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Pracy doktorskiej pani mgr Zuzanny Sas,

doktorantki Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Tytut pracy:
"Identyfikacja i zbadanie nowego mechanizmu

wychwytu wolnej hemoglobiny w watrobie u myszy"

Mechanizmy usuwania starych erytrocytow i ich znaczenie w
gospodarce zelazem sg badane od lat, dzieki czemu zostaty stosunkowo
dobrze poznane. Wiadomo rownie?, ze cze$¢ erytrocytow ulega hemolizie
wewnatrznaczyniowej w warunkach fizjologicznych, a proces ten moze
znacznie nasilac sie w przebiegu wielu chorob.

Kluczowa rola watroby w usuwaniu erytrocytow i uwolnionej z nich
hemoglobiny jest powszechnie uznawana. To wiedza podrecznikowa i
nietatwo opisa¢ tu nowe mechanizmy o podstawowym znaczeniu. Okazuje sie
jednak, ze rola réznych typow komdrek watrobowych nie jest w petni
ustalona, a klasyczne schematy ilustrujace ich funkcje mogg byé zbytnim
uproszczeniem.

Praca  Doktorantki byta prébg zidentyfikowania  komérek
odpowiedzialnych za usuwanie przez watrobe uwolnionej z erytrocytéw
hemoglobiny. Podjecie sig analizy tak podstawowej aktywnosci, ktéra czesto
uwazana jest za dobrze poznang, zastuguje na duze uznanie. Tym bardziej, ze
badania pozwolity na uzyskanie wynikéw, ktére nie ograniczg sie do
potwierdzenia znanych zaleznosci, lecz s3 nowatorskie. Wartosciowym
elementem pracy jest réwniez prowadzenie badan nie tylko na modelach
komoérkowych i hodowlach in-vitro czy ex-vivo, ale réwniez na modelach
zwierzecych, pozwalajagcych na analizy zjawiska na poziomie catego
organizmu,

Badania Doktorantki skupiaty sie na okresleniu roli komdrek

sinusoidalnych s$rédbtonka watroby (LSEC) w usuwaniu hemoglobiny i na
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poréwnaniu ich znaczenia z aktywnoscig komdrek Browicza-Kupffera. Pani
mgr Zuzanna Sas prowadzita badania na myszach, analizujgc nastepnie ex-vivo
pobrane od nich narzady, przede wszystkim watrobe i sledzione. W badaniach
uwzgledniata tez komarki izolowane ze szpiku kostnego i sradbtonki aorty.

Realizacja projektu wymagata zastosowania przez Doktorantke
najwazniejszych technik biologii molekularnej i komérkowej. Pani mgr
Zuzanna Sas wykorzystywata miedzy innymi cytometri¢ przeptywowg do
fenotypowania komorek i detekcji hemoglobiny, sortowanie komorek w
oparciu o cechy fenotypowe, mikroskopie fluorescencyjng i barwienia
immunohistochemiczne oraz analizy ekspresji gendw na poziomie mRNA z
uzyciem ¢gRT-PCR. Na podkredlenie zastuguja badania biodystrybucji z
zastosowaniem znakowanej hemoglobiny, a zwtaszcza wykorzystanie zaréwno
znakowania fluorescencyjnego jak i radioizotopowego.

Najciekawsze moim zdaniem wyniki uzyskane przez Doktorantke to
pokazanie, ze usuwanie starych erytrocytow i produktéw hemolizy w watrobie
wigze sie ze specjalizacja komoérkowa. Zniszczone erytrocyty sg fagocytowane
przez komorki Browicza-Kupffera, natomiast za usuwanie uwolnionej z
erytrocytdow hemoglobiny odpowiedzialne sg przede wszystkim komdrki
érédbtonka sinusoidalnego, wykorzystujgce w tym celu makropinocytoze. Te
obserwacje majg duzg warto$¢ poznawcza, a rola LSEC w usuwaniu
hemoglobiny zaczeta by¢ doceniana dopiero ostatnio.

Rozprawa doktorska pani mgr Zuzanny Sas jest dos¢ krdtka i liczy 96
stron maszynopisu, w tym 24 rysunki i fotografie oraz 3 tabele. Cytowane
pi$émiennictwo to 107 pozycji. Rozprawa zawiera tez kopie zgdd komisji
bioetycznych na wykonywanie badai na zwierzetach. Praca skomponowana
jest w sposob klasyczny i obejmuje: Wstep, osobny rozdziat przedstawiajacy
Zatozenia i Cele Pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusje oraz
wyodrebnione w osobny rozdziat Wnioski. Catos¢ poprzedzona jest Spisem
Tresci, Spisem Rycin, Spisem Tabel, Wykazem Skrétéw oraz Streszczeniem, i
angielskim Abstraktem, a zakoriczona Bibliografig. Zardwno kompozycja pracy
jak i zawarto$¢ poszczegdinych czesci sa prawidtowe, a Spis Tresci oraz Wykaz
Skrétéw sg dobrze przygotowane i utatwiajg lekture. Mozna sie jedynie

zastanawia¢ na celowoscig stosowania w opisach skrétow FCS i FBS, co
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sugeruje réznice miedzy ptodowa surowica ,bydlec3” a ,cielecg”, to jednak
uwaga nie majgca znaczenia merytorycznego.

Streszczenie (podobnie jak angielskie Summary) jest napisane
prawidtowo, dobrze uzasadnia i przedstawia ogdlny cel badan, przybliza
zastosowang metodyke oraz jasno prezentuje wyniki i wnioski ptynace z
przeprowadzonych doswiadczen. Wnioskowanie nie budzi zastrzezen. Pewng
niescistos$¢ stanowi jedynie stwierdzenie, ze ,wykazano, ze LSEC nie posiadaja
na swojej powierzchni receptora CD163”, gdyz tres¢ pracy wskazuje na analizy
qRT-PCR (czyli ekspresji genu na poziomie mRNA) w sortowanych komdrkach,
bez badania obecnosci biatka. Informacja o niewykrywalnym poziomie
ekspresji genu bytaby precyzyjniejsza.

Liczacy 16 stron Wstep jest ciekawie napisany, a dobor tresci i synteza
wnioskow ptynacych z réoznych publikacji potwierdza dobre zrozumienie
tematu przez Doktorantke. Wstep omawia najwainiejsze zagadnienia
zwigzane z gidwnymi subpopulacjami komdrek watroby i jej architektury,
skupiajac sie na komdrkach $rodbtonka sinusoidalnego i komérkach Browicza-
Kupffera. Charakteryzuje hemoglobine i jej metabolizm, a zwilaszcza
konsekwencje hemolizy, sporo uwagi poswieca tez omdwieniu
makropinocytozy i jej regulacji przez kanoniczng sciezke sygnatowa zalezng od
whnt.

Tekst uzupetniony jest dobrymi schematami. Nieco brakuje mi
natomiast szerszego i bardziej systematycznego omdwienia pochodzenia
LSEC, ich heterogennosci fenotypowej i funkcjonalnej, a zwtaszcza obecnosci i
braku markeréw uwazanych za typowe dla komdrek $rodbtonka. Poniewaz
Autorka informuje o pochodzeniu nazwy, korzystne bytoby tez dodanie
informacji wyjasniajgcej dlaczego komérki znane w literaturze anglojezycznej
jako Kupffer cells sg okreslane (prawidtowo) jako komarki Browicza-Kupffera.
Skoro wspomniana zostata rola Karla von Kupffera, powinna zosta¢
wspomniana rowniez rola Tadeusza Browicza. Prositabym réwniez o nieco
blizsze wyjasnienie na ile synteza hemu i hemoglobiny zachodzi w
erytrocytach (str. 26). Uwagi te majg charakter subiektywny i zakres
tematyczny wybrany przez Doktorantke moze by¢ uznany za prawidtowy, choé

miejscami opis jest zbyt powierzchowny.
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Generalnie, Wstep dobrze wprowadza w zagadnienia bgdace gtéwnym
tematem pracy i dobrze uzasadnia celowos$¢ badan, co jest najwazniejszym
ocenianym kryterium. Bardzo ciekawie napisany jest fragment dotyczacy
usuwania starzejgcych sie erytrocytow na drodze erytrofagocytozy lub lizy.
Dobrze scharakteryzowane sg tez szlaki endocytozy i ich regulacja. Stabsza
strong jest poprawno$¢ jezykowa i starannos$¢ edycyjna, ale to nie ma
znaczenia merytorycznego.

Podstawowy cel badan jest jasno sformutowany i dobrze uzasadniony z
precyzyjnie wskazanymi celami szczegétowymi. Warto podkresli¢, ze punktem
wyjscia zaplanowanych badan byly wczesniejsze wyniki wtasne macierzystej
grupy badawczej, ktére trudno byto wyjasni¢ zgodnie z najczescie;
przyjmowanym modelem. To bardzo racjonalne i dojrzate podejscie.

Doktorantka na 15 stronach opisuje metody stosowane w pracy. Opisy
te sg prawidlowe i moga wystarczy¢ do powtdrzenia przeprowadzonych
doswiadczen. Przydatne jest tez zestawienie sekwencji stosowanych primeréw
oraz podanie producentéw wykorzystywanych przeciwciat. Nie jest dla mnie
jasne czy, a jeéli tak to w jaki sposéb sprawdzano czystos¢ populacji komérek
uzyskanych po separacji frakcji parenchymalnej i nieparenchymalnej (str. 39).
Przy analizie $rédbtonkéw Sledzionowych i szpikowych moina bytoby tez
rozwazy¢ uwzglednienie Stab2 jako dodatkowego markera. Generalnie,
uwazam ze w przysztych analizach warto bytoby uwzglednia¢ heterogennos¢
komoérek érédbtonkowych i mozliwos¢ tracenia czesci frakcji przy
standardowych barwieniach. Dotyczy to np. markera CD31 i analizy komdrek
$rodbtonka sinusoidalnego szpiku.

Opis hodowli komodrek jest prawidtowy i wystarczajgcy biorgc pod
uwage, ze dotyczy standardowych procedur, cho¢ lepiej bytoby np. podawac
rzeczywiste stezenie antybiotykdw (np. str. 44) niz rozciericzenie komercyjnie
dostepnej mieszaniny. Przy opisie barwiert immunohistochemicznych pewne
watpliwosci moze budzi¢ wykorzystanie obecnosci CD146 jako jedynego
markera komaérek $rédbtonka (str. 46). Czy Doktorantka brata pod uwage, ze
jest to marker obecny réwniez np. na pericytach? Ze wzgledow stylistycznych
sugerowatabym konsekwentne uiywanie czasownikdw w aspekcie
niedokonanym gdyz aspekt dokonany sugeruje jednokrotno$¢ wykonanej

czynnosci (np. sprawdzano v. sprawdzono). To jednak jedynie uwaga o
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charakterze edytorskim. Dobrg praktykg jest konsekwentne wskazywanie
przez Doktorantke, ktore procedury zostaty wykonane we wspdtpracy i
wymienianie wspotpracownikow.

Wyniki (zajmujgce 28 stron) sg jasno opisane i zilustrowane
odpowiednimi wykresami oraz udokumentowane zdjeciami. Co waine,
Doktorantka dazy do opisania doswiadczen tak, by wida¢ byto logiczne zwiazki
miedzy kolejnymi etapami prac. Utatwia to $ledzenie toku rozumowania
Autorki i zrozumienie zasadnosci kolejnych krokoéw. Miejscami jednak
kolejnos¢ opisu nie jest optymalna — lepsze bytoby w pierwszej kolejnosci
pokazanie skutecznosci modelu (np. usuwania makrofagéw po podaniu kwasu
kladronowego), a potem opisanie skutkéw usunigcia na biodystrybucje
hemoglobiny. Opis lokalizacji fluorescencyjnie znakowanej hemoglobiny w
$rédbtonkach z réznych narzadéw pojawia sie nieoczekiwanie w podrozdziale
opisujgcym detekcje hemoglobiny znakowanej radioizotopowo.

Pierwsza cze$¢ opisu Wynikéw poswiecona jest analizie biodystrybuciji
hemoglobiny u myszy u ktérych usunieto makrofagi. Procedura byta skuteczna
i specyficzna, co jest dobrze udokumentowane. Bardzo dobrym podejsciem
byto wykorzystanie dwéch metod znakowania hemoglobiny, a co za tym idzie
niezaleznego i odmiennego dla obu metod sposobu detekcji. Doktorantka
wykonata znakowanie fluorescencyjne i radioizotopowe. Obie metody daty
podobne wyniki, co zdecydowanie zwieksza wiarygodnosé konkluzji. Warto
bytoby natomiast rozwazy¢ dodatkowe kontrole: narzady pochodzace od
myszy ktérym nie podano znakowanej fluorescencyjnie hemoglobiny oraz
podanie znacznika (AF750) niezwigzanego z biatkiem. Interesujgcg obserwacja
jest wazrost intensywnosci sygnatu w nerkach u myszy pozbawionych
makrofagdw. Podobng zaleino$¢ widac przy znakowaniu radioizotopowym.
Jak Doktorantka interpretuje ten wynik?

W kolejnym etapie badarh Doktorantka charakteryzowata populacje
komoérek watroby pobierajgce hemoglobine, poréwnujgc miedzy innymi dwa
punkty czasowe oraz wykorzystujagc hodowle ex-vivo komdrek watroby.
Dodatkowo wykonata analizy immunocytochemiczne skrawkéw watroby. Jak
Doktorantka wuzasadnia uiycie hodowli mieszanej komdrek (str. 60)?
Zastosowana strategia jest poprawna, wydaje sie jednak, ze wieksze

mozliwosci interpretacji ilosciowej datyby hodowle sortowanych subpopulaciji.
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Warto bytoby takie rozwaiy¢ pokazanie oprdcz ztozenia koloréw réwniez
zdje¢ z poszczegélnymi barwieniami (Ryc. 11). Czy w tym doswiadczeniu
rzeczywiécie wykorzystywano hemoglobine znakowang AF647, skoro sygnat
na zdjeciu opisany jest jako pochodzacy z AF750?

Kolejny etap badar to poszukiwania mechanizmu odpowiedzialnego za
biodystrybucje hemoglobiny i bezposrednie poréwnania zaangazowania
$rédbtonka watroby i srédbtonka $ledziony. Wyniki potwierdzity znaczenie
LSEC. Doktorantka pokazata réwniez, ze pobieranie hemoglobiny przez
badane populacje komdrek jest efektywniejsze niz pobieranie kompleksow
hemoglobina-haptoglobina. Ponadto, w odpowiedzi na pobranie hemoglobiny
w komérkach dochodzito do indukcji gendw zwigzanych z metabolizmem
hemu i indukcja odpowiedzi zapalnej. Przeprowadzone analizy wskazaty
réwniez, ze LSEC pobieraja nie tylko hemoglobine, ale réwniez albumine.

W ostatnim cyklu do$wiadczers Doktorantka scharakteryzowata roznice
funkcjonalng miedzy LSEC (pobierajgcymi hemoglobing na drodze
najprawdopodobniej makropinocytozy) i komdrkami Browicza-Kupffera
odpowiedzialnymi za fagocytoze uszkodzonych erytrocytow. To bardzo
ciekawa czes¢ badan.

Przy lekturze rozdziatu Wyniki nasunety mi sie jeszcze nastepujgce
pytania i uwagi:

- Str. 52, Ryc. 6A: Przy zdjeciu pokazujgcym sygnat fluorescencyjny z
narzadow powinna znaleZ¢ sie skala wyjasniajgca znaczenie koloréw.

- Str. 55, Ryc. 8B: W jakis sposéb wykazano, ze sygnat pochodzacy z
AF750 wykrywany z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej w $rédbfonkach
jest sygnatem pochodzacym z wnetrza komorki?

- Str. 57, Ryc. 9A: Jak Doktorantka klasyfikuje komérki watroby o
fenotypie CD45* F4/80 CD146 STAB2* ?

- Str. 60, Ryc. 11: Czy skala na rysunku przedstawia rzeczywiscie odcinek
10 pm? Komdrki LSEC sg bardzo mate, ale skala sugeruje ze czes¢ z nich ma
srednice mniejszg niz 5 pum.

- Str. 66, Ryc. 15: czy roznica w intensywnosci fluorescencji
obserwowana w komodrkach hodowanych w obecnosci hemoglobiny lub
komplekséw hemoglobina-haptoglobina moze wynika¢ ze stabszego

wyznakowania komplekséw AF750?



Dyskusja zajmuje 9 stron i skupia sie przede wszystkim na
podsumowaniu uzyskanych wynikéw oraz ich omdwieniu w swietle wczesniej
opublikowanych prac. Porzadkuje uzyskane dane i podkre$la najwainiejsze
whnioski. Wzbogaca tez interpretacje wynikéw i odnosi je nie tylko do fizjologii,
ale réwniez do choréb zwigkszajacych ryzyko hemolizy. Przekonujacy i
ciekawy jest zwtaszcza fragment podsumowujacy znacznie receptora CD163 i
mozliwe rdznice miedzy komoérkami ludzkimi a mysimi. Bytabym jedynie
ostrozna przy okreslaniu komérek HEK293 jako komodrek nabtonkowych (str.
82).

Doktorantka omawia rowniez w Dyskusji znaczenie ekspresji oksygenazy
hemowej-1 wskazujac na mozliwy stres oksydacyjny przyczyniajacy sie do
indukcji tego genu. Nieco brakuje mi w tym kontekscie odniesienia sie do
mozliwej roli LSEC w gospodarce zelazem odzyskiwanym przy udziale HO-1 z
pobranego wraz z hemoglobing hemu. To jednak nie jest zarzut w stosunku do
Doktorantki, a raczej zaproszenie do wyrazenia opinii na ten temat np.
podczas obrony.

Whnioski wyodrebnione w osobny podrozdziat sg jasno sformutowane i
uzasadnione przedstawionymi wynikami badan. Mozna przypuszczaé, ze praca
bedzie stanowi¢ punkt wyjscia do dodatkowych doswiadczen, wzmacniajacych
proponowane wnioskowanie.

Pod wzgledem edytorskim rozprawa doktorska przygotowana jest w
sposéb akceptowalny, nie wptywajacy na warto$¢ merytoryczng. Tekst
zawiera niewiele btedéw literowych, natomiast duzo jest w nim btedéw
interpunkcyjnych i stylistycznych. Napisany jest komunikatywnym jezykiem,
miejscami jednak sprawiajacym wrazenie dostownego ttumaczenia z publikacji
anglojezycznych. To jednak nie wptywa na ocene jakosci i interpretacii
przeprowadzonych doswiadczen.

Podsumowujac, badania opisane przez Doktorantke dotycza bardzo
waznych zagadnied, o duzym znaczeniu dla zrozumienia podstawowe;j
fizjologii oraz lepszego wgladu w patofizjologie choréb zwigzanych z hemoliza.
Badania by¢ moie nie dostarczajg ostatecznego, silnego dowodu na
mechanizm dziatania i wyjagtkowos¢ komorek sinusoidalnych $rddbtonka
watroby, ale stanowia bardzo silng przestanke wspierajgca zaproponowane

wnioski.  Dzigki  wykorzystaniu  dobrze  zaplanowanych  uktadéw

by

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydzial Biochemii,

Biofizyki i Biotechnologii

Zakiad Biotechnologii

Medycznej

prof. dr hab. Alicja Jozkowicz

ul. Gronostajowa 7
PL 30-387 Krakéw
tel. +48 12 664 6411
+48 518 347 621
fax +48 12 664 6918

alicja.jozkowicz@uj.edu.pl



doéwiadczalnych badania pozwolity na uzyskanie wartosciowych wynikow,
ktdre na pewno nie majg duzy walor poznawczy.

Uwazam, ze Doktorantka prawidtowo zrealizowata zatoione cele
badawcze i stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska
spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). W zwigzku z tym prosze
wysokg Rade Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego o dopuszczenie pani mgr Zuzanny Sas do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,

Alicja Jézkowicz

UNIWERSYTET

JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydzial Biochemii,

Biofizyki i Biotechnologii

Zaktad Biotechnologii

Medycznej

prof. dr heb. Alicja J6zkowicz

ul. Gronostajowa 7
PL 30-387 Krakéw
tel. +48 12 664 6411
+48 519 347 621
fax +48 12 664 6918

alicja.jozkowicz@uj.edu.pl



