tworzeniu reaktywnych form tlenu w przebiegu doswiadczalnego ostrego zapalenia
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trzustki indukowanego ceruling ze szczegélnym uwzglednieniem zbadania w tym procesie
udziatu kinazy c-Jun (JNK) i czynnosci proteosoméw. W celu zrealizowania tego programu
badawczego traktowano komorki cerulina, zwigzkiem chelatujacym — deferoksaming i
heming. Warto podkresli¢, ze indukowane ceruling zapalenie trzustki uznawane jest za
tagodng posta¢ tej choroby. Rola wzmozonej produkcji reaktywnych form tlenu w
patomechanizmie tej choroby a szczegélnie w poczatkowym okresie jej rozwoju jest dosy¢
dobrze udokumentowana. Jednakze, zrodia reaktywnych form tlenu w przebiegu ostrego
zapalenia trzustki nie sa dobrze poznane. Rozszerzenie badah nad tym zagadaniem o
ewentualny udziat w ich generacji zelaza jest proba rozpoznania udzialu nowego mechanizmu
W patogenezie tej choroby. Swiadcza o tym nastepujace fakty bibliometryczne. W
odpowiedzi na hasto ,acute pancreatisis iron” w bazie Pub Med. (z dn, 09.12.2017 1))
pojawia si¢ 44 publikacji, a po zawezeniu do ,,acute pancreatisis iron oxidative stres” tylko 4.
Natomiast w odpowiedzi na hasto ,acute pancreatitis labile iron” tylko jedna publikacja,
ktérej Kandydat, co nalezy podkresli¢, jest pierwszym autorem a promotor autorem seniorem
(Sledzinski i wsp. 2013, Pancreas 42, 1070-1077). Co istotne, w odpowiedzi na rozszerzeniu
tego ostatniego hasta do ,,acute pancreatitis labile iron oxidative stress” nie pojawia si¢ zadna
publikacja. Powyzsze dane jednoznacznie wskazuja, ze podjeta przez Doktoranta tematyka
badania jest z cala pewnoscig oryginalna.

Rozprawa liczy 107 stron i podzielona jest na 10 gléwnych rozdzialéw. W spisie
cytowanych publikacji autor umiescit 171 pozycji w zasadzie bedacymi najnowszymi
oryginalnymi pracami eksperymentalnymi ogloszonymi drukiem w czasopismach o zasiegu
Swiatowym. Praca ma typowy uktad dla rozpraw doktorskich.

We Wstepie Doktorant, opierajgc si¢ na przegladzie pismiennictwa, wprowadza
czytelnika w zagadnienia dotyczace anatomii i funkcji trzustki a nastepnie etiologii, przebiegu
oraz patologii ostrego zapalenia trzustki, po czym opisuje mechanizmy lezgce u podstaw
powstawania reaktywnych form tlenu. Opis zwierzecych modeli tej choroby oraz wlasciwosci
linii komoérkowej AR42J wraz z procesem transfekcji plazmidowym DNA to kolejne
podrozdzialy wstepu. W kolejnych akapitach opisuje udzial zelaza w powstawaniu
reaktywnych form tlenu oraz szlaki sygnatowe kinaz biatkowych aktywowanych przez
mitogeny. Wstep jest podzielony na podrozdziaty, powigzane ze soba logicznie, a zagadnienia
omawiane w nastgpnym rozdziale wynikaja z tresci poprzedniego. Wzbogacono go kilkoma
czytelnymi rycinami. Wybor przedstawionych we Wstepie zagadnien i kolejno$¢ ich
prezentacji  podporzgdkowany jest celowi pracy i jest bardzo obszernym oraz
przekonywujacym uzasadnieniem dla zaproponowanego celu badan. By¢ moze niepotrzebnie
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zawiera trochg informacji o charakterze podrecznikowym, ale za to w tej wersji nadaje sie do
przedstawienia w publikacji przeglagdowej. Znalaztem w nim takze kilka przejezyczen
terminologicznych, prawdopodobnie jako efekt dostownego thumaczenia tych poje¢ z jezyka
angielskiego, np. ,,wydzielanie granulatu, ,,indywidua chemiczne, itp., na ktére zwrdcitem
uwage Doktorantowi podczas osobistej rozmowy. Cel pracy oraz pytania szczegotowe cele
badawcze wynikaja z przeprowadzonego rozumowania przedstawionego we Wstepie i nie
budza zastrzezen. Bardzo starannie opisano metodyke badan, ktora opierala si¢ na
zastosowaniu bardzo nowoczesnych i czutych metod, np., transfekcji komérek, cystometrii
przeptywowej czy mikroskopii fluorescencyjnej. Uwazam, ze wybrano je poprawnie do
zrealizowania zatozonego celu badan. W tym rozdziale brakuje jednak danych dotyczacych
ilosci powtérzen w wykonywanych pomiarach przy wykonywaniu niektoérych oznaczen.
Udokumentowany opis wynikow analiza statystyczng (uwagi zostana zamieszczone ponizej)
przedstawiono w8 rycinach, ktore skonstruowano w sposéb przejrzysty i fatwy do
odczytania.

Dyskusja stanowi logiczna calos¢ i zostata poprowadzona zgodnie z kolejnoscig
prezentowanych wynikéw. Swoje wyniki Autor skomentowat opierajac sie na publikacjach,
W tym z ostatnich lat, zamieszczonych w pismiennictwie $wiatowym. Zwraca uwage fakt
skomentowania uzyskanych wynikéw w kontekscie ewentualnych implikacji klinicznych. Jak
juz wykazatem, z powodu braku pismiennictwa stricte zwigzanym z celem badan Doktorant
nie mogt analizowa¢ uzyskanych wynikéw z podobnymi z tego zakresu badan. Cata
dyskusja cho¢ krétsza niz wstep, co nieco zaburza formalna strukture dysertacji, dowodzi, ze
lek. med. Maciej Sledzinski ze starannoscig przestudiowal zagadnienia zwigzane z podjeta
tematyka badan. Uwazam, Ze jest to takze najlepiej napisany rozdziat tej rozprawy. Zwiezle
podsumowanie wynikéw badan stanowiaz 4 wnioski. Za szczegélnie wazne uwazam
wykazanie, ze we wczesnym okresie choroby wystepuje rozpad ferrytyny i co zatem idzie
wzrost labilnej puli zelaza i produkcji reaktywnych form tlenu, oraz udziahu w tym procesie
proteasoméw. Wazne jest tez wykazanie, ze deferoksamina oraz inhibitory proteasomow
mogg zapobiega¢ niekorzystnemu wzrostowi labilnej puli zelaza a zwigzki blokujace szlak
sygnatowy zalezny od kinazy JNK1 mogg ogranicza¢ produkcje reaktywnych form tlenu w
doswiadczalnie wywolanym ostrym zapaleniu trzustki. Reasumujgc, Kandydat wskazal, ze
zmiana stezenia zelaza moze by¢ dodatkowym, dotychczas nierozpoznanym zrédiem
reaktywnych form tlenu w przebiegu ostrego zapalenia trzustki. Ta konkluzja daje podstawe

do podjgcia dalszych, takze klinicznych badan nad tym zagadnieniem.




Uwagi krytyczne

Uwazam, ze Autor w sposéb bezkrytycznie umiescil w tytule pojecie stres
oksydacyjny, bowiem w cyklu swoich do$wiadczen badat tylko reaktywne formy tlenu.
Cheiatbym zatem, aby doktorant w czasie obrony dysertacji skomentowat t¢ moja uwage,
szczegolnie w kontek$cie publikacji Sies H: Total Antioxidant Capasity: Appraisal of
Concept, J Nutr 2007,1493 oraz publikacji Bartosz G: Total Antioxidant Capacity, Adv Clin
Chem 2003, 37, 219, a takze skomentowat pojecia catkowitej pojemnosci antyoksydacyjne;j
(Total Antioxidant Capacity - TAC) i calkowitego statusu antyoksydacyjnego (Total
Antioxydant Status) jako waznych zmiennych, ktére oceniaja status oksydacyjny organizmu.
Ponadto prositbym takze o komentarz w kwestii wyboru testu statystycznego. Dlaczego nie

zastosowano analizy wieloczynnikowej?.

Ocena koncowa

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska lek. med. Zbigniewa Sledziﬁskiego pod
tytutem ,,Stres oksydacyjny — rola labilnej puli zelaza w modelu komoérkowym ostrego
zapalenia trzustki” jest oryginalnym, opartym o badania podstawowe osiggnigciem
naukowym, zastugujacym na bardzo wysoka ocene. Przedstawiany projekt badawczy jest

nowatorski, o potencjalnych implikacjach klinicznych.

Uwazam, ze lek. med. Maciej Zbigniew Sledzifski spetnia wszystkie wymagane
warunki o ubieganie si¢ o stopien doktora nauk w dziedzinie nauk medycznych. Dlatego z
prawdziwg przyjemnoscia przedstawiam Wysokiej Radzie Wydziatu Nauk o Zdrowiu z
Oddziatem Pielegniarstwa i Instytutem Medycyny Morskiej i Tropikalnej wniosek o
dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Argumenty o
znaczacych zaletach merytorycznych tej dysertacji wskazalem w niniejszej recenzji. Stanowia
one postawe do przedstawienia Wysokiej Radzie wniosku o wyréznienie tej rozprawy.
Dlatego w przypadku dojrzatego komentarza ze strony Kandydata dotyczacego uwag

zawartych w mojej krytyce, bede miat petng podstawe do ztozenia wniosku o jej wyréznienie.




