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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agaty Braniewskiej
pt. ,Zbadanie pobierania hemoglobiny przez makrofagi

i jej przekazywania komérkom nowotworowym”.

Praca doktorska Pani mgr Agaty Braniewskiej powstata w Zaktadzie Immunologii Wydziatu
Lekarskiego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Promotorem pracy byt dr. hab. n.med.
Tomasz Rygiel. Praca ma forme klasycznej rozprawy, na ktorg sktadajg si¢ gtéwne czgsci: 1)
Wstep, 2) Zatozenia i cele pracy, 3) Materiaty i metody, 4) Wyniki, 5) Dyskusja oraz 6) Wnioski.
Rozprawa zawiera takze streszczenia w jezyku polskim i angielskim a takze wykazy skrotow, tabel,

rycin i bibliografie.

Badania realizowane przez Panig Braniewska byly finansowane z projektu Team-Tech Fundacji na
rzecz Nauki Polskiej pt. ,,Przelomowy, komoérkowy system dostarczania lekow do guza”
kierowanego przez Promotora pracy. W rozprawie zabraklo informacji o wspoétautorstwie Pani mgr
Braniewskiej w powstatych w wyniku realizacji badan do pracy publikacjach, plakatach i

prezentacjach na konferencjach naukowych, manuskryptach czy tez zgloszeniach patentowych.

1. Warto$¢ naukowa rozprawy

Rozprawa doktorska rhgr Braniewskiej dotyczy analizy nowego, zaobserwowanego przez zespot dr.
Tomasza Rygla, procesu polegajacego na transferze hemoglobiny z makrofagéw do innych
komorek. Mechanizm ten by¢ moze zostanie wykorzystany w przysztosci do zastosowania w

komorkowej terapii przeciwnowotworowej. Taka terapia moglaby opiera¢ si¢ o dostarczanie lekow
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przeciwnowotworowych i przekazywanie ich przez makrofagi, ktére wychwycily wezesniej
skoniugowane z hemoglobing terapéutyki. Moze to mie¢ duze znaczenie w ograniczaniu efektow
ubocznych lekéw przeciwnowotworowych dziatajacych ogdlnoustrojowo a takze mozliwosé
dostarczenia ich do mniej ukrwionych tkanek. W §wietle liczby corocznie wykrywanych
przypadkéw nowotwordw podjecie takiego tematu uwazam za bardzo wazne z medycznego 1
spotecznego punktu widzenia. Chciatabym tez podkreslié, iz kluczowe dla wynalezienia
skutecznych terapii przeciwnowotworowych jest innowacyjne podejécie do badan nawet tych

przedklinicznych, a za takie uwazam podjete przez Panig mgr Braniewska analizy.

2. 'Warto$¢ merytoryczna rozprawy

Doktorantka we Wistepie podejmuje wszystkie konieczne dla zrozumienia pracy tematy.
Rozpoczyna od zwigztego opracowania stanu wiedzy na temat makrofagéw — populacji,
charakterystyki i funkcji. Nastepnie omawia budowe, funkcje i wlasciwosci hemoglobiny i
przechodzi do opisu roli makrofagéw w metabolizmie hemoglobiny. Makrofagi pelnig rol¢ zar6wno
w syntezie jak i degradacji hemoglobiny. Kluczowe mechanizmy metabolizmu hemoglobiny to
erytrofagocytoza i degradacja z udziatem receptora CD163. Ekspresja CD163 w makrofagach
ro$nie po stymulacji czynnikami prozapalnymi. W kolejnych podrozdziatach Wstepu do pracy
przybliza tematy zwigzane z mechanizmami transportu migdzykomdrkowego takimi jak: potaczenia
szczelinowe — dynamiczne struktury zbudowane z koneksyn; tunelujace nanorurki —
wypustki/kanaty miedzykomorkowe zawierajace aktyng; i pecherzyki zewnatrzkomorkowe, ktdre
opisuje najobszerniej, jako markery roznych schorzen, potencjalny cel terapeutyczny lub nosnik
stuzacy do dostarczania lekow do uszkodzonych tkanek. W mojej opinii Wstep do pracy
wyczerpujgco przedstawia kontekst badan prowadzonych przez Doktorantke, a jednoczesnie nie jest
przesadnie szczegdtowy. Cheiatabym pozna¢ opini¢ Doktorantki na temat realnego potencjatu

terapeutycznego pecherzykow zewnatrzkomorkowych.

W kolejnej czgsci rozprawy Zalozenia i cele pracy Doktorantka bardzo zwiezle opisuje jakie byty
podstawy naukowe podjecia takiego tematu badan. Hemoglobina wystepuje w krwinkach
czerwonych i bierze udziat w transporcie gazéw oddechowych. Dotychczas uwazano, ze makrofagi
pelnia istotng rol¢ w metabolizmie hemoglobiny poprzez erytrofagocytoze lub usuwanie wolnej
hemoglobiny poprzez wigzanie z haptoglobing a p6zniej receptorem CD163. Zaobserwowany in
vitro przez badaczy z zespotu dr. hab. Tomasza Rygla proces przekazywania hemoglobiny z
makrofagoéw do komorek nowotworowych stanowit podstawe do przeprowadzenia szeregu analiz,

ktorych podjeta si¢ Pani mgr Braniewska. Doktorantka postawita sobie za cel: 1) zbadanie
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pobierania hemoglobiny przez makrofagi; 2) weryfikacje¢ procesu przekazywania hemoglobiny z
makrofagéw do komérek nowotworowych 3) sprawdzenie przekazywania hemoglobiny migdzy
makrofagami; 4) scharakteryzowania procesu przekazywania hemoglobiny i 5) zbadanie
mechanizmu przekazywania hemoglobiny z makrofagéw do komoérek nowotworowych.
Niestety Doktorantka nie sformutowata hipotezy badawczej, cho¢ mozna si¢ jej domysle¢ ze
wstepu do rozdziatu Zatozenia i cele pracy. Brakuje tez danych z obserwacji, ktore staly sie

podstawa do podjecia omawianych badan.

Materialy i metody stasowane w pracy zostaty opisane szczegbtowo, co jest niezaprzeczalna
warto$cig rozprawy. Doktorantka omawia drobiazgowo wszystkie metody i wprowadza szczegdty
techniczne, ktére umozliwiajg odtworzenie przeprowadzonych badan. Do realizacji zalozonych
celéw zastosowata szeroki wachlarz dobrze dobranych analiz cytochemicznych i molekularnych.
Wiele materiatéw lub warunkow prowadzenia do§wiadczenia, takich jak np. zwigzki
wykorzystywane do prowadzenia hodowli mieszanych, koniugacja biatek z barwnikami
fluorescencyjnymi, warunki przeprowadzenia qPCR, zostata przedstawiona w postaci czytelnych
tabel ulatwiajacych odnalezienie potrzebnych informacji. Chciatabym sie dowiedzie¢ dlaczego
Doktorantka podczas cytochemicznego barwienia komoérek do obrazowania w mikroskopie
konfokalnym stosowata do permeabilizacji komorek saponing i zelatyne a nie standardowo
uzywany w tak prostej procedurze Triton X100? W tej czesci rozprawy powinien réwniez znalez¢é
si¢ wyrazny opis uktadéw do$wiadczalnych, ktore zostaty wykorzystane, czyli komé6rek mysich i
ludzkich. Mam zastrzezenia do podrozdziatu Analiza statystyczna oraz opracowanie graficzne, W
ktorym Doktorantka stwierdza, Ze brak istotnodci statystycznej oznaczano ,,ns” w czym nie ma
konsekwencji w pézniejszym przedstawianiu uzyskanych wynikéw. Nie okreslono rowniez w jaki
sposéb dobierano liczebnos¢ badanych grup. Wydaje mi sie, ze juz w tej czesci pracy powinna

znalez¢ sie informacja, ze w wielu przypadkach analizowano tylko dwa powtdrzenia.

Wyniki zostaty przedstawione w logicznym ciagu i w zrozumiaty sposéb. Punktem wyjscia bylo
potwierdzenie zdolnosci do pobierania hemoglobiny przez jednojadrzaste komérki krwi obwodowej
i makrofagi ludzkie i mysie. Przeprowadzone analizy z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej,
mikroskopii konfokalnej i techniki Western blot wykazatly, ze makrofagi pobierajg hemoglobing z
pozywki. Ponadto Doktorantka wykazata, ze pobieranie hemoglobiny przez makrofagi moze by¢
niezalezne od haptoglobiny i receptora CD163, a takze ze ilos¢ pobranej hemoglobiny jest
skorelowana z wydtuzaniem czasu inkubacji ze znakowana hemoglobina. W kolejnym etapie badan

analizowano przekazywanie hemoglobiny z makrofagéw do komérek nowotworowych w
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hodowlach mieszanych, w ktérych komorki miaty ze soba bezposredni kontakt. Do
przeprowadzenia tych doswiadczen Doktorantka wykorzystata wiele linii komérek nowotworowych
ludzkich i mysich. Wykazata, ze transfer hemoglobiny zachodzi we wszystkich uktadach
badawczych i jest to proces skorelowany z czasem i ilo$cig hemoglobiny podanej wczesniej
makrofagom. Wydaje mi sie, ze cickawe byloby skomentowanie wyraznie nizszej wydajnosci
przekazywania hemoglobiny z mysich makrofagéw pochodzenia szpikowego (BMDM) do komoérek
nowotworowych (Ryc. 20C). Doktorantka wykorzystata rowniez spektroskopie¢ korelacji
fluorescencji aby lepiej scharakteryzowac proces przekazywania hemoglobiny. Wykazata roéwniez,
ze dochodzi do transferu hemoglobiny pomiedzy makrofagami. W czesci wynikéw dotyczacej
przekazywania hemoglobiny przez makrofagi do komoérek nowotworowych rzuca si¢ w oczy brak
w uktadach dos§wiadczalnych komérek kontrolnych/nienowotworowych (np. ludzkie/mysie
fibroblasty lub HUVEC). Czy brak takiej kontroli jest w jaki$ sposéb uzasadniony?

Mam tez pytanie dlaczego Doktorantka nie wykorzystywata catego spektrum dostepnych linii i w
roznych doswiadczeniach stosowano rézne linie komoérkowe? Istotne jest tez dlaczego w wielu
przypadkach (np. Ryc. 16, 18, 20) do§wiadczenia prowadzono w malej liczbie powtorzen, gdzie
=2

Kolejna czes¢ Wynikéw dotyczy okreslenia mechanizmu przekazywania hemoglobiny do komérek
nowotworowych. W pierwszym etapie tej czgsci badan Doktorantka wykazala, ze przekazywanie
hemoglobiny do komérek nowotworowych jest wydajne wtedy, kiedy komoérki majg ze soba
bezposredni kontakt a zahamowanie wewnatrzkomdérkowego transportu biatek i blokowanie
polimeryzacji aktyny i tubuliny ma istotny negatywny wptyw na przekazywanie hemoglobiny.
Nastepnie po wykonaniu serii do§wiadczen Doktorantka wykluczyta rolg tunelujacych nanorurek w
przekazywaniu hemoglobiny z makrofagéw do komérek nowotworowych i przeszla do badan nad
rolg pecherzykow w transferze hemoglobiny. Uzyskata dane potwierdzajace, ze komorki
nowotworowe pobierajg hemoglobine z kondycjonowanej przez makrofagi pozywki. Tu znow
nasuwa si¢ pytanie dlaczego to kluczowe dla wnioskéw doswiadczenie (Ryc. 43) zostalo wykonane
tylko na dwoch liniach nowotworowych. Wydaje sie, ze wiecej miejsca powinno by¢ poswigcone
na badania w uktadzie z zastosowaniem szalek z membranami o r6znej $rednicy poréw, tak by
potwierdzi¢ zdolno$¢ komoérek nowotworowych do pobierania hemoglobiny wydzielanej przez
makrofagi w pecherzykach do srodowiska zewngtrznego.

Za bardzo warto$ciowy element rozprawy Pani Braniewskiej uwazam sposob przedstawienia

wynikow, klarowne wykresy i swietne ryciny dokumentujgce analizy w mikroskopie konfokalnym.
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Dyskusja stanowi bardzo dobrg krytyczng analize uzyskanych wynikéw. Doktorantka podejmuje
wszystkie wazne watki i pytania, ktore nasuwajg si¢ podczas analizy rozdziatu Wyniki. Interpretuje
uzyskane dane na tle literatury przedmiotu i nie boi si¢ zmierzy¢ z trudnymi w ocenie wynikami jak
np. okreslenie roli cytoszkieletu w procesie przekazywania hemoglobiny. Sposéb prowadzenia tej
czesci rozprawy $wiadezy o dojrzatosci naukowej Doktorantki i chyba jedyne czego zabrakto, to
bardziej krytycznego podejscia do zastosowanych metod. Cheiatabym, aby Doktorantka wyrazita
SWojg opini¢ o potencjalnych zagrozeniach zastosowania terapii z wykorzystaniem makrofagdéw
przekazujacych hemoglobing polaczong z lekiem przeciwnowotworowym.

W kolejnej czesci pracy Doktorantka sformulowala 5 niebudzgcych zastrzezen Wnioskow.

3. Poprawnos$¢ redakcyjna rozprawy

Uktad pracy jest prawidlowy i typowy dla rozprawy doktorskiej. Recenzowana rozprawa liczy 104
strony 1 jest starannie zredagowana i napisana poprawnie. W tekscie zdarzajg si¢ niezr¢cznosci
jezykowe jak np. ,,makrofagi réznicowane z...” str. 12, ,,zatadowany do makrofagdw” str. 82, czy
»podano komdrkom nowotworowym” str. 78.. Nie moge sie rowniez zgodzi¢ na ,,tkanke mézgowa”
str. 92, ktdra nie jest znana histologom. Bardzo rzadko zdarzajg sie¢ anglicyzmy takie jak np.

27

»~medium” zamiast ,,pozywka”, czy ,,przeciwciala anty-...” zamiast ,,przeciwciata skierowane

przeciwko...”. Autorka nie ustrzegla sie tez wielu literéwek

4. Ocena koncowa

Podsumowujac, cheiatabym podkresli¢, ze moje krytyczne uwagi nie wptywajg na wysokg ocene
merytorycznej strony pracy. Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U.
2018 poz. 1668) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu

Medycznego o dopuszczenie mgr Agaty Braniewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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data sporzadzenia recenzji podpis recenzenta
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