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pt. ,, Wptyw zmiennej dostepnosci zelaza na funkcjonowanie i aktywno$¢ metaboliczng

ludzkich kardiomiocytow i miocytow szkieletowych”

Pomimo postepdéw w dostepnosci i stosowaniu nowoczesnych metod leczenia, niewydolno$¢
serca (NS) pozostaje jednym z najpowazniejszych schorzen w historii naturalnej chorob
cztowieka. Rokowanie pozostaje niekorzystne, a u wielu chorych 5-letnie przezycie jest krotsze
niz w przypadku najczestszych schorzen nowotworowych. Jednoczesnie czg¢stos¢ wystepowania
niewydolnosci krazenia nie ulega zmniejszeniu. Wskazuje to na niedostateczne zrozumienie
patogenezy tego schorzenia jak i patofizjologii jego gldwnych objawow w tym objawow
nietolerancji wysitku fizycznego, zaburzeniami metabolicznym. Prowadzi to do czgstych

hospitalizacji oraz wyjatkowo niskiej jakosci zycia.

Kluczowym elementem w patofizjologii proceséw prowadzacych do zespotu klinicznego
NS jest modeling migénia sercowego, w trakcie ktorego dochodzi do szeregu zmian
strukturalnych (przerost/rozstrzen) jak i czynnosciowych (obnizona kurczliwo$¢, asynchronia,

uposledzenie napetniania). Prowadzi to do niewydolnosci migsnia sercowego jako pompy.

Wraz z coraz glgbszym zrozumieniem roli proceséw metabolicznych w patogenezie
schorzen sercowo-naczyniowych, w ostatnich latach zwrécono uwage na role nieadekwatnego
wykorzystania substratow energetycznych, dysfunkcji mitochondriow, jako kluczowych
elementéw rozwoju NS. Zmiany energetyczne majag w NS charakter ogoélnoustrojowy 1 s3.
Obserwowane nie tylko w kardiomiocytach, lecz takze w komdrkach miesni szkieletowych, co z
jednej strony moze shuzy¢ jako obwodowy marker zaburzen w obrgbie serca, a z drugiej

przyczyniac si¢ do ogdlnoustrojowych objawdéw wyniszczenia obserwowanych w skrajnej NS.
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Pani mgr Magdalena Dziggata podjeta wtasnie ten ciekawy nurt badania, skupiajac si¢ na
roli zelaza w metabolizmie energetycznym mig¢$nia sercowego i migéni szkieletowych. Jest to
szczegblnie wazny temat, gdyz optymalna dostgpno$¢ zelaza jest konieczna dla wydajnej
produkcji ATP, pod wzgledem zaréwno magazynowania tlenu w mioglobinie, jak i optymalne;j
aktywnos$ci mitochondrialnych kompleksow enzymatycznych. Kliniczne znaczenie. Tej tematyki
wigze si¢ z faktem iz niedobor Zelaza jest najczgstszym niedoborem zywieniowym na $wiecie i
dotyczy ponad jednej trzeciej populacji. U chorych z zardwno ostrg jak i przewlekla NS,
niedobor zelaza jest znacznie czgstszy. Do tego odkrycia w znacznym stopniu przyczynit si¢
zespot promotor doktoratu — Pani Prof. Ewy Jankowskiej i Pana Profesora Ponikowskiego,
pokazujac, iz w przewleklej niewydolno$ci serca niedobor zelaza dotyczy nawet 50% chorych.
Co wigcej, zawarto$¢ zelaza w tkance lewej komory jest lokalnie obnizona w niewydolnych
sercach ludzkich, niezaleznie od wspotwystepowania anemii. Wigze si¢to z rozwojem
dysfunkcji mitochondriéw w sercu. Mechanizmy te scharakteryzowano zar6wno w bioptatach
migsnia sercowego jak i sercach w modelach zwierzgcych. Podej$cie to nie pozwala jasno
ekstrapolowa¢ tak uzyskanych wynikow do funkcjonowania kardiomiocytow, gdyz w obu tych
modelach badawczych badane byty tkanki na ktore sktadalo si¢ wiele komoérek. Dlatego tak
wazne bylo podjecie przez Panig mgr. Magdalene Dziggale badan w modelu izolowanych
pierwotnych kardiomiocytach i komoérkach migéni szkieletowych. Praca z uzyciem pierwotnych
kardiomiocytow jest bardzo trudna (poza komoérkami neonatalnymi, ktore z kolei nie w petni
odpowiada¢ bedg komorkom pacjentow z NS). Aby odtworzy¢ warunki w m. sercowym

Doktorantka poddawata komorki rozcigganiu imitujgcemu prace serca.

Celem pracy mgr Magdaleny Dziggaty byta ocena wplywu zmiennej dostgpnosci zelaza w
srodowisku hodowlanym pierwotnych kardiomiocytow ludzkich na geny uczestniczace w
metabolizmie  energetycznym, zaréwno tlenowym jak 1 beztlenowym, oraz na
zewnatrzkomorkowa sekrecje mleczanow przez wspomniane komorki. Ponadto celem projektu
bylo opisanie potencjalnych patomechanizméw molekularnych wplywu niedoboru zelaza na
metabolizm energetyczny mig¢éni szkieletowych u pacjentow z niewydolno$cig serca. Cele te
zostaly zrealizowane poprzez realizacj¢ siedmiu celow szczegdtowych: (1) ocene wptywu
zmiennej dostepnosci zelaza na ekspresje mRNA gendw kodujacych kompleksy mitochondrialne
w pierwszorzedowych kardiomiocytach ludzkich hodowanych w warunkach pracy
mechanicznej; (2) ocen¢ wplywu zmiennej dostgpnosci zelaza na ekspresj¢ mRNA genow
kodujacych enzymy metabolizmu beztlenowego w pierwszorzedowych kardiomiocytach
ludzkich hodowanych w warunkach pracy mechanicznej; (3) oceng¢ wplywu zmiennej
dostgpnosci zelaza na ekspresje podjednostek biatkowych kompleksow mitochondrialnych w

pierwszorzedowych kardiomiocytach ludzkich hodowanych w warunkach pracy mechaniczne;j;
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(4) ocen¢ wptywu zmiennej dostepnosci zelaza na ekspresj¢ biatkkowa enzymdéw metabolizmu
beztlenowego w pierwszorzedowych kardiomiocytach ludzkich hodowanych w warunkach pracy
mechanicznej; (5) ocen¢ wplywu zmiennej dostgpnosci zelaza na zewnatrzkomoérkowa
produkcje mleczandéw przez pierwszorzedowe kardiomiocyty ludzkie hodowanych w warunkach
pracy mechanicznej; (6) Dbadanie potencjalnych patomechanizméw  molekularnych
niekorzystnego wptywu niedoboru Zelaza na metabolizm energetyczny migsni szkieletowych u
pacjentdow z niewydolnoscig serca oraz (7) przedstawienie niedoboru zelaza jako wspodlnego
mianownika ostabienia metabolizmu energetycznego migsni szkieletowych obserwowanego w
chorobach przewleklych takich jak niewydolnos$¢ serca, przewlekta obturacyjna choroba pluc

oraz cukrzyca typu II.

Liczaca 51 stron praca ma klasyczng budowe. sktada si¢ z wstgpu, celow i1 zatozen pracy,
materiatu 1 metodyki, wynikow prezentowanych w postaci jednej pracy oryginalnej oraz jednej
pracy pogladowej, acz prezentujacej oryginalne hipotezy, podsumowania wynikow 1 wnioskow,
streszczen oraz 65 pozycji aktualnego piSmiennictwa. Do pracy zalaczono spis wartosci
bibliometrycznych publikacji, cho¢ co dziwne, datowany na 2017 rok oraz o$wiadczenia
wspotautorow konieczne dla uznania wkladu witasnego doktorantki w prezentowang prace.
Sposéb przedstawienia pracy jest czytelny i1 nie budzi zastrzezen. Pracge czyta sie z
przyjemnosciag. Na uwage zastuguje bardzo sprawne postugiwanie si¢ autorki terminologia
specjalistyczng. Praca oryginalna zataczona zawiera wazne wyniki badan i cho¢ nie jest
nadmiernie rozbudowana, spelnia wymogi oryginalnosci 1 wkladu wymaganego od kandydatéw
do stopnia doktora. Z kolei praca pogladowa, jest opublikowana w jednym z wiodgcych pism w
dziedzinie wskazujac na wysokg miedzynarodowa pozycje autoroOw w tym zakresie. Prezentuje

ona wnikliwg analize tematyki.

We wstepie Doktorantka szczegdtowo opisuje najpierw zagadnienia podstawowej biologii 1
kontekst kliniczny niewydolnosci serca. W dalszej czesci wstepu mgr Dziggata omowita krétko
zagadnienia metabolizmu energetycznego migénia sercowego i migéni szkieletowych. W
nastgpnym podrozdziale przedstawila role zelaza w metabolizmie energetycznym migsnia
sercowego 1 migsni szkieletowych by nastgpnie przedstawi¢ problematyke niedoboru zelaza w
niewydolnosci serca. Omawiajac te zagadnienia Doktorantka zacytowala najwazniejsze pozycje
pismiennictwa, pomijajac jednak dos¢ duzy zakres informacji i prac. Wstep jest napisany jasno.
Brak rycin jest w pelni uzasadniony faktem iz zawarta w rozprawie praca pogladowa jest bogata
w bardzo dobrze przygotowane Ryciny. We Wstepie oraz w pracy pogladowej wprowadzone
zostaly wszystkie konieczne dla dalszego zrozumienia pracy terminy i omowiony aktualny stan
wiedzy. Co zastuguje na uwage Doktorantka dobrze przedstawita uzasadnienie 1 nowatorskos¢

wyboru gléwnego modelu badawczego — pierwotnych kardiomiocytow
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poddawanych napr¢zeniom/rozcigganiu. Podsumowujac oceng tej czg¢sci rozprawy, we wstepie
mgr Dziggala jasno przedstawita potrzebg okreslenia zaburzen szlakéw molekularnych
zwigzanych z metabolizmem komoérkowym w konteksécie niedoboru zelaza. Przejrzyste i jasne
ujecie tematu we wstepie 1 w pracy pogladowej wskazuje, ze Doktorantka dobrze zapoznata si¢ z

omawianymi zagadnieniami 1 potrafi wiedz¢ syntetyzowac 1 jasno przekazac.

Cele badan sa przedstawione jasno, cho¢ bardzo obszernie jak na pojedyncza prace

oryginalng. Zostaly one jednak zrealizowane w toku rozprawy doktorskie;j.

Opis metodyki badan jest rzetelny zar6wno w 1-stronicowej czesci doktoratu poswigcone]
metodyce/opisowi eksperymentu jak i w metodyce samej pracy oryginalnej, cho¢ nie jest do
konca jasny sens powtarzania tych informacji w formie skréconego 1-stronicowego opisu
eksperymentu. Opis Metod wskazuje na samodzielno$¢ wykonanej pracy, a takze na §wiadomy

wybor wiarygodnych i dostepnych technik badawczych.

Wyniki badan obejmujg 2 publikacje, opublikowane w periodykach naukowych w 2018

roku. Kopie prac sg zataczone.

W pierwszej z publikacji pt. ,,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 Oct; 7(10): 175) badania wykonano na modelu pierwotnych kardiomiocytow ludzkich,
ktére hodowano przez 48 godzin w warunkach stacjonarnych badz w warunkach pracy
mechanicznej. Doktorantka porownata wptyw zredukowanego, optymalnego lub zwigkszonego
stezenia zelaza w Srodowisku hodowlanym. Analizie poddano ekspresje podjednostek
mitochondrialnych komplekséw enzymatycznych (kompleksy I-V) oraz enzymoéw metabolizmu
beztlenowego, kinazy pirogronianowej (PKM?2) i dehydrogenazy mleczanowej (LDHA) zaréwno
na poziomie mRNA metodg qRT-PCR, jak i bialka metodg Western Blotting. Oceniono rowniez
stezenie mleczanow wydzielanych do medium hodowlanego. Na uwagg zastuguje kompleksowa
ocena badanych szlakéw zaro6wno na poziomie RNA jak i biatka jak i metabolitoéw. Stanowi to
niewatpliwg warto$¢ prezentowanej pracy. W badaniach tych zaobserwowano, iz obnizone
stezenie zelaza w warunkach stresu mechanicznego spowodowato zmniejszenie ekspresji
kompleksow I-V przy jednoczesnym zwigkszeniu ekspresji PKM2 oraz LDHA, jak réwniez
stezenia mleczanow w medium hodowlanym. Co ciekawe, kardiomiocyty wystawione na
zwigkszone stezenie zelaza podczas wysitku mechanicznego wykazywatly zredukowana
ekspresje komplekséw mitochondrialnych 1-V, jednakze spadek byt mniejszy niz w przypadku
zastosowania chelatora zelaza. Podwyzszone stezenie zelaza w medium hodowlanym

spowodowato zmniejszenie ekspresji LDHA, przy czym nie wplyneto na zewnatrzkomorkows
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sekrecj¢ mleczanow. Podsumowujac, w pracy tej wykazano, iz w pracujacych kardiomiocytach
ludzkich niedobdr Zelaza wywiera bardziej niekorzystny efekt niz zwigkszone stezenie tego
mikroelementu zard6wno na geny metabolizmu tlenowego, jak i na produkcje mleczanow. Co
wiecej, podwyzszone stezenie zelaza w srodowisku hodowlanym pracujacych kardiomiocytow
zdaje si¢ posiada¢ pewne wilasciwosci protekcyjne w kontek$cie gendw metabolizmu
beztlenowego, nie wptywajac przy tym na zewnatrzkomoérkowa sekrecj¢ mleczanow. Podczas
gdy uzycie pierwotnych kardiomiocytéw jest bardzo warto$ciowe zastanawia tytul pracy w
ktorym autorka sugerowata poroOwnanie z mig$niami szkieletowymi. Niestety, w wynikach
oryginalnych takiego poréwnania nie mozemy znalez¢. Co wigcej wyniki te wzbudzity moje
pytanie, w jakim stopniu obserwowane na poziomie kardiomiocytéw zmiany odpowiadajg tym
obserwowanym w niewydolnym mig¢éniu sercowym i czy kardiomiocyty pierwotne z serc z
niewydolnoscig krazenia wykazuja podobne zachowanie. Zaciekawito mnie wreszcie w jakim
mechanizmie wg Autorki, dochodzi do podobnych zmian ekspresji biatek kompleksow

mitochondrialnych I-V zaré6wno w niedoborze jak i w nadmiarze Zelaza?

Migsni szkieletowych natomiast dotyczy druga z prac - praca pogladowa pt. ,,Iron deficiency
as energetic insult to skeletal muscle in chronic diseases” opublikowana w J Cachexia
Sarcopenia Muscle. 2018 Oct; 9(5): 802—815. W pracy tej opisano potencjalne patomechanizmy
molekularne prowadzace do ostabienia przemian tlenowych metabolizmu energetycznego mig¢sni
szkieletowych, co jest obserwowane u pacjentow z chorobami przewleklymi takimi jak
niewydolnos¢ serca, przewlekta obturacyjna choroba ptuc oraz cukrzyca typu II. Podkreslono, iz
patomechanizmy na poziomie komorkowym wystepujagce w wymienionych chorobach sg
podobne. Zwrdocono réwniez uwage na fakt czestego wspotwystepowania u tych chorych
niedoboru Zelaza, ktéry poprzez opisane patomechanizmy wywiera niekorzystny wplyw na
maszyneri¢ molekularng metabolizmu tlenowego 1 jako istotny czynnik moze przyczynia¢ si¢ do
pogorszenia energetyki migsni szkieletowych 1 miopatii szkieletowej obserwowane] w
niewydolnosci serca, przewleklej obturacyjnej chorobie pluc i cukrzycy typu II. Pewien niedosyt
recenzenta wzbudzit fakt, iz cenne bytoby, w przypadku wlaczenia takiej pracy jako cze¢$ci
rozprawy doktorskiej, zastosowanie $cisle zaplanowanej i opisanej metodyki przygotowania prac
pogladowych np. w postaci przegladu systematycznego. Zwigkszyloby to warto$¢ pracy jako

czesci rozprawy doktorskie;.

Podsumowanie wynikow i wnioski przedstawione sg zwig¢zle. Sa klarowne i odpowiadaja
postawionym przez Doktorantke celom badania, w pewnych miejscach wykraczajac poza

postawione cele.

Trochg brak poszerzonej dyskusji, ktéra moglaby nada¢ kontekst i porownanie migdzy

metabolizmem kardiomiocytow i mig$ni szkieletowych, co bardzo zaciekawito
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mnie jako recenzenta.

W podsumowaniu, prezentowana praca opisuje wplyw zmiennej dostgpnosci zelaza
(zar6wno niedoboru jak i1 zwigkszonego jego stezenia) na geny i biatka uczestniczace w
metabolizmie tlenowym 1 beztlenowym w pierwszorzedowych kardiomiocytach ludzkich
poddanych rozcigganiu imitujacemu prace serca. Dalej rozprawa traktuje szczegétowo o
mozliwych patomechanizmach molekularnych wptywu niedoboru zelaza na ostabiony
metabolizm energetyczny migsni szkieletowych obserwowany u pacjentow z niewydolno$cia
serca. Co wigcej, niedobor zelaza zaproponowany zostaje jako wspolny mianownik
wspomnianych nieprawidlowosci metabolicznych obecnych w mig$niach szkieletowych w
chorobach przewlektych takich jak niewydolno$¢ serca, przewlekta obturacyjna choroba ptuc

oraz cukrzyca typu II.

Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny Rozprawa Doktorska mgr Magdaleny Dziggaty
spetnia wymogi rozprawy na stopien doktora nauk biologicznych 1 mam zaszczyt przedstawic
Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego Uniwersytet Medyczny im Piastow Slaskich we
Wroctawiu wniosek o dopuszczenie mgr. Magdaleny Dziegaty do dalszych etapoéw przewodu
doktorskiego. Uwazam, iz praca ta stanowi cenny wktad do §wiatowego piSmiennictwa w tym
zakresie, wskazujgc na nowe mechanizmy regulacji metabolizmu kardiomiocytow, a nast¢pnie
prezentuje t¢ dysfunkcje w migsniach szkieletowych w waznym patofizjologicznym kontekscie

klinicznym.

,»Rozprawa doktorska spetnia 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 p6zn. zm.)”.

Prof. dr hab. med. Tomasz Guzik
Katedra Chorob Wewngtrznych i Medycyny Wsi
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
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