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Ocena rozprawy dokterskiej mgr Agaty Braniewskiej zatytulowanej
" Lbadanie pobierania hemoglobiny przez makrofagii jej przekazywania komérkom
nowotworowym™

Rozprawa doktorska pani mgr Agaty Braniewskicj przedstawia wyniki badad przeprowadzonych przez
doktorantkg w Zakladzie Immunologii Warszawskiego Uniwersytetn Medvernego, pod kierunkizm dr
hab. . med. Tomasza Rygla.

Badania podj¢te przez doktorantke wpisujg sig w zakres prac prowadzonych w zespole dr Rydla, a
Zalodenia i Cele pracy przedstawione zostaly jasno i klarownie, Doktorantka postawila sobie za cel
zbadenie pobierania hemoglobiny (Hb) preez makrofagi, weryfikacjs mechanizmu jej transfery do
innych komdrek, w tym komdrek nowotworowych oraz dokladniejsze zrozumicnie i charakterystyke
mechanizmu preekazywania Hb.

Hemaoglobina (Hb) - gtéwne bialko erytrocytow zawierajace 2elazo, ze wzgledu na udzial w transporcie
tlenu, jest jednym z kluczowych bialek niczbednych do prawidlowego funkcjonowania naszego
organizmu. Jednoczednie, wolna hemoglobina wykazuje wladciwosci prozapalne | procksydacyjne, Sigd
obieg i metabolizm Hg, jej wychwyt w celu neutralizagji wolne] Hb, preekazywanie do komérek zernych
oraz degradacja, jak 1e mechanizmy zapobiegajgee nadmiermej autooksydacji Hb s krytyczne dla
zachowania prawidlowej homeostazy organizmu, a mokrofagi, jake komérki zaanpazowans w
degradacj¢ wolnej Hb stanowia istotny element tego systemu. Jednoczednie, zaburzenia prawidlowego
obiegu Hb zwigzane & z grofnymi stanami paiologicznymi, takimi jak hemoliza. Najnowsze prace
wskazujy takic na modliwesé wykorzystania namralnego systemu ransportu Hb jako nowoczesnego
sposobu dostarczania lekdw, podnoszae mmaczenie badan dotyczacych tych zjawisk. Temartvka badan
podigtych przez dokiomntke jest wige aktualna i bardro waina z punkiu widzenia zarowmo nauk
podstawowych, jak | badan o charakterze translacyjmym, mogaeym przvezymic sic do rozwoju
nowocresnych metod terapeutycznych bazujgeyeh na nowatorskich systemach dostarczania lekdw,

Doktorantka wykorzystata liczne metody in witro, orz prawidlowo dobrane modele komorkowe (linie
komdrkowe oraz komérki pierwotne), porwalajgce na realizacjg postawionych celéw, Prowndzone
badania doprowadzily do odkryeia nowege zjawiska pobicrunia Hb przez mokrofagi omz
przekazywania jej w formie zewngirzkomérkowych pecherzykiw do komérek nowotworowych. To
bardzo ciekawe | wartociowe obserwacje, kidre mogg stanowié zoczgiek dalszych badan.

Szczepilowe uwagi i komentarze

Praca ma ukiad typowy dla rozpraw doktorskich. Wsiep napisany jest bardzo dobrze i zowiera
informacje wystarczajgee do wprowadrzenia czylelnika w tematyke realizowanych badaf. Na
podkreilenie zastuguje starinna szata graficzma oraz klarowne i dobrze zrobione ryciny.

1'1ak, najpierw przedstawiono powstawanie i funkcje Hb oraz jej obieg | metabolizm, zwracajgc uwagg
na cytoloksyczne wilabciwolei wolngj Hb i mechanizmy zaberpieczajace przed nadmierns
autooksydacjy. Doktorantka opisuje tez dokladnie rolg makrofagdw w metsbolizmic hemoglobiny.

Kolejne podrozdziaty peswigcone sg rodmym rodzajom transporiu migdzykomdrkowege, w tym
wykorzysinjgeym poljczenia szozelinowe (gap junctions), tunelujgee pancrurki/nanotunele TNTs
(tunneling nanotubes) oraz pecherzyki zewngirzkomdckowe EVs (extracellular vesicles), kidrym
pofwigca wigce] wwagi. Dokiorantka opisuje mechanizmy powstawania, dziplanie oraz rodzaje
transportowanych cargo, Cheialabym podkreslic, ze bardzo istotne jest zaznaczenie w iej czedci
akmalnego podejdcia, w ktorym odchodzi sig od icislego rozdeialu pecherzykdw no egzosomy,
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mikropecherzyki i clalka apoptotyczne ze wzgledu tylko na ich wielkosé, Aby okreslié typ
pecherzykow, potrzebne sg takie dane dotyczace przynajmniej ich pochodzenia oraz obecnosci
specyficznych markerdw (aktualng charakierystyke podtypow pecherzykiw preedstawiono w Tabeli 1).
To waine dla zachowania aktualnyeh rekomendacyi, porzadku nomenklaturowego oraz uniknigeia
niewlaiciwego nizewniciwa | podzinhu pecherzykdw,

Metodyka przedstawiona jest w pracy dosé dokladnie i zawiera w duze] wickszosci niezbedne dane.
Mie znalazlam jednak informacji, czy i jok oceniano rédnicowanie rédmych typéw komdrek do
makrofagéw (Rozdzial 3.5), ktdre stanowily jeden z podstawowych modeli badawczych.

Nie jest dla mnie takze josne, dlaczego w eksperymentach, w kidrych wyciszano ckspresje M-Sec
stosujpe specyficzne siRNA zastosowano rddne kodcowe stgienia specyficznego i negatywnego siRNA
(odpowiednio 20 aM dla mSec siRNA i 50 nM dla ncg siRNA). Prositabym o wyjasnienie tef kwestii.

W cagici dotyczgeej badafi cytometrycanych nie zamieszezono informacji dotyezgeych kompensocii
flworochromow, zastosowanych kontroli FMO dla ustawienia parametrdw | preykladowego schematu
barwienia i stralegii bramkowania dia PBMC znakowanych markerami CD3, CD14, CDS6, CDI9, w
celu rozrddnienia subpopulacji monocyiéw, limfocyidw B, komarek NK i limfocytéw T, dodatkowo
inkubowanych z fluorescencyjng hemoglobing w cele analizy jej pobierania (strona 47).

Pewne wiytpliwodci budzi te? brak oceny czystofel (kontaminacji inoymi kompartmentami
komérkewymitonowymi) frakeji pecherzykdw zewngirekomorkowych, Siandardowo w takich
przypadkach ocenia si¢ markery specyficane dla EVs, mitochondridw i blon mitochondrialnych oraz
sisteczki  drddplazmatyeznej. Jest o rchomendowane podejicie  zgodme = wytyeznymi
migdzynarodowego towarzystwa 1SEV,

Uzyskane Wynikl przedstawiono w sposob jasny i klarowny, 2 dbaloscia o cdpowiednie presdsiawienie
graficzne.

Pierwsza czgsc wynikow dotyczy analizy pobierania Hb preez jednojgdrzaste komérki krwi obwodowe)
(PBMC) oruz makrofagi. Réine subpopulacje komérek krwi rozdzielano cytometrycznie na podstawie
markerow powicrzchniowych i oceniano pobieranie przez nie fluorescencyjnej Hb, jednok jak jui
wspomnialam, nie pokazano tzw. strategii bramkowania aby ocenié rozdzial populacji, w tym komdrki,
ktbre pobraly fuorescencyjng Hb. Kolejny model stanowily makrofagi, linie komérkowe jak i
makrofigi roinicowane z ludzkiej linii monocytarnej THP-1, 2 pobieranie Hb oceniono cytometrycznie,
jak i za pomocg oznaczenia poziomu biatka w lizatach komérkowych metods wester blat.

Wyniki pokazujace poziom mRNA dla receptora CD163 w makrofagach ridnych typdw doktorantka
podsumowata stwierdzeniem, 2e pobieranie Hb przez makrofagi moze byé niezaleine od kanoniczngj
ciezki zaleznej od CD163. W mojej opinii, niski poziom ckspresii CD163 jest tylko przestanks, ale jest
niewystarczajacy do wysnucia lakiego wniosku. Niezbgdne w tym celu byloby wyciszenic ckspresji
CDI163 i zbadanie pobierania Hb w takich warunkach.

W kolejnej cz¢dci zbadano przckazywanie Hb z makrofagdw do komérck nowomworowych, stosujac
réene modele cksperymentalne, w tym kohodowle. Doktorantka wykazala efektywny wansfer z
makrofagéw do ridnych typdw kemdrek nowotworowych, zardwno w uktadach mysich jak i ludzkich.
Cheialabym zapyiad, czy taki a nie inny dobér komérek nowotworowych byt czyms spowodowany, czy
chodzilo o przetestowanic nowotwordw rddnego pochodzenio. Zaobserwowane preekazywanie Hb
zostabo potwierdzone i dokiadniej zbadane w serii dobrze zaplanowanych eksperymentdw z
wykorzystaniem spektroskopii korelacii fluorescencii.

Doklorantka wykazala, o komdrkami . biorcami” mogg byé zardwno makrofagi, jak | komdrki
nowotworowe. Na Rycinach 26 B.D (wyniki cytometryczne przedstawiajgee transfer Hb) brakuje
populacji negatywnej, na podstawie kiorej wyznaczono granice pomigdsy populacja negatywng (bez
fluorescencyjnej Hb) a pozytywna (ktora pobrata flucrescencyjog Hb). Jest to o tyle istotne, de ma tej
podstawie wyliczono odsetki komérek, kidre pobieraty Hb (Rycina 26 A,C).
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Masigpnie zbadane mozliwy mechanizm transfery Hb z makrofagéw do komérek nowotworowych,
wykorzystujge kohodowle, system Trans-well, medum kondycjonowane znad makrofagéw omz
metody analizy zawartosci i wielkodci pgeherzykdw. Interpretacja tych wynikdw, w polgezeniu z
wynikami uzyskanymi w dalszej czgici pracy dotyczgeej udziabu pecherzykow zewngtrzkomarkowych,
wydaje mi sig nieco niespdjna, zresziy doktorantka odnosi sie phiniej whadeiwie do ich rozbieimodei w
Dyskusji. Zahamowanie transferu Hb widoczne w systemie Trans-well z membrang o wielkodei pordw
| pm (Rycina 28) sugeruje, b do przekazywania niezbedny jest bezposredni kontakt dawca-biorea, a
nie czynniki znajdujjce si¢ medium kondycjonowanym, gdyz taka érednica pordw nie powinna
przeszkadrad transferowi peinege medium kondycjonownnego, w tym pecherzykéw o wielkedci 130
om zawierajacych Hb (wielkoéé oznaczona eksperymemtalnie z wykorzystaniem techniki NTA w
dalszej czgdei pracy). Z kolei eksperymenty przeprowadzone w dalszej czefci wekaruja, #e dodanie
medium kondycjonowanego zardwno znad makrofagéw jak i kohodowli jest wystarczajace, aby zaszed]
transfer Hb (Rycina 39). Co wigeej, dalsze badania potwlerdzity, #e dodanie wyizolowanych
pgcherzykéw zawierajacych Hb do komdrek nowotworowych jest wystarczajgee, aby zaszlo pobieranie
Hb (Rycina 43), co wskazuje jednak na pecherzyki jako sposob transfens.

Jak doktorantka zauwada w Dyskusji, uzyskane wyniki nie s w pelni jednoznaczne. Sugeruje, e

transferowi mogg ulegad czgsio cale grupy pecherzykdw, co mogloby mieé miejsce takze w badanym
ukfadzie, | w tym kontekscie membrana o srednicy poréw | pm moglaby przeszkadzaé ich transferowi.
Watpliwodei 12 rozwialuby analiza medium z dolnej czefei ponite] membrany z wykorzystaniem
techniki NTA, do kibrej doktorantka miala dostep, w celu sprawdzenia czy pecherzyki zawierajgce Hb
przedostaly si¢/ lub nie przez membrang z porami o srednicy | pm. Czy wykonano takie eksperymenty?
Pozwolilyby one no mnacznie klarownicjsze wyniki | bardzicj jednoznaczne wnioski.
Kolejnym etapem pracy byla priba wyjainienia roli cytoszldcletu aktynowego oraz mikrotubul w
procesie przekazywania Hb. Doklomntkn wykazala, ze zablokowanie polimeryzacji aktyny niemal
catkowicic zahamowalo preekazywanie Hb, | podobme obserwacje dotyczyly zahamowania
polimeryzac]i mikrotubul. Interesujgce wyniki uzyskano z wykorzystaniem specyficznych inhibitordw
mediataréw polimeryzacii aktyny, wskxrujgee na mozliwe mnaczenie kinazy ROCK.

Doktorantka zbadah take potencjalny udzial struktur typu TNTs w migdzykomérkowym transferze
Hb. Wsigpne obserwacje mikroskopowe wekazywaly na obecnodé strukiur preypominajacych TNTs,
oraz obecng w nich Hb, Zastosowanie mechanicznege wyirzgsanin nie spowodowalo obniZenia
transferu {Rycina 35), jednak w mojej opinii bez potwierdzenia (poprzez liczenie ilosci powstalyeh
struktur), Ze rzeczywiicie wytrzgsunic zahamowalo tworzenie TNTS, uzyskane wyniki nie pozwalajg na
Jjednoznacznyg konkluzie preedstawiong w pracy, 2e mechaniczne wytrzasanie powodujgce uszkodzenie
TNTs nie wplywa na efekiywnodé preckazywania Hb. Ten wniosek nic jest poparty adpowicdnimi
eksperymentami, Aby dedatkowo potwierdzic znaczenic TNTs wyciszono ekspresje M-Sec — bialka
opisancgo jeko regulator powstawania TNTs w makrofagach. Wyciszenie ekspresji bialka M-Sec
zarowno w makrofagach jak i w komdrkach nowotworowych nic zmnicjszylo preekazywania Hb,
jednak aktualne badania wskazujg, 22 nie zawsze jest ono niezbedne do tworzenia | aktywnosci TNTs.

O najwakniejszych obserwacjach i kluczowych wynikach pisalam juz w pierwszej czeéci Recenzii, do
czgici z nich odniose sig jeszeze w zagadnieniach do dyskusji.
Dyskusja jest spdjna, rzetelna i odnosi sic w wywadony sposib i z wymagang ostroimoicis do
uzyskanych wynikiw, Bardzo ciekawa jest czgé¢ Dyskusji poiwigcoma wykorzystaniu procesu
przekazywania Hb przez makrofagi w nowych systemach dostarczania lekdw. Wydaje sie to szezegdlnie
interesujace w przypadiou hipoksyjnyeh guzow litych. Interesuje mnie jednak specyficenodd takicgo
systemu oriz jego ukierunkowanie do kemdrek nowotworowych — zagadnienie, kidre cheiatabym
bardziej szczegdlowo przedyskutowad wskazuje ponidej.
Jak jud wspominatam, nie do kofca preekonuje mnie interpretacja wynikiéw dotyczacych mechanizmu
przekazywania Hb z makrofagéw do komdeek noworworowych. Zgadram sic z doktorantks, ze
uzyskane wyniki nie pozwalajg na jednoznaczne wnioski. Swoje komentarze zawarlam jul wezedniej.
Byé moze w przekazywaniu Hb migdzy komdrkami uczesiniczg roine mechanizmy jednoczetnie/lub
wymiennie i niezbedne 53 doglebniejsze badania aby to wyjasnié,
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Za waroiciows uwazam czedé Dyskusji, w kiore] doktorantks odnosi prowadzone badania do
zagadnienia ogélnoustrojows] gospodarki Zelazem 1 standw patologicznych wynikajycych z jej
zaburzenia. Porwala to ocenic uzyskane wyniki w szerszym kontekdcie.

Cheialabym ted podkredlic, o czym jui wspominalam, istotny | zgodny 2 najnowszvmi zaleceniami
towarzystwa [SEV (Intermational Society of Extracellular Vesicles) komentarz dotyczacy zniesienia
ostrych podzialow na egzosomy, mikropgcherzyki oraz clalka apoplotyczne, bazujac tylko na wielkosci
pecherzykow, na rzecz ogdlnego okreflenia pecherzyki zewngtrzkomérkowe (extracellular vesicles -
EVs). Jest to zwigzane z najnowszy wiedzy dotyczgcg mechanizméw powstawania, specyficenych
markerdw i innych parameirow niezbednych do okreslemia podgrup pecherzykiéw. Pracg kodezy
Podsumowanie wynikdw oraz prawidlowo sformulowane Wnioski.
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|. Doktorantka proponuje, #e zachserwowane rjawisko pobierania Hb przez makrofagi 1 potem
transportu Hb przez pecherzyki zewngirzkomarkowe mogloby 2ostaé wykorzystane w nowym sysiemie
destarczania lekdw do komorck noworworowych. Jest 1o szezegdlnie interesujgee w kontekicie guzdw
litych, kidre sq infilrowane przez makrofagi. W zwizzku z tym, Zze¢ makrofagi towarzyszgce
nowolworowi 53 populacjy zmieniajgcy dynamicznie swaj stan (polaryzacja w kierunku M1 lub M2), a
€0 za rym idzie dynamikg cytoszkieletu i blon komarkowych, cheialabym zapviad, czy wiadomo z badan
zespotu lub literatury, czy i jak zmienia sig dynamika pobierania Hb lub innych bialek oraz potem
wydziclania pecherzykow zewnatrzkomérkowych w zaleznofei od stanu makrofagéw MI/M2, i jak
mogloby to wplywac na poiencjalny system ransportu leku zaproponowany przez doktorantke,

2. Bardzo ciekawy wydal mi si¢ wytek poruszony w Dyskusji dotyczacy wykorzystania réinej
lokalizacji Hb na nodniku (na powicrzchni | wewngtrz) do obnizenia warunkow hipoksyjnych w obrebie
guza. Czy moglabym prosié o rozwinigcie tego watku i podanic informacji na temat prowadzonych
aktualnie badah w tym zakresie.

x 3 Uzyskane wyniki oraz dodatkowe dane nicpublikowane opisane w rozprawic wskarujg, #e
transfer Hb z makrofagdw do komdrek sysindujgcych mie jest specyficzny w kierunku rodzaju/typu
komdrek akceplordw” | oprocz komdrek nowotworowych Hb przckazywana jest takie do innych
makrofagdw, fibroblastow i prawdopodobnic takze innych typéw komdrek. Czy w zwiazku z tym, nie
jest to przeszkody w zaproponowanym wykorzystaniu lego zjawiska do stworzenia systemu podawania
lekiw skoniugowanych z Hb i transferu z makrofagow do komdrek nowotworowych? Czy sy proby
stworzenia systemu umozliwiajgcego transfer makrofegéw ukierunkowany specyficmie do
konkretnego typu komdrek-biorciw.

Wiesek koicowy

Przedstawione powyde] uwagi i komentarze nie wplywaja na koficowg wysoky i pozytywng oceng
ninigjszej rozprawy. Rozprawa pani mgr Agaty Braniewskiej jest pracy bardzo wartosciows i
dostarczajgcg nowej wiedzy. W pracy postawiono istotny cel, kiéry udalo si doktorantce zrealizowadé,
a uzyskane wyniki z pewnoicig stang sig podstawy dalszych prac ze wzglgdu na ich warioéé naukows i
potencialne wykorzystanie praktycane.

W zwigzku 2z powyiszym stwierdzam, Z¢ przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spelnia
warunki okreslone w ant. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwic wy#szym i mauce
{Dz. U. 2018 poz. 1668)" | wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych WUM o dopuszcrenie
mgr Agaty Braniewskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskicgo.

Dr hab. Katarzyna Piwocka
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