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RECENZJA RZOPRAWY DOKTROSKIEJ MGR AGATY BRANIEWSKIEJ
pt. .Zbadanie pobierania hemoglobiny przez makrofagi i jej przekazywania komoérkom
nowotworowym”

Rozprawa doktorska pani mgr Braniewskiej jest wartosciowym zbiorem informacji i wynikow
badawczych na temat transferu biatka hemoglobiny z ludzkich makrofagéw do innych komorek, w
tym komérek nowotworowych. Badanie tego procesu moze pozwoli¢ na wykorzystanie go jako
sposobu przenoszenia substanciji (w tym lekéw) do komérek docelowych.

Rozprawe rozpoczyna klarowny, bogaty ilustracje wstep teoretyczny, pozwalajacy
zrozumie¢ podstawy i dotychczasowe dane opublikowane na temat roli makrofagow, struktury i
funkcji hemoglobiny oraz ich powigzania — wydajnej internalizacji hemoglobiny przez makrofagi, a
nastepnie przekazywania jej do komérek, z ktérymi makrofagi wchodzg w interakcje. Z tym wigze
sie jedno z wazniejszych pytan pracy doktorskiej — jaki jest mechanizm przekazywania
hemoglobiny z makrofagéw do innych komoérek? Dobre wprowadzenie do wynikow
przedstawionych dalej w tym zagadnieniu stanowi podsumowanie we wstepie rozprawy rodzajow
potaczen miedzykomorkowych, kiore moge odgrywacé role w przekazywaniu hemoglobiny.

Wyniki doswiadczalne przedstawione sa w jasnych i tatwych do przesledzenia rozdziatach.
Potwierdzone sa podstawy — wydajne pobieranie hemoglobiny przez monocyty, a nie inne komorki
jednojadrzaste krwi, oraz ustawione zostajg parametry skutecznego monitorowania pobierania
hemoglobiny przez makrofagi. Nastepnie, ustawionymi metodami, opisanymi dokiadnie w
oddzielnym rozdziale rozprawy, sprawdzone jest przekazywanie hemoglobiny z makrofagéw do
innych makrofagéw oraz do komoérek nowotworowych linii raka piersi i jajnika. Po potwierdzeniu
tychze nastepuje najbardziej bogata w szczegdélowe doswiadczenia cze$é pracy — badanie
mechanizmu przekazywania hemoglobiny z makrofagéw do komoérek docelowych. Zbadany tu
zostat szereg potencjalnych mechanizmow miedzykomérkowego transferu hemoglobiny ~ co



zakoriczylo sie stwierdzeniem, iz transport hemoglobiny odbywa sie przede wszystkim przez
pecherzyki zewnatrzkomoérkowe.

Calos¢ zamknieta jest dyskusja, pozwalajacg umigjscowi¢ przedstawione wyniki jako
znacznie poszerzajace wiedze w transferze hemoglobiny z makrofagéw do innych komoérek — w
tym przypadku nowotworowych. Wspomniane sg tez wstepne wyniki wlasne potwierdzajgce
mozliwoéé wykorzystania hemoglobiny jako nosnika lekéw antynowotworowych.

Rozprawa stanowi bogaty, logiczny zbior doswiadczen, prowadzacy do spéjnych konkluzji,
co potwierdza bardzo dobry poziom naukowy doktorantki. Dla mnie wyjgtkowo cenna byta
zwiezlosé i klarownos¢ przedstawionych wynikow — praca nie jest przegadana, brak jest
niepotrzebnych dygresji i szczegétéw — co pozwala skupi¢ sie na meritum. To bardzo wazna cecha
opisywania nawet najbardziej skomplikowanych tematéw i badan we wspoéiczesnej nauce — aby
mogli sie nimi zainteresowaé ludzie spoza Scistego grona specjalistow w omawianym cobszarze
wiedzy. Udato sie to osiagnaé ze znakomitym efektem.

Poza kilkoma dodatkowymi pytaniami merytorycznymi (na koricu) mam jeden drobny
komentarz krytyczny. Dotyczy on niekonsekwencji w przedstawianiu wynikow przede wszystkim na
wykresach stupkowych i stosowaniu kontroli w doswiadczeniach. Na niektorych wykresach, np.
Ryc. 12, 18, 22 czy nawet 43, nie jest przedstawiona znamiennos¢ statystyczna, a w opisie ryciny
brakuje przeprowadzonego testu statystycznego. W czesci przypadkdw (np. ryc. 43) roznice sg
bardzo duze, niemal jakosciowe, co moze uzasadniac¢ brak testu, ale w innych — np. ryc. 22, juz
nie. W kolejnych rycinach, zawierajgcych analogiczne — bardzo duze lub mniejsze réznice
pomiedzy srednimi — np. Ryc. 27, 28 czy 32 — sg podane przedzialy znamiennosci statystycznej i
opisany jest zastosowany test statystyczny. Chodzi zatem o niekonsekwencje — gdy wprowadzony
jest standard testowania, warto go utrzymacé przez caty przebieg pracy. Takie sg tez wymagania
dobrych czasopism naukowych. Czasem test moze wydawaé sie niepotrzebny, poniewaz w
przedstawionym doswiadczeniu nie ma kontroli negatywnej — np. w rycinie 18 czy 20. Ale taka
kontrola, praktycznie na poziomie fta odczytu, pojawia sie jednak np. na rycinie 24. Zatem
ponownie — jest niekonsekwencja w stosowaniu lub/i przedstawianiu doswiadczen kontroinych.

Nie sa to jednak problemy, ktére znaczaco wplywajg na ogdlny poziom wynikow
(najwazniejsze sg opatrzone testami statystycznymi i odpowiednimi kontrolami), naukowych
wnioskow rozprawy, ani na moéj ogolnie bardzo dobry jej odbidr. Praca jako calos¢ zastuguje na
wysokg ocene i spefnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Wnosze do Rady Dyscypliny Nauk
Medycznych o dopuszczenie mgr Agaty Braniewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



Dodatkowe pytania naukowe na obrone (podyktowane ciekawoscig, nie krytyka):

1. W wielu doswiadczeniach w pracy wykorzystano hemoglobine koniugowang z
barwnikami fluorescencyjnymi z grupy Alexa Fluor. Czy zostato, jako kontrola,
sprawdzone jak same te barwniki mogg byé pobierane przez makrofagi i przekazywane
do komérek nowotworowych? Czy obecnosé¢ oddzielonego od hemoglobiny barwnika
fluorescencyjnego mogta mieé¢ wplyw na wyniki przeprowadzonych doswiadczenr?

2. Czy w przeprowadzonej w pracy analizie hemoglobiny w cytoplazmie komérek
nowotworowych przy uzyciu spektroskopii korelacji fluorescencji mozna obliczyé lub
sprawdzi¢ doswiadczalnie wspotczynnik dyfuzji dla samego barwnika AF568 w
badanych komérkach? Czy to pozwolitoby na odréznienie hemoglobiny zwigzanej z
AF568 od samego barwnika, ktory tez potencjalnie moze znalez¢ sie¢ w komorkach, np.
po ewentualnym odtgczeniu od hemoglobiny?

3. Na ile specyficzny jest badany transport hemoglobiny z makrofagow do komoérek
nowotworowych? Czy badane byly jako biorcy komorki nietransformowane — np. ludzkie
fibroblasty — i poréwnane z komérkami nowotworowymi? Jesli do komaérek normalnych
moze by¢ takze wydajnie przekazywana hemoglobina — jak zapewni¢ specyficzny dla
nowotworow transfer lekow ew. przylaczonych do hemoglobiny?

4. Czy istniejg mechanizmy rozpoznawania przez makrofagi specyficznie komdrek
nowotworowych czy mikroSrodowiska guza nowotworowego? Czy mozna je
wykorzystaé (takze przez manipulacje nimi) w doswiadczeniach in vivo w nakierowaniu
tych komorek specyficznie na nowotwér i ew. uzycia mechanizmu transferu
hemoglobiny do walki z nowotworem?
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