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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr int. Zuzanny Sas
zatytulowane) ,, Identyfikacja | zbadanie nowego mechanizmu wychwytu
wolne] hemoglobiny w watrobie u myszy"
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Przedmiotem recenzji jest dysertacja doktorska pani myr Zuzsnny Sas pt. , ldentyfikacis |
l‘ndanla nowego mechanizmn wychwytu wolngy hemoglobiny w watrobie u mysay”
konanej pod kierunkiem promotora pana dr hab. Tomasza Rygla, w Zaklsdzie
mmmml“’rdaidu Lekarskiego, Warszawskicgo Uniwersytetu w Whrszawie.
Podstaws prawna recenzji opiera sig na okrofleniu czy spelnia ona wymogl okredlone
w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o stkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. z 2022 r.
poz. 574, z podn. Zm.).

Ocena merytoryczna pracy

Rozprawa doktorsks pani mgr Zuzanny Sas obejmuje badanis nad mechanizmem
wychwytu wolnej hemoglobiny w modelu mysim, odmiennego od mechanizmu jej usuwania
przez makrofagi obecne w watroble oraz dledzionie. Dotyezy ona wagnego, | nie do kofica
pognancgo, elementy homeostazy deluza zwigzanego @ wehlanianiern z ukladu kragenia
wolnej hemoglobiny. Homeostaza felaza jest krytyczna z punktn widszenia fizjologli oraz
meétabolizmu komdrkowego. Wseelkic zakldcenia homeostazy dclaza si czesto rwiszane ze
schorgeniami wynikajgcymi nie tylko z jego niedoboru czy 2 nadmiaru, ale takie z
nlewlasciwej dystrybucji. Samo iclazo jest elementem wielu kluczowych procestow
métabolicenych, np. dystrybucji tlenu w crganizmie czy homeostary energetycznej komdrek.
Praca doktorska przedstawia wyniki jodnoznscznie wekazujgce na wychwyt prez
sinusoidalne komdrki érddblonka watroby LSEC, przedstawiajac alternatywny mechanizm
|4II!'~I|l hemoglobiny, = wyjadnieniern molekularnym samego procesu. Usyskane wyniki
badas stanowig nowe | waine odkrycie w deledzinie Gzjologii watroby i moga mied dude

dla bada# nad niedokrwistoéciy oraz w badaniach aplikacyjnych w dziedzinie
farmakologil.

Zalogcnia oraz cel pracy, zaprezentowance ogtinic w Streszczeniu pracy, a nastepnie
uszcregdtowione w rozdziale 2, sformulowane zostaly jednoznaczmie | precyzyjmie. Wiyniki
hadad naukowych prowadsonych w tak ckreflonym celu stanowiy element nowy | oryginalny,
przede wszystkim w dziedzinie fzjologii watroby oraz ukladu krwionognego.

Zakres tematyciny saprezentowanych w rozdziale 1 informacji wstepnych zostal dobrany
windciwie, na bazio olszernegu pifmientictwn w lematyoe pracy. To dwiadczy o opanowaniu
przez Doktorantke umicjgtnoSci wyszukiwania, selckcjonowania i syntezy informacji
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enwartych w Erbdlach nankusyeh. Proslstawione opby = ewigele | recceowe, jednoczetnie
wyczerpijgee. Rosdeial 2 preedstawia wspominane wezednicj salodenia | cele pracy. Rozdzial
3 rozpoceyna cepdd dysertaci, w ktdrej Doktorantka presentujpe motodyke | wyniki wiasnych
prac dofwiadczalnych. W ruzdziele 3 przodstawiono model zwiersgey wykorzystany do
badad, metody ckstrakeji badanych molekul, izolacji komdeck. metody znakowania sondami
fluorescencyjuymd badanyeh bialck orae isotopami, metedy kompleksowania hemoglobiny,
analizy ekspresji gentw, protokoly zwigzanc z badaniami na hodowlach komdrkowych, jak
rémmic: wykorzgystane techniki obrazowania in-vive orae in-vitre, Oplsy zaprezentowane w
roedeiale pokasujy B Doktorantks posisds niezwykle sserokie kompetencie w technikach
laboratoryjnych co zasluguje w peini na uznanie. Dla oceny indywidualnych osiggnied
naukowych Doktorantkl pajwsdnlejszy jest rozdzial 4 rozprawy, = kideym zostaly
praodstawione wyniki wiasne. Przodstawione wyniki badad, w tym dodwindczenia kontrolne
t indukowans przez liposomowy klodronat deplecjy makrofagiw, jednoznacznie wykazaly
edoloedd wychwyiu Hb precz wigtrobg jako organ, wskazujge na alternatywng
droge wychwytn przez komdcki LSEC, Praeprowadzone badania w bardzo reetelny sposth
dokumentujy rdwniez mechanizmy komdrkowe odpowindajgce za wychwyl wolne]
hemoglobiny. Priedstawione w  pracy wynikl badag poparte kompleksows analizg
statystycang potwierdzajy jednoznacznie tery zaproponownne w o rogprawie doktorskiej,
trafuie preedstawione we wnloskach | majgee ueasadnienie w przeprowadzone) dyskusji.
W kontekdcie maprezentowmnych wynikdw badas, ponide) precdstawiam uwagi orae pytania
do dyskusji :
1. Jak modna odnieté model swicrzgey bez makrofagow w kontckécie edolnogel organizmu
do kompensac|i? Jakie potencjalnie komdrki procesy mogs precjad ol makrofagtw w

2. Swtrona 22: jest ... fenestracjumi (Srednicn od 50 do 200 mn), tworzg swolste sito
umoiliwinjace transport substanci pomiedey naczyniem s hepstocytami” to swoiste sito
nie dotyczy substancji a racecj makromolekul i agregatiw. Profha o komentarz jaki
redzaj tych makromolekul ma zdelnese preenikania 7

3. Strona 22 co oenacens termin Jiomcostaza immunologiczns | metabolicena - homeostaza
ma wymiar iloéciowy (cinienie osmotyczne, pH itp.)?

4. Strona 26 nleergoene stwicrdzenie Ta unikalng zdolnc$ hemogloblny de zmilany
konformacji w celu praylaczenia tlenu nazywnna Jest kooperatywnodeig | pozwala na
efektywne wigzanie 07" Co jest skutkiem a co preyezyng 7

3. Strona 2T: stwierdzenle ... onekroze eryirocytow, co jomt gjawiskbom onaturaloym pod
koniec cyklu tycia kaidego erytrocytu™ nie wydaje sig byd prawdziwe.

G. Strona 28: stwierdzenic Jwem inkorporuje sbip w blony komdrkowe i lipoproteiny, gdzie

wywoluje peroksyvdock lipidiw prowadege do uszhodzenia thanck nie wydaje sig

Strona 17-28: dobrze by hylo preedstawié rysunek hemoglobiny dla poprawienia opisu.

Strona 20 w preeprowadone) dyskusji nic jest jasne oo jest toksyczne, hem czy #elazo 7

Strona 31: stwierdeenic . powodujge krpsenie aelaza nicdwinzanego @ tramsferyog

[ gbvwrmie Fed+ ), ktbre jest wysooe tobsyeene®. nic wydnje sie prawdzine.

10, Strona 32 , jak valedy rosumbed stwierdeonie | Proces makropinocytosy jest indukowany
prace marseczenic sic blony komdrkowe)..,..” Cu jest skutkicm a co priyesyng?
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Ll. Strona 32 0o enncey stwicdeenie . Zaminst  tego mmkropinosomy sq zazwyczaj
mmukowane znncanikami fazy plynng™ 7

12. Brak jest wskazania, 2e obconost PS (fosfatydyluseryny) na sewnetrenci czesci blony
plazmatycene] jest sygnalom skntkijgeym usuiigeiom erytrocytin,

13. Strona 36: w opisic przydaloly sic wsknzat skad w opisanym proccsie pozyskiwana jost
bemuoglobina.

4. Strona J7: w opisic koniugacji bialck z Buoroforcin wskazano na obecnodé detergentu
Tween 20. Jaki jest cel stosownnia detergontn?

15. Strona 38 metoda 3.6.2: Co jest podstaws selektywnej lizy erytrocytow?

16. Strona 46: punkt 3.10. Immunofuorcscencjn: czy stosownnie Tritonu nie powoduje
zmiany dystrybucji hialek blonowych?

17. Strona 66: co venacza pojecie homeostaza watroby?

Jezyk | formalna strona rozprawy

Precdstawione zagadnienia opisano w sposdb zrozwmialy | rzeczowy, jednoceeénie

- Korekty wymaga konstrukcja niektbrych sdai oraz bledy litcrowe, Materialy
trodlowe w sposdh wisdciwy potwierdzaje stawiane tezy, Wyniki w postaci wykresow
preygotowane sg staranie | zawierajy niezbedne informacje. Od strony formalne] praca
speinia wsaysthic wymogi stawiane obecnie rozgprawom doktorskim.

Whnioski

Praedstawione w recenzji uwagi | zapytania nie zmieninjg mojej burdeo posytywnej opinii na

temat pracy. Na podstawie przeprowadzonej oceny pracy, stwierdzam i rozprawa doktorska

mgr Zuzanny Sas pt. JIdentyfikacja i zhadanie nowego mechunizmu wychwytu wolnej

hemoglobiny w watrobie u nyszy™ stanowi oryginalne rozwigzanic problemu naukowego,

jakim jest wykazanie zdolnosci wychwytu wolnej hemoglobiny, przez inny nid dotychezas

poznany mechanizm. Zaprezentowana praca wykazuje it mgr Sas posiada bardzo sperokg

wiedzg w dyscyplinie nauk medycenych oraz potwierdza jej wmiejetnodci do prowadzenia

samodzielne] pracy naukowej. Tym samiym spelnia warunki okredlone w ustawic z dnia 20

lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wydszym | navce (Dz. U. z 2022 r. poz. 574, z péén.

£m. ).

Na szczegilne wyrdinicnie zastugujg:

- saerokl wachlarz zastosowanych metod badawceych sardéwno w zakresic technik biologii
komérki jak i tochnik ohrazowania w metodach in-vitro oraz in-vivo

- wainy i aktualny temat pracy badawczej

- kompleksowe ujgcie tematu @ systematycznymi badaniami, uwegledniajecymi wszystkie
dofwindczonia kontrolne

= umigjgtnoté samodziclnego formulowania wnioskiw

Podsumowujac, stwierdzam, de rozpraws doktorska spelnia wszysthie wymogi zapisane

w w/'w ustawic | wnioskujg o jej dopusececnio do dalszych etapéw praewodu doktorskiego

Whicskuje o wyrdznienie pracy.
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dr hab. ini. Magdalena Preybylo, prof. PWr
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