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Wprowadzenie do recenzji

Szacuje sig, Ze niewydolnos¢ serca (NS) dotyczy w krajach rozwinigtych 1-2% dorostej populacji.
Wraz z wiekiem czestos¢ wystepowania NS wzrasta i w grupie powyzej 70. roku zycia obejmuje
nawet ponad 10% populacji. Co istotne, u chorych po 65 r.z NS jest najczgstsza przyczyna
hospitalizacji. W Polsce, choruje na nia ok 800 tysiecy osob. Prognozy wskazuja, ze zachorowalno$é
na NS w najblizszym czasie znacznie wzro$nie, co jest zwigzane z obserwowanym procesem starzenia
si¢ spoleczenstwa.

Do najczestszych objawéw NS nalezy ograniczenie tolerancji wysitku fizycznego, dusznosé,
zaburzenia metaboliczne, a spos$réd schorzen wspottowarzyszacych istotne znaczenie dla stanu
funkcjonalnego maja m. in.: arytmia, choroba wieicowa, przewlekla obturacyjna choroba ptuc,
niewydolnos¢ nerek i anemia. W ostatnich latach zwrécono szczegélng uwage na role zaburzen
metabolicznych, w tym nieprawidlowosci przemian energetycznych w patomechanizmic NS.
Réwnoczesnie udowodniono znaczenie Zelaza w utrzymaniu sprawnego metabolizmu energetycznego
komorek i obrony antyoksydacyjnej. W badaniach klinicznych wykazano, ze systemowy niedobor
tego mikroelementu wiaze si¢ z gorsza wydolnosci fizyczng i zwigkszono $miertelnodcia, a jego
suplementacja poprawia stan funkcjonalny i jakos¢ zycia pacjentéw z NS. Sita dowodéw z tych badan

znalazta odzwierciedlenie w obowigzujacych wytycznych dotyczacych postepowania z chorymi z NS,
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w ktérych ujeto zalecenie dozylnej suplementacji Zelaza u chorych zjego niedoborem i nawet

tagodnie uposledzong frakcja wyrzutowa lewej komory.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Magdaleny Dziggata pt. ,,Wplyw zmiennej
dostepnosci zelaza na funkcjonowanie i aktywnos$é metaboliczng ludzkich kardiomiocytow i miocytéw
szkieletowych® dotyczy zatem tematu jak najbardziej aktualnego, zaréwno w aspekcie badan
podstawowych, jak i uzytecznosci w codziennej praktyce klinicznej. Wobec skagpych i nie w petni
spojnych danych z badan eksperymentalnych, podjecie badan nad podtozem molekularnym dziatania

zelaza w migéniu sercowym i mig$niach szkieletowych, byto jak najbardziej pozadane.

Omodwienie rozprawy

Opis ogélny
Rozprawa doktorska opiera si¢ na omdwieniu dwéch $cisle powiazanych ze sobg publikacjach,
opublikowanych w renomowanych czasopismach o zasiggu mi¢dzynarodowym:

1. Dziegala M, Kobak KA, Kasztura M, Bania J, Josiak K, Banasiak W, Ponikowski P, Jankowska EA.
Iron Depletion Affects Genes Encoding Mitochondrial Electron Transport Chain and Genes of Non-
Oxidative Metabolism, Pyruvate Kinase and Lactate Dehydrogenase, in Primary Human Cardiac
Myocytes Cultured upon Mechanical Stretch. Cells. 2018;7(10). pii: E175. doi: 10.3390/cells7100175.
(IF 4,829, pkt. MNiSW: 5 pkt)

2. Dziegala M, Josiak K, Kasztura M, Kobak K, von Haehling S, Banasiak W, Anker SD, Ponikowski P,
Jankowska E. Iron deficiency as energetic insult to skeletal muscle in chronic diseases. J Cachexia
Sarcopenia Muscle. 2018;9(5):802-815. doi: 10.1002/jcsm.12314. (IF 12,511, pkt. MNiSW: 45 pkt)

Pierwsza jest pracg oryginalna, a druga obszerng praca przegladowa (review). W obu tych pracach mgr

Magdalena Dziggata jest pierwszym autorem. Ich taczna punktacja to IF 17,34 pkt; pkt. MNiSW: 50
pkt.

Rozprawa doktorska ma uklad poprawny, typowy dla rozpraw doktorskich opartych na cyklu
opublikowanych prac, liczy 64 strony (wraz z zatgcznikami). Problem badawczy zostat przedstawiony
na 4 stronach zwieztego Wprowadzenia. Opis jest przejrzysty i zacheca do zapoznania z pelnymi
publikacjami. Na oddzielnej stronie ujeto Cele pracy a nastepnie krotki zwigzty opis Materialu
badawczego i Metodyki pracy oryginalnej (nr 1). Mozna by oczekiwaé nieco bardziej obszernego
opisu zastosowanych metod badawczych w jezyku polskim, ale wobec szczegdtowego opisu w tresci
samej publikacji (nr 1) uwaga ta ma niewielkie znaczenie. Warto podkresli¢, ze wyniki sa efektem
projektu finansowanego ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki (UMO-2012/05/E/NZ5/00590), a
badania zostaly przeprowadzone za zgoda Komisji Bioetycznej (warto byloby uzupelni¢ numer
zgody).

W tresci Wyniki na kolejnych 25 stronach rozprawy zostaly zaprezentowane obie publikacje w formie

wydrukow. Ich interpretacje umieszczono w czesci Podsumowanie i Wnioski, podkreslajac wartos¢
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poznawczg rozprawy oraz mozliwo$¢ jej wykorzystania zaréwno w dalszych badaniach w zakresie
nauk podstawowych, jak i wnioskowaniu klinicznym. W mojej ocenie ta cz¢$¢ zyskataby na
przejrzystosci, gdyby wnioski zostaly ujete w punktach korespondujacych z wypunktowanymi
wczesnie] celami. Zasadnicza cze$¢ pracy koncza Streszezemia w jezyku polskim (3 strony) i
angielskim (2 strony). Nastepnie w Zalacznikach zaprezentowano podsumowanie dorobku
naukowego Doktorantki i oswiadczenia wszystkich wspolautorow, ktérych analiza potwierdza
wiodacy wktad Doktorantki w powstanie omawianych publikacji.

Dobor literatury, zaréwno w samej rozprawie doktorskiej, jak i obydwu pracach jest bardzo
dobry i Swiadczy zaréwno o doskonalej znajomoS$ci piSmiennictwa w temacie, jak réwniez
umiejetnosci jego trafnego wykorzystania. Adekwatnie do typu publikacji: w pracy oryginalnej (nr
1) odwotano si¢ do 31 pozycji piSmiennictwa (w tym niemal potowa z ostatniej dekady) a w pracy
przegladowej do az 169 pozycji pismiennictwa (w tym réwniez niemal polowa z ostatniej dekady).
Sama rozprawa doktorska odwoluje si¢ do 65 dobrze dobranych referencji. Cze$¢ znich, co
zrozumiale, zostata wykorzystana w ww. publikacjach.

Praca przygotowana jest przejrzyScie i nowoczesnie, napisana poprawnym i komunikatywnym
Jezykiem. Drobne i sporadyczne usterki edycyjne (np. rozwiniecie skrétu ATP — str 6, ROS — str 7) i
stylistyczne (np. ,, ... Do niedawna bedgc wigzanym z niedokrwistoscig, ....” — sr. 7) nie majg istotnego

wplywu na oceng pracy.

Cele rozprawy
Cele projektu badawczego, ktorego efektem jest rozprawa doktorska zostaly trafnie i

precyzyjnie sformulowane. Gléwnymi celami byla ocena wplywu zmiennej dostepnosci zelaza w
srodowisku hodowlanym pierwszorzgdowych kardiomiocytéw ludzkich na geny uczestniczace w
metabolizmie energetycznym, zaréwno tlenowym jak i beztlenowym, oraz na zewnetrzkomérkowa
sekrecje mleczanow przez wspomniane komorki (co ujeto w pracy nr 1) oraz prezentacja
potencjalnych patomechanizméw molekularnych wplywu niedoboru zelaza na metabolizm
energetyczny miesni szkieletowych u pacjentéw z niewydolnoscia serca (praca nr 2).

Problematyka rozprawy jest zatem trafna, a przedstawione hipotezy badawcze i cele zostaly

sformutowane poprawnie. Zalozenia badawcze rozprawy swiadczg o jej oryginalnosci.

Ocena merytoryczna

W publikacji ,,lron Depletion Affects Genes Encoding Mitochondrial Electron Transport Chain and
Genes of Non-Oxidative Metabolism, Pyruvate Kinase and Lactate Dehydrogenase, in Primary
Human Cardiac Myocytes Cultured upon Mechanical Stretch. Cells.” udowodniono znaczenie
réznych stezen zelaza dla ekspresji bialek uczestniczacych w beztlenowej glikolizie, produkcji
mleczanéw oraz mitochondrialnym metabolizmie tlenowym. Czytelnika w temat pracy wprowadza

zwigzla czg$¢ wstepna dobrze uzasadniajaca podjecie badan. Opis metodyki jest bardzo szczegdtowy i
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uporzadkowany, pozwala odtworzy¢ eksperyment badawczy. Dokladnie opisano plan eksperymentu,
warunki hodowli pierwszorzedowych kardiomiocytow, zastosowane metody genetyki molekularnej
oraz identyfikacji i oceny ilo$ciowej produktéw biatkowych. Wykorzystano nowoczesne,
wystandaryzowane metody badacze. Dobér narzedzi jest trafny i zostaly one zastosowane
prawidlowo. Szczeg6lnym atutem pracy jest zastosowanie oceny ekspresji mRNA genéw kodujacych
badanych bialka, nastepnie ekspresji tychze bialek, a ostatecznie ,efektu metabolicznego” —
zewnatrzkomérkowej produkcji mleczandéw. Co wigceej, oceny dokonano oddzielnie w warunkach
statycznych oraz stresu mechanicznego. Wyniki s3 zaprezentowane zwiezle, w sposob uporzadkowany
i logiczny. Zastosowanie 100 uM deferoksaminy spowodowato ok. 2-krotne zmniejszenie zawartosci
zelaza wewnatrzkomérkowego wobec kontroli, a dodanie do podloza soli zelaza zwiekszylo jego
stezenie ok. 5-krotnie. Szczegdly zaprezentowano na rycinach, a najwazniejsze wyniki skomentowano
w tekécie. Mam jedynie watpliwo$é co do numeracji na Rycinie 2 — w tekscie mowi sie 0 2A-2F a na
Rycinie sa jedynie wyniki 2A-C (?).

Udowodniono, ze redukcja ilosci zelaza w $rodowisku hodowlanym kardiomiocytow powoduje
zmniejszenie ekspresji komplekséw enzymatycznych kluczowych dla przemian tlenowych oraz
zwicksza ekspresje enzyméw odpowiedzialnych za mmiej korzystne przemiany beztlenowe (kinazy
pirogronianowej i dehydrogenazy mleczanowej). Réwnoczesnie najwyrazniejszym efektem nadmiaru
zelaza byla inhibicja ekspresji dehydrogenazy mleczanowej (cho¢ obserwowano réwniez mniejsza
ekspresji kompleksow mitochondrialnych pod wptywem stresu mechanicznego niz w kontroli).
Znalazlo od odzwierciedlenia w nizszym poziomie mleczanéw w poréwnaniu do kardiomiocytow
hodowanych w $rodowisku z niedoborem zelaza, ale nie wobec kontroli. Niewatpliwie kluczowymi
whnioskami opartymi na wynikach tej pracy jest niekorzystne dziatanie niedoboru zelaza na przemiany
energetyczne kardiomiocytéw, co moze thumaczy¢ niekorzystne efekty kliniczne. Roéwnoczesnie
nadmiar zelaza okazal si¢ nie mie¢ wyraznych skutkow negatywnych a na poziomie ekspresji
wybranych enzyméw moze byé potencjalnie korzystny. Doktorantka podchodzi do tego wniosku z
adekwatna do zakresu uzyskanych wynikéw badaf ostroznoscia, co $wiadezy o dojrzatosci naukowej.
W publikacji ,.Jron deficiency as energetic insult to skeletal muscle in chronic diseases” dokonano zas$
bardzo szczegblowego przegladu pismiennictwa dotyczacego znaczenia zelaza dla funkcjonowania
miesni szkieletowych. Cho¢ nie jest to praca oryginalna, to scisle nawigzuje do pierwszej publikacji a
jej dojrzatosé $wiadczy o szerokiej wiedzy Doktorantki w tym temacie.

Problematyke udzialu zelaza w metabolizmie migsni szkieletowych ujeto w nastepujacych watkach
tematycznych: 1/ metabolizm energetyczny migéni szkieletowych, 2/ znaczenie zelaza w kontekscie
metabolizmu energetycznego miesni szkieletowych, 3/ niedobor zelaza i zaburzenia metaboliczne w
miesniach szkieletowych, 4/ powigzanie niedoboru zelaza, zaburzen oksydacyjnych, wydolnosci
funkcjonalnej u pacjentéw ze schorzeniami przewlektymi i miopatig. Taki uklad pracy tworzy
logiczna calo$¢, prowadzac czytelnika od podstaw (pato)fizjoloficznych do objawow klinicznych.

Opracowanie jest obszerne, ale zarazem zwigzle. Poparte licznym pismiennictwem. Tres¢ pracy
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ilustruja szczegdlowe i przejrzyste, bardzo dobrej jakosci ryciny. Szczegdlowo przedstawiono niuanse
przemian tlenowych i beztlenowych w miocytach;, z uwzglednieniem r6éznych zrédel energii oraz
mechanizméw regulacyjnych. Zwrdcono szczegdlna uwage na role mitochondriéw oraz udziat zelaza
w cyklu Krebsa, procesach oksydacyjnej fosforylacji oraz metabolizmie lipidow. Opisano réwniez
skutki niedoboru zelaza na poziomie tkankowym, komérkowym i molekularnym. Ostatnia czgs$é pracy
stanowi prezentacje przyczyn miopatii zwigzanych ze schorzeniami przewleklymi, gléwnie NS i
powigzania niedoboru zelaza z ta patologia. Szczegélnie ciekawy jest rozdzial dotyczacy zaburzen
odpowiedzi metaboreceptorow u chorych z NS, co wtdrnie moze prowadzi¢ do aktywacji uktadu
wspotczulnego, zaburzen hemodynamicznych oraz ograniczenia tolerancji wysitku na tle nasilonego
odczuwania dusznosci. Tak szerokie ujgcie tematu $wiadczy o duzej swobodzie w poruszaniu si¢ w

tym trudnym obszarze wiedzy.

Whnioski przedstawione w czgsci rozprawy Podsumowanie i Wnioski w pelni odpowiadajg na
postawione cele i znajduja potwierdzenie w tresci prac pelnotekstowych. Obie prace stanowig spdjne
zestawienie i wzajemnie si¢ uzupelniaja. Stanowig one zrddlo cennych, nowatorskich informacji,
czego najlepszym dowodem jest ich opublikowanie w renomowanych czasopismach naukowych.

Nalezy podkreslic¢, ze ten fakt, sam w sobie, czyni ocene rozprawy przez Recenzenta tatwiejsza.

Uwagi dodatkowe
Wartym podkreslenia jest bogaty dorobek naukowy mgr Magdaleny Dziggata nie wchodzacy w sktad

rozprawy doktorskiej. Stanowi go 7 prac pelnotekstowych (6 z nich opublikowano w renomowanych
czasopismach, w 2 z nich mgr Magdaleny Dziegala byla pierwszym autorem) oraz 17 streszczen prac
prezentowanych na zjazdach miedzynarodowych. Dorobek ten jest spojny ztematyka rozprawy
doktorskiej, co $§wiadczy o konsekwentnym rozwoju naukowym Doktorantki. f.aczna punktacja to
MNiSW = 209 pkt oraz IF = 37,284 pkt, co na tym etapie rozwoju naukowego stanowi osiagniecie

godne wyroznienia.

Pytania i uwagi do Doktorantki

Po zapoznaniu si¢ z rozprawa doktorska mgr Magdaleny Dziggala nasuwaja mi si¢ nastepujace
pytania:

Czy Doktoranka zastanawiata sig, dlaczego przy nizszej ekspresji LDHA w warunkach stresu
mechanicznego w poréwnaniu do kontroli, poziom produkcji mleczanéw byt poréwnywalny?

Czy przy mniejszych dawkach soli zelaza (w wykonanym eksperymencie przeladowanie zelazem
komdorkowym po ich podaniu bylo istotne - stgzenie byto 5-krotnie wigksze niz w kontroli) mozna by sie

spodziewac , korzystniejszego” efektu, lepszego nawet niz w grupie kontrolnej?
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Czy Doktoranka rozwazata - np. jako kontynuacje badar - oceng wplywu uzupelnienie zelaza na
badane parametry w Srodowisku z jego wczeSniejszym niedoborem? Aby sprawdzic¢ czy uzupelnienie
niedoboru koryguje zaburzenia z nim zwigzane?

W jakim stopniu wyniki badan in vitro moina ekstrapolowa¢ na zjawiska in vivo, w kiérych

kardiomiocyt znajduje sie w otoczeniu innych komdrek miokardium (vide praca Melenovsky ref. 24)?

Whioski koncowe

Niezaleznie od przedstawionych powyzej drobnych uwag, gtéwnie technicznych, oraz postawionych
powyzej pytan, wynikajacych z wzbudzonego zainteresowania tematem, rozprawe doktorska mgr
Magdaleny Dziggala oceniam bardzo wysoko. Otrzymane wyniki sa nowatorskie, maja istotne
znaczenie dla postepu wiedzy na temat znaczenie gospodarki zelaza u chorych z NS i innymi
schorzeniami przewleklymi, inspiruja do dalszego zglebiania tego tematu. Uwazam, Ze rozprawa
doktorska mgr Magdaleny Drziegata stanowi doskonaly dowodd, ze badania zzakresu nauk
podstawowych moga stanowi¢ istotny wklad w postgp diagnostyki i leczenia chorych. Réwnoczesnie
jest ona najlepszym przyktadem, ze realizacja badan w zespole interdyscyplinarnym kreuje ekspertow
potrafigcych nie tylko usystematyzowaé wiedze¢ z pogranicza réznych dziedzin nauki, ale i wskaza¢

nowe obszary badan.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Magdaleny
Dziegala spelnia warunki okre§lone 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

pozn. zm.).

Niniejszym mam zaszczyt przedstawié Wysokiej Radzie Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego we Wroclawiu wniosek o dopuszczenie mgr Magdaleny Dziggala do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Rownoczes$nie z uwagi na wysoka warto$¢ naukowa rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny
Dziggala skladam wniosek do Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego

we Wroclawiu o przyznanie jej wyroéznienia.

dr hab. med. Pawel Krzesinski

dr hab. n. me
specjalist; /
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