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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr inz. Zuzanny Sas
zatytulowanej ,, Identyfikacja i zbadanie nowego mechanizmu wychwytu
wolnej hemoglobiny w watrobie u myszy”

I]nformacje ogoblne

P‘rzedmiotcm recenzji jest dysertacja doktorska pani mgr Zuzanny Sas pt. ,, Identyfikacja i
zbadanie nowego mechanizmu wychwytu wolnej hemoglobiny w watrobie u myszy"
wykonanej pod kierunkiem promotora pana dr hab. Tomasza Rygla, w Zakladzie
Immunologii Wydzialu Lekarskiego, Warszawskicgo Uniwersytetu w Warszawie.

Podstawa prawna recenzji opiera si¢ na okresleniu czy spelnia ona wymogi okreslone

w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r.
poz. 574, z pézn. Zm.).

Ocena merytoryczna pracy

Rozprawa doktorska pani mgr Zuzanny Sas obejmuje badania nad mechanizmem
wychwytu wolnej hemoglobiny w modelu mysim, odmienncgo od mechanizmu jej usuwania
pi‘zez makrofagi obecne w watrobie oraz $ledzionic. Dotyczy ona waznego, i nic do korica
poznanego, elementu homeostazy zelaza zwiyzanego z wchlanianiem z ukiadu krazenia
wolnej hemoglobiny. Homeostaza zelaza jest krytyczna z punktu widzenia fizjologii oraz
metabolizmu komoérkowego. Wszelkic zaklocenia homeostazy zZelaza s czesto zwigzane ze
schorzeniami wynikajacymi nie tylko z jego niedoboru czy z nadmiaru, alc takze z
niewlasciwej dystrybucji. Samo iZclazo jest elementem wielu kluczowych procesow
metabolicznych, np. dystrybucji tlenu w organizmie czy homeostazy energetycznej komoérek.
Praca doktorska przedstawia wyniki jednoznacznie wskazujgce na wychwyt przez
sinusoidalne komoérki §rédblonka watroby LSEC, przedstawiajgc alternatywny mechanizm
usuwania hemoglobiny, z wyjasnieniem molekularnym samego procesu. Uzyskane wyniki
badan stanowia nowe i wazne odkrycie w dziedzinic fizjologii watroby i moga mie¢ duze
znaczenie dla badan nad niedokrwisto$ciag oraz w badaniach aplikacyjnych w dziedzinie
farmakologii.

Zalozenia oraz cel pracy, zaprezentowane ogélnic w Streszczeniu pracy, a nastepnie
uszczegélowione w rozdziale 2, sformulowane zostaly jednoznacznie i precyzyjnie. Wyniki
badari naukowych prowadzonych w tak okreslonym celu stanowia element nowy i oryginalny,
przede wszystkim w dziedzinie fizjologii watroby oraz ukladu krwiono$nego.

Zakres tematyczny zaprezentowanych w rozdziale 1 informacji wst¢pnych zostal dobrany
wlasciwie, na bazie obszernego piSmiennictwa w tematyce pracy. To $wiadczy o opanowaniu
przez Doktorantke umiejetnosci wyszukiwania, selckcjonowania i syntezy informacji
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zawartych w Zrodlach naukowych. Przedstawione opisy sq zwigzle i rzeczowe, jednocze$nie
wyczerpujgce. Rozdzial 2 przedstawia wspominane weze$nicj zalozenia i cele pracy. Rozdzial
3 rozpoczyna czesé dysertacji, w ktoérej Doktorantka prezentuje metodyke i wyniki wlasnych
prac do$wiadczalnych. W rozdzicle 3 przedstawiono model zwierzecy wykorzystany do
badan, metody ckstrakcji badanych molekul, izolacji komoérek, metody znakowania sondami
fluorescencyjnymi badanych bialek oraz izotopami, metody komplcksowania hemoglobiny,
analizy ekspresji genow, protokoly zwigzanc z badaniami na hodowlach komoérkowych, jak
réwniez wykorzystane techniki obrazowania in-vivo oraz in-vitro. Opisy zaprezentowane w
rozdziale pokazujg iz Doktorantka posiada niezwykle szerokie kompetencje w technikach
laboratoryjnych co zasluguje w pelni na uznanie. Dla oceny indywidualnych osiggnigé
naukowych Doktorantki najwazniejszy jest rozdzial 4 rozprawy, w ktorym zostaly
przedstawione wyniki wlasne. Przedstawione wyniki badan, w tym doswiadczenia kontrolne
z indukowana przez liposomowy klodronat deplecja makrofagbéw, jednoznacznie wykazaly
zdolno§¢ wychwytu Hb przez watrobe jako organ, wskazujgc na alternatywna
droge wychwytu przez komérki LSEC. Przeprowadzone badania w bardzo rzetelny sposéb
dokumentuja réwniez mechanizmy komoérkowe odpowiadajace za wychwyt wolnej
hemoglobiny. Przedstawione w pracy wyniki badan poparte kompleksowg analizg
statystyczna potwierdzajy jednoznacznie tezy zaproponowanc w rozprawie doktorskiej,
trafnie przedstawione we wnioskach i majgce uzasadnienie w przeprowadzonej dyskusji.

W konteksécie zaprezentowanych wynikéw badan, ponizej przedstawiam uwagi oraz pytania

do dyskusji :

1. Jak mozna odnie§¢ model zwierzecy bez makrofagéw w kontekscie zdolnosei organizmu
do kompensacji? Jakie potencjalnie komérki/ procesy mogg przejaé role makrofagéw w
watrobie ?

2. Strona 22: jest ... fenestracjami ($rednica od 50 do 200 nm), tworzg swoiste sito
umozliwiajace transport substancji pomiedzy naczyniem a hepatocytami” to swoiste sito
nie dotyczy substancji a raczej makromolckul i agregatow. Prosba o komentarz jaki
rodzaj tych makromolekul ma zdolnosé przenikania ?

3. Strona 22: co oznacza termin homeostaza immunologiczna i metaboliczna - homeostaza
ma wymiar ilo§ciowy (ci$nienie osmotyczne, pH itp.)?

4. Strona 26: niezrgczne stwicrdzenic ,Ta unikalna zdolno$é hemoglobiny do zmiany
konformacji w celu przylaczenia tlenu nazywana jest kooperatywnoscig i pozwala na
efektywne wigzanie O2” Co jest skutkicm a co przyczyng ?

5. Strona 27: stwierdzenie .,,....nekroze erytrocytéw, co jest zjawiskiemn naturalnym pod
koniec cyklu zycia kazdego erytrocytu” nie wydaje sie byé¢ prawdziwe.

6. Strona 28: stwierdzenic ,hem inkorporuje si¢ w blony komérkowe i lipoproteiny, gdzie
wywoluje peroksydacj¢ lipidow prowadzac do uszkodzenia tkanck nic wydaje sig
prawdziwe.

7. Strona 27-28: dobrze by bylo przedstawié rysunek hemoglobiny dla poprawienia opisu.

8. Strona 29: w przeprowadzoncj dyskusji nic jest jasne co jest toksyczne, hem czy zelazo ?

9. Strona 31: stwierdzenic ,, powodujgc krazenie zelaza niezwigzanego z transferyng
(gtéwnie Fe3+), ktére jest wysoce toksycezue”. nic wydaje si¢ prawdziwe.

10. Strona 32 ,, jak nalezy rozumieé¢ stwierdzenie ,Proces makropinocytozy jest indukowany
przez marszezenie si¢ blony komorkowej....." Co jest skutkiem a co przycayng?
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11. Strona 32 .co znaczy stwicrdzenie , Zamiast tego makropinosomy S84 zazwyczaj
znakowane znacznikami fazy plynncj” ?

12. Brak jest wskazania, Zze obeenoéé PS (fosfatydyloseryny) na zewnetrznc czesei blony
plazmatycznej jest sygnatem skutkujacyim usunigciem erytrocytow.

13. Strona 36: w opisic przydaloby si¢ wskazaé skad w opisanym procesie pozyskiwana jest
hemoglobina.

14. Strona 37: w opisie koniugacji bialck z fluoroforem wskazano na obecnos¢ detergentu
Tween 20. Jaki jest ccl stosowania detergentu?

15. Strona 39: metoda 3.6.2: Co jest podstawy selektywnej lizy erytrocytow?

16. Strona 46: punkt 3.10. Immunofluorescencja: czy stosowanie Tritonu nie powoduje
zmiany dystrybucji bialek blonowych?

17. Strona 66: co oznacza pojecie homeostaza watroby?

Jezyk i formalna strona rozprawy

Przedstawione zagadnienia opisano w sposéb zrozumialy i rzeczowy, jednoczeénie
véyczerpujqcy. Korekty wymaga konstrukcja niektorych zdani oraz bledy literowe. Materialy
Zrédlowe w sposob wlasciwy potwierdzajs stawiane tezy. Wyniki w postaci wykres6w
przygotowane sg staranie i zawieraja niezbedne informacje. Od strony formalnej praca
spelnia wszystkic wymogi stawianc obecnie rozprawom doktorskim.

Whnioski

Przedstawione w recenzji uwagi i zapytania nie zmieniaja mojej bardzo pozytywnej opinii na

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

mgr Zuzanny Sas pt. ,Identyfikacja i zbadanie nowego mechanizmu wychwytu wolnej

hemoglobiny w watrobie u myszy” stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,

jakim jest wykazanie zdolnosci wychwytu wolnej hemoglobiny, przez inny niz dotychczas

poznany mechanizm. Zaprezentowana praca wykazuje iz mgr Sas posiada bardzo szerokg

wiedz¢ w dyscyplinie nauk medycznych oraz potwierdza jej umiejetnosci do prowadzenia

samodzielnej pracy naukowej. Tym samym spetnia warunki okreslone w ustawie z dnia 20

lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r. poz. 574, z p6zn.

zm.).

Na szczegélne wyr6znienie zastugujy:

- szeroki wachlarz zastosowanych metod badawczych zaréwno w zakresic technik biologii
komorki jak i technik obrazowania w metodach in-vitro oraz in-vivo

- wazny i aktualny temat pracy badawczej

- kompleksowe ujgcie tematu z systematycznymi badaniami, uwzgledniajgcymi wszystkie
do$wiadczenia kontrolne

- umiej¢tno$é samodziclnego formulowania wnioskéw

Podsumowujgc, stwierdzam, ze rozprawa doktorska spelnia wszystkie wymogi zapisane

w w/w ustawic i wnioskuje o jej dopuszczenie do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

Whioskuj¢ o wyréznienie pracy.

dr hab. inz. Magdalena Przybyto, prof. PWr
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