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Badania prowadzone na poziomie calego organizmu, nie ograniczajyce AP

sig do wybranych szlakéw transdukcji sygnalu w modelowych komdrkach
hodowanych in-vitro s3 bardzo potrzebne, ale trudne. Konieczne jest w nich
uwzglednienie specyfiki réinych narzgddw oraz interakcji miedzy nimi, w tym
wzigcie pod uwage mechanizmow regulacyjnych dziatajgcych lokalnie |
systemowo. Najwigkszym problemem jest brak modeli badawczych
pozwalajacych na wykonywanie szybkich | jednoznacznie interpretowalnych
dodwiadczen. Decyzja o prowadzeniu przez Doktoranta badah na poziomie
organizmu, rwlaszcza w kontekécie :mian zwigzanych ze starzenlem byta wiec

prof. dr sab. Alicje Jézkowict

ambitna i zastuguje na uznanie.
lednym z procesow, ktdrych znaczenie jest powszechnie uznawane, ale
ktdrych szczegblowe mechaniomy weige kryja wiele niejasnodcl  jest
gospodarka felazem, a rwlaszcza odryskiwanie ielaza 1 uszkodzonych lub
starych erytrocytdw. Wiadomo, ie bardzo istotng role w recyklingu ielaza
odgrywaja makrofagi czerwonej miazgi fledziony (RPM). Ich dysfunkcja lub ul. Gronostejows 7
niedobdr moie prowadzic do anemii. Nie wiadomo jednak na ile moie miec to  p| 30.387 Krakéw
zwigzek 2 anemia obserwowana w starzejacych sie organizmach. tel. +48 12 GE4 G411
Rola erytrofagocytozy jest kluczowa dla erytropoezy, bardziej istotna niz
pobieranie zelaza z diety. O ile receptory odpowiedzialne za rozpoznawanie
uszkodzonych | starych erytrocytdw s opisywane coraz bardziej szczegdlowo,
o tyle poznanie mechanizméw regulacyjnych dostosowujacych erytro-
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fagocytozg i eksport odzyskanego ielaza do rzeczywistych potrzeb organizmu
jest wcigi niewystarczajgce. Podjeta przez Doktoranta préba ich lepszego
zrozumienia, byta wiec dobrze przemyslana i wartosciowa.

Pan mgr ini. Patryk Michal Slusarczyk prowadzit badania przede
wiszystkim w ukiadach in-vivo, na milodych i starych samicach myszy C57BL/6L.
Byly to doswiadczenia czasochlonne | dotyczyly zjawisk regulowanych
wieloczynnikowo, gdzie uzyskiwane wyniki nie zawsze s3 fatwe do
interpretacji. Bardzo pomyslowym | merytorycznie uzasadnionym podejéciem
bylo diugotrwate utrzymywanie myszy na diecie ¢ ograniczong dostepnodciy
telaza, tmniejszong naczaco, ale w stopniu nie wywolujgcym anemii. Dobrym
pomystem bylo takie polaczenie dodwiadczen in-vivo ¢ eksperymentami ex-
vivo prowadzonymi na komdrkach pierwotnych rdinicowanych de RPM. To
pozwalato na bardziej mechanistyczng analize badanych zagadnien i podjecie
proby zrozumienia istniejacych migdzy nimi zaleinodcl, wykraczajacego poza
prosty opis obserwowanych zmian.

Realizacja projektu wymagala zastosowania przez Doktoranta wielu
bardzo réinorodnych technik biclogii molekularnej i komédrkowej, w tym
calosciowych badan wykonywanych na poziomie transkryptomu i proteomu.
Wybdr | jakoéé przeprowadzonych analiz to silna strona rozprawy. Doktorant
wykorzystywal migdzy innymi cytometrig przeplywowg zardwno do
fenotypowania komaérek jak | testéw funkcjonalnych, sortowanie komdrek w
oparciu o cechy fenotypowe, mikroskopie fluorescencyjng | barwienia
immunochistochemiczne, transmisyjng mikroskopig elektronowa, analizy
ekspresji gendw na poziomie mRNA | bialka oraz badania transkryptomu i
proteomu wykorzystujace RNA-seq i LC-MS/MS. Na podkredlenie zastugujq
badania funkcjonalne prowadzone in-vivo, np. okreslanie crasu #ycia
erytrocytéw czy poziomu erytrofagocytozy.

Najciekawsze moim zdaniem wyniki uzyskane przez Doktoranta to i)
pokazanie, te aktywnosié erytrofagocytarma RPM (ale nie sama zdolnoéé do
fagocytozy) zmienia sig z wiekiem i jej ostabienie zaleiy od nadmiernej
ekspozycji na ielazo; ii) wyjasnienie pochodzenia i natury rogow ielaza w
starzejace] sig sledzionie; iii) wskazanie na modliwe naczenie tlenku wegla w

regulacji aktywnodcl erytrofagocytarnej RPM, co jest szczegéinie intrygujace
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biorgc pod uwage indukcjg ekspresji oksygenazy hemowej-1, w odpowiedzi na
pochodzgcy z erytrocytow hem.

Rozprawa doktorska pana mgr inZ. Patryka Michata Slusarczyka nie ma
klasycznej kompozycji, lecz opiera sie przede wszystkim na dwdch
publikacjach. Jedna z nich to praca przeglagdowa w Genes opublikowana w
roku 2021, druga zas to praca badawcza opublikowana w elife w roku 2023,
zawlerajgca calosc wynikdw | opis wykorzystanych metod. W obu pracach
Doktorant jest plerwszym autorem, a autorem korespondency|nym jest
Promotor Pomocniczy, pani dr Katarzyna Mleczko-Sanecka. Przed tekstem
publikacji znajduje si¢ Streszczenie | anglojezryczne Summary oraz Wstep,
zakoriczony Omowieniem osiggnigcia naukowego. Osobny podrozdziat
stanowiy Zatoienia | cele pracy. Po tekstach publikacji Doktorant umiedcil
Podsumowanie i wnioski, Bibliografie, Informacje o zgodach komisji
bioetycznych na prowadzenie badah na zwlerzetach oraz Odwiadczenia
wspolautordw publikacji. Rozprawa doktorska zawiera rdwniei wykaz skrotow
i spls tredci, ktdre przygotowane sg prawidiowo. W wykazie skrétdw wkradto
sie kilka drobnych bledow edytorskich (np. brak konsekwencji w stosowaniu
dugych | matych liter w nazwach), ale nie ma to znaczenla merytorycznego.

Streszczenie  (podobnie jak angielskie Summary) jest napisane
poprawnie, dobrze uzasadnia i przedstawia ogélny cel badad, przybliia
zastosowany metodyke oraz prezentuje wyniki | wnioski wynikajace z
przeprowadzonych dodwiadczer. Opis jest prawidiowy, chof niektdre z
wnioskdw 33 sformulowane nieco zbyt mocno. Wnioskowanie korelacyjne
moie z dulym stopniem prawdopodobieristwa wskazywaé na mechanizm
obserwowanych rmian, ale nle pozwala na jego jednoznaczne udowodnienie -
np. ie to obniienie poziomu biatka ferroportyny spowodowalo przetadowanie
RPM ielazem, czy ie ostablona erytrofagocytoza wynika miedzy innymi z
obnizenia aktywnosdci oksygenazy hemowej-1, tym bardziej, te aktywnodé taka
nie byta mierzona. Zgadzam sie z Doktorantem, ie zaproponowane
wyjasnienia s3 bardzo prawdopodobne, niemniej lepsze bytoby uiywanie
precyzyjniejszych sformutowan. Zastanawiam sie tei czy uiyde okredlenia
«Stworzenie protokolu umotliwiajagcego rdinicowanie monocytdw”™ lub w
wersji anglojgzyczne] ,a newly established in-vitro model” jest w pefni
uzasadnione. Tekst opublikowane| pracy wskawje, e byla to raczej
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optymalizacja lub rozwinigcie modelu opisanego przez Lu et al. (Immunity
2020).

Liczgcy 7 stron Wstep jest krotki, ale ciekawy, a dobér tredci potwierdza
dobre zrozumienie tematu przez Doktoranta. Wstep omawia najwainiejsze
zagadnienia zwigzane z gospodarky Zelazem, zwlaszcza regulacly wehtaniania
telaza w jelitach oraz recyklingiem ielaza w makrofagach. Sporo uwagi
poswigca omowieniu osi hepcydyna-ferroportyna i regulacji gospodarki
telazem na poziomie komorki. Nieco brakuje mi tu szerszego | bardzlej
systematycznego omdwienie transportu | poblerania réinych form lelaza,
odniesienia sig do roli obu receptordw transferryny | bialek z nimi zwigzanych,
réinic migdzy mechanizmami aktywnymi w komdérkach hematopoetycznych,
enterocytach i hepatocytach oraz omdwienia sygnaléw zapotrzebowania na
telazo wysytanych ze szpiku. 53 to jednak uwagi czysto subiektywne i zakres
tematyczny wybrany przez Doktoranta moie byé uznany za prawidlowy.
Generalnie, Wstep napisany jest komunikatywnym jezykiem, dobrze
wprowadza w zagadnienia bedace gldwnym tematem pracy, choé korzystne
byloby wyrainiejsze definiowanie luk w wiedzy, uzasadniajace wybdr
szczegotowych zadad badawcrych.

Cele pracy sformulowane bardzo ambitnie. Obejmujy okredlenie
wplywu starzenia na funkcjonowanie RPM | recykding telaza z uwzglednieniem
dynamiki zmian | wskazaniem ich mechanizmu, zbadanie jaki jest wplyw
rmieniajqcej skg aktywnodci RPM na funkcjonowanle organizmu oraz
okredlenie wplywu diety z ograniczong ilodcig Zelaza na aktywnodé RPM i na
imiany rwigzane e starzeniem. Sformufowanie ostatniego celu
szczegdlowego stworzenie modelu dysfunkcji RPMs podczas starzenia”™ nie
jest dla mnie jasne. Moina mied watpliwosci czy chodzi o0 model badawery do
prowadzenia kolejnych doswiadczed np. in-vitro czy o model tlumaczacy
zmiany aktywnoici RMP w starzeniu. Warto tei zauwaiyé, ie cel nr 4:
~scharakteryzowanie jakie konsekwencje dla organizmu ma dysfunkcja
makrofagow w starzeniu” jest metodologicznie wymagajacy, o ile nie planuje
sig jedynie poszukiwania korelacji miedzy obserwowanymi zmianami.

Najwainiejszy cresciy rozprawy 53 dwie publikacje. Pierwsza 2 nich to
artykul przegladowy omawiajgcy réine aspekty recyklingu ielara, Zgodnie 2
informacjy zawarty przez Doktoranta w podrozdziale Omdwienie osiagniecia
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naukowego, stanowi on uzupelnienie Wstepu. Zakres tematycany i
merytoryczny powoduje jednak, e publikacja staje sie raczej zasadnicza
czedciy wstepu. To w peini akceptowalne, choé nietypowe rozwigzanie.
Wykorzystana praca jest starannym | ciekawie napisanym opracowaniem,
omawiajgcym miedzy innymi mechanizmy rozpoznawania uszkodzonych lub
starych erytrocytdw prrez komdrki fagocytujgee, usuwanie skladnikdw
erytrocytow poddanych hemolizie | proponowane modele recyklingu 2elaza.
Sizczegilowo opisane 53 znane mechanizmy regulacii erytrofagocytozy |
gospodarki telazem na poziomie komérki. Bardzo ciekawe | wartodciowe jest
takie omodwienie pochodzenia RPM i roli komdrek wywodzacych sie z
monocytéw  szpikowych. Dobrym elementem publikacji, znacznie
ulatwiajgcym lekture, s3 schematy podsumowujace omawilane zagadnienia.
Nieco brakuje mi natomiast odniesienia sie przez Doktoranta do
specyficznosci gatunkowej oraz podobieristw | moiliwych odmiennodci w
gospodarce ielazem u myszy i ludzi (np. w strukturze | aktywnodc
hematopoetycznej Sledziony, czestosci wystepowania i lokalizacli komdrek
CD163+, ekspresji i roli antygenu F4/80) oraz odmiennosci obserwowanych w
réinych szczepach myszy, a twigzanych z gospodarky elazem, takich jak np.
mutacje w transporterze NRAMPL, ktdrego rola jest omawlana w publikaci, a
ktdry mote byt dysfunkcyjny u myszy C57BL/6) czy BALB/c, wykorzystywanych
w poiniejszych badaniach Doktoranta. W moim subiektywnym odbiorze
wykorzystany artykul przegladowy to w wigkszym stopniu kompendium
wiedzy na temat recyklingu lelaza | omdwienie kolejnych dostepnych
publikacji (cytowanych jest 160 prac), nii zaprezentowanie sposobu
rozumienia zagadnienia przez Doktoranta czy proby reinterpretacji dotychczas
dominujgcych pogladdw. W efekcie powstalo rozlegle i bardzo wielowatkowe,
cho¢ miejscami nieco powierzchowne opracowanie, wskazujgce na szereg Juk
w wiedzy i wcigz aktualnych pytan, wraz z propozycjami kierunkdw kolejnych
poigdanych badan. Takie opracowania s3 potrzebne | chetnie
wykorzystywane przez czytelnikdw. W kontekécie rozprawy doktorskiej i pracy
pelnigcej role rozbudowanego wstepu powstaje jednak wraienie, ie
Doktorant bedzie szukat odpowiedzi na kolejne stawiane w publikacii pytania,
co tylko czgsclowo pokrywa sie z celami wskazanych we wiasciwym wstepie.
Byt moie warto bylo przy omdwieniu osiggniecia naukowego wspomniet o
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jakich potrzebnych kierunkach badari mowi pierwsze publikacja | na ktére ze
stawlanych pytann postukiwane beds odpowiedzsi w dodwladczeniach
opisanych w drugiej pracy. Moje watpliwodd dotycza jednak zalolen
kompozycyjnych i struktury opracowania, nie majy zaf wplywu na wysokj
oceng merytoryczng publikacii.

Wyniki doswiadczen przeprowadzonych przez Doktoranta opisane sa w
pracy badawczej opublikowanej w elife. Jej najwainiejszym celem bylo
okreslenie zmian zwigzanych z wiekiem w liczebnodel | aktywnosci
makrofagdw czerwonej miazgi sledziony u samic myszy C57BL/6) oraz
wskazanie jak zmiany te wplywajg na akumulacje i biodostepnodé rdinych
form ielaza. W doswiadczeniach wykorzystywano dobrze przemydlane
strategie | bogaty warsztat metodyczny. Pozwolilo to na uzyskanie
wartoiciowych wynikdw, wnoszacych nowa wiedze | rzeczywisty wklad w
zrozumienie zmian zachodzgcych z wiekiem w gospodarce felazem u myszy.
Bardzo istotng czegécig badad byla analiza wplywu diety o zmniejszone]
zawartosci felaza lub skutkéw podania mbodym myszom nadmiaru ielaza i
pokazanie ktdre ze zmian moga zostal w ten sposdb powstrzymane lub
wywolane. To wzbogaca prace o elementy poznawania mechanizmiw
biologicznych badanych zjawisk. Ufatwia to ted odrdinienie zmian zaleiznych
od ekspozycji na wysokie poziomy elaza od zmian powstajacych z wiekiem,
dotyczacych miedzy innymi hematopoezy, ale od zelaza niezaleznych.
Wartoiciowe 53 rownie: dodwiadczenia prowadzone ex-vivo, porwalajace na
modyfikacje wybranych szlakéw | potwierdzanie ich udziatu w regulacji
badanych procesdéw oraz na zbadanie specyficznodcl obserwowanych
zaleinodci. Dobrym podejiciem jest np. pordéwnywanie zmian w zdolnodci do
fagocytozy uszkodzonych erytrocytéw i fagocytozy zymosanu, To wzmacnia
wiarygodnost wnioskowania.

Opublikowana praca opisuje szeroko zakrojone badania, wykorzystujace
réinorodne i uzupetniajgce sic metody. Jakosé prezentowanych wynikdw jest
bardzo dobra, a ich analiza statystyczna nie budzi watpliwodci. Opis metod
wykorzystanych w pracy jest wystarczajgcy, choé korzystne byloby nieco
szersze  omodwienie  przygotowania probek | analizy  agregatow
pozakomdrkowych (Fig. 2J). Whnioski sformutowane s3 jasno | znajdujg
potwlerdzenie w dodwiadczeniach. Nalely podkredlié, e wartodéd
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merytoryczna przeprowadzonych doswiadczen to najsilniejszy  punkt
prezentowanej rozprawy.

Przy prezentacji publikacji jako czesci rozprawy doktorskiej dobrym
podejiciem byloby pokazanie nie tylko gldwnej czesd artykutu, ale rownied
ratacinikdw z dodatkowymi rycinami. Przedstawione w nich wyniki 53 istotne
dia oceny wnioskowania. Dodatkowe ryciny 53 oczywiscie dostepne on-line,
ale ich wigczenie w tresd rozprawy wskazywatoby na wiekszy starannodt. To
jednak uwaga o charakterze edytorskim, a nie merytorycznym.

Przy lekturze publikacji badawcze] nasunety mi sie jeszcze nastepujjce
pytania:

- Poriom wysycenia transferryny u myszy starych na diecie z obnitong
rawartodcig ielaza jest statystycznie istotnie wyiszy nii u starych myszy na
diecie standardowej (Fig. 1C). Berwzgledne rdinice 53 jednak stosunkowo
niewielkie. Jaka jest opinia Doktoranta na temat biologicznego znaczenia tych
réinic?

- Bardzo ciekawym zaproponowanym modelem jest rdinicowanie
makrofagow szpikowych do iIRPM. Metodyka oparta jest czesciowo na pracy
lu et al Immunity 2020. Jakie elementy opisanej metodyki zostaly
20ptymalizowane przez Doktoranta? (stetenia IL-33 | heminy, czasy inkubacii?)
Crzy byty powadrone badania poréwnujgce dzialanie analizowanego czynnika
(np. ekspozycji na telazo) na komdrkl przed réznicowaniem i po réénicowaniu,
lub pordwnujgce IRPM z innymi makrofagami? Tego typu analizy bylyby
bardzo ciekawe w kontekicie okredlenia specyficznoéci obserwowanych
zaleitnodci. Crzy racbserwowano roinice w efektywnodci rdinicowania
komorek pochodzgcych ze szpiku miodych | starych zwierzgt?

- Bardzo ciekawa jest obserwacja wskazujgca na rolg CO w regulacji
erytrofagocytozy. Jaki moie byt prrypuszczalny mechanizm tego dziatania?

- Badania koncentrujy sig na fledzionie, nie uwigledniaja natomiast ani
szpiku jako glownego miejsca erytropoezy ani jelita jako miejsca pobierania
telaza. Czy w trakcie prowadzenia badad byly wykonywane analizy
enterocytdw (np. poziomu ekspresji ferroportyny) | wysp erytroblastycznych?
Informacje zwigzane z pobleraniem elaza z diety | jego wykorzystaniem w
erytropoezie byltyby pomocne przy dyskus)l systemowego znaczenia zaburzen
recyklingu.

|~

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydzial Biochemii,

Biofizyki | Biotechnologii

Zaktad Biotechnologii

Medyczng

prel & hat. Alicjs Jérkowics

ul. Gronostajowa 7
PL 30-387 Krakiw

tel. +48 12 B64 6411

fax +48 12 664 6918

plicja, jorkowicz@uj. edu.pl



- Doktorant prowadzit wszystkie analizy na samicach myszy, gdyi u
samcow nie zaobserwowano tworzenia agregatow biatkowych. Jaki moie by
mechanizm takich rdinic? Czy u samcow nie obserwowano Zadnego efektu
starzenia i diety czy tei nie byto wphywu tylko na niektére badane parametry?
Informacja o podobieristwach i rdinicach na poszczegdlnych etapach przy
odmiennym efekcie korfcowym (obecnosé lub brak agregatow) mogtaby w
dudym stopniu pomoc w okredleniu zaleinodci praycoynowych.

Pod wigledem edytorskim rozprawa doktorska przygotowana jest w
sposob wystarczajgco poprawny. Wszystkie fragmenty, ktdre nie sa czescig
opublikowanych artykuldw zawierajg bledy literowe | edytorskie, prowadzgce
miejscami do pojawiania sie bleddw gramatycznych. To jednak nie utrudnia
rozumienia tekstu | nie wplywa na jego wartost merytoryczng.

Podsumowujgc, badania opisane przez Doktoranta dotyczq bardro
wainych zagadnieri, o duiym znaczeniu dla rrozumienia podstawowej
fizjologii. Dzieki wykorzystaniu  dobrze zaplanowanych  uktaddw
dodwiadczalnych badania pozwolity na uryskanie wartofciowych wynikdw i
wyciggniecie ciekawych wnioskdow. Duia liczcha rdinorodnych i starannie
opisanych danych bedzie niewgtpliwie wykorzystywana rowniei przez innych
badaczy jako #rddle informacji. Uwaiam, ie Doktorant prawidiowo
realizowal zalotone cele badawcze i stwierdzam, ie przedstawiona mi do
recenzji rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w art. 187 Ustawy 2
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz.
1668). W zwigzku z tym prosze wysoka Rade Dyscypling Nauk Medycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie pana mgr ini
Patryka $Slusarczyka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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