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Recenzja
rozprawy doktorskic) mgr Zuzanny Sas

p.t.: "ldentvfikacja i zhadanie nowego mechanizmu
wychwytu wolnej hemoglobiny w watrobie u myszy”

Promotor: dr hab. Tomasz Rygiel

Celem pracy doktorskicj mgr Zuzanny Sas bylo zbadanie i scharakteryzowanie
ahernatywnego i niezaleznego od haptoglobiny i receptora CD163 mechanizmu wychwytu
wolnej hemoglobiny. Zagadnienie, nad ktdrym pracowala doklorantka, uwaiam za
niezmiernie waine, a wyniki przez nia przedstawione za istotne | prowadzace do poszerzenia
naszej wiedzy na temat roli sinusoidalnych komorek srodblonka watroby w wychwycie
wolnej hemoglobiny. Wyniki uzyskane przez doktorantkg przelamujy, swojego rodzaju
dogmat, o dominujgeej roli makrofagdw w lym procesie. Jednoczednie jej badania ukazaly
potencjalne modliwodei sinusoidalnych komdrek drodblonka watroby w  detoksykacji
hemoglobiny w warunkach hemolizy oraz jakie mogg by¢ konsekwencje wysokiego poziomu
hemoglobiny w tych komorkach, w kontekicie patologii érddblonka w chorobach
hemolitycznych.

Formalny opis rozprawy

Przedstawiona do recenzji praca liczy 104 strony, zawiera 24 ryciny i 3 tabele. Uklad
recenzowane) przeze mnie rozprawy doklorskie] mgr Zuzanny Sas jest typowy. Rozprawa
doktorska sklada si¢ z dwunastu rozdzialéw: (1) Informacji wprowadzajgcych zawierajacych
informacje o finansowaniu badan, () Spisu rycin, (I} Spisu tabel, (IV) Wykazu



stosowanych skrotow, (V i V1) streszczen w jezyku polskim i angielskim, (VI1) Wstgpu,
(VII) celu i zaloden pracy, (1X) czedci opisujgcych materialy i metody wykorzystane w
ninigjszej pracy, (X) Wynikow badan, (XI) Dyskusji, (X1} Wnioskéw oraz (XII) Spisu
literatury. Do rozprawy doktorskiej zalgczono takie zgody [ Lokalnej Komisji Etyvcznej na
wykonanie badan z wykorzystaniem zwierzat.

Zabraklo mi w rozprawic takich informac)i jak np. podsumowanie dorobku
naukowego doktorantki. Jedna z prac w kidrych doktorantka jest wspélautorem, poniekad
dotyczy hemoglobiny, jednakic w kontekscie wykorzystania jej jako ,.nodnika™- cargo dla
substancji preeciwnowolworowych, Nie znalaziem ke informacji o tym, czy doktorantka
prezentowala uzvskane przez nig wyniki na konferencjach i zjazdach naukowych, lub tei czy
w okresic wykonywania rozprawy doktorskiej odbywala jakied krajowe badi zagranicane
staze badawcze. Dodatkowo, lektura rozprawy doktorskiej pozwolila mi na spostrzezenie, ze
nicktdre z badad, bgdZ procedur wykonano we wspdlpracy z innymi jednostkami
badawczymi, np.

- Barwienie erytrocytdw z wykorzystaniem zestawu PKHG6T Green Fluorescemt Cell Linker
Midi Kit wykonano we wspolpracy z mgr. Patrykiem Slusarczykiem z Laboratorium
Homeostary Zelaza w Migdzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komdrkowe) w
Warszawie.

- Pobieranie hemoglobiny w hodowli pierwotnych komorek watroby wykonano we
wspOlpracy z dr. Kamilem Jastrzgbskim z Laboratorium Biologii Komdrki w Instytucie
Biologii Molekulame] | Komarkowe] w Warszawie

- Preparaty z watroby | obrazowanie zostaly wykonane we wspolpracy z dr. Anety Jonczy 2
Laboratorium Homeostazy Zelaza w Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i
Komdrkowej w Warszawie.

= Obrazowanic makropinosomiw wykonano we wspilpracy z mgr. Marta Chwalek z
Laboratorium Biologii Komdrki w Migdzynarodowym Instyiucie Biologii Molekularne) i
Komdrkowej w Warszawie.

Badania przeprowadzone przez doktorantke finansowane byly z Grantu TEAM TECH
finansowanego przez Fundacje na rzecz Nauki Polskicj, nr. TEAMTECH2016-1/8, pt.
wInnovative cell-baved, targeted drug delivery method to the tumour”, kibrego kierownikiem
byl promotor pracy doktorskiej, dr hab. Tomasz Rygiel.



Ocena poszezegbinych rozdzialow pracy

Wsigp zawarly w rozprawie doktorskiej zostal napisany rzeczowo, w  bardzo

inleresujgcy 1 przemyslany spostb. Stanowi doskonale #rddio informacji dotyczacych
mikroskopowe] bedowy watroby, wraz z opisem roli jaka pelnig sinusoidalne komdbrki
srodblonka watroby i komorki Browicza-Kuppfera. Doktorantka przedstawia podstawowe
informacje dotyczace hemolizy erytrocytdw | metabolizm  hemoglobiny, jak rdwniez

przyblita czylelnikowi zagadnienie makropinocylozy, oraz mechanizm jej inicjacji przez
zaleing od P-kateniny sciezke sygnalowa Wnt. We wstepie Autorka nie ustrzegla si¢ jednak
drobnych bigdow. Mimo iz w zaden sposob nie obnizajg one waloru ocenianej pracy, czujg
sig w obowigzku je wymienic;

)

2)

3)

4)

3)

6)

Ma stronie 19, Doktorantka pisze; W stanie fizjologicznym, komdrki gwiakdziste sa
uépione, natomiast w odpowiedzi na usekodzenie thanki, ulegn)g aktywacji i angaiujg sig
w proces wildknienia®™, Mam pytanie co Doktorantka miata na mysli piszge uszkodzenie
tkanki. A co ze stanem zapalnym?

Na stronie 23 Doktorantka pisze: . Ze wzgledu na ograniczong ilosié mitochondridw,
komdrki LSEC prowadzs metabolizm beztlenowy, a wytworzony mleczan moie byé
wykorzystywany jako Zrddlo emergii dla hepatocytdw.” Wedlug mnie jest 1o troche
whicfortunne™ sformulowanie. Czy to oznacza, #¢ w sinusoidalnych komorki drodblonka
wytroby nie zachodri oksydacyjna fosforylacja? A mode - prrewaia metabolizm
bertlenowy?

Ma stronie 29 Doktorantka pisze: ,Podstawowym celem hemolizy pozanaczyniowe) jest
eliminacja krgzacych erytrocytéw, ktdre ulegly procesowi starzenia”. Cheialem
zauwnlyé, e wszysikie erylrocyly stopniowo sig starzejy. Lepie] bylo by uzyé
sformulowania "starzejgcych sig” erytrocytdw,

Na stronie 31 Doktorantka pisze: W rezultacie, tempo uwalniania Zelaza do krgienia
moze przewyzszyé szybkos¢ jego wychwytu przez transferyng, powodujge krazenie
zelaza niezwiazanego z transferyna (glownie Fe''), ktore Jest wysoce toksyczne” Co
doktorantka ma na myéli pod pojeciem . toksyczne™?

Ta sama strona (31), Dokiorantka pisze: . Zaobserwowano, ¢ {ledziona jest nasycona
pozostalodciami blon erytrocytdw, kidre utracily zawariodé hemoglobiny | =
wychwytywane. .. itd.” Chyba utracity hemoglobing, a nie jej zawartodé,

Ma stronie 33 Doktorantka pisze: . Stwierdzono, ze w obecnosci Wnt, duze ilodci
pakietow zawierajgeych biakka i glikoproteiny, 53 kierowane do lizosomdw poprzez fuzjg
z mnigjszymi pecherzykami zawierajacymi...itd”. Bardzo bym prosil o sprecyzowanic



czy chodzi o samg obecnodé WNT, czy tez liganda, badZ #e Doktorantka miala na mysli
aktywacjg Scietki WNT,

Pomimo, 2e¢ Materialty i Metody zostaly opracowane przez Doktorantkg starannie,

podczas kektury tej czesci pracy nasuncly mi sie pewne uwagi | komentarze:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Ma stronie 38, pkr 3.35.1. Iniekcje dozylne; Doktorantka pisze: W celu
farmakologicznej deplecji makrofagbw myszom wstrzykiwano dozylnie liposomy
rawicrajgce kwas klodronowy na 24 godziny... id.”. Bardziej poprawne bylo by
sformulowanie: .24 godziny przed doswiadczeniem™.

Ma stronie 38, pkt. 3.6.1. lzolacja komdrek nicparenchymalnych i hepatocytdw z
watroby; Doktorantka pisee: W celu izolacji komdrek nieparenchymalnych, platy
watroby pobierano | perfundowano PBS za pomocg pompy perystaltyczne).” Mam
pytanie o samg procedurg. Czy kaddy plat wytroby z osobna perfundowano? Czy ek
perfundowano watrobe? Tak jak opisano ponizej na stronie 39,

Ma stronie 39, pkt. 3.6.2. lzolacja komdrek sledziony; Doktorantka pisze: , Mastgpnie
kawalki narzgdu przepuszczano przez sitko do separacji komorek o drednicy pordw
100 pm, wyplukano PBS | wirowano (500 ref, § minut).” Tutaj jak i w innych
miejscach Doktorantka nie unikngla zargonu laboratoryjnego. Bardziej poprawne bylo
by napisanie, #¢ zawiesrano w PBS i wirowano. Ponadio w tej samej procedurze
Doktorantka powinna podaé w jakiej objetodci buforu do lizy erytrocytdw zawieszano
osad komorek. Tutaj takze stwierdzenie ..po czym plukano PBS | wirowano™ powinno
by¢ zastgpione ,zawieszano w PBS | wirowano”.

Strona 39. pkt. 3.6.3. lzolacja komdrek szpiku kostnego; brakuje mi objgtosci buforu
do lizy erytrocytow dodanego do osadu komdrek szpikowych.

Strona 40. pkt. 3.6.4. lzolacja komorek aorty; brakuje objetodci mieszaniny w jakiej
trawiono enZymatycznie aortg.

Strona 40. pkt. 3.7. Cytometria przeplywowa; Srkoda, e Dokiorantka nie podata
liczby wysortowanych komdrek | w jakiej objetodci je zawiesrono w roztworze
barwnika do oceny Zywolnosci. Dodatkowo, zabmklo miana preeciweial
znakowanych fluorcchromami.

Strona 46. pkt. 3.10.2. Zbadanie pobierania Hb przez komdrki LSEC i KC za pomocy
barwienia immunohistochemicznego; Czy wykorzystana procedura nie wymaga
ukycia buforowanego paraformaldehydu? Czy udyle prreciwciala anty-CD146 i anty-
F4/80 nie wymagaly wykorzystania przeciwcial |1 rzgdowych? Jedli nie, to powinno



)

by¢ podkresione. i np. dla przeciwcial anty-F4/B0 informacje takie jak wzbudzenie
(488 nm) i emisja (561 nm) powinny byC podane. Jakic przeciwcialo do detekcji
komdrek LSEC anty-CDI146 (z Biolegend) wykorzystano? wymagajgce przeciwciala
Il regdowego czy tez FITC bgd: Alexa Fluor. W tej capdei Doktorantka nie unikngla
blgddw jezykowych takich jak ,.Po inkubacji przeciwcial tkanki przemywano...”.
Strona 46. pkt. 3.10.3. Obrazowanie makropinosomow za pomocy mikroskopu
konfokalnego; Doktorantka pisze: MNastgpnic komdrki  permeabilizowano i
blokowano...” Bardzie| rafne bylo by sformulowanie uprzepuszczalniano®.

Strona 49, pki. 3.13.1. Przygotowanie | =Hb; Doktorantka podaje, 2¢ na pewnym
etapie  Mieszaning inkubowano w temperaturze pokojowej przez 122 minuty.” Cazy
czas 122 minuty (a nie 120) jest czyms podyktowany?

10)Strona 49. pkt. 3.13.2. Podanie i pomiar aktywnodci "'l -Hb; W tej procedurze

wykorzystano inny sposob usmiercenia myszy. Czy bylo to czymd spowodowane?

W czedci Wyniki mgr Zuzanna Sas w sposdh bardzo profesjonalny przedstawita

wyniki swoich badan, co wskazuje na jej dojrzalodé naukowsy. Zastosowane podejécie
cksperymentalne zastuguje na wyrGinienie, MNa podstawie tej czeéci pracy nie mam
watpliwosci, #e cele pracy przedstawione przez Doktorantke zostaly w pelni osiagnigte.

Do tej czgsci pracy mam nastgpujace komentarze i pytania:

)

2)

k)
4)

3)

Strona 63. Rycina 13. Doktorantka pisze: ,.Z dwich typow badanych komdrek tylko
KC wykazaly ekspresje Cd163 (Ryc. 13) co sugeruje, #e pobicranic Hb przez LSEC
nie jest skorelowane z ckspresjj receptora CD163.". Mam do Dokiorantki takie
przewrotne pytanic, Czy na podstawic tej obserwac)i | wynikdw przedstawionych na
Rycinie 14 moZna wysnué wniosek, #¢ komorki pozbawione receptora CDI163
pobierajg wydajniej hemoglobing i kompleks hemoglobiny | haptoglobiny? Cheiatbym
poznac opinie Doktorantki w tej kwestii.

Strona 64. Czy myszy wykorzystane do zbadania wplywu obecnosci Hp na pobieranie
hemoglobiny przez komdrki LSEC | KC mialy ¢ samg wagg, rozmiar?

Rycina 14. Jakie jest .n" dla panelu A | B?

Strona 66. 4.8, Zbadanie efekiu wolnej hemoglobiny na homeostazg watroby, Co
doktorantka miala na mysli piszgc - homeostazg wagtroby? Czy moge prosié o
uszczegMowienie | wyjasnienie wyboru badania ekspresji gendw Hmox-J7

Strona 67. Rycina 16. jaki moZe byé mechanizm/przyczyna spadku ekspresji genu
Cel2 | Hmox-] po pigciu godzinach po podaniu hemoglobiny?



Dyskusja napisana jest z duzg znajomodciy przedmiotu. Czytelnik zapoznaje sig z
przemyélang analizg uzyskanych wynikdw i osiagnieé wynikajgcych z przeprowadzonych
przez Dokiorantkg badan. Dodatkowo, moizna powicdzicd, #c Doklorantka wyrgezyla
recenzenla wymieniajgc najwainiejsre osiggnigcia swojej pracy badawczej. Do tej czgsci
mam tylko jedno pytanic. Doktorantka pisze, #¢ w kontekicie chorob hemolitycznych, wano
byloby zbada¢ czy wysoki poziom wychwytu hemoglobiny w sinusoidalnych komdérkach
srddblonka watroby wywoluje w nich stres oksydacyjny. Czy doktorantka ma jakies
przypuszczenia, czy rzeczywiscie tak moze byc? Czy sg jakics przestanki, kidre moga o tym
dwiadcryd?

Po wnikliwym zapoznaniu sig¢ z zaprezentowanymi wynikami badan oraz dyskusjg w
pelni zgadzam sig z wnioskami przedstawionymi preez Doktorantke w podsumowaniu jej
rozprawy dokiorskie).

Dodatkowo, ¢zego nie moge pomingé w swojej recenzji, (a8 co nie zostalo w zaden
sposob pokazane w przedstawione) mi do recenzji dokumentacji), jest fakty, e dorobek
naukowy mgr Zuzanny Sas nie ogranicza si¢ tylko do wynikdw przedstawionych w niniejsze)
rozprawie dokiorskiej, ale sklada si¢ na niego takie osiem innych, opublikowanych prac.
lednakie na podstawie tytubdw oceniam, #e 53 one Zwigzane z poboczng aktywnoscig
naukowsg doktorantki, nie zwigzang z gldwnym nurtem badan przedstawionych w rozprawie
doktorskie). W jednej z nich (praca przegladowa) doktorantka jest autorem wiodgcym. Na
podkreslenie zastuguje fakt, 2e jest wsphlautorky prac w takich renomowanych czasopismach
jak: . Cancer immunology research”, czy .American Journal of Hematology” (praca
opublikowana w 2024 roku). Sumaryczna wartos¢ wspolczynnika Impact Factor jej dorobku
publikacyjnego wynosi 54,43, a jej prace byly dotychczas zacytowane 353 razy.

Whiosek koacowy

Podsumowujgc, przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest napisana bardzo
dobrze i przedstawia nowe odkrycia badawcze. Przedstawione przeze mnie komentarze oraz
uwagi dotyczace rozprawy mgr Zuzanng Sas w wigkszodci majg charakler drugorzedny i w
tadnym stopniu nie obnitajg wartodci merylorycene] przedstawione] mi do oceny rozprawy
doktorskiej. Uwazam, #e wnioski wycijgnigle z preeprowadzonych badafi zostaly przez
Autorke whasciwie uzasadnione, Wyniki otrzymane preez Doktorantkg nie zostaly jeszeze
opublikowane, jednakze jesiem przekomany, iz bedg one podstaws pracy w czasopismig
naukowym o mi¢dzynarodowym zasiggu. Dlatego tez, stwierdzam, #e preedstawiona mi do



recenzji praca doktorska mgr Zuzanny Sas doktorska spelnia warunki okredlone w an. |B7
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwic wyZszym i nauce (Dz. U. 2018 poz.
I668) i wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycenego o dopuszczenie pani mgr Zuzanny Sas do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Dodatkowo, biorge pod uwage wartodé naukows wynikdw, zwracam sie
wnioskiem do Rady Dyscypling Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego o wyrdEnienie rozprawy doktorskicj mgr Zuzanny Sas.

Mariusz R. Wigckowski



