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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr ini. Patryka Slusarczyka

Badanie raleinodci pomigdzy akumulacjq telozo w starreniu o zdoinosciq do recyklingu feloza
w makrofagach czerwonej miozgi sledziony

wykonane] w Laboratorium Homeostary Zelaza,
w Migdrynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej | Eomdrkowe) w Warszawie

pod opieky

dr hab. Wojciecha Pokrzywy i dr Katarzyny Mieczko-Saneckiej

Charakterystyczng cechq obrotu jelaza u ssakdw jest brak fizjologicznego,
podiegajgoego regulac) srlaku usuwania tego mikroelementu @ organiemu. Pocigga to Ia
soby dcisty, wieloczynnikowsq kontrole wchlaniania telaza w uktadrie pokarmowym (ghdwnie
w dwunastnicy), ktdrej celem jest miedzy innymi niedopuszczenie do nadmiernej akumulacji
felaza w tkankach, a tym samym ograniczenie jego toksycznego oddziatywania polegajacego
na udriale w penerowaniu rodnika wodorotlenkowego. fe wzgledu na stosunkowo nisksg
rawartodl lelaza w przecietnej (standardowe]] diecle oraz ocgraniczong wydajnost jego
absorpcjl, nle jest ona procesem, kKtdry zapewnia niezwloczne zaspokojenie rapotrzebowania
na telazo rwigzanego ¢ erytropoery. Zapotrzebowanie to jest gldwnie rdwnowatone w
wyniku tzw. recyklingu telaza, cxyli odzyskiwaniu telaza erytrocytarnego przez makrofagi, co
odbywa sie dzieki ich zdolnoéci do erytrofagocytozy, proteclizy hemoglobiny,
enzymatycznego rozktadu hemu oraz prrekierowania elementarnego felaza do krwioobiegu,
w celu ponownego wykorzystania glownie w procesie erytropoezy. Chocial redystrybucja
telaza przez makrofagi jest najwieksrym ilodciowo, dziennym, przemiesrcreniem tego
mikroelementu w organizmie, to jednak jest to proces, ktdrego regulacja jest stosunkowo
miato pornana. Tak wiec, pod|ecie zagadnienia recyklingu telaza w rozprawle doktorskie] mgr
ini. Patryka Slusarczyka jest ze wszech miar zasadne, tym bardrie), te dotyczy okresu
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starodcl, gdy jego efektywnosc zmniejsza sig, co prowadzi do niedokrwistodci na tle
funkcjonalnego niedoboru ielaza.

Gléwna czest przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskie] stanowig 2 spojne

tematycznie artykuty naukowe: artykut przegladowy pt The Multiple Facets of lron
Recycling, Genes, 2021, 12(9):1-22 (IF: 4,141, MEIN: 100pkt) | artykut oryginalny pt impaired
iron recycling from erythrocytes is an early hallmark of oging, elife, 2023, 12:1-39 (IF: 8,713
MEiN: 200). W obu artykulach Doktorant jest plerwszym Autorem. Ponadto rozprawa
zawiera opracowanie, ktdre w skrotowe| formie, proyjmuje strukturg typows dla rozpraw
doktorskich przygotowywanych w postaci monografii. Znalazty sie w nim migdzy innymi:
wykaz skrdtow, polsko- i anglojezyczne streszczenia, wstgp, zafoienia i cele pracy,
podsumowanie | wnioski, bibliografia, opinie komisjl bioetyczne] | dedatkowo odwiadczenia
wspdlautordw publikacji.
Uwatam, te rozdziat 4. Wstgp, omawiajgcy ogdlnoustrojowy | komdrkowy metabolizm
telaza, jest najstabszym ogniwem rozprawy. Zredagowany jest w konwencji opisu popularno-
naukowego, momentami doié¢ chaotycznego. Zawiera szereg bieddw jezykowych,
stylistycznych, niezrecznych  sformufowan, czasami  merytorycenych  niedcistodci |
niedopowiedzen. Podaje tu kilka przykladdw: Zefozo mofe okumulowocl sig w nodmiorze,
prowadzge do jego przetadowanio w tkankach. [racze] nalety mowit o przefadowaniu tkanek
telazem), Wehionianle Zelaza to dynomiciny proces, ktiry rolety prrede wszystkim od
absorbowania tego plerwiastka z patywienia. (w tym kontekicke absorpcja | wehlanianie to
synonimy), 04 ferroportyna-hepcydyno (racze] od hepcydyna-ferroportyna), posiadajq one
maszynerie porwalajgeg na skutecne... (zbyt dostowna kalka z j. angielskiego; owszem, jest
to okreflenie, ktdrego czesto uiywa sie w artykufach naukowych ale dodajac molekularna,
itp.). Ponadto trudno uznat za peilny opis wewngtrzkomdrkowej homeostazy ielaza,
catkowicle pomijajgcy role biatek regulatorowych IRPs (Iron Regulatory Proteins).

Podrozdzial 4.7 Oméwienie osiagniecia naukowego powinien byl wydzielony
rozdriatu 4. Wstgp jako odrebny rozdziat, gdyt dotyczy on bezpodrednio credcl
doiwiadczalne) rozprawy, a nie opisu metabolizmu telaza,
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W rozdziale 5. Zalodenia | cele pracy Doktorant nie wspomina w odniesieniu do

jakiego gatunku ssakdw s3 formufowane. Ten brak jest szczegdinie dotkliwy, gdy Doktorant

jako jeden z celdw wymienia w sposdb bardzo ogdiny stworzenie modelu dysfunkcii RPMs

podcros starzenio. Same cele sg zasadniczo czytelne, chociai niektdre z nich 53
sformufowane niezrecznie.

W rozdziale 6. Publikacje stanowigce prace doktorsky zalgczono wspomniane wyle|
artykuty naukowe. Artykut prregladowy dostarcza wszechstronng | wnikliwg wiedze na temat
recyklingu felaza w organizmie. Publikacja ta charakteryzuje sie wysokim poziomem
merytorycznym | redakcyjnym. Opis obejmuje wszystkie etapy recyklingu od rozpoznania
starych iflub uszkodronych erytrocytdw przez makrofagi, poprzez proces erytrofagocytory.
modulowanie wewngtrzmakrofagalnego metabolizmu telaza, ktdrego jednym z elementdw
jest regulacja genu Sicd0ol kodujgcego ferroportyne, jedyne, jak dotad, poznane biatko,
transportujjce ielazo w formie jonowej do srodowiska zewngtrzkomdrkowego. Niektdre
rozdziaty tego artykufu wychodzy poza typowy schemat opisywania recyklingu ielaza i
poszerzajg nasza wiedre o nowe, malo jeszcre poznane | niezaleine od klasycznej
erytrofagocytory jego mechanizmy, takie Jak Indukowana lokalnie, w mikrosrodowisku
dledziony hemoliza erytrocytdw, w wyniku ktdrej powstajg kompleksy hemoglobina-
haptoglobina, usuwane nastepnie prret receptor CD163 na makrofagach czerwone] miazgl.
Zwracajg rdwnie: uwage interesujgce rozdziaty podwiecone fenotypowej plastycznodci
zardwno komdrek Kupffera, jaki | makrofagdw miazgi czerwonej fledziony oraz zaleinodci
migdzy recyklingiem felaza a funkcjami immunologicznymi makrofagéw. Artykut dopetniaja
bardzo staranne | precyzyjne ryciny, przedstawiajgce graficzne podsumowania
poszczegolnych etapdw recyklingu. Konkludujgc, praca opublikowana w Genes, rozlegle
udokumentowana, jest wartodclowa pozycla naukows | stanowi prawdziwe kompendium
wiedzy o recyklingu felaza. Posiada, moim zdaniem, wysoki potencjat cytowania. Jak dotad
zostafa zacytowana 10-krotnie (na podstawie Web of Knowledge).

Praca prreglagdowa stanowl perfekcyjne wprowadrenie do ragadnienla recyklingu
telaza przez makrofagi miazgi czerwonej Sledriony w okresie starzenia, ktdre Doktorant
podjgt w artykule oryginalnym opublikowanym w czasopifmie elife. Wyniki opisane w tym
artykule sktadajg sie na wyniki rozprawy. Zamieszczone 54 w ai 27 wielocztonowych rycinach
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[w 7 rycinach czedci gidwne) | w 20 rycinach uzupetniajgcych), co swiadczy o bardzo szerokim
zakresie dofwiadczert wykonanych przez Doktoranta, w ktdrych pordwnywano funkcje
makrofagéw fledziony miodych (2-3-miesigcznych) i starych (11-12-miesiecznych) myszy.
Dodatkowo badano funkcje makrofagdw starych myszy, ktdrym od 5 tygodnia Zycia
podawano pasze o zawartosc telaza 25 ppm, a wiec 8-krotnie niiszej od rawartoscl w tow.
paszry standardowej, ktdrg aplikowano myszom ¢ dwdch ghdwnych grup dodwiadczalnych.
Celem rastosowania tej diety byta prdba ograniczenie zaburzen funkcji makrofagdw, ktore
nasilajg sie wraz ¢ wiekiem. Nalety dodaé, w duiej mierze, proba udana. Wigkszodl wynikdw
jest priedstawiona w formule pordwnania parametrdw ogdlnoustrojowego |
wewnatrzmakrofagalnego metabolizmu felaza oraz funkcji makrofagdw czerwonej miazgi
$ledziony w trzech grupach dodwiadczalnych. Generalng zaobserwowang prawidiowodciy byt
wzrost poziomu zelaza (rdinych jego frakcji) w Sledzionie | w makrofagach czerwonej miazgl
starych myszy, w pordwnaniu do miodych. Za prawdopodobng przyczyne Doktorant uznat
preede wszystkim obnitong ekspresje biatka ferroportyny w makrofagach starych myszy.
Masuwa sie jednak pytanie, czy za okoto 3-krotny wrzrost poziomu telaza niehemowego w
dledrionie oraz podobny wrrost poziomu felaza catkowitego w makrofagach Sledziony
starych myszy odpowlada jedynie stosunkowo umiarkowany spadek poziomu ferroportyny,
rzgdu 20% ? Naleiy podkredlié, te zmiany w parametrach ielaza jaki i zaburzenia funkcji
makrofagdw $ledziony [zmniejszona aktywnosé fagocytarna, obniiona enzymatyczna
aktywnos¢ rozkladu hemu, a tym samym upoiledzenie recyklingu felaza, zmniejszona
aktywnos¢ lizosomalna) oraz zmniejszenie ich liczby (spowodowane ferroptozg |
protectoksycznodcig) mialy na ogdt charakter catkowicie lub w dutym stopniu odwracalny
wskutek rastosowania diety .25 ppm Fe®. Co ciekawe, wiekszodd rmian odnotowanych u
myszy 10-11-mieslecznych pojawiata sie jul u osobnikéw 5-miesigeznyeh | na ogdl nie ulegala
dalsremu nasileniu. Pordwnanie kondyc)l” erytrocytdw cyrkulujgcych we krwi obwodowe|
oraz erytrocytdw ulegajacych retencjl w $ledzionie starych myszy, wskazuje, ie te ostatnie
charakteryzujg sie zaburzeniem wewnatrzkomdrkowe] homeostazy, podlegajy lokalnie
hemaolizie | prryczyniajq sie do powstania porakomdrkowych, niedegradowalnych biatkowych
agregatdw ielaza. Szczegotowa analiza agregatow rawierajacych ielazo hemowe i
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niehemowe wykazata, te ich komponentem sg zmodyfikowane, podatne na agregacje biatka
prawdopodobnie pochodzgce z uszkodzonych makrofagow $ledziony.
Mam pytanie o interpretacje danych dotyczgoych wysokiego steienia hemu oznaczonego w
osoczu krwi pobranej 1 tyly wrotnej i jednocresnie wysokiego poziomu w surowicy jego
biatkowego ligandu - hemopeksny. Zarwycza) hemolizie wewngtrznacoyniowe] | wyrzutowi
hemu do krwi towarzyszy niski poziom hemopeksyny w surowicy krwi, czy wrecz jej zanik, co
wigte sie z szybkim klarowaniem kompleksu hem-hemopeksyna przez receptor CD91 z
krwioobiegu.

Uzyskane wyniki wskazujg na potencjalne mechanizmy niedokrwistodcl w okresie
starodci, chociat nalety stwierdzic, te akurat anemia obserwowana u starych myszy,
badanych w pracy, ma dos¢ tagodny charakter (sposrdd parametrdw czerwonokrwinkowych
stwierdzono jedynie nieznaczne obnitenie stetenia hemoglobiny). Trudno ted wnioskowad
definitywnie o niedoborze #ielaza u starych myszy, gdyt jedynym jego kryterium
prredstawionym w pracy jest wyrainie obnitone wysycenie transferyny felazem, ktory to
parametr jest wypadkowsy poziomu lelaza w surowicy (osoczu) | catkowite] zdolnosci
transferyny do wigzania telaza (TIBC). Wartodci tych dwdch skfadowych nie podano. Z
drugiej strony, trzeba przyanaé, te wykazano pobudizenie aktywnodci erytropoetyczne) u
starych myszy (oznaczenie poziomu erytropoetyny w osociu krwi), co zwykle wigle sie z
wystepowaniem anemii.

W moim przekonaniu artykut przedstawia jedng z najbardziej wszechstronnych analiz
recyklingu felaza, z jakg miatem okazje sie zapomnat. Wyniki uzyskano w oparciu o
wyjgtkowo bogaty warsztat metodyczny. Warto zauwaiyé, ie podbudowano je |
potwlerdzono licznymi prébami walidacyjnymi oraz analizami kontrolnymi na rzadko
spotykang skale. Podobnie jak w pracy przegladowej, w artykule opublikowanym w eLife
prredstawiono niezwykle przydatne dla czyteinika/recenzenta graficone podsumowanie
uzyskanych wynikdw.

Za glowny element dyskusyjny czesci doswiadczalnej rozprawy uwaiam podawanie
myszom w okresie poprzedzajacym osiggniecie wieku 10-11 miesiecy, paszy o zawartosci
ielaza 200 ppm. 2 jednej strony dieta o takie) rawartosci ielaza jest okreslana jako dieta
standardowa i faktycznie byta stosowana przez wielu Autordw. Prace niektdrych spodrdd

Y pln 1 hnoleges fasen gl @l Paagpy |p_.|..§h:rh' L =4@ 23 TRE PR a0 LI FER LR
alphar) b pdrma HAuE @6 BRT Mapiuieai g - ARkidand gl pan pl HEG Qe i9TRY

5




]
*%  INSTYTUT GENETYKI
¢ .+% | BIOTECHNOLOGI ZWIERZAT
*. g% Polskiej Akademii Nauk

- W

nich sa cytowane w rozprawie (Kautz et al., 2008; Pagani et al., 2011). Z drugiej strony, sam
Doktorant przytacza publikacje (Sorbie and Valberg, 1974), z ktorej wynika, ie zwartosc
telaza w stosowanej diecie przewyisza B-krotnie zawartosé niezbedng dla zaspokojenia
potrzeb erytropoezy. Ponadto, warto rauwalyt, 2e w ramach norm Eywieniowych
ustanowionych dia myszy (Mutrient Requirements of Laboratory Animals: Fourth Revised
Edition, 1995 National Research Council (US) Subcommittee on Laboratory Animal Nutrition
Washington (DC): National Academies Press (US); 1995), norme dotyczacy delaza ustalono na
poziomie 38 ppm (ponad S5-krotnie mniej nii w diecie zastosowane] w dofwiadezeniu).
Nasuwa sie wiec pytanie, czy wynikl przeprowadzonych doswiadczen charakteryzujy
zaburrenia funkcji makrofagdw miazgi czerwonej $ledziony w okresie fizjologicznej starodci,
czy ted prryczynia sie do nich (przynajmniej czedciowo) diugotrwata ekspozycjia myszy na
diete o zawyionej zwartosci ielaza ? Co istotne, taka sugestig wyraia Doktorant wraz ze
wspditautorami w doslownie ostatnim 2daniv artykufu w elife. W tym kontekicie,
profilaktyczny efekt zastosowania diety .25 ppm Fe®, mocno akcentowany w rozprawse,
wymaga byé mote reinterpretacil. Nie wykluczone, e w warunkach stosowania diety o
nitsze] zawartofci telaza rmiany obserwowane przer Doktoranta u myszy 10-11-
miesiecznych pojawllyby sig rdecydowanie pdinie] | miatyby jakoiciowo innych charakter,
Brakuje mi w pracy pordwnanie przynajmniej niektdrych z badanych parametrdw | funkcji
RPM u myszy S-miesigcznych poddanych diecie o zawartodci telaza 25 | 200 ppm. Jak jui
wspomnialem zmiany w metabolizmie ielaza i zaburzenia funkcji makrofagow obserwowano
jut u myszy S-miesiecznych (ktorych raczej nie moina uznaé za myszy stare), ktorym
podawano pasze 200 ppm Fe". Ciekawe, czy podobne zmiany zaobserwowano by u myszy w
tym samym wieku, eksponowanych na pasze 25 ppm Fe”. Jesli nie, to bylby to dosé mocony
argument priemawiajgcy za tym, e obserwowane dysregulacje sy wywolane diety o
wysokim poriomie telaza. Kontynuujgc ten wytek, w opublikowanym artykule nie podano
precyzyjnie informaci, od jaklege wieku podawano mystom paszg o zawartodci telaza 200
ppm. Czy mialo to miejsce 2 chwily odsadzenia od matek 7 Zwykle potomstwo odsadza sig od
matek w wieku 3 tygodni | wowczas przechodzi ono na pasie¢ standardowq. Z opisu
metodycznego wynika, ie pasze o zredukowanej zawartosci telaza podawano myszom od 5
tygodnia tycia. Czy wezedniej podawano im pasze 200 ppm Fe” ? Jest to pytanie o tyle
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waine, e okres po odsadzeniu charakteryzuje sie baidzo intensywng absorpc)y ielaza
iwigiang miedzy inmymi ze zmiang jej molekulamych mechanizmdw. Na koniec, siotna jest
informacja, w jakiej postaci [w formie jakich rwigtkdw) wystepuje ielazo w paszy zadawane|
MyS2oIm.

MWiezalednie od moich komentarzy, uwatam, e rozprawa doktorska mgr ini. Patryka
Slusarczyka wnosi bardzo cenne informacje na temat funkcjonowania jednego z najbardziej
istotnych dla ogdinoustrojowe) homeostazy telaza procesdw blologiczrych, jakim  jest
recykling telaza prrez makrofagi. Ponadto 1a istotny prieka: rofprawy Uwalam rwrocenie
uwagi na specyfike homeostary telaza w okresie starodcl, Uryskane wynikl potwierdzajq, e
nie istnieje jeden wrorrec regulacjl homeostary ielaza, i ie na poszczegolnych etapach
ontogenezy musimy do jej oceny stosowad inne kryteria.

W rwigzku 2 powyzszym stwierdzam, e prredstawiona do oceny rozprawa dokiorska
mgr int. Patryka Slusarczyka pt. Badanie raleinosci pomigdry akumulog)q delaze w storzeniu
a rdeinasciq do recyklingu felara w makrofogoch crerwone miahgi Sledriony spelnia warunki
okredlone w art. 187 Ustawy 2 dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o stkolnictwie wylsoym | nauce (DT
U. 2018 por 1668). Przedstawiam ratem Radrie Dyscypliny Mauk Medycanych
Warstawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie pana mgr ini. Patryka
Slusarczyka do dalsrych etapow przewodu doktorskiego.

Jastrzebiec, 31 lipca 2023
Prof. dr hab. Pawel Lipinski
Zespdl Biologll Molekularnej 2elaza
Instytul Genetyki | Biotechnologii Zwierzat PAN
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