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“Identyfikacja | zbadanie nowego mechanizmu Wydzisl Biochemi,
wychwytu wolnej hemoglobiny w watrobie u myszy” Biofizyki | Biotechnalogil

Mechanizmy wsuwania staryvch erytrooytdw | ich znaczenie w
Zeklad Biotechnologil

Medycrne)

gospodarce jelazem 53 badane od lat, dzieki czemu zostaty stosunkowo
dobrze pornane. Wiadomo rownie?, ie czesc erytrocytow ulega hemolizie
wewngtrznaczyniowej w warunkach fizjologiconych, a proces ten mode
znacznie nasilac sie w przebiegu wielu chordb. prof. dr hab Alicja Jézkowicz
Kluczowa rola watroby w usuwaniu erytrocytow | uwolniong] z nich
hemoglobiny jest powszechnie uznawana. To wiedza podrecenikowa |
niefatwo opisac tv nowe mechanizmy o podstawowym znaczeniu. Okazuje sig
jednak, ie rola rdinych typdw komdrek watrobowych nie jest w pelni
ustalona, a klasyczne schematy ilustrujgce ich funkcje moga byé rhytnim
uprosIczeniem.
Praca Doktorantki byla probgy zidentyfikowania  komorek
odpowiedzialnych za usuwanie przez watrobe uwolniongj z erytrocytdw
hemoglobiny. Podjecie sie analizy tak podstawowej aktywnodci, ktdra czesto
uwatana jest za dobrze pornang, zastuguje na dute uznanie. Tym bardziej, e
badania porwolily na uryskanie wynikdw, ktdre nie ogranicza sie do
potwierdzenia nanych raleinodci, lecz s3 nowatorskie. Wartofciowym ul. Gronostajows 7
elementem pracy jest réwniei prowadzenie badan nie tylko na modelach py 30.387 Krskéw
komérkowych i hodowlach in-vitro czy ex-vivo, ale rowniei na modelach . .45 12 564 Ba11
zwierzecych, pozwalajagcych na  analizy zjawiska na poziomie calego
Qrganizmu,
Badania Doktorantki skupialy sie na okredleniv roli  komdrek
sinusoidalnych sSrodblonka wytroby (LSEC) w usuwaniu hemoglobiny | na

fox +48 12 GB4 6918

alicja. jorkawict@uj. adu,pl



pordwnaniu ich znaczenia z aktywnosiciy komorek Browicza-Kupffera. Pani
mgr Zuzanna 5as prowadrifa badania na myszach, analizujgc nastepnie ex-vivo
pobrane od nich narzady, przede wszystkim watrobe i sledzione. W badaniach
uwzgledniala te: komadrki izolowane ze szpiku kostnego | srédblonki aorty.

Realizacja projekiu wymagala zastosowania przez Doklorantke
najwatniejszych technik biologii molekularne] | komdrkowej. Pani mgr
Zuzanna 5as wykorzystywala miedry innymi cytometric prrzephywowsy do
fenotypowania komdrek i detekcji hemoglobiny, sortowanie komdrek w
oparciu o cechy fenotypowe, mikroskopie fluorescencyjng i barwienia
immunohistochemiczne oraz analizy ekspresji gendow na poziomie mRNMNA z
uiyciem gRT-PCR. Ma podkreslenie zastugujy badania biodystrybucji 2
rastosowaniem nakowane) hemoglobiny, a rwiaszcza wykorzystanie zardwno
nakowania fluorescencyjnego jak i radicizotopowego.

Najciekawsze moim zdaniem wyniki uzyskane prrer Doktorantke to
pokaranie, }e usuwanie starych erytrocytow i produktow hemolizy w watrobie
wigte sie ze specjalizacja komodrkowq. Zniszczone erytrocyty s3 fagocytowane
przez komdrki Browicza-Kupffera, natomiast za usuwanie uwolniongj z
erytrocytow hemoglobiny odpowiedziaine s3 przede wszystkim komdrki
srodblonka sinusoidalnego, wykorzystujace w tym celu makropinocytoze. Te
obserwacje majg duiy wartodl pornawezy, a rola LSEC w usuwaniu
hemoglobiny zaczela byé doceniana dopiero ostatnio.

Rozprawa doktorska pani mgr Zuzanny 5as jest dosd krdtka i liczy 96
stron mastynopisu, w tym 24 rysunki i fotografie oraz 3 tabele. Cytowane
pidmiennictwo to 107 pozycji. Rozprawa zawiera tei kopie rgdd komisji
bioetycznych na wykonywanie badan na rwierzetach. Praca skomponowana
jest w sposdb klasyczny | obejmuje: Wstep, osobny rozdzial prredstawiajacy
Iatoienia i Cele Pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusje oraz
wyodrebnione w osobny rozdzial Wnioski. Catodf popriedzona jest Spisem
Tredci, Spisem Rycin, Spisem Tabel, Wykazem Skrotdw orax Streszczeniem, i
angielskim Abstraktem, a zakodczona Bibliografig. Zardwno kompozycja pracy
jak i zawartodf poszczegdinych czedel sq prawidlowe, a Spis Tresci oraz Wykaz
skrotdw s3 dobrze przygotowane | ulatwiajg lekture. Moina sie jedynie
rastanawiat na celowodcia stosowania w opisach skrotow FCS i FBS, co

ik

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydzial Biochemii,

Bigfizyki i Biotechnologii

Zekiad Baotechnologia

Medyczne;

pral de sk, Mlicpe Jdrkownc:

il Gronostajowa 7
PL 30-387 Krakiw
tel +48 12 G64 B4A11

fan +48 12 B84 6218

alicje.jorkewscl@uj. adu. pl



sugeruje rdinice miedzry plodowy surowicg . bydlecg™ a cielecy”, to jednak
UW3Iga nie majgca Inaczenia merytorycanego.

Streszczenie  (podobnie jak  angielskie Summary) jest napisane
prawidlowo, dobrze uzasadnia i przedstawia ogdlny cel badan, przybliza
zastosowang metodyke oraz jasno prerentuje wyniki | wnioski plyngce z
przeprowadzonych dodwiadczen. Wnioskowanie nie budzi zastrzeted. Pewng
niedcislodd stanowi jedynie stwierdzenie, te ,wykazano, te LSEC nie posiadajg
na swojej powierszchni receptora CD163", gdyi tresc pracy wskazuje na analizy
qRT-PCR (czyli ekspresji genu na poziomie mRNA) w sortowanych komdrkach,
bez badania obecnosci biatka. Informacia o niewykrywalnym poziomie
ekspresji genu bytaby precyzyjniejsza.

Liczacy 16 stron Wstep jest ciekawie napisany, a dobdr tresci | synteza
wnioskow plynacych z radnych publikacyi potwierdza dobre zrozumienie
tematu przez Doktorantke. Wstep omawia najwainiejsze zagadnienia
rwigzane @ gldwnymi subpopulacjami komdrek wagtroby | jej architektura,
skupiajgc sie na komarkach érddblonka sinusoidalnego | komdrkach Browicza-
Kupffera. Charakteryzuje hemoglobine i jej metabolizm, a rwtaszcza
konsekwencje hemolizy, sporo uwagl poiwieca tei omowieniu
makropinocytozy | jej regulacji przez kanoniczng scieike sygnatowq zaleing od
Winit.

Tekst uzupetniony jest dobrymi schematami. Nieco brakuje mi
natomiast szerszego i bardziej systematycznego omdwienia pochodzenia
LSEC, ich heterogennosci fenotypowej i funkcjonalne), a rwlaszera obecnodci i
braku markerdw uwatanych za typowe dla komdrek drddblonka. Poniewai
Autorka informuje o pochodzeniu narwy, korzystne byloby tei dodanie
informac)i wyjasniajgcej dlaczego komdrki znane w literaturze anglojezycinej
jako Kupffer cells s3 okreslane (prawidlowo) jako komdrki Browicza-Kupffera,
Skoro wspomniana zostata rola Karla wvon Kupffera, powinna zostac
wspomniana rowniei rola Tadeusza Browicza. Prositabym rowniei o nieco
blitsze wyjainienie na ile synteza hemu i hemoglobiny zachodzi w
erytrocytach (str. 26). Uwagi te majg charakter subiektywny | zakres
tematyczny wybrany przez Doktorantke moze byé uznany za prawidiowy, chod
miejscami opis jest zbyt powlerzchowny.
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Generalnie, Wstep dobrze wprowadia w zagadnienia bedace glownym
tematermn pracy | dobrze uzasadnia celowost badan, co jest najwainiejszym
ocenianym kryterium, Bardzo ciekawie napisany jest fragment dotyczgcy
usuwania starzejgcych sie erytrocytdw na drodze erytrofagocytozy lub lizy.
Dobrze scharakteryzowane sg tei szlaki endocytozy | ich regulacja. Stabszy
strong jest poprawnodt jezykowa | starannoic edycyjna, ale to nie ma
nacrenia merytorycinego.

Podstawowy cel badan jest jasno sformulowany i dobrze urasadniony 2
precyryjnie wskazanymi celami szczegolowymi. Warto podkreslic, e punktem
wyjicia raplanowanych badan byly wczesniejsze wyniki wiasne macierzyste
grupy badawcrej, ktore trudno bylo wyjainié zgodnie z najczescie
przyjmowanym modelem. To bardzo racjonalne | dojrzale podejicie.

Doktorantka na 15 stronach opisuje metody stosowane w pracy. Opisy
le 53 prawidiowe | moga wystarczyé do powtdrzenia przeprowadionych
doidwiadczen. Praydatne jest ted zestawienie sekwenc)i stosowanych primeriw
oraz podanie producentdw wykorzystywanych przeciwcial. Nie jest dia mnie
jasne czy, a jesh tak to w jaki sposéb sprawdzano czystosc populacji komdrek
uzyskanych po separacji frakcji parenchymalnej i nieparenchymalnej (str. 39).
Przy analizie $rddblonkdw Sledzionowych i szpikowych moina byloby tei
rozwatyd uweglednienie Stab2 jako dodatkowego markera. Generalnie,
uwatam te w preysriyeh analizach warto byloby uwzgledniad heterogennodd
komdrek drddblonkowych | modliwodd tracenla czedci frakeji  pray
standardowych barwieniach, Dotyczy to np. markera CD31 i analizy komorek
érddblonka sinusoidalnego szpiku.

Opis hodowli komdrek jest prawidiowy | wystarczajacy biorgc pod
uwage, fe dotyczy standardowych procedur, chod lepiej byloby np. podawad
rzecrywiste stedenie antybiotykdw (np. str. 44) nii rozcienczenie komercyjnie
dostepne] mieszaniny. Przy opisie barwien immunohistochemicznych pewne
witpliwodci mote budzid wykorzystanie obecnodci CD146 jako jedynego
markera komorek irddblonka (str. 46), Czy Doktorantka brata pod uwage, ie
jest to marker obecny rdwniet np. na pericytach? Ze wigledow stylistycznych
sugerowatabym  konsekwentne uiywanie czasownikdw w  aspekcie
nmiedokonanym gdyi aspekt dokonany sugeruje jednokrotnost wykonanej
czynnodci (np. sprawdzano v. sprawdzong). To jednak jedynie uwaga o
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charakterze edytorskim, Dobrg prakiyky jest konsekwentne wskarywanie
przez Doktorantke, kidre procedury zostaly wykonane we wspdlpracy i
wymnienianie wipdtpracownikow.

Wyniki (zajmujgce 28 stron) s§ jasno opisane | zilustrowane
odpowiednimi wykresami oraz udokumentowane zdjeciami. Co waine,
Doktorantka daty do opisania doswiadczen tak, by widad bylo logiczne rwigzki
miedzy kolejnymi etapami prac. Utatwia to dledzenie toku rozumowania
Autorki | zrozumienie zasadnosci kolejnych krokdw. Miejscami jednak
kolejnodd opisu nie jest optymalna — lepsze byloby w pierwsze] kolejnodci
pokazanie skutecznoici modelu (np. usuwania makrofagow po podaniu kwasu
kladronowego), a potem opisanie skutkdw usuniecia na biodystrybucje
hemoglobiny. Opis lokalizacji fluorescencyjnie rnakowanej hemoglobiny w
srddblonkach 2 rdinych narzgddw pojawia sig nieocrekiwanie w podrozdziale
opisujacym detekcje hemoglobiny znakowane) radioirotopowo.

Pierwsza czesc opisu Wynikdw podwiecona jest analizie biodystrybucji
hemoglobiny u myszy u ktdrych usunieto makrofagi. Procedura byta skuteczna
i specyficzna, co jest dobrze udokumentowane. Bardzo dobrym podejsciem
byto wykorzystanie dwoch metod znakowania hemoglobiny, a co za tym idzie
niezaleinego i odmiennégo dla obu metod sposobu detekcji. Doktorantka
wykonata znakowanie fluorescencyjne | radioizotopowe. Obie metody daly
podobne wyniki, co :decydowanie rwieksza wiarygodnosé konkluzji. Warto
bytoby natomiast rozwaiyC dodatkowe kontrole: narzgdy pochodzace od
myszy ktdrym nie podano znakowanej fluorescencyjnie hemoglobiny oraz
podanie znacznika (AF750) niezwigzanego z biatkiem. Interesujgcy obserwacjy
jest wrrost intensywnodci sygnatu w nerkach u myszy pozbawionych
makrofagdw. Podobng zaleinost widaé przy znakowaniu radioizotopowym.
Jak Doktorantka interpretuje ten wynik?

W kolejnym etapie badad Doktorantka charakteryzowala populacje
komorek watroby pobierajgce hemoglobing, pordwnujgc miedry innymi dwa
punkty czasowe oraz wykorzystujac hodowle ex-wivo komdrek watroby,
Dodatkowo wykonata analizy immunocytochemiczne skrawkdw watroby. Jak
Doktorantka wzasadnia uiycie hodowli mieszanej komdrek (str. 60)7
Zastosowana strategia jest poprawna, wydaje sie jednak, ie wieksze
motliwedci interpretach ilodciowe| dalyby hodowle sortowanych subpopulac)i.
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Warto byloby takie rorwaiyl pokazanie oprocz toienia kolordw rowniel
zdjeé z poszczegdlnymi barwieniami (Ryc. 11). Czy w tym doswiadczeniu
rzeczywiscie wykorzystywano hemoglobine znakowang AF647, skoro sygnat
na zdjeciu opisany |est jako pochodzgcy z AF7507

Kolejny etap badan to poszukiwania mechanizmu odpowiedzialnego za
biodystrybucje hemoglobiny | bezpodrednie pordwnania aangatowania
drddblonka watroby i srddblonka dledziony. Wyniki potwierdzity znaczenie
LSEC. Doktorantka pokazata rdwniei, ie pobieranie hemoglobiny priez
badane populacje komdrek jest efektywniejsze nii pobieranie kompleksdw
hemoglobinz-haptoglobina. Ponadto, w odpowiedzi na pobranie hemoglobiny
w komorkach dochodzito do indukcji gendw zwigzanych 2 metabolizmem
hemu | indukcjy odpowiedzi zapalne). Przeprowadzone analizy wskazaly
rawniet, te LSEC pobieraja nie tylko hemoglobing, ale réwnie? albumineg.

W ostatnim cyklu dodwiadcren Doktorantka scharakteryzowata roinice
funkcjonalng miedzy LSEC (pobierajgcymi  hemoglobing na drodze
najprawdopodobniej makropinocytozy)l | komdrkami Browicza-Kupffera
odpowiedzialnymi za fagocytoze uszkodzonych erytrocytéw. To bardzo
ciekawa czesc badan.

Przy lekturze rozdziatu Wyniki nasunety mi sig jeszcze nastepujqce
pytania | uwagi:

- §tr. 52, Ryc. 6A: Przy :djeciu pokarujgcym sygnal fluorescencyjny 2
narzadow powinna rnalef€ sig skala wyjasniajgca znaczenie kolordw,

- §tr. 55, Ryc. 88: W jaki§ sposob wykazano, te sygnal pochodzacy
AF750 wykrywany 2 wykorzystaniem cytometrii przeplywowej w srodblonkach
jest sygnalem pochodzacym z wnetrza komorki?

- Str. 57, Ryc. 9A: lak Doktorantka klasyfikuje komdrki watroby o
fenotypie CDA5* F4/80 CD146 STAB2' ?

- Str. 60, Ryc. 11: Cry skala na rysunku przedstawia rzeczywidcie odcinek
10 pm? Komaorki LSEC s bardzo male, ale skala sugeruje ie czgic 2 nich ma
§rednicg mniejsza nit 5 pm.

Str. 66, Ryc. 15: c2y rdinica w intensywnosci fluorescencji
obserwowana w komdrkach hodowanych w obecnodci hemoglobiny lub
komplekséw hemoglobina-haptoglobina moze wynikal ze slabsrego
wyrnakowania kompleksdw AF7507



Dyskusja zajmuje 9 stron | skupia si¢ przede wszystkiim na
podsumowaniu uzyskanych wynikow oraz ich omdwieniu w swietle wozesniej
opublikowanych prac. Porzadkuje uzyskane dane | podkredla najwainiejsze
wnioski. Wzbogaca te2 interpretacje wynikdw | odnosi je nie tylko do fizjologii,
ale rdwnie: do chordb rwiekszajgcych ryryko hemolizy. Przekonujacy i
clekawy jest rwlaszcza fragment podsumowujacy macnie receptora CD163 |
motliwe roinice migdzy komdrkami ludzkimi a mysimi, Bylabym jedynie
ostroina przy okredlaniuv komorek HEK293 jako komdrek nablonkowych (str.
82).

Doktorantka omawia rowniei w Dyskusji znaczenie ekspresji oksygenazy
hemowej-1 wskazujgc na moiliwy stres oksydacyjny przyczyniajacy sie do
indukcji tego genu. Nieco brakuje mi w tym kontekicie odniesienia sie do
moiliwe] roli LSEC w gospodarce ielazem 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 podrozdzial 55 jasno sformulowane |
uzasadnione przedstawionymi wynikami badad. Moina przypuszczad, te praca
bedzie stanowi¢ punkt wyjicia do dodatkowych dosdwiadczen, wzmacniajacych
proponowaneg wnioskowanie.

Pod wigledem edytorskim rozprawa doktorska przygotowana jest w
sposob  akceptowalny, nie wplywajacy na wartodd merytoryczng. Tekst
rawiera niewiele bledow literowych, natomiast duio jest w nim bleddw
Interpunkeyjnych | stylistycznych. Napisany jest komunikatywnym jezykiem,
migjscami jednak sprawiajgcym wraienie doslownego tlumaczenia z publikac)i
anglojgzycnych. To jednak nie wplywa na oceng jakodci | interpretacii
praeprowadronych dodwiadczen.

Podsumowujac, badania opisane przer Doktorantke dotyczg bardro
wainych zagadnien, o duiym znaczeniu dla zrozumienia podstawowe|
fizjologii oraz lepszego wgladu w patofizjologie chordb rwigzanych z hemolizg.
Badania by moie nie dostarczajg ostatecznego, silnego dowodu na
mechanizm dzialania | wyjatkowosc komorek sinusoidalnych drddblonka
wqtroby, ale stanowiy bardzo silng prrestanke wspierajaca raproponowane
whnioski. Dzigki wykorzystaniu  dobrze  zaplanowanych  ubladdw
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doswiadczalnych badania porwolity na uzyskanie wartodciowych wynikow,
ktdre na pewno nie maja duiy walor poznawcry.

Uwatam, fe Doktorantka prawidiowo zrealizowata zalotone cele UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

badawcze | stwierdzam, te przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska
spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy 2 dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). W zwigzku 2 tym proszg
wysoky Rade Dyscypliny Mauk Medycinych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego o dopuszczenie pani mgr Zuzanny Sas do dalszych etapow
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