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Recenzja rozprawy dokiorskiej mgr Agaty Braniewskiej
pt. wLbadanic pobicrania hemoglobiny przez makrofagi
i jej preekazywania komdrkom nowotworowym®™,

Praca doktorska Pani mgr Agaty Braniewskiej powsiala w Zakladzie Immunologii Wydziatlu
Lekarskiego Warszawskiego Uniwersytetu Medyernego. Promotorem pracy byt dr. hab. n.med.
Tomasz Rygiel. Praca ma forme klasycznej rozprawy, na kiorg skladajg si¢ glowne czgsei: 1)
Wtep, 2) Zalozenia i cele pracy, 3) Materialy i metody, 4) Wyniki, 5) Dyskusja oraz 6) Wnioski.
Rozprawa zawiera take streszezenia w jgzyku polskim i angielskim a takire wykazy sknotow, tabel.
rycin i bibliografie.

Badania realizowane preez Panig Braniewska byly finansowane 2 projektu Team-Tech Fundacji na
reece Nauki Polskiej pt. Preelomowy, kombrkowy system dostarczania lekow do guza”™
kierowanego przez Promotora pracy. W rozprawie zabraklo informacji o wspélautorstwie Pani mgr
Braniewskiej w powstatych w wyniku realizacji badan do pracy publikacjach, plakatach i
prezentacjach na konferencjach naukowych, manuskryptach czy tez zgloszeniach patentowych.

1. Wartodé naukowa rezprawy

Rozprawa doktorska mgr Braniewskiej dotyezy analizy nowego, zaobserwowanego przez zespdt dr,
Tomasza Rygla, procesu polegajgcego na transferze hemoglobiny z makrofagdw do innych
komdrek. Mechanizm ten byé moe zostanie wykorzystany w przyszlosci do zastosowania w
komérkowej terapii preeciwnowotworowej. Taka terapia moglaby opieraé sie o dostarczanie lekdw
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przeciwnowotworowych i preekazywanie ich przez makrofagi, kidre wychwycily wezesniej
skoniugowane z hemoglobing terapeutyki. Mode to mie duze znaczenie w ograniczaniu efekiow
ubocanych lekéw przeciwnowotworowych dziatajacych ogdlnoustrojowo a takde mokliwodd
dostarczenia ich do mnigj ukrwionych tkanck. W dwietle liczby corocanie wykrywanych
przypadkdw nowoiwordw podiecie takiego tematu uwazam za bardzo waine z medycanego i
spolecznego punktu widzenia. Cheialabym te podkreslic, i kluczowe dla wynalezienia
skutecznych terapii praeciwnowotworowych jest innowacyjne podejscie do badaf nawet tych
preedklinicznych, a za takie uwazam podjete przez Pania mgr Braniewska analizy.

2. WartoSé merviorycina roeprawy

Doktorantka we Wsrgpie podejmuje wazystkie konieczne dla zrozumienia pracy tematy.
Rozpoczyna od zwigzlego opracowania stanu wiedzy na temat makrofagdw — populacii,
charakterystyki i funkcji. Nastgpnie omawia budowe, funkcje | wladciwosci hemoglobiny i
przechodzi do opisu roli makrofagéw w metabolizmie hemoglobiny. Makrofagi pelnia role zaréwno
w syntezie jak i degradacji hemoglobiny. Kluczowe mechanizmy metabolizmu hemoglobiny to
ervirofagocytoza i degradacja z udziatem receptora CD163. Ekspresja CD163 w makrofagach
rosnie po stymulacji czynnikami prozapalnymi. W kolejnych podrozdziatach Wstgpu do pracy
przybliza tematy zwigzane z mechanizmami transportu migdzykomdrkowego takimi jak: polaczenia
szczelinowe — dynamiczne struktury zbudowane z koncksyn; tunelujgee nanorurki -
wypustki‘kanaly migdzykomdrkowe zawierajgce aktyne: i pecherzyki zewnatrzkomdrkowe, kidre
opisuje najobszemniej, jako markery rodmych schorzen, potencjalny cel terapeutyczny lub nodmk
shuzacy do dostarczania lekow do uszkodzonych tkanck. W moje) opmu Wsigp do pracy
wyczerpujaco preedstawia kontekst badan prowadzonych przez Doktorantke, a jednoczesnie nie jest
preesadnie szczegdlowy. Cheialabym poznac opinie Doktorantki na temat realnego potencjatu
terapeutycznego pecherzykdw zewngtrzkoméorkowych.

W kolejnej czgtci rozprawy Zalodenia | cele pracy Doklorantka bardzo zwigzle opisuje jakie byly
podstawy naukowe podjecia takiego tematu badan. Hemoglobina wystepuje w krwinkach
czerwonych i bierze udzial w transporcie gazdw oddechowych. Dotychezas uwazano, e makrofagi
pelnia istotng role w metabolizmie hemoglobiny poprzez eryirofagocyiozg lub usuwanie wolnej
hemoglobiny poprzez wiazanie z haptoglobing a pdiniej receptorem CD163. Zaobserwowany in
vitro przez badaczy z zespolu dr. hab. Tomasza Rygla proces preekazywania hemoglobiny z
makrofagéw do komdrek nowotworowych stanowil podstawe do przeprowadzenia sreregu analiz,
ktdrych podjgla si¢ Pani mgr Braniewska. Doktorantka postawila sobie za cel: 1) zbadanic
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pobierania hemoglobiny przez makrofagi; 2) weryfikacj¢ procesu przekazywania hemoglobiny z
makrofagoéw do komérek nowotworowych 3) sprawdzenie przekazywania hemoglobiny mi¢dzy
makrofagami; 4) scharakieryzowania procesu przekazywania hemoglobiny i 5) zbadanie
mechanizmu preekazywania hemoglobiny z makrofagow do komdrek nowotworowych.

Niestety Doktorantka nie sformulowala hipotezy badawezej, cho¢ moina sig jej domysle ze
wstepu do rozdziatu Zafosenia i cele pracy. Brakuje tez danych z obserwacji, ktore staly sig
podstawg do podjgcia omawianych badan,

Marerialy i metody stasowane w pracy zostaly opisane szczegidowo. co jest niczaprzeczalng
wartodcig rozprawy. Doktorantka omawia drobiazgowo wszystkie metody | wprowadza szezegdly
techniczne, ktdre umo2liwiaja odtworzenie przeprowadzonych badan. Do realizacji zalozonych
celdéw zastosowala szeroki wachlarz dobrze dobranych analiz cytochemicznych | molekularnych,
Wiele materiatow lub warunkow prowadzenia doéwiadczenia, takich jak np. zwigrki
wykorzystywane do prowadzenia hodowli mieszanych, koniugacja bialek z barwnikami
fluorescencyinymi, warunki przeprowadzenia qPCR, zostala preedstawiona w postaci czytelnych
tabel ulatwiajacych odnalezienie potrzebnych informacji. Cheialabym sie dowiedzie¢ dlaczego
Doktorantka podczas cytochemicznego barwienia komérek do obrazowania w mikroskopie
konfokalnym stosowala do permeabilizacji komorek saponing i zelatyng a nie standardowo
uzywany w tak prostej procedurze Triton X1007 W tej czedei rozprawy powinien rowniez znalet
si¢ wyrazny opis ukladéw doswiadezalnych, ktore zostaly wykorzystane, czyli komdrek mysich i
ludzkich. Mam zastrzezenia do podrozdziatu Analiza statystyczna oraz apracowanie graficzne, w
ktérym Doktorantka stwierdza, 2e brak istotnosci statystycanej oznaczano ,.ns™ W CZym ni¢ ma
konsckwencji w pléniejszym przedstawianiu uzyskanych wynikéw. Nie okreslono rownies w jaki
sposdb dobierano liczebnosé badanych grup. Wydaje mi sie. Ze juz w tej czgsci pracy powinna
male#t sic informacja, #¢ w wielu przypadkach analizowano tylko dwa powtdrzenia.

Wyniki zostaly preedstawione w logicenym ciggu i w zrozumialy sposob, Punktem wyjscia bylo
potwierdzenie zdolnodei do pobierania hemoglobiny przez jednojadrzaste komorki krwi obwodowe)
i makrofagi ludzkie i mysie, Przeprowadzone analizy z wykorzystaniem cytometrii przeplywowe],
mikroskopii konfokalnej i techniki Western blot wykazaly, 2e makrofagi pobieraja hemoglobing z
pozywki. Ponadto Doktorantka wykazata, e pobieranie hemoglobiny przez makrofagi moze by¢
niezalezne od haptoglobiny i receptora CD163, a takze #e ilosé pobranej hemoglobiny jest
skorelowana z wydluzaniem czasu inkubacji ze rnakowang hemoglobing. W kolejnym ctapie badan
analizowano przekazywanie hemoglobiny z makrofagiw do komdrek nowotworowych w
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hodowlach mieszanych, w ktérych komorki mialy ze sobg bezpodredni kontakt. Do
przeprowadzenia tych doéwiadczen Doktorantka wykorzysiata wiele linii komdrek nowotworowych
ludzkich i mysich. Wykazala, 2¢ transfer hemoglobiny zachodzi we wszystkich ukiadach
badawczych i jest to proces skorelowany z czasem i ilodcig hemoglobiny podane) wezesnie
makrofagom. Wydaje mi sig, e cickawe byloby skomentowanie wyradnie nizszej wydajnosci
przekazywania hemoglobiny z mysich makrofagéw pochodzenia szpikowego (BMDM) do komérek
nowotworowych (Rye. 20C). Doktorantka wykorzystata rownicz spektroskopi¢ korelacji
fluorescencyi aby lepie] scharaktervzowad proces przekazywania hemoglobiny. Wykazata rowniez,
#e dochodzi do transferu hemoglobiny pomiedzy makrofagami. W czedci wynikow dotyczace)
przekazywania hemoglobiny przez makrofagi do komorek nowotworowych rzuca sig w oczy brak
w uktadach dogwiadczalnych komérek kontrolnych/mienowotworowych (np. ludzkie/mysie
fibroblasty lub HUVEC). Czy brak takiej kontroli jest w jakis sposdb uzasadniony?

Mam tez pytanie dlaczego Doktorantka nie wykorzystywala calego spektrum dostgpaych linii i w
roznych doéwiadczeniach stosowano rdéne linie komdrkowe? Istotne jest tez dlaczego w wielu
przypadkach (np. Ryc. 16, 18, 20) dodwiadczenia prowadzono w malej liczbie powtdrzen, gdzie
=2,

Kolejna czeéé Wynikiw dotyczy okreslenia mechanizmu preekazywania hemoglobiny do komdrek
nowotworowych. W pierwszym etapie tej czedei badan Doktorantka wykazata, 2e przekazywanie
hemoglobiny do komdrek nowotworowych jest wydajne wiedy, kiedy komorki majg ze sobg
bezpodredni kontakt a zahamowanie wewngtrekomdrkowego transportu bialek i blokowanie
polimeryzacji aktyny i tubuliny ma istotny negatywny wplyw na przekazywanie hemoglobiny.
Nastepnie po wykonaniu serii doswiadczen Doktorantka wykloczyla role tunelujacych nanorurek w
przekazywaniu hemoglobiny z makrofagow do komorek nowotworowych 1 przeszla do badan nad
rola pecherzykow w transferze hemoglobiny. Uzyskala dane potwierdzajgce, 2¢ komdrki
nowotworowe pobierajg hemoglobing z kondycjonowanej przez makrofagi pozywki. Tu zndw
nasuwa si¢ pytanie dlaczego to kluczowe dla wnioskdw dodwindezenie (Rye. 43) zostalo wykonane
tylko na dwdch liniach nowotworowych. Wydaje sig, 2e wigee] migjsca powinno by¢ podwigcone
na badania w ukladzie z zastosowaniem szalek z membranami o réinej srednicy pordw, tak by
potwierdzi¢ zdolnosé komérek nowotworowych do pobierania hemoglobiny wydzielanej przez
makrofagi w pecherzykach do srodowiska zewnetrznego.

Za bardzo wartodciowy element rozprawy Pani Braniewskiej uwazam sposdb przedstawienia
wynikdw, klarowne wykresy i swietne ryciny dokumentujace analizy w mikroskopie konfokalnym.



Dvskusja stanowi bardzo dobrg krytyerna analize uzyskanveh wynikéw. Doktorantka podejmuje
wszystkie wazne watki | pytania, kiére nasuwaja si¢ podczas analizy rozdzialu Wyniki. Interpretuje
uzyskane dane na tle literatury preedmiotu i nie boi sig zmierzyé 2 trudnymi w ocenie wynikami jak
np, ckreslenie roli cytoszkieletu w procesie preekazywania hemoglobiny. Sposéb prowadzenia tej
czgdci rozprawy dwiadczy o dojrzalodei naukowej Doktorantki | chyba jedyne czego zabraklo, 1o
bardziej krytycznego podejécia do zastosowanych metod. Cheialabym, aby Doktorantka wyrazila
swoj3 opinie o potencjalnych zagrodeniach zastosowania terapii z wykorzystaniem makrofagow
przckazujacych hemoglobing potaczona z lekiem przeciwnowotworowym.

W kolejnej czedci pracy Dokiorantka sformutowala 5 niebudzgeveh zastrzezen Wnioskow,

3. Poprawnoéé redakeyjna rozprawy

Uklad pracy jest prawidlowy i typowy dla rozprawy doktorskicj. Recenzowana rozprawa liczy 104
strony i jest starannie zredagowana i napisana poprawnie, W tekscie zdarzajg si¢ niezrgcznosci
jezykowe jak np. ,makrofagi réznicowane z..." str. 12, _zaladowany do makrofagow™ str. 82, czy
wpodano komdrkom nowotworowym™ str. 78.. Nie moge si¢ rowniez zgodzié na tkanke mozgowg™
str. 92, ktdra nie jest znana histologom. Bardzo rzadko zdarzajg sig anglicyzmy takie jak np.
~medium” zamiast . pozywka”, czy ,przeciwciala anty-.." zamiast _przeciwciala skierowane
przeciwko...”. Autorka nie ustrzegla sig tez wielu literowek

4. Ocena kohicowa

Podsumowujge, choialabym podkreslic, ze moje krytyczne uwagi nic wplywaja na wysoks oceng
mervioryczne) strony pracy, Stwierdzam, #e recenzowana rozprawa doktorska spelnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce (Dz. U.
2018 poz. 1668) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego o dopuszczenie mgr Agaty Braniewskiej do dalszych etapdw przewodu dokiorskiego.

07.10.2021
data sporzadzenia recenzji podpis recenzenta
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