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

Rozprawa doklorska pani mgr Braniewskiej jest wartosciowym zbiorem informacii | wynikow
badawczych na temat transferu bialka hemoglobiny z ludzkich makrofagdw do innych komdrek, w
tym komdrek nowotworowych, Badanie tego procesu moze pozwolic na wykorzyslanie go jako
sposobu prrenoszenia substanc)i (w tym lekow) do komdrak docelowych.

Rozprawg rozpoczyna klarowny, bogaly ilusiracie wstep teoretyczrny, pozwalajacy
zrozumied podstawy | dolychczasowe dane opublikowans na temat roli makrofagow, struktury |
funkcji hemoglobiny craz ich powiazania — wydajnej internalizacji hemoglobiny przez makrofagi, a
nastapnie przekazywania jej do komarek, z ktorymi makrofagl wchodza w interakcje. Z tym wigze
sie jedno z wazniejszych pylari pracy dokiorskiej — jaki jest mechanizm przekazywania
hemoglobiny z makrofagow do  innych komdrek? Dobre wprowadzenie do  wynikow
przedstawicnych dalej w tym zagadnieniu stanowi podsumowanie we wstepie rozprawy rodzajow
polgczen miedzykomorkowych, kidre moge odgrywad role w przekazywaniu hemoglobiny.

Wyniki dodwiadczalne przedstawione s3 w jasnych | latwych do przesledzenia rozdzialach,
Potwierdzone sg podstawy — wydajne pobieranie hemoglobiny przez monocyty, a nie inne komaorki
jednojadrzaste krwi, oraz ustawione zostaja parametry skutecznego monitorowania pobierania
hemoglobiny przez makrofagl. Mastepnle, ustawionymi metodami, opisanymi dokiadnie w
oddzielnym rozdziale rozprawy, sprawdzone jest przekazywanie hemoglobiny z makrofagbw do
innych makrofagéw oraz do komdérek nowobworowych linii raka piersi i jajnika. Po potwierdzeniu
tychze nastepuje najbardziej bogata w szczegdlowe doiwiadczenia czesé pracy — badanie
mechanizmu przekazywania hemoglobiny z makrofagdw do komérek docelowych, Zbadany tu
zostal szereg potencjalnych mechanizmow miedzykomorkowego transferu hemoglobiny — co



zakonczyto sig stwierdzenlem, iz transport hemoglobiny odbywa sig przede wszystkim przez
pecherzyki zewnglrzkomorkows.

Catosé zamknieta jest dyskusja. pozwalajaca umigjscowic przedstawione wyniki jako
Znacznie poszerzajgoe wiedze w transferze hemoglobiny z makrofagow do innych komorek = w
tym przypadku nowotworowych. Wspomniane sg ted wstepne wyniki wiasne potwierdzajgce
mozliwost wykorzystania hamoglobiny jako nosnika lekéw antynowotworowych.

Rozprawa stanowi bogaty, logiczny zbidr dodwiadczen, prowadzacy do spéjnych konkluzjt,
co potwierdza bardzo dobry poziom naukowy doktorantki. Dia mnie wyjgtkowo cenna byla
zwiezlodt | klarowno&é przedstawionych wynikéw - praca nie jest przegadana, brak jest
niepotrzebnych dygresji | szczegiidw — co pozwala skupié sig na meritum. To bardzo waina cecha
opisywania naweat najbardziej skomplikowanych tematdw i badan we wspoélczesnej nauce — aby
mogh sie nimi zainleresowad ludzie spoza Scislego grona specjalistow w omawianym obszarze
wiedzy. Udalc sig to osiagnac ze znakomitym efekiem.

Poza kilkoma dodatkowymi pytaniami merytorycznymi (na koncu) mam jeden drobny
komentarz krytyezny. Dotyczy on niekonsekweancil w przadstawianiu wynikdw przede wszystkim na
wykresach slupkowych i stosowaniu konftroli w doSwiadczeniach. Na niektorych wykresach, np.
Ryec. 12, 18, 22 czy nawet 43, nie jest przedstawiona znamiennosé statystyczna, a w opisie ryciny
brakuje przeprowadzonego testu statystycznego. W czesci przypadkdw (np. ryc. 43) rdZnice sg
bardzo duze, niemal jakosciowe, co moze uzasadniaé brak testu, ale w innych = np. ryc. 22, juz
nie. W kolejnych rycinach, zawierajgcych analogiczne - bardzo duze lub mniejsze rdEnice
pomiedzy &rednimi = np. Ryc. 27, 28 czy 32 - =3 podane przedziaty znamiennosci statystycznej i
opisany jest zastosowany test statystyczny. Chodzi zalem o niekonsekwencje — gdy wprowadzony
jest standard testowania, warto go utrzymac przez caly przebieg pracy. Takie sg tez wymagania
dobrych czasopism naukowych., Czasem test moze wydawal sie@ niepotrzebny, poniewa: w
przedstawionym doSwiadczeniu nie ma kontroli negatywne) — np. w rycinie 18 czy 20. Ale taka
kontrola, praktycznie na poziomie ta odczytu, pojawia sie jednak np. na rycinie 24. Zatem
ponownie — jest niekonsekwancja w stosowaniu lub/i przedstawianiu dodwiadczen kontrolnych.

MNie s3 fto jednak problemy, kidre znaczaco wplywaja na ogolny poziom wynikéw
{najwaZniejsze s3 opatrzone testami statystycznymi i odpowiednimi kontrclami), naukewych
wnioskow rozprawy, anl na mdj ogolnie bardzo dobry jej odbidr. Praca jako calosé zasluguje na
wysokg oceng i speinia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym | nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Wnosze do Rady Dyscypling Nauk
Medycznych o dopuszczenie mgr Agaty Braniewskie] do dalszych etapdw przewoedu doktorskiego.



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

1. W wielu doSwiadczeniach w pracy wykorzystano hemoglobing koniugowang z
barwnikami fluorescencyjnymi z grupy Alexa Fluor. Czy zostalo, jako kontrola,
sprawdzone jak same 2 barwniki mogg byé pobierane przez makrofagi | przekazywane
do komdrek nowotworowych? Czy obecnosté oddzielonego od hemoglobiny barwnika
fluorescencyjnego mogla miec wptyw na wyniki przeprowadzonych dodwiadczen?

2. Czy w przeprowadzonej w pracy analizie hemoglobiny w cytoplazmie komonek
nowotworowych przy uiyciu spekiroskopii korelagji fluorescencji moéna obliczyé lub
sprawdzi¢ doswiadczalnie wspdiczynnik dyfuzji dla samego barwnika AFS68 w
badanych komorkach? Czy to pozwcliloby na odréznienie hemoglobiny zwigzanej z
AF58B od samego barwnika, ktory tez potencialnie moze znale2é sie w komdrkach, np.
po ewentualnym odigczeniu od hemoglobiny?

3. Na ile specyficany jest badany transport hemoglobiny z makrofagdw do komdrek
nowotworowych? Czy badane byty jako biorcy komdrki nistransformowane - np. ludzkie
fibroblasty — | poréwnane z komdrkami nowotworowymi? Jeéli do komdrek normalnych
moze byl takie wydajnie przekazywana hemoglobina — jak zapewnié specyficzny dia
nowobtwordw transier lekow ew. przylaczonych do hemoglobiny?

4 Czy istnlejg mechanizmy rozpoznawania przez makrofagi specyficznie komdrek
nowotworowych czy mikroérodowiska guza nowolworowego? Czy moina je
wykorzystad (takie przez manipulacje nimi) w dodwiadcreniach in vivo w nakisrowaniu
tych komorek specyficznie na nowolwdr | ew. uzycia mechanizmu transferu
hemoglobiny do walki 2 nowotworem?
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