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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Zuzanny Sas

p.t.: "Identyfikacja i zbadanie nowego mechanizmu
wychwytu wolnej hemoglobiny w watrobie u myszy"

Promotor: dr hab. Tomasz Rygiel

Celem pracy doktorskiej mgr Zuzanny Sas bylo zbadanie i scharakteryzowanie
alternatywnego i niezaleznego od haptoglobiny i receptora CD163 mechanizmu wychwytu
wolnej hemoglobiny. Zagadnienie, nad ktérym pracowata doktorantka, uwazam za
niezmiernie wazne, a wyniki przez nig przedstawione za istotne i prowadzace do poszerzenia
naszej wiedzy na temat roli sinusoidalnych komoérek srodblonka watroby w wychwycie
wolnej hemoglobiny. Wyniki uzyskane przez doktorantke przelamuja, swojego rodzaju
dogmat, o dominujacej roli makrofagéw w tym procesie. Jednoczesnie jej badania ukazaly
potencjalne mozliwosci sinusoidalnych komdrek s$rédblonka watroby w detoksykacji
hemoglobiny w warunkach hemolizy oraz jakie moga by¢ konsekwencje wysokiego poziomu
hemoglobiny w tych komoérkach, w kontekscie patologii srodblonka w chorobach

hemolitycznych.

Formalny opis rozprawy

Przedstawiona do recenzji praca liczy 104 strony, zawiera 24 ryciny i 3 tabele. Ukfad
recenzowanej przeze mnie rozprawy doktorskiej mgr Zuzanny Sas jest typowy. Rozprawa
doktorska skfada si¢ z dwunastu rozdziatéw: (I) Informacji wprowadzajacych zawierajacych

informacje o finansowaniu badan, (II) Spisu rycin, (III) Spisu tabel, (IV) Wykazu



stosowanych skrétow, (V i VI) streszczen w jezyku polskim i angielskim, (VII) Wstepu,
(VHI) celu i zatozen pracy, (IX) czesci opisujacych materialy i metody wykorzystane w
niniejszej pracy, (X) Wynikow badan, (XI) Dyskusji, (XI) Wnioskéw oraz (XII) Spisu
literatury. Do rozprawy doktorskiej zataczono takze zgody Il Lokalnej Komisji Etycznej na

wykonanie badan z wykorzystaniem zwierzat.

Zabrakto mi w rozprawie takich informacji jak np. podsumowanie dorobku
naukowego doktorantki. Jedna z prac w ktérych doktorantka jest wspdtautorem, poniekad
dotyczy hemoglobiny, jednakze w kontekscie wykorzystania jej jako ,,no$nika”- cargo dla
substancji przeciwnowotworowych. Nie znalaziem takze informacji o tym, czy doktorantka
prezentowata uzyskane przez nig wyniki na konferencjach i zjazdach naukowych, lub tez czy
w okresie wykonywania rozprawy doktorskiej odbywata jakie$ krajowe badz zagraniczne
staze badawcze. Dodatkowo, lektura rozprawy doktorskiej pozwolita mi na spostrzezenie, ze
niektére z badan, badz procedur wykonano we wspodlpracy z innymi jednostkami
badawczymi, np.

- Barwienie erytrocytow z wykorzystaniem zestawu PKH67 Green Fluorescent Cell Linker
Midi Kit wykonano we wspolpracy z mgr. Patrykiem Slusarczykiem z Laboratorium
Homeostazy Zelaza w Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komérkowej w
Warszawie.

- Pobieranie hemoglobiny w hodowli pierwotnych komoérek watroby wykonano we
wspotpracy z dr. Kamilem Jastrzebskim z Laboratorium Biologii Komoérki w Instytucie
Biologii Molekularnej i Komoérkowej w Warszawie

- Preparaty z watroby i obrazowanie zostaty wykonane we wspolpracy z dr. Anetg Jonczy z
Laboratorium Homeostazy Zelaza w Migdzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i
Komérkowej w Warszawie.

- Obrazowanie makropinosoméw wykonano we wspdtpracy z mgr. Marta Chwalek z
Laboratorium Biologii Komoérki w Migdzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i

Komoérkowej w Warszawie.

Badania przeprowadzone przez doktorantkg finansowane byty z Grantu TEAM TECH
finansowanego przez Fundacje na rzecz Nauki Polskiej, nr. TEAMTECH/2016-1/8, pt.
wInnovative cell-based, targeted drug delivery method to the tumour”, ktdrego kierownikiem

byt promotor pracy doktorskiej, dr hab. Tomasz Rygiel.



Ocena poszczegolnych rozdzialow pracy

Wstep zawarty w rozprawie doktorskiej zostal napisany rzeczowo, w bardzo

interesujgcy i przemyslany sposob. Stanowi doskonate Zrddto informacji dotyczacych

mikroskopowej budowy watroby, wraz z opisem roli jaka pelnig sinusoidalne komorki

$rddbtonka watroby i komoérki Browicza-Kuppfera. Doktorantka przedstawia podstawowe

informacje dotyczace hemolizy erytrocytow i metabolizm hemoglobiny, jak rowniez

przybliza czytelnikowi zagadnienie makropinocytozy, oraz mechanizm jej inicjacji przez

zalezng od B-kateniny $ciezke¢ sygnatowa Wnt. We wstepie Autorka nie ustrzegla si¢ jednak

drobnych bledéw. Mimo iz w zaden sposob nie obnizajg one waloru ocenianej pracy, czuj¢

si¢ w obowigzku je wymienic;
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Na stronie 19. Doktorantka pisze: ,,W stanie fizjologicznym, komdrki gwiazdziste sg
uspione, natomiast w odpowiedzi na uszkodzenie tkanki, ulegaja aktywacji i angazuja si¢
w proces widknienia”. Mam pytanie co Doktorantka miata na mysli piszac uszkodzenie
tkanki. A co ze stanem zapalnym?

Na stronie 23 Doktorantka pisze: ,,Ze wzgledu na ograniczong ilo§¢ mitochondriow,
komdrki LSEC prowadza metabolizm beztlenowy, a wytworzony mleczan moze by¢
wykorzystywany jako zrédlo energii dla hepatocytow.” Wedlug mnie jest to troche
,»hiefortunne” sformutowanie. Czy to oznacza, ze w sinusoidalnych komoérki srodbtonka
watroby nie zachodzi oksydacyjna fosforylacja? A moze - przewaza metabolizm
beztlenowy?

Na stronie 29 Doktorantka pisze: ,,Podstawowym celem hemolizy pozanaczyniowej jest
eliminacja krazacych erytrocytéw, ktore ulegly procesowi starzenia.”. Chcialem
zauwazy¢, ze wszystkie erytrocyty stopniowo si¢ starzeja. Lepiej bylo by uzyé
sformutowania “’starzejgcych si¢” erytrocytow.

Na stronie 31 Doktorantka pisze: ,,W rezultacie, tempo uwalniania zelaza do krazenia
moze przewyzszy¢ szybkos$¢ jego wychwytu przez transferyng, powodujgc krazenie
zelaza niezwiazanego z transferyna (gléwnie Fe’*), ktore jest wysoce toksyczne.” Co
doktorantka ma na mysli pod poj¢ciem ,,toksyczne”?

Ta sama strona (31), Doktorantka pisze: ,,Zaobserwowano, ze $ledziona jest nasycona
pozostatosciami bton erytrocytéw, ktore utracity zawartos¢ hemoglobiny i sa
wychwytywane... itd.” Chyba utracily hemoglobing, a nie jej zawartos¢.

Na stronie 33 Doktorantka pisze: ,,Stwierdzono, ze w obecnosci Wnt, duze ilosci
pakietéw zawierajacych biatka i glikoproteiny, sg kierowane do lizosoméw poprzez fuzje

z mniejszymi pgcherzykami zawierajacymi...itd”. Bardzo bym prosit o sprecyzowanie



czy chodzi o samg obecnosé WNT, czy tez liganda, badz ze Doktorantka miata na mysli

aktywacje¢ sciezki WNT.

Pomimo, ze Materialy i Metody zostaly opracowane przez Doktorantke starannie,

podczas lektury tej czgsci pracy nasunety mi si¢ pewne uwagi i komentarze:

D)

Na stronie 38, pkt. 3.5.1. Iniekcje dozylne; Doktorantka pisze: ,,W celu
farmakologicznej deplecji makrofagdw myszom wstrzykiwano dozylnie liposomy
zawierajace kwas klodronowy na 24 godziny... itd.”. Bardziej poprawne bylo by

sformutowanie: ,,24 godziny przed doswiadczeniem”.

2) Na stronie 38, pkt. 3.6.1. Izolacja komorek nieparenchymalnych i hepatocytéw z

watroby; Doktorantka pisze: ,,W celu izolacji komérek nieparenchymalnych, ptaty
watroby pobierano i perfundowano PBS za pomoca pompy perystaltycznej.” Mam
pytanie o samg procedure. Czy kazdy ptat watroby z osobna perfundowano? Czy tez

perfundowano watrobe? Tak jak opisano ponizej na stronie 39.

3) Na stronie 39, pkt. 3.6.2. Izolacja komoérek $ledziony; Doktorantka pisze: ,,Nastepnie

4)

3)

6)
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kawatki narzadu przepuszczano przez sitko do separacji komoérek o srednicy porow
100 pm, wyptukano PBS i wirowano (500 rcf, 5 minut).” Tutaj jak i w innych
miejscach Doktorantka nie unikngta zargonu laboratoryjnego. Bardziej poprawne byto
by napisanie, ze zawieszano w PBS i wirowano. Ponadto w tej samej procedurze
Doktorantka powinna podac¢ w jakiej objetosci buforu do lizy erytrocytow zawieszano
osad komérek. Tutaj takze stwierdzenie ,,po czym ptukano PBS i wirowano” powinno
by¢ zastapione ,,zawieszano w PBS i wirowano™.

Strona 39. pkt. 3.6.3. Izolacja komorek szpiku kostnego; brakuje mi objetosci buforu
do lizy erytrocytow dodanego do osadu komoérek szpikowych.

Strona 40. pkt. 3.6.4. Izolacja komorek aorty; brakuje objetosci mieszaniny w jakiej
trawiono enzymatycznie aortg.

Strona 40. pkt. 3.7. Cytometria przeplywowa; Szkoda, ze Doktorantka nie podata
liczby wysortowanych komoérek i w jakiej objgtosci je zawieszono w roztworze
barwnika do oceny zywotnosci. Dodatkowo, =zabrakto miana przeciwcial
znakowanych fluorochromami.

Strona 46. pkt. 3.10.2. Zbadanie pobierania Hb przez komérki LSEC i KC za pomoca
barwienia immunohistochemicznego; Czy wykorzystana procedura nie wymaga
uzycia buforowanego paraformaldehydu? Czy uzyte przeciwciata anty-CD146 i anty-

F4/80 nie wymagaty wykorzystania przeciwcial Il rzgdowych? Jesli nie, to powinno



8)

9)

10) Strona 49. pkt. 3.13.2. Podanie i pomiar aktywnosci

by¢ podkreslone. i np. dla przeciwciat anty-F4/80 informacje takie jak wzbudzenie
(488 nm) i emisja (561 nm) powinny by¢ podane. Jakie przeciwciato do detekc;ji
komorek LSEC anty-CD146 (z Biolegend) wykorzystano? wymagajgce przeciwciata
Il rzgdowego czy tez FITC badZ Alexa Fluor. W tej czgsci Doktorantka nie unikneta
bledow jezykowych takich jak ,,Po inkubacji przeciwciat tkanki przemywano...”.
Strona 46. pkt. 3.10.3. Obrazowanie makropinosoméw za pomoca mikroskopu
konfokalnego; Doktorantka pisze: ,Nastgpnie komorki permeabilizowano i
blokowano...” Bardziej trafne bylo by sformutowanie ,,uprzepuszczalniano”.

Strona 49. pkt. 3.13.1. Przygotowanie "'l -Hb; Doktorantka podaje, ze na pewnym
etapie ,,Mieszaning¢ inkubowano w temperaturze pokojowej przez 122 minuty.” Czy
czas 122 minuty (a nie 120) jest czyms$ podyktowany?
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-Hb; W tej procedurze

wykorzystano inny sposéb usmiercenia myszy. Czy bylo to czyms spowodowane?

W czedci Wyniki mgr Zuzanna Sas w sposob bardzo profesjonalny przedstawita

wyniki swoich badan, co wskazuje na jej dojrzalo$¢ naukowa. Zastosowane podejscie

eksperymentalne zastuguje na wyrdéznienie. Na podstawie tej cze$ci pracy nie mam

watpliwosci, ze cele pracy przedstawione przez Doktorantkg zostaty w petni osiggnigte.

Do tej czgsci pracy mam nastgpujace komentarze i pytania:

D

2)

3)
4)

5)

Strona 63. Rycina 13. Doktorantka pisze: ,,Z dwéch typéw badanych komérek tylko
KC wykazaty ekspresje¢ Cd163 (Ryc. 13) co sugeruje, ze pobieranie Hb przez LSEC
nie jest skorelowane z ekspresja receptora CD163.”. Mam do Doktorantki takie
przewrotne pytanie. Czy na podstawie tej obserwacji i wynikdw przedstawionych na
Rycinie 14 mozna wysnu¢ wniosek, ze komorki pozbawione receptora CD163
pobieraja wydajniej hemoglobing i kompleks hemoglobiny i haptoglobiny? Chciatbym
pozna¢ opinie Doktorantki w tej kwestii.

Strona 64. Czy myszy wykorzystane do zbadania wptywu obecnosci Hp na pobieranie
hemoglobiny przez komoérki LSEC i KC miaty t¢ samg wage, rozmiar?

Rycina 14. Jakie jest ,,n” dla panelu A i B?

Strona 66. 4.8. Zbadanie efektu wolnej hemoglobiny na homeostaze watroby. Co
doktorantka miata na mysli piszac — homeostaze watroby? Czy moge prosi¢ o
uszczegotowienie i wyjasnienie wyboru badania ekspresji gendéw Hmox-1?

Strona 67. Rycina 16. jaki moze by¢ mechanizm/przyczyna spadku ekspresji genu

Ccl2 i Hmox-1 po pigciu godzinach po podaniu hemoglobiny?



Dyskusja napisana jest z duzg znajomosciag przedmiotu. Czytelnik zapoznaje si¢ z
przemy$lang analizg uzyskanych wynikéw i osiagnig¢ wynikajacych z przeprowadzonych
przez Doktorantk¢ badan. Dodatkowo, mozna powiedzie¢, ze Doktorantka wyreczyta
recenzenta wymieniajac najwazniejsze osiggnigcia swojej pracy badawczej. Do tej czgsci
mam tylko jedno pytanie. Doktorantka pisze, ze w kontekscie choréb hemolitycznych, warto
byloby zbada¢ czy wysoki poziom wychwytu hemoglobiny w sinusoidalnych komoérkach
$rédblonka watroby wywotuje w nich stres oksydacyjny. Czy doktorantka ma jakie$
przypuszczenia, czy rzeczywiscie tak moze by¢? Czy sa jakies przestanki, ktore moga o tym
$wiadczyc¢?

Po wnikliwym zapoznaniu sie z zaprezentowanymi wynikami badan oraz dyskusja w
petni zgadzam si¢ z wnioskami przedstawionymi przez Doktorantk¢ w podsumowaniu jej
rozprawy doktorskiej.

Dodatkowo, czego nie moge pomingé w swojej recenzji, (a co nie zostalo w zaden
sposob pokazane w przedstawionej mi do recenzji dokumentacji), jest fakt, ze dorobek
naukowy mgr Zuzanny Sas nie ogranicza si¢ tylko do wynikéw przedstawionych w niniejszej
rozprawie doktorskiej, ale sktada si¢ na niego takze osiem innych, opublikowanych prac.
Jednakze na podstawie tytulow oceniam, ze s3 one zwigzane z poboczng aktywnoscia
naukowa doktorantki, nie zwigzang z gidéwnym nurtem badan przedstawionych w rozprawie
doktorskiej. W jednej z nich (praca przegladowa) doktorantka jest autorem wiodacym. Na
podkreslenie zastuguje fakt, ze jest wspolautorka prac w takich renomowanych czasopismach
jak: ,,Cancer immunology research”, czy , American Journal of Hematology” (praca
opublikowana w 2024 roku). Sumaryczna wartos¢ wspdtczynnika Impact Factor jej dorobku

publikacyjnego wynosi 54,45, a jej prace byly dotychczas zacytowane 353 razy.

Whiosek koncowy

Podsumowujac, 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 wigkszosci maja charakter drugorzedny i w
zadnym stopniu nie obnizaja wartosci merytorycznej przedstawionej mi do oceny rozprawy
doktorskiej. Uwazam, ze wnioski wyciagniete z przeprowadzonych badan zostaly przez
Autorke wiasciwie uzasadnione. Wyniki otrzymane przez Doktorantk¢ nie zostaly jeszcze
opublikowane, jednakze jestem przekonany, iz beda one podstawa pracy w czasopismie

naukowym o migdzynarodowym zasig¢gu. Dlatego tez, stwierdzam, ze przedstawiona mi do



recenzji praca doktorska mgr Zuzanny Sas 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) i wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego o dopuszczenie pani mgr Zuzanny Sas do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Dodatkowo, biorgc pod uwage wartos¢ naukowg wynikdw, zwracam sie
wnioskiem do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu

Medycznego o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Zuzanny Sas.
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