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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Marii Radziejewskie;j
»Analiza wpltywu transporteréw Pcft, Rfc, Dmtl, Tfr2 na gospodarke folianami i zelazem”
przygotowanej pod kierunkiem
prof. n. med. i n. o zdr. Agaty Chmurzynskie;j
w Katedrze Zywienia Cztowieka i Dietetyki, na Wydziale Nauk o Zywnosci i Zywieniu
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska wpisuje si¢ w nurt znakomitej
wigkszoSci prac naukowych z zakresu biologii zelaza, w ktorych giéwnym lejtmotywem jest
Janusowe oblicze tego mikroelementu, wykorzystywanego przez niemal wszystkie organizmy
zywe. Z jednej bowiem strony rozprawa odnosi si¢ do konsekwencji niedoboru zelaza,
najczesciej wystepujacego u ludzi niedoboru zywieniowego, polegajacych na zaburzeniu procesu
erytropoezy i rozwoju niedokrwisto$ci. Ciekawym i nowatorskim posunigciem jest analiza tego
zagadnienia w warunkach réwnolegle wystepujacego niedoboru kwasu foliowego, zwiazku o
dobrze udokumentowanym znaczeniu w regulacji procesu erytropoezy. Z drugiej strony, w
rozprawie podjgto probg zbadania negatywnych konsekwencji uzupetniania niedoboru zelaza,
ktore jest tylko pozornie tatwa procedura. Przedawkowanie, niewla$ciwy sposob podania
egzogennego zelaza moze wywotaé szereg efektow toksycznych, u podstaw ktérych leza stres
oksydacyjny i stan zapalny. Przedmiot rozprawy wymaga solidnej wiedzy w zakresie
molekularnej regulacji metabolizmu Zelaza. W ostatnich 20 latach w dziedzinie tej, dokonata sie
rewolucja na niespotykang skalg. Jej ostatnimi zdobyczami jest odkrycie tkankowo
specyficznych regulacji metabolizmu zelaza np. w dwunastnicy, sercu, mie$niach, niezaleznych
od ogolnoustrojowej osi regulatorowej hepcydyna-ferroportyna, a takze odkrycie ferroptozy,
procesu ukierunkowanej, zaleznej od zelaza Smierci komorkowe;.

W zwiazku z powyzszym, podjecie przez Doktorantke proby molekularnej analizy
wybranych transporterow zelaza i kwasu foliowego w dwunastnicy i watrobie w warunkach ich
niedoboru a nastgpnie suplementacji tymi dwoma sktadnikami pokarmowymi jest jak najbardzie;
uzasadnione. Na uznanie zastuguje fakt, ze Doktorantka zdecydowata si¢ na osadzenie swoich
badan w ramach oryginalnego modelu, podwdjnego niedoboru zaréwno zelaza jak i kwasu
foliowego, wywotanego ich brakiem w diecie. Jest to ambitne zamierzenie ze wzgledu na stabo

jeszcze zbadane wzajemne oddzialywania migdzy metabolizmami zelaza i kwasu foliowego.



*, 0 INSTYTUT GENETYKI
.. » | BIOTECHNOLOGII ZWIERZAT
o .0 Poiskiej Akademii Nauk ‘r
® .‘ INSTITUTE OF GENETICS HR EXCELLENCE
®e o, AND ANIMAL BIOTECHNOLOGY IN RESEARCH
19 @ of the Polish Academy of Sciences
e

Gloéwnym elementem rozprawy doktorskiej jest cykl 3 tematycznie powiazanych ze soba,
oryginalnych artykuléw naukowych, opublikowanych w latach 2020-2021 w czasopismach o
zasiggu miedzynarodowym, wyszczegllnionych w bazie PubMed. Publikacje te opatrzono
synteza, ktéra w skrécie zawiera typowe elementy rozprawy doktorskiej w formie monografii:
streszczenie, wprowadzenie, hipotezy, cele, metodyke badan, syntetyczne oméwienie wynikéw,
wnioski i bibliografi¢. Jak zwykle taka formuta rozprawy doktorskiej stawia jej recenzenta przed
trudnym zadaniem wyrazenia opinii na temat juz pozytywnie zweryfikowanych i przyjetych do
publikacji artykutéw naukowych. Krytyke naukowa przeprowadza si¢ oczywiscie na podstawie
ujednoliconych, SciSle ustalonych kryteriéw ale jest ona réwniez pochodng indywidualnego
podejscia do wynikéw badan, ich interpretacji, ktére z kolei wynikaja z indywidualnego
doswiadczenia badawczego i wnioskéw wyciaganych z lektury prac naukowych. Dlatego w
dalszej czesci recenzji pozwole sobie na dostownie kilka krytycznych uwag dotyczacych juz
opublikowanych artykutéw.

Tymczasem zaczng od omoéwienia syntezy, ktora, jak juz wspomniatem, jest swoistym
spoiwem publikacji stanowiacych przedmiot recenzowanej rozprawy.

Sam tytul rozprawy pomija watek niedoboru zelaza i kwasu foliowego, a przeciez, to
wlasnie w warunkach niedoboru tych sktadnikéw pokarmowych przeprowadzono wszystkie
analizy. Ponadto w przeciwienstwie do tytutéw zalaczonych publikacji, tytul rozprawy nie
wskazuje na model zwierzecy, w oparciu o ktéry przeprowadzono badania, a moim zdaniem
powinien.

W akapicie Wprowadzenie zdecydowanie zabraklo zwigzlego ale wyczerpujacego opisu
absorpcji zelaza i kwasu foliowego, ich przemian metabolicznych w watrobie i wreszcie ich
oddziatywania na proces erytropoezy. Watki transportu zelaza i kwasu foliowego przez blona
apikalng enterocytéw dwunastnicy oraz transportu tych sktadnikow do watroby, podjete przez
Doktorantke¢ maja mimo wszystko do$¢ fragmentaryczny charakter na tle cato$ciowych przemian
metabolicznych zZelaza i folianow. Dlatego tez, to krotkie tematyczne podsumowanie,
pozwoliloby umiejscowié przedmiot rozprawy doktorskiej w szerszym kontekscie. Przykladowo,
ani w syntezie, ani w zalaczonych publikacjach nie wspomniano ani stowem o ferroportynie,
transporterze zelaza wystgpujacym na blonie komdrkowej enterocytow (na blonie podstawno-

bocznej) i hepatocytow, ktory jest kluczowym biatkiem determinujacym wyptyw zelaza do
2
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srodowiska zewnatrzkomoérkowego. Jest to o tyle zaskakujace, ze w publikacji nr. 2 Doktorantka
analizowala w surowicy krwi poziom hepcydyny, peptydu regulujacego ekspresje ferroportyny
na blonie komorkowej. Doktorantka nie wspomniata réwniez o roli czynnika transkrypcyjnego
HIF-2a (Hypoxia Inducible Factor-2c), ktory w $wietle badan z minionej dekady urasta do
nadrze¢dnego regulatora absorpcji zelaza [Mastrogiannaki I wsp., 2013; Simpson i McKie, 2009].
Ponadto, moim zdaniem, we Wprowadzeniu Doktorantka powinna przynajmniej wspomnieé, ze
bialko Pcft, uznane za transporter folianéw [Qiu i wsp., 2006], zidentyfikowano réwniez jako
transporter hemu - heme carrier protein I (HCP1), zlokalizowany na blonie apikalnej
enterocytow absorpcyjnych [Shayeghi wsp., 2005]. Obie prace opublikowano w prestizowym
czasopi$mie Cell. Co prawda w diecie podawanej szczurom dominujaca forma Zelaza jest zelazo
nichemowe, to jednak, biorac pod uwagg tematyke rozprawy, kwestia Pcft/HCP1 jako
potencjalnego nos$nika zar6wno foliandw jaki i hemu powinna by¢ opatrzona komentarzem
Doktorantki.

Hipotezy sa sformutowane w sposéb bardzo ogdlny i ostrozny, co wydaje sie
uzasadnione, w warunkach zastosowania nowatorskiego uktadu do$§wiadczalnego. Zabraklo w
nich odniesienia do niedoboru zelaza i kwasu foliowego.

Glowny cel zawiera moim zdaniem blad stylistyczny. Proponuje¢ nastepujace
sformutowanie tego celu: Poznanie wplywu transporterow zelaza i folianéw w dwunastnicy i
watrobie na wchlanianie tych sktadnikow pokarmowych, ich status w organizmie szczur6w oraz
parametry stanu zapalnego.

Cele szczegdtowe wydaja si¢ oczywiste i nie mam do nich uwag.

W sferze metodyki, na podkreslenie zastuguje fakt, ze uklad do$wiadczalny przyjety
przez Doktorantk¢ ma nowatorski charakter. Polega on na probie wywolania u szczuréw
jednoczesnego niedoboru kwasu foliowego i zZelaza, a nastgpnie na suplementacji zwierzat
zelazem, kwasem foliowym oraz lacznie zelazem i kwasem foliowym. Istotnym elementem
uktadu doswiadczalnego jest utrzymanie przez caly czas doswiadczenia (7 tygodni) grupy
zwierzat poddanych diecie pozbawionej kwasu foliowego i zelaza (grupa D) oraz diecie
kontrolnej (grupa C), o standardowej zwartosci tych sktadnikow pokarmowych. Za niezwykle
istotne uwazam, ze ten uktad doswiadczalny obowigzywal w doswiadczeniach, na bazie ktorych

powstaly 3 zalaczone do rozprawy publikacje. Dzigki temu publikacje bedace przedmiotem
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rozprawy stanowia par excellence rzeczywista cato$¢, spdjny cykl tematyczny. Oznacza to, ze
np. parametry erytrocytarne i status zelaza w surowicy krwi opisane w publikacji nr. 1 mozna
bezposrednio odnies¢ do wynikéw z publikacji nr. 2 czy 3. Do pozostatych elementéw metodyki,
jak rowniez do uzyskanych wynikdw ustosunkujg si¢ przy omawianiu kolejnych artykutéow cyklu
Whioski. Stwierdzenie we wniosku nr. 1 nie uwzglednia, moim zdaniem, wynikéw analizy
statystycznej, jesli dobrze odczytuje¢ objasnienie w stopce Tabeli 6. Wniosek nr. 2 w odniesieniu
do genu kodujacego transporter zelaza — DMT1 powinien zawiera¢ stwierdzenie dotyczace nie
tylko transkrypcyjnej ale rowniez potranskrypcyjnej regulacji przez system IRP/IRE.

Publikacja nr. 1. Uderza stosunkowo niska skuteczno$§¢ wywotania niedoboru zelaza przy
zastosowaniu diety pozbawionej zelaza i1 kwasu foliowego. Na podstawie wynikow
przedstawionych w Tabelach 5 i 6 mozna stwierdzié, ze dieta ta az do drugiego punktu
czasowego, okazala si¢ nieskuteczna w wywotaniu u szczuréw nie tylko niedokrwistosci ale
nawet niedoboru Zelaza mierzonego stezeniem zelaza w surowicy krwi. Swiadczy o tym
poréwnanie warto$ci parametrow czerwonokrwinkowych i zelazowych w surowicy krwi migdzy
grupa deficytowa (D) a grupa kontrolng (C). O pierwszych symptomach niedokrwistosci z
niedoboru zelaza mozna wnioskowa¢ dopiero w 49 dniu stosowania diety. Wyniki te, z jednej
strony, zupelnie mnie nie dziwia, gdyz 8-tygodniowe szczury posiadaja wystarczajaco duze
zapasy zelaza w watrobie do utrzymania przez dtugi czas ciaglosci erytropoezy nawet przy braku
doptywu egzogennego zZelaza. Z drugiej strony, bardzo szkoda, Ze Doktorantka nie oznaczyla
zawarto$ci Zelaza w watrobie szczurdw. Jestem przekonany, Ze ta prosta analiza bezblednie
,uchwycilaby” stopniowy ubytek zelaza z watroby, co mogloby stanowi¢ miernik
postgpujacego, ,,ukrytego” niedoboru zelaza. Skutecznos¢ tylko suplementacji tacznej zelazem i
kwasem foliowym w przywrdceniu statusu czerwonokrwinkowego szczuré6w wskazuje na
synergistyczne dzialanie pomigdzy tymi sktadnikami pokarmowymi w stymulacji erytropoezy i
jest waznym wynikiem.

Odnosnie szczegdlowej metodyki mam pytanie, czy startery wybrane do oznaczenia poziomu
transkryptu DMT1 w dwunastnicy sa specyficzne dla formy mRNA DMT1 zawierajacej
sekwencje regulatorowe IRE (Iron Responsive Element) w koncu 3’UTR, tym samym podatnej
na potranskrypcyjng regulacj¢ przez zelazo, czy tez dla formy bez IRE, czy moze dla obu ?

Prositbym roéwniez o wyjasnienie, w jaki sposéb walidowano przeciwciala do DMT1 i Pcft
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zastosowane w technice Western blot. Stwierdzenie o zbadaniu specyficznosci tych przeciwciat
bez podania szczegdtoéw, czy tez bez powolania si¢ na wczesniejsze publikacje znalazto si¢ w
tekscie publikacji.

Jak wykazala Doktorantka, brak kwasu foliowego w diecie prowadzi do drastycznego
obnizenia poziomu folianow w surowicy krwi szczuréw juz w pierwszym punkcie czasowym
(p<0,001). Z zestawienia tego deficytu z pozostajacymi Ww normie parametrami
czerwonokrwinkowymi (szczegoélnie w pierwszym i drugim punkcie czasowym) plynie istotny
whniosek, ze ostry niedobor folianéw nie prowadzi do wigkszego zaburzenia procesu erytropoezy
i gospodarki zelazem u szczuréw. Jest to bardzo cenna obserwacja, ktora moim zdaniem nie
zostala wystarczajaco uwypuklona i przedyskutowana w publikacji i calej rozprawie.

Mam prosbe o szersze zinterpretowanie braku réznic pomigdzy grupami w ekspresji DMT1 na
poziomie biatka. Wydaje mi sig, Ze interpretacja przedstawiona w publikacja jest dos¢
powierzchowna i nie do konca zrozumiata. Co mianowicie w zdaniu ,,7his was most likely due
to other transporters®”) and regulatory mechanisms which we have not (been ?-PL) investigated,
such as two motifs in the 5’ regulatory region®"),...” oznacza okreSlenie ,,two motifs in the 5’
regulatory region” ? Z kolei w zdaniu ,,This physiological effect was reflected by changes in
gene transcription, but not in protein levels”, w ostaniem paragrafie dyskusji okreslenie
,.changes in gene transcription” (odnoszace si¢ do transkrypcji genu kodujacego DMTI) jest
nieSciste, gdyz zmiany w poziomie mRNA DMT1 mogly by¢, owszem, skutkiem regulacji
transkrypcyjnej genu Slclla2 prawdopodobnie przez czynnik HIF-2¢, ale rowniez regulacji
potranskrypcyjnej przez system IRP/IRE, stabilizujacej/destabilizujacej juz istniejace w
enterocytach mRNA DMT1. Naukowy niedosyt w publikacji nr. 1 wzbudza brak danych
dotyczacych ekspresji ferroportyny w dwunastnicy do$wiadczalnych szczuréw. Wydawaloby
sig, ze wobec braku roznic pomigdzy grupami w poziomie biatka DMTI1, analiza ekspresji
ferroportyny jawi si¢ wrecz jako obowiazkowa. W pelni doceniam konstatacje Doktorantki w
koncu dyskusji w publikacji nr. 1, ze czynnikiem ja ograniczajacym jest brak analizy innych
transporterow zelaza i foliandw. Mimo wszystko ferroportyna powinna by¢ tutaj jednak
wyjatkiem. Brak danych dotyczacych ekspresji genu Slc40al, kodujacego ferroportyng

zatrzymuje analizg absorpcji zelaza w przyjetym ukladzie doswiadczalnym w polowie drogi.
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Publikacja nr. 2. Wybor receptora transferyny 2 (TfR2) jako bialka odpowiedzialnego za
transport Zelaza do watroby jest co najmniej dyskusyjny. Receptor ten charakteryzuje sie 25-30-
krotnie mniejszym powinowactwem do transferryny niz TfR1 [Kawabata i wsp., 2000; West i
wsp, 2000] i jego rola w transporcie zelaza do watroby jest do§¢ powszechnie podwazana
[Kawabata, 2019]. Ponadto, w przeciwienstwie do TfR1, ekspresja TfR2 nie podlega
wewnatrzkomorkowej regulacji przez zelazo, w tym regulacji przez system IRP/IRE.
Doktorantka stusznie zauwazyla, ze TfR2 odgrywa rol¢ w szlaku sygnalizacyjnym hepcydyny.
Wydaje si¢ jednak, ze powotujac si¢ na publikacj¢ Ross i wsp., 2012 opublikowang w Cell
Metabolism, mylnie interpretuje mechanizm regulacji hepcydyny przez TfR2, wedlug niej
polegajacy na indukcji hepcydyny przez kompleks TfR2-transferyna. Tymczasem, konsensus
wokot regulacji hepcydyny przez TfR2 zaklada, ze w przypadku niskiego wysycenia
transferryny jonami Zelaza, biatko to wiaze si¢ gtéwnie do biatka HFE na blonie komérkowej
hepatocytow. Gdy wysycenie transferryny wzrasta, wowczas powinowactwo holo-transferyny do
TfR1 zwigksza sig, co powoduje, ze holo-transferryna wypiera HFE z kompleksu z TfR1, a
uwolnione biatko HFE wiaze si¢ z TfR2 i nastgpnie, kompleks HFE-TfR2 oddziatuje na zesp6t
receptoréw biatka morfogenetycznego kosci wraz z hemojuweling (bone morphogenetic
protein (BMP) type I and II receptors and hemojuvelin, BMPRs/HJV), inicjujac
wewnatrzkomorkowy szlak sygnalizacji hepcydyny.

Generalnie w przypadku rozpatrywania roli TfR2 w ogdlnoustrojowej homeostazie zelaza
istotna jest nie tyle zmiana ekspresji samego receptora, ile jego zdolno$¢ do tworzenia
kompleksu z biatkiem HFE na btonie komdrkowe;j, co bezsprzecznie udowodniono u myszy i u
pacjentdw z mutacjami genu 7fr2/TFR2, w wyniku ktérych TfR2 traci zdolno$¢ tworzenia
kompleksu z HFE, co prowadzi do obnizenia ekspresji hepcydyny i do wywotlania
hemochromatozy typu 3 [Gobbi i wsp., 2018].

Analiza st¢Zenia hepcydyny w surowicy krwi szczuréw doswiadczalnych nie wskazuje
na wystgpowanie niedoboru zelaza wskutek zastosowania diety pozbawionej zZelaza i kwasu
foliowego nawet w 49 dniu doswiadczenia (brak statystycznie istotnych roéznic pomiedzy
grupami C i D). Co ciekawe, analiza pokazuje pozytywny wptyw suplementacyjnego Zelaza ale
nie kwasu foliowego (istotny wzrost st¢zenia hepcydyny w grupach DFE i FEFOL ale nie w
grupie DFOL). Moze z tego wyciagna¢ intersujacy i wazny wniosek (pominigty jednak przez
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Doktorantke), ze foliany nie wplywaja na regulacj¢ ekspresji hepcydyny. Warunkiem
koniecznym jest tutaj suplementacja zelazem. Opierajac si¢ na wilasnych doswiadczeniach z
pomiarem st¢zenia hepcydyny w osoczu krwi cigzarnych myszy z niedoborem zelaza, mam w

tym miejscu uwage dotyczaca czutosci komercyjnych testow ELISA do detekcji hepcydyny.

Wydaje sig, ze przy ich pomocy latwo wykry¢ nawet niewielki wzrost poziomu
hepcydyny ponad warto$ci kontrolne, natomiast nie sg one przystosowane do rejestrowania
stezenie peptydu ponizej stezen fizjologicznych, ktére i tak sa juz dosé niskie. Dlatego szkoda,
ze w publikacji nie zawarto oceny ekspresji hepcydyny na podstawie oznaczenia poziomu
mRNA tego peptydu w watrobie metoda Real-Time PCR. Jestem przekonany, zZe przy uzyciu tej
metody Doktorantka bytaby w stanie wykry¢ w grupie D znaczny, istotny statystycznie spadek
poziomu transkryptu hepcydyny.

Publikacja nr. 3. Publikacja ta przynosi w wigkszosci negatywne wyniki, ktdre same w
sobie, sa jednak nosnikiem waznych informacji. Na przyklad, brak réznic migdzy grupami w
stezeniu biatka C-reaktywnego (CRP) w surowicy krwi szczurdéw, §wiadczy migdzy innymi o
tym, Ze zastosowana suplementacja Zelazem nie jest suplementacjq agresywna, zdolng wywotac
stan zapalny w organizmach szczuréw. Jest to tym bardziej istotne, Ze suplementacyjne zelazo
podawano szczurom o niezbyt obnizonym statusie Zelaza. Wynika stad wniosek, ze
suplementacja zelazem zastosowana przez Doktorantke w do$wiadczeniu charakteryzuje sig
duza tolerancja. Dodam, ze w przypadku uzyskania negatywnych wynikéw oznaczen CRP
nalezato, by¢ moze, uzy¢ innych markerow stanu zapalnego np. interleukiny-6 (ktéra jest
cytoking indukujaca transkrypcyjnie ekspresj¢ genu kodujacego hepcydyng), ewentualnie
markerdw stresu oksydacyjnego (np. 8-izoprostan).

Podsumowujac, rozprawa opiera si¢ na oryginalnym zatozZeniu, Ze rdwnoczesny niedobor
zelaza i kwasu foliowego w diecie wplywa na gospodarke tymi sktadnikami, co w konsekwencji
moze prowadzi¢ do zaburzenia procesu erytropoezy i wystgpienia niedokrwistosci. Zastosowanie
w uktadzie do§wiadczalnym 3 réznych sposobdw suplementacji szczuréw nalezy uznaé za cenny
zabieg metodyczny, pozwalajacy na badanie interakcji pomiedzy metabolizmem zelaza i

folianéw 1 procesem erytropoezy. Badanie szlakow absorpcji zelaza i kwasu foliowego w
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dwunastnicy oraz ich transport poprzez okreslenie ekspresji wybranych transporterow jest
cennym elementem rozprawy, nawet jes§li wigkszo$§¢ poréwnan nie przyniosta istotnych
statystycznie réznic. Niektore moje krytyczne uwagi zwarte w tej recenzji nie sa imperatywne,
majg charakter polemiczny i chetnie ustysze, jak ustosunkuje si¢ do nich Doktorantka w trakcie
obrony rozprawy. Mam nadziejg, ze Doktorantka przyjmie niektdre moje sugestie i bedzie miata
okazj¢ przeprowadzenia dodatkowych analiz w oparciu o juz zebrane probki biologiczne, gdyz,
moim zdaniem, tkwi w nich jeszcze pokazny, niewykorzystany potencjat badawczy.
Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska speilnia warunki
okreslone w art. 13. ust. 1 Ustawy z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (zalacznik do obwieszczenia
Marszatka Sejmu RP z dnia 2 grudnia 2014r. - Dz. U. poz. 1852). Zwracam si¢ wigc do Rady
Wydziatlu Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o
dopuszczenie mgr Anny Marii Radziejewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jastrzebiec, 25 lipca 2021 Prof. dr hab. Pawel Lipinski



