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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Patryka Slusarczyka

Badanie zaleznosci pomiedzy akumulacjq Zelaza w starzeniu a zdolnosciq do recyklingu zelaza

w makrofagach czerwonej miazgi sledziony

wykonanej w Laboratorium Homeostazy Zelaza,
w Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komorkowej w Warszawie
pod opieka

dr hab. Wojciecha Pokrzywy i dr Katarzyny Mleczko-Saneckiej

Charakterystyczng cechg obrotu izelaza u ssakdow jest brak fizjologicznego,
podlegajgcego regulacji szlaku usuwania tego mikroelementu z organizmu. Pocigga to za
sobg $cistg, wieloczynnikowg kontrole wchtaniania zelaza w uktadzie pokarmowym (gtéwnie
w dwunastnicy), ktdrej celem jest miedzy innymi niedopuszczenie do nadmiernej akumulacji
zelaza w tkankach, a tym samym ograniczenie jego toksycznego oddziatywania polegajacego
na udziale w generowaniu rodnika wodorotlenkowego. Ze wzgledu na stosunkowo niska
zawarto$é zelaza w przecietnej (standardowej) diecie oraz ograniczong wydajnos¢ jego
absorpciji, nie jest ona procesem, ktéry zapewnia niezwtoczne zaspokojenie zapotrzebowania
na zelazo zwigzanego z erytropoeza. Zapotrzebowanie to jest gidwnie réwnowaione w
wyniku tzw. recyklingu zelaza, czyli odzyskiwaniu zelaza erytrocytarnego przez makrofagi, co
odbywa sie dzieki ich zdolnosci do erytrofagocytozy, proteolizy hemoglobiny,
enzymatycznego rozktadu hemu oraz przekierowania elementarnego zelaza do krwioobiegu,
w celu ponownego wykorzystania gtéwnie w procesie erytropoezy. Chociaz redystrybucja
zelaza przez makrofagi jest najwiekszym ilosciowo, dziennym, przemieszczeniem tego
mikroelementu w organizmie, to jednak jest to proces, ktdrego regulacja jest stosunkowo
mato poznana. Tak wiec, podjecie zagadnienia recyklingu zelaza w rozprawie doktorskiej mgr

inz. Patryka Slusarczyka jest ze wszech miar zasadne, tym bardziej, ze dotyczy okresu
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staroéci, gdy jego efektywno$¢ zmniejsza si¢, co prowadzi do niedokrwistosci na tle
funkcjonalnego niedoboru zelaza.

Gtéwng czeséé przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej stanowig 2 spéjne

tematycznie artykuty naukowe: artykut przegladowy pt The Multiple Facets of Iron
Recycling, Genes, 2021, 12(9):1-22 (IF: 4,141, MEiN: 100pkt) i artykut oryginalny pt Impaired
iron recycling from erythrocytes is an early hallmark of aging, elife, 2023, 12:1-39 (iF: 8,713
MEiN: 200). W obu artykutach Doktorant jest pierwszym Autorem. Ponadto rozprawa
zawiera opracowanie, ktére w skrétowej formie, przyjmuje strukture typowa dla rozpraw
doktorskich przygotowywanych w postaci monografii. Znalazty si¢ w nim migedzy innymi:
wykaz skrétéw, polsko- i anglojezyczne streszczenia, wstgp, zatoizenia i cele pracy,
podsumowanie i wnioski, bibliografia, opinie komisji bioetycznej i dodatkowo oswiadczenia
wspotautorow publikaciji.
Uwazam, ze rozdziat 4. Wstep, omawiajacy ogdlnoustrojowy i komérkowy metabolizm
zelaza, jest najstabszym ogniwem rozprawy. Zredagowany jest w konwencji opisu popularno-
naukowego, momentami do$¢ chaotycznego. Zawiera szereg biedow jezykowych,
stylistycznych, niezrecznych sformutowan, czasami merytorycznych niescistosci i
niedopowiedzer. Podaje tu kilka przyktadéw: Zelazo moze akumulowac sie w nadmiarze,
prowadzqc do jego przetadowania w tkankach. (raczej nalezy méwi¢ o przetadowaniu tkanek
zelazem), Wchtanianie zelaza to dynamiczny proces, ktéry zalezy przede wszystkim od
absorbowania tego pierwiastka z pozywienia. (w tym konteksécie absorpcja i wchtanianie to
synonimy), O$ ferroportyna-hepcydyna (raczej o$ hepcydyna-ferroportyna), posiadajq one
maszynerie pozwalajqcq na skuteczne... (zbyt dostowna kalka z j. angielskiego; owszem, jest
to okreélenie, ktérego czesto uzywa sie w artykutach naukowych ale dodajac molekularna,
itp.). Ponadto trudno uzna¢ za peiny opis wewnatrzkomérkowej homeostazy zelaza,
catkowicie pomijajacy role biatek regulatorowych IRPs (Iron Regulatory Proteins).

Podrozdziat 4.7 Oméwienie osiggniecia naukowego powinien by¢ wydzielony z
rozdzialu 4. Wstep jako odrebny rozdziat, gdyz dotyczy on bezposrednio czesci

doswiadczalnej rozprawy, a nie opisu metabolizmu zelaza.
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W rozdziale 5. Zatozenia i cele pracy Doktorant nie wspomina w odniesieniu do
jakiego gatunku ssakow s3 formutowane. Ten brak jest szczegdlnie dotkliwy, gdy Doktorant
jako jeden z celéw wymienia w sposéb bardzo ogdlny stworzenie modelu dysfunkcji RPMs
podczas starzenia. Same cele sg zasadniczo czytelne, chociaz niektére z nich s3
sformutowane niezrecznie.

W rozdziale 6. Publikacje stanowigce prace doktorskg zatagczono wspomniane wyzej
artykuty naukowe. Artykut przegladowy dostarcza wszechstronng i wnikliwg wiedze na temat
recyklingu zelaza w organizmie. Publikacja ta charakteryzuje sie wysokim poziomem
merytorycznym i redakcyjnym. Opis obejmuje wszystkie etapy recyklingu od rozpoznania
starych i/lub uszkodzonych erytrocytow przez makrofagi, poprzez proces erytrofagocytozy,
modulowanie wewngtrzmakrofagalnego metabolizmu zelaza, ktérego jednym z elementéw
jest regulacja genu SIc40al kodujacego ferroportyne, jedyne, jak dotad, poznane biatko,
transportujace zelazo w formie jonowej do srodowiska zewngtrzkomorkowego. Niektore
rozdziaty tego artykutu wychodzg poza typowy schemat opisywania recyklingu zelaza i
poszerzajg naszg wiedze o nowe, mato jeszcze poznane i niezalezne od klasycznej
erytrofagocytozy jego mechanizmy, takie jak indukowana lokalnie, w mikrosrodowisku
Sledziony hemoliza erytrocytow, w wyniku ktérej powstaja kompleksy hemoglobina-
haptoglobina, usuwane nastepnie przez receptor CD163 na makrofagach czerwonej miazgi.
Zwracajq rowniez uwage interesujgce rozdzialy poswiecone fenotypowej plastycznosci
zaréwno komodrek Kupffera, jaki i makrofagéw miazgi czerwonej $ledziony oraz zaleznosci
miedzy recyklingiem zelaza a funkcjami immunologicznymi makrofagéw. Artykut dopetniaja
bardzo staranne i precyzyjne ryciny, przedstawiajgce graficzne podsumowania
poszczegdlnych etapéw recyklingu. Konkludujac, praca opublikowana w Genes, rozlegle
udokumentowana, jest wartosciowa pozycja naukowa i stanowi prawdziwe kompendium
wiedzy o recyklingu zelaza. Posiada, moim zdaniem, wysoki potencjat cytowania. Jak dotad
zostata zacytowana 10-krotnie (na podstawie Web of Knowledge).

Praca przegladowa stanowi perfekcyjne wprowadzenie do zagadnienia recyklingu
zelaza przez makrofagi miazgi czerwonej $ledziony w okresie starzenia, ktére Doktorant
podjat w artykule oryginalnym opublikowanym w czasopismie elife. Wyniki opisane w tym

artykule sktadajg sie na wyniki rozprawy. Zamieszczone sa w az 27 wielocztonowych rycinach
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(w 7 rycinach czeéci gtéwnej i w 20 rycinach uzupetniajacych), co swiadczy o bardzo szerokim
zakresie doswiadczern wykonanych przez Doktoranta, w ktdrych poréwnywano funkcje
makrofagéw $ledziony mtodych (2-3-miesiecznych) i starych (11-12-miesiecznych) myszy.

Dodatkowo badano funkcje makrofagéw starych myszy, ktérym od 5 tygodnia zycia
podawano pasze o zawartosci zelaza 25 ppm, a wiec 8-krotnie nizszej od zawartosci w tzw.
paszy standardowej, ktéra aplikowano myszom z dwoch gtdwnych grup doswiadczalnych.
Celem zastosowania tej diety byta préba ograniczenie zaburzen funkcji makrofagéw, ktére
nasilajg sie wraz z wiekiem. Nalezy dodaé, w duzej mierze, proba udana. Wiekszos¢ wynikéw
jest przedstawiona w formule poréwnania parametréw ogélnoustrojowego i
wewnatrzmakrofagalnego metabolizmu Zelaza oraz funkcji makrofagéw czerwonej miazgi
$ledziony w trzech grupach doswiadczalnych. Generalng zaobserwowang prawidtowoscia byt
wzrost poziomu zelaza (réznych jego frakcji) w $ledzionie i w makrofagach czerwonej miazgi
starych myszy, w poréwnaniu do mtodych. Za prawdopodobng przyczyne Doktorant uznat
przede wszystkim obnizong ekspresje biatka ferroportyny w makrofagach starych myszy.
Nasuwa sie jednak pytanie, czy za okoto 3-krotny wzrost poziomu zelaza niehemowego w
$ledzionie oraz podobny wzrost poziomu Zzelaza catkowitego w makrofagach sledziony
starych myszy odpowiada jedynie stosunkowo umiarkowany spadek poziomu ferroportyny,
rzedu 20% ? Nalezy podkresli¢, ze zmiany w parametrach zelaza jaki i zaburzenia funkcji
makrofagéw s$ledziony (zmniejszona aktywnos¢ fagocytarna, obnizona enzymatyczna
aktywno$¢ rozktadu hemu, a tym samym uposledzenie recyklingu zelaza, zmniejszona
aktywno$é lizosomalna) oraz zmniejszenie ich liczby (spowodowane ferroptozg i
proteotoksycznoscig) miaty na ogdt charakter catkowicie lub w duzym stopniu odwracalny
wskutek zastosowania diety ,25 ppm Fe”. Co ciekawe, wiekszo$¢ zmian odnotowanych u
myszy 10-11-miesigcznych pojawiata sie juz u osobnikéw 5-miesigcznych i na ogét nie ulegata
dalszemu nasileniu. Poréwnanie , kondycji” erytrocytéw cyrkulujacych we krwi obwodowej
oraz erytrocytéw ulegajacych retencji w $ledzionie starych myszy, wskazuje, ze te ostatnie
charakteryzuja sie zaburzeniem wewnatrzkomdrkowej homeostazy, podlegajg lokalnie
hemolizie i przyczyniaja sie do powstania pozakomoérkowych, niedegradowalnych biatkowych

agregatow zelaza. Szczegétowa analiza agregatow zawierajacych zelazo hemowe i
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niehemowe wykazata, ze ich komponentem s3 zmodyfikowane, podatne na agregacje biatka
prawdopodobnie pochodzace z uszkodzonych makrofagéw $ledziony.

Mam pytanie o interpretacje danych dotyczgcych wysokiego stezenia hemu oznaczonego w
osoczu krwi pobranej z zyly wrotnej i jednoczesnie wysokiego poziomu w surowicy jego
biatkowego ligandu - hemopeksny. Zazwyczaj hemolizie wewnatrznaczyniowej i wyrzutowi
hemu do krwi towarzyszy niski poziom hemopeksyny w surowicy krwi, czy wrecz jej zanik, co
wigze sie z szybkim klarowaniem kompleksu hem-hemopeksyna przez receptor CD91 z
krwioobiegu.

Uzyskane wyniki wskazuja na potencjalne mechanizmy niedokrwistosci w okresie
starosci, chociaz nalezy stwierdzi¢, ze akurat anemia obserwowana u starych myszy,
badanych w pracy, ma dos¢ tagodny charakter (sposréd parametréw czerwonokrwinkowych
stwierdzono jedynie nieznaczne obnizenie stezenia hemoglobiny). Trudno tez wnioskowa¢
definitywnie o niedoborze ielaza u starych myszy, gdyz jedynym jego kryterium
przedstawionym w pracy jest wyraznie obnizone wysycenie transferyny zelazem, ktéry to
parametr jest wypadkowa poziomu Zelaza w surowicy (osoczu) i catkowitej zdolnosci
transferyny do wigzania Zelaza (TIBC). Wartosci tych dwoch sktadowych nie podano. Z
drugiej strony, trzeba przyznaé, ze wykazano pobudzenie aktywnosci erytropoetycznej u
starych myszy (oznaczenie poziomu erytropoetyny w osoczu krwi), co zwykle wigze sie z
wystepowaniem anemii.

W moim przekonaniu artykut przedstawia jedng z najbardziej wszechstronnych analiz
recyklingu zelaza, z jakg miatem okazje sie zapozna¢. Wyniki uzyskano w oparciu o
wyjatkowo bogaty warsztat metodyczny. Warto zauwaiyé, ie podbudowano je i
potwierdzono licznymi prébami walidacyjnymi oraz analizami kontrolnymi na rzadko
spotykang skale. Podobnie jak w pracy przegladowej, w artykule opublikowanym w elLife
przedstawiono niezwykle przydatne dla czytelnika/recenzenta graficzne podsumowanie
uzyskanych wynikow.

Za gtowny element dyskusyjny czesci doswiadczalnej rozprawy uwazam podawanie
myszom w okresie poprzedzajacym osiggniecie wieku 10-11 miesiecy, paszy o zawartosci
zelaza 200 ppm. Z jednej strony dieta o takiej zawartosci zelaza jest okreslana jako dieta

standardowa i faktycznie byta stosowana przez wielu Autoréw. Prace niektérych sposréd
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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 ktérej wynika, ze zwartos¢
zelaza w stosowanej diecie przewyisza 8-krotnie zawartos¢ niezbedng dla zaspokojenia
potrzeb erytropoezy. Ponadto, warto zauwaiy¢é, Ze w ramach norm Zywieniowych
ustanowionych dla myszy (Nutrient 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 dotyczjcy zelaza ustalono na
poziomie 38 ppm (ponad 5-krotnie mniej niz w diecie zastosowanej w do$wiadczeniu).
Nasuwa sie wiec pytanie, czy wyniki przeprowadzonych doswiadczen charakteryzujg
zaburzenia funkcji makrofagéw miazgi czerwonej $ledziony w okresie fizjologicznej starosci,
czy tez przyczynia sie do nich (przynajmniej czesciowo) diugotrwata ekspozycja myszy na
diete o zawyzonej zwartosci zelaza ? Co istotne, takg sugestie wyraza Doktorant wraz ze
wspotautorami w dostownie ostatnim zdaniu artykutu w elife. W tym kontekscie,
profilaktyczny efekt zastosowania diety ,25 ppm Fe”, mocno akcentowany w rozprawie,
wymaga by¢ moze reinterpretacji. Nie wykluczone, ze w warunkach stosowania diety o
nizsze] zawartoéci zelaza zmiany obserwowane przez Doktoranta u myszy 10-11-
miesiecznych pojawityby si¢ zdecydowanie péiniej i miatyby jakosciowo innych charakter.
Brakuje mi w pracy poréwnanie przynajmniej niektérych z badanych parametrow i funkcji
RPM u myszy 5-miesiecznych poddanych diecie o zawartosci zelaza 25 i 200 ppm. Jak juz
wspomniatem zmiany w metabolizmie zelaza i zaburzenia funkcji makrofagéw obserwowano
juz u myszy S-miesiecznych (ktérych raczej nie moina uzna¢ 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”. Jedli nie, to bytby to dos¢ mocny
argument przemawiajacy za tym, ze obserwowane dysregulacje sy wywotane dietg o
wysokim poziomie zelaza. Kontynuujac ten watek, w opublikowanym artykule nie podano
precyzyjnie informacji, od jakiego wieku podawano myszom pasz¢ o zawartosci zelaza 200
ppm. Czy miato to miejsce z chwilg odsadzenia od matek ? Zwykle potomstwo odsadza sig od
matek w wieku 3 tygodni i wdwczas przechodzi ono na pasze standardowg. Z opisu
metodycznego wynika, ze pasze o zredukowanej zawartosci zelaza podawano myszom od 5

tygodnia zycia. Czy wcze$niej podawano im pasze ,,200 ppm Fe” ? Jest to pytanie o tyle
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wazne, ze okres po odsadzeniu charakteryzuje sie bardzo intensywng absorpcjg zelaza
zwigzang miedzy innymi ze zmiang jej molekularnych mechanizméw. Na koniec, istotna jest
informacja, w jakiej postaci {(w formie jakich zwigzkdw) wystepuje zelazo w paszy zadawane]
myszom.

Niezaleznie od moich komentarzy, uwazam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Patryka
Slusarczyka wnosi bardzo cenne informacje na temat funkcjonowania jednego z najbardziej
istotnych dla ogélnoustrojowej homeostazy 2elaza proceséw biologicznych, jakim jest
recykling zelaza przez makrofagi. Ponadto za istotny przekaz rozprawy uwazam zwrécenie
uwagi na specyfike homeostazy zelaza w okresie starosci. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze
nie istnieje jeden wzorzec regulacji homeostazy ielaza, i ze na poszczegdlnych etapach
ontogenezy musimy do jej oceny stosowac inne kryteria.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
mgr inz. Patryka Slusarczyka pt. Badanie zaleznosci pomiedzy akumulacjq zelaza w starzeniu
a zdolnoscig do recyklingu zelaza w makrofagach czerwonej miazgi sledziony spetnia warunki
okreslone w art.187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce {Dz.
U. 2018 poz. 1668). Przedstawiam zatem Radzie Dyscypliny Nauk Medycznych

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie pana mgr inz. Patryka

Slusarczyka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Jastrzebiec, 31 lipca 2023
Prof. dr hab. Pawet Lipiriski
Zespdf Biologii Molekularnej Zelaza
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