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Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr ALEKSANDRY BEDNARZ p.t.

»Rola nerek w procesie neuntralizacji hemu i metabolizmie zelaza w przebiegn
hiperbilirubinemii — badania prowadzone na modelu mysim”

Gros rozprawy zostat oparty na dwach publikacjach w ktorych doktorantka jest
pierwszym autorem wraz z 14 wspotautorami. Pierwsza z tych publikacji zatytuowana:” Role
of the kidneys in the redistribution of heme —derived iron during neonatal hemolysis in
mice”, opublikowana w Scientific Reports (natureresearch), ztozona do druku 15 stycznia
2019 r, zaakceptowana do druku 19 czerwca 2019, pismo o impact factor 3,998, drug p.t.
»Eacerbation of neonatal hemolysis and imapired renal iron handing in heme
oxygenase 1- deficient mice”., opublikowana w International Journal of Molecular
sciences< ztozona do druku 22 wrzeénia 2020 r., a zaakceptowana do druku 16 pazdziernika
2020 r. Czasopismo o impact factot 4,556. Podajac te daty chciatem zwrocié uwage na krotki
czas jaki uptynat od zlozenia pracy do jej przyjecia do druku, co jest przywilejem jedynie prac
o znacznym walorze naukowym i interesujacym aktualnym
tematem.

Ze wzgledu na przytoczone w pracy dwie publikacje z udziatem wspotautorow,
recenzujacy zapoznat si¢ z Dz. U. Z 2003 r. Nr 65, poz. 595, rozdzial 2, art. 13 i z jego
licznymi uzupetnieniami az do 2017 r., w ktérym brzmi: rozprawe doktorskq moze takze
stanowic¢ samodzielna i wyodrebniona czesé pracy zbiorowej, jezeli wskazuje ona
indywidualny wkiad kandydta, odpowiadajgcy warunkom okreslonym w ustawie 1. 1 wlaénie
indywidulany wkiad doktorantki, jako pierwsszego autora, zostal dokladnie opisany i
zilustrowany w formularzu o$wiadczenia autoréw o udziale w dotgczonych publikacjach oraz
wlasnorecznie podpisany przez kazdego wspolautora.

W zwigzku z powyzszym, skompikowane i zmudne zastosowane techniki badawcze —
takie jak: elementarne metody pobierania i utrwalania tkanek (watroby i nerek),
iprzygotowywanie do szeregu oznaczen roznymi technikami histologicznymi i technika
immunofluorescencji, pobieranie krwi oseskow do badan ich morfologii, pomiar bilirubiny,
zastosowanie techniki, metoda Real Time quantitative PCR, Western blot do oznaczenia
haptoglobiny i hemopeksyny, oksygenazy hemowejw mysich oseskow, spektrofotometryczne
metoda oznaczania biatek, wprowadzenie techniki Wetern blotting : w pelni usprawiedliwiaja
wprost niemozliwe wykonanie badan przez jedng osobe, ponadto zastosowanie tej wielorakiej



metodyki badan zapewnifo druk prac w czasopismach o wysokiej renomie i znanych z
ostrych, skrupulatnych recenzji.

Mozna okredli¢,ze duga czgs¢ rozprawy podzielonej na 9 rozdziatow z licznymi
podrozdziatami, szczegdlnie szeroko rozwiniety jest rozdziat 4 podzielony na 5
podrozdzialéw zawierajgcych szczegolowy oparty na wzbogaconym o 50 pozycji (poza
cytowanymi w publikacjach) najnowszego pismiennictwa §wiatowego dotyczacego roli i
metabolizmu zelaza, wewnatrz i zewnatrz komérkowego, z szczegdlnym uwzglednieniem
jego losu w nerkach myszy w zyciu plosowym jak i zaraz po urodzeniu. I w tym miejscu
zwracam uwagg, zZe tego typu szczegolowy przeglad wiedzy, napisany niezwykle jasno i
dobrze zilustrowany, wprowadzajay najnowsze informacje dotyczace metabolizmu zelaza i
jego transporterow, winien by¢ opublikowany w polskim czasopismie KOSMOS. Tak
przedstawiony artykul, bedzie cennym zrodlem informacji naukowej zwlaszcza dla
studentow, magistrantow, a nawet doktorantow.

W dalszych 5 podrozdziale w sposob zwiezly przedstawione sa procesy hemolizy
srodnaczyniowej i zottaczki noworodkowej myszy i zwigzanym z tym procesem (jednak
fizjologicznym) metabolizmu zelaza i jego wtornym wykorzystaniem przez ustrdj oseskow
mysisch w aspekcie poréwnawczym pomigdzy myszami o genotypie dzikim, a myszami z
nokautem genu Hmox I, cechujace sig brakiem lub oslabiong aktywnoscia oksygenaza
hemowej. Podwyzszong $miertlenoécig zarbwno w zyciu embionalnym jak i postnaalnym,
wielonarzadowym gromadzeniem zelaza niehemowego. Taki stan doprowadza do licznych
uszkodzen na poziomie komoérkowym (makrofagi),jak i na poziomie narzadéw U myszy tych
stwierdzono uposledzenie eksportu zelaza z komaérek kanalikéw nerkowych do krwioobiegu
na skutek obnizonej aktywnosci ferroportyny. Doktorantka zwraca uwage, ze niezbedne do
rozwoju zelazo nie wraca do krwioobiegu, a ponadto zostaje odkladane w kanalikach

nerkwych.

Niezwykle cennym osiggnieciem doktorntki, jak i calego zespoh przedstawionego w
publikacjach, na podstawie szczegotowych jak i rowniez skomlikowanych badaniach, po raz
pierwszy u oseskow mysich udowodniono wychwyt zelaza w ich nerkch Wychwytowi
towarzyszy neutralizacja zelaza hemowego i nichemowgo pochodzacego z hemolizy
erytrocytow. W procesie tym zdaniem autorki, szczegolna role pelni ferroportyna zwracajaca
zelazo do krwioobiegu. Ten oszczedny mechanizm wobec zelaza sprawia jego brak utraty z
moczem i dalej podkreslono, ze zelazo to konieczne jets nie tylko w zyciu plodowym
dostarczane do watroby, gdzie gtownie rozwija si¢ linia erytroblastyczna — rodzaca erytrocyty
ale 1 postnatalnym przez kilkanasie dni po urodzeniu.

Po raz pierwszy opisano obecnos¢ transportera hemowego HRG 1 (heme responsive
gene 1) w komdrkach epitelialnych kanalikéw proksymalnych mysich nerek tuz po
urodzeniu, co dowodzi o wychwycie z §wiatlg kanalikow wolnego hemu. Obnizeniu tego
biatka towarzyszy stpniowy spadek hemolizy. Jest to wazne odkrycie dotyczace ssakow,
poniewaz przed laty podobne zjawisko spostrzezono na modelowym przyktadzie rybki
akwariowej Danio rerio.

I jeszcze jedno wazne odkrycie dotyczylo badan myszy z nokautem geu Hmax 1, u
ktérych wystepuje uposledzona recyrkulacja zelaza, anemia mikrocytarna, niski poziom
zelaza w osoczu 1 wzrastajacy z wiekiem wzrost ztogdéw zelaza w komorkach watrobowych.
Roéwnolegle na zty rozwoj tych myszy wplywa permanentny stan zapalny, objawiajacy sie



asplemig, lub splenomegalig, zapaleniem gruczotoéw limfatycznych, naciekami limfatycznmi
w watrobie i limfocytoza. Te spostrzezenia zostaly przytoczone na podstawie cytowanego
pismiennictwa i dotyczyly myszy dorostych z tym genowym nokautem, ale jak doktorantka
twierdzi odnosnie oseskow z hemoliza noworodkowa byla to terra incognita. U 3 i 5
dniowych myszy Hmox 1, ciatka nerkowe jak i kanaliki nekowe, w ktorych jak wiemy
zachodzi proces filtracji, sa nie uksztaltowane. U myszy tych stwierdzono hemolize
srddnaczyniowa i zwigkszony poziom zelaz w moczu, obnizony poziom ferropotyny,
hormonu hepcydyny oraz nieaktywna oksydaze hemowa.

Caly szereg badan, w kturych prowadzono analize ilosciows i jakosciowa takich
elemntow jak: oksydaza hemowa, ferrportyna, hepcydyna, kompleks megalina-kubulina,
udziat biatka HRG1, zwigzane z hemoliza noworodkowa, jest cennym i nowym wktadem do
nauki, dajacym nowe spojrzenie w proces metabolizmu zelaza i hemu w nerkach.

Do prawie nieznacznych uchybien mozn wymienié: brak spisu i wyjasnien skrotow,
uzywanie terminu handlowego , podaz”.

Przytaczajgc proces metabolizmu zelaza nie wspomniano o udziale askorbinianu —
wyjatkowo syntetyzowanego u gryzoni w przeciwienstwie do naczelnych.

Na str. 66 ,,W obecnych badaniach zastosowano metode histochemicznego barwienia na
obecnos¢ zelaza w tkankch (barwienie Perla — prawidlowo Perls’a — tak uzyto w publikacji),
jednak nie udato si¢ wykry¢ zelaza w nerkach noworodkéw, nawet w okresie wzmozonej
hemolizy”. Mertoda Prls’a jest metoda zgrubna i te ilosci zelaza zwhaszcza w nablonku
kanalikow nerkowych -jednak powinna by¢, co mozna udowodni¢ metoda Singer’sa w
technice ME. Ale to jest jedynie propozycja odnosnie dalszych badan.

Uwazam, ze rozprawa spetnia warunki wytyczone w wyzej cytowanej ustawie, jak i rowniez
zaprezntowane wyniki badan wnoszace zupelnie nowe szczegoly zwigzane z metabolizmem
zelaza zwlaszcza w aspekcie hemolizy/zottaczki niemowlecej do nauki, sktadam wniosek do
Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwewrsytetu Jagiellonskiego -

1. O dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Bednarz do dalszych etapéw postepowania o
nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauki biologiczne

2. O wyrdznienie tej rozprawy majac na uwadze wlozony trud w badaniach jak i cenne

nowe odkrycia.
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