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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Agaty Braniewskiej zatytulowanej
” Zbadanie pobierania hemoglobiny przez makrofagi i jej przekazywania komérkom
nowotworowym”

Rozprawa doktorska pani mgr Agaty Braniewskiej przedstawia wyniki badan przeprowadzonych przez
doktorantke w Zaktadzie Immunologii Warszawskiego Uniwersytet Medycznego, pod kierunkiem dr
hab. n. med. Tomasza Rygla.

Badania podjgte przez doktorantk¢ wpisujg si¢ w zakres prac prowadzonych w zespole dr Rydla, a
Zalozenia i Cele pracy przedstawione zostaly jasno i klarownie. Doktorantka postawila sobie za cel
zbadanie pobierania hemoglobiny (Hb) przez makrofagi, weryfikacje mechanizmu jej transferu do
innych komérek, w tym komérek nowotworowych oraz doktadniejsze zrozumienie i charakterystyke
mechanizmu przekazywania Hb.

Hemoglobina (Hb) — gtdwne biatko erytrocytow zawierajace zelazo, ze wzgledu na udzial w transporcie
tlenu, jest jednym z kluczowych biatek niezbgdnych do prawidlowego funkcjonowania naszego
organizmu. Jednoczesnie, wolna hemoglobina wykazuje wlasciwosci prozapalne i prooksydacyjne. Stad
obieg i metabolizm Hg, jej wychwyt w celu neutralizacji wolnej Hb, przekazywanie do komérek zernych
oraz degradacja, jak tez mechanizmy zapobicgajgce nadmiemnej autooksydacji Hb sg krytyczne dla
zachowania prawidlowej homeostazy organizmu, a makrofagi, jako komérki zaangazowane w
degradacj¢ wolnej Hb stanowig istotny element tego systemu. Jednoczesnie, zaburzenia prawidlowego
obiegu Hb zwigzane s3 z groznymi stanami patologicznymi, takimi jak hemoliza. Najnowsze prace
wskazujg takze na mozliwos¢ wykorzystania naturalnego systemu transportu Hb jako nowoczesnego
sposobu dostarczania lekow, podnoszac znaczenie badan dotyczacych tych zjawisk. Tematyka badan
podjgtych przez doktorantke jest wigc aktualna i bardzo wazna z punktu widzenia zar6wno nauk
podstawowych, jak i badan o charakterze translacyjnym, mogacym przyczynié si¢ do rozwoju
nowoczesnych metod terapeutycznych bazujgcych na nowatorskich systemach dostarczania lekéw.

Doktorantka wykorzystata liczne metody in vitro, oraz prawidlowo dobrane modele komérkowe (linie
komorkowe oraz komoérki picrwotne), pozwalajace na realizacje postawionych celow. Prowadzone
badania doprowadzily do odkrycia nowego zjawiska pobierania Hb przez makrofagi oraz
przekazywania jej w formie zewnatrzkomorkowych pecherzykow do komorek nowotworowych. To
bardzo ciekawe i warto$ciowe obserwacje, ktore moga stanowi¢ zaczgtek dalszych badan.

Szczegélowe uwagi i komentarze

Praca ma uklad typowy dla rozpraw doktorskich. Wstep napisany jest bardzo dobrze i zawiera
informacje wystarczajgce do wprowadzenia czytelnika w tematyke realizowanych badah. Na
podkreslenie zastuguje staranna szata graficzna oraz klarowne i dobrze zrobione ryciny.

1 tak, najpierw przedstawiono powstawanie i funkcje Hb oraz jej obieg i metabolizm, zwracajac uwage
na cytotoksyczne wlasciwosci wolnej Hb i mechanizmy zabezpieczajace przed nadmierng
autooksydacjg. Doktorantka opisuje tez dokladnie rol¢ makrofagéw w metabolizmie hemoglobiny.

Kolejne podrozdzialy poéwigcone sy roznym rodzajom transportu migdzykomoérkowego, w tym
wykorzystujgcym polaczenia szczelinowe (gap junctions), tunelujace nanorurki/nanotunele TNTs
(tunneling nanotubes) oraz pecherzyki zewngtrzkomérkowe EVs (extracellular vesicles), ktorym
poswigca wigcej uwagi. Doktorantka opisuje mechanizmy powstawania, dzialanie oraz rodzaje
transportowanych cargo. Chciatabym podkresli¢, ze bardzo istotne jest zaznaczenie w tej czgsci
aktualnego podejscia, w ktorym odchodzi si¢ od scistego rozdzialu pecherzykéw na egzosomy,
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mikropecherzyki i cialka apoptotyczne ze wzgledu tylko na ich wielkosé. Aby okreslié typ
pgcherzykéw, potrzebne sg takze dane dotyczace przynajmniej ich pochodzenia oraz obecnosci
specyficznych markeréw (aktualng charakterystyke podtypow pecherzykéw przedstawiono w Tabeli 1).
To wazne dla zachowania aktualnych rekomendacji, porzadku nomenklaturowego oraz unikniecia
niewlasciwego nazewnictwa i podziatu pecherzykéw.

Metodyka przedstawiona jest w pracy dos¢ dokladnie i zawiera w duzej wigkszoéci niezbedne dane.
Nie znalazlam jednak informacji, czy i jak oceniano rdznicowanie réznych typéw komorek do
makrofagéw (Rozdzial 3.5), ktore stanowily jeden z podstawowych modeli badawczych.

Nie jest dla mnie takze jasne, dlaczego w eksperymentach, w ktérych wyciszano ckspresje M-Sec
stosujgc specyficzne siRNA zastosowano rézne korficowe stezenia specyficznego i negatywnego siRNA
(odpowiednio 20 nM dla mSec siRNA i 50 nM dla neg siRNA). Prositabym o wyjasnienie tej kwestii.

W czesei dotyczace) badan cytometrycznych nie zamieszczono informacji dotyczacych kompensacji
fluorochroméw, zastosowanych kontroli FMO dla ustawienia parametréw i przykladowego schematu
barwienia i strategii bramkowania dla PBMC znakowanych markerami CD3, CD14, CD56, CD19, w
celu rozréznienia subpopulacji monocytéw, limfocytow B, komorek NK i limfocytow T, dodatkowo
inkubowanych z fluorescencyjng hemoglobing w cele analizy jej pobierania (strona 47).

Pewne watpliwosci budzi tez brak oceny czystosci (kontaminacji innymi kompartmentami
komérkowymi/blonowymi) frakcji pecherzykéw zewnatrzkomérkowych. Standardowo w takich
przypadkach ocenia si¢ markery specyficzne dla EVs, mitochondriéw i blon mitochondrialnych oraz
siateczki  $rédplazmatycznej. Jest to rekomendowane podejicie zgodne z wytycznymi
miedzynarodowego towarzystwa ISEV,

Uzyskane Wyniki przedstawiono w sposéb jasny i klarowny, z dbatoscia o odpowiednie przedstawienie
graficzne.

Pierwsza cz¢s¢ wynikow dotyczy analizy pobierania Hb przez jednojadrzaste komérki krwi obwodowej
(PBMC) oraz makrofagi. Rozne subpopulacje komérek krwi rozdzielano cytometrycznie na podstawie
markerdw powierzchniowych i oceniano pobieranie przez nie fluorescencyjnej Hb, jednak jak juz
wspomnialam, nie pokazano tzw. strategii bramkowania aby ocenié rozdziat populacji, w tym komérki,
ktére pobraly fluorescencyjng Hb. Kolejny model stanowily makrofagi, linie komérkowe jak i
makrofagi réznicowane z ludzkiej linii monocytarnej THP-1, a pobieranie Hb oceniono cytometrycznie,
Jak i za pomocg oznaczenia poziomu biatka w lizatach komérkowych metoda western blot.

Wyniki pokazujace poziom mRNA dla receptora CD163 w makrofagach réznych typéw doktorantka
podsumowata stwierdzeniem, ze pobieranie Hb przez makrofagi moze byé niezalezne od kanonicznej
§ciezki zaleznej od CD163. W mojej opinii, niski poziom ekspresji CD163 jest tylko przestanka, ale jest
niewystarczajacy do wysnucia takiego wniosku. Niezb¢dne w tym celu byloby wyciszenie ckspresji
CD163 i zbadanie pobierania Hb w takich warunkach.

W kolejnej czgsci zbadano przekazywanie Hb z makrofagéw do komérek nowotworowych, stosujac
rozne modele eksperymentalne, w tym kohodowle. Doktorantka wykazala efektywny transfer z
makrofagow do réznych typéw komérek nowotworowych, zardwno w uktadach mysich jak i ludzkich.
Chciatabym zapyta¢, czy taki a nie inny dobor komérek nowotworowych byt czyms spowodowany, czy
chodzilo o przetestowanie nowotworow roznego pochodzenia. Zaobserwowane przekazywanie Hb
Zostalo potwierdzone i dokladniej zbadane w serii dobrze zaplanowanych eksperymentéw z
wykorzystaniem spektroskopii korelacji fluorescencji.

Doktorantka wykazata, ze komérkami ,biorcami” moga by¢ zaréwno makrofagi, jak i komérki
nowotworowe. Na Rycinach 26 B,D (wyniki cytometryczne przedstawiajgce transfer Hb) brakuje
populacji negatywnej, na podstawie ktdrej wyznaczono granice pomigdzy populacja negatywna (bez
fluorescencyjnej Hb) a pozytywng (ktéra pobrata fluorescencyjna Hb). Jest to o tyle istotne, ze na tej
podstawie wyliczono odsetki komarek, ktére pobieraty Hb (Rycina 26 A,C).
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Nastgpnie zbadano mozliwy mechanizm transferu Hb z makrofagéw do komérek nowotworowych,
wykorzystujgc kohodowle, system Trans-well, medium kondycjonowane znad makrofagéw oraz
metody analizy zawartosci i wielkoéci pecherzykéw. Interpretacja tych wynikow, w polgczeniu z
wynikami uzyskanymi w dalszej czgsci pracy dotyczgcej udziatu pgcherzykéw zewnatrzkomoérkowych,
wydaje mi sig nieco niespojna, zresztg doktorantka odnosi sie pézniej wtasciwie do ich rozbieznosci w
Dyskusji. Zahamowanie transferu Hb widoczne w systemie Trans-well z membrang o wielkosci poréw
1 um (Rycina 28) sugeruje, ze do przekazywania niezbedny jest bezposredni kontakt dawca-biorca, a
nie czynniki znajdujace si¢ medium kondycjonowanym, gdyz taka érednica poréw nie powinna
przeszkadza¢ transferowi pelnego medium kondycjonowanego, w tym pecherzykéw o wielkosci 130
nm zawierajgcych Hb (wielko$¢ oznaczona eksperymentalnie z wykorzystaniem techniki NTA w
dalszej czgsci pracy). Z kolei eksperymenty przeprowadzone w dalszej czeéci wskazuja, ze dodanie
medium kondycjonowanego zaréwno znad makrofag6w jak i kohodowli jest wystarczajace, aby zaszedt
transfer Hb (Rycina 39). Co wigcej, dalsze badania potwierdzily, ze dodanie wyizolowanych
pgcherzykow zawierajacych Hb do komarek nowotworowych jest wystarczajace, aby zaszto pobieranie
Hb (Rycina 43), co wskazuje jednak na pecherzyki jako sposéb transferu.

Jak doktorantka zauwaza w Dyskusji, uzyskane wyniki nie s3 w petni jednoznaczne. Sugeruje, ze
transferowi moga ulegac czesto cale grupy pecherzykow, co mogloby mie¢ miejsce takze w badanym
uktadzie, i w tym kontekscie membrana o $rednicy poréw 1 um moglaby przeszkadzaé ich transferowi.
Watpliwosci te rozwiataby analiza medium z dolnej czgsici ponizej membrany z wykorzystaniem
techniki NTA, do ktorej doktorantka miata dostep, w celu sprawdzenia czy pecherzyki zawierajgce Hb
przedostaty si¢/ lub nie przez membrang z porami o $rednicy 1 um. Czy wykonano takie eksperymenty?
Pozwolilyby one na znacznie klarowniejsze wyniki i bardziej jednoznaczne wnioski.

Kolejnym etapem pracy byla proba wyjasnienia roli cytoszkieletu aktynowego oraz mikrotubul w
procesie przekazywania Hb. Doktorantka wykazala, ze zablokowanie polimeryzacji aktyny niemal
catkowicic zahamowalo przekazywaniec Hb, i podobne obserwacje dotyczyly zahamowania
polimeryzacji mikrotubul. Interesujace wyniki uzyskano z wykorzystaniem specyficznych inhibitoréw
mediatoréw polimeryzacji aktyny, wskazujace na mozliwe znaczenie kinazy ROCK.

Doktorantka zbadata takze potencjainy udzial struktur typu TNTs w migdzykomorkowym transferze
Hb. Wstgpne obserwacje mikroskopowe wskazywaty na obecnosé struktur przypominajacych TNTs,
oraz obecng w nich Hb. Zastosowanie mechanicznego wytrzasania nie spowodowalo obnizenia
transferu (Rycina 35), jednak w mojej opinii bez potwierdzenia (poprzez liczenie ilosci powstatych
struktur), Ze rzeczywiscie wytrzasanie zahamowalo tworzenie TNTs, uzyskane wyniki nie pozwalaja na
Jednoznaczng konkluzje przedstawiong w pracy, e mechaniczne wytrzasanie powodujace uszkodzenie
TNTs nie wplywa na efektywnos$¢ przekazywania Hb. Ten wniosek nie jest poparty odpowiednimi
cksperymentami, Aby dodatkowo potwierdzi¢ znaczenie TNTs wyciszono ekspresje M-Sec — bialka
opisanego jako regulator powstawania TNTs w makrofagach. Wyciszenie ekspresji biatka M-Sec
zarowno w makrofagach jak i w komorkach nowotworowych nie zmniejszylo przekazywania Hb,
jednak aktualne badania wskazuja, Ze nic zawsze jest ono niezbgdne do tworzenia i aktywnoséci TNTs.

O najwazniejszych obserwacjach i kluczowych wynikach pisalam juz w pierwszej czesci Recenzji, do
czgsci z nich odniosg sig jeszcze w zagadnieniach do dyskusji.

Dyskusja jest spdjna, rzetelna i odnosi si¢ w wywazony sposéb i z wymagana ostroznoscia do
uzyskanych wynikéw. Bardzo ciekawa jest cze$¢ Dyskusji poéwigcona wykorzystaniu procesu
przekazywania Hb przez makrofagi w nowych systemach dostarczania lekéw. Wydaje sig to szczegdlnie
interesujace w przypadku hipoksyjnych guzéw litych. Interesuje mnie jednak specyficznosé takiego
systemu oraz jego ukierunkowanie do komorek nowotworowych — zagadnienie, ktore chcialabym
bardziej szczegélowo przedyskutowaé wskazuje ponizej.

Jak juz wspominalam, nie do kofica przekonuje mnie interpretacja wynikéw dotyczacych mechanizmu
przekazywania Hb z makrofagéw do komérek nowotworowych. Zgadzam si¢ z doktorantka, ze
uzyskane wyniki nie pozwalajg na jednoznaczne wnioski. Swoje komentarze zawartam juz wczesniej.
By¢ moze w przekazywaniu Hb migdzy komarkami uczestniczg rézne mechanizmy jednoczesnie/lub
wymiennie i niezbgdne s doglebniejsze badania aby to wyjasnic.
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Za wartosciowg uwazam cz¢s¢ Dyskusji, w ktorej doktorantka odnosi prowadzone badania do
zagadnienia ogdlnoustrojowej gospodarki zelazem i stanéw patologicznych wynikajgcych z jej
zaburzenia. Pozwala to oceni¢ uzyskane wyniki w szerszym kontekscie.

Chciatabym tez podkresli¢, o czym juz wspominatam, istotny i zgodny z najnowszymi zaleceniami
towarzystwa ISEV (International Society of Extracellular Vesicles) komentarz dotyczicy zniesienia
ostrych podzialow na egzosomy, mikropg¢cherzyki oraz ciatka apoptotyczne, bazujge tylko na wietkosci
pecherzykow, na rzecz ogélnego okreslenia pecherzyki zewnatrzkomérkowe (extracellular vesicles —
EVs). Jest to zwigzane z najnowsza wiedzy dotyczaca mechanizméw powstawania, specyficznych
markeréw i innych parametréw niezbgdnych do okreslenia podgrup pecherzykéw. Prace konczy
Podsumowanie wynikéw oraz prawidliowo sformulowane Wnioski.

Po zapoznaniu si¢ z rozprawa, cheialabym przedyskutowaé nastepujace zagadnienia:

1. Doktorantka proponuje, Ze zaobserwowane zjawisko pobierania Hb przez makrofagi i potem
transportu Hb przez pecherzyki zewnatrzkomérkowe mogloby zostaé wykorzystane w nowym systemie
dostarczania lekéw do komorek nowotworowych. Jest to szczegédlnie interesujgce w kontekscie guzoéw
litych, ktére s infiltrowane przez makrofagi. W zwigzku z tym, 2e makrofagi towarzyszace
nowotworowi sg populacjg zmieniajaca dynamicznie swoj stan (polaryzacja w kierunku M1 lub M2), a
co za tym idzie dynamikg cytoszkieletu i blon komérkowych, cheiatabym zapytaé, czy wiadomo z badani
zespotu lub literatury, czy i jak zmienia si¢ dynamika pobierania Hb lub innych bialek oraz potem
wydzielania pecherzykéw zewngtrzkomérkowych w zaleznosci od stanu makrofagéw M1/M2, i jak
mogloby to wplywaé na potencjalny system transportu leku zaproponowany przez doktorantke,

2. Bardzo ciekawy wydat mi si¢ watek poruszony w Dyskusji dotyczacy wykorzystania réznej
lokalizacji Hb na no$niku (na powierzchni i wewnatrz) do obnizenia warunkéw hipoksyjnych w obrebie
guza. Czy moglabym prosié¢ o rozwinigcie tego watku i podanie informacji na temat prowadzonych
aktualnie badan w tym zakresie.

3. Uzyskane wyniki oraz dodatkowe dane niepublikowane opisane w rozprawie wskazuja, ze
transfer Hb z makrofagow do komérek sasiadujgcych nie jest specyficzny w kierunku rodzaju/typu
komarek ,,akceptoréw” i opracz komérek nowotworowych Hb przekazywana jest takze do innych
makrofagéw, fibroblastow i prawdopodobnie takze innych typow komorek. Czy w zwigzku z tym, nie
jest to przeszkoda w zaproponowanym wykorzystaniu tego zjawiska do stworzenia systemu podawania
lekéw skoniugowanych z Hb i transferu z makrofagoéw do komorek nowotworowych? Czy sy proby
stworzenia systemu umozliwiajagcego transfer makrofagéw ukierunkowany specyficznie do
konkretnego typu komoérek-biorcow.

Whniosek koncowy

Przedstawione powyzej uwagi i komentarze nie wplywaja na koficowa wysoka i pozytywng ocene
niniejszej rozprawy. Rozprawa pani mgr Agaty Braniewskiej jest pracg bardzo wartoiciows i
dostarczajgcg nowej wiedzy. W pracy postawiono istotny cel, ktéry udalo si¢ doktorantce zrealizowaé,
a uzyskane wyniki z pewnoéciq stana si¢ podstawg dalszych prac ze wzgledu na ich warto$é naukowa i
potencjalne wykorzystanie praktyczne.

W zwiazku z powyzszym stwierdzam, Zze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spelnia
warunki ckreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
{Dz. U. 2018 poz. 1668)” i wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych WUM o dopuszczenie
mgr Agaty Braniewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dr hab. Katarzyna Piwocka
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