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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Malgorzaty Gorczak pt. ,,Przedkliniczne
zastosowanie makrofagow jako nosnika lekéw do guzéw litych” przedstawionej do

obrony w Szkole Glownej Gospodarstwa Wiejskiego

1. Ocena osiggniecia naukowego

Cztery najwazniejsze filary przeciwnowotworowych strategii terapeutycznych w tym:
chirurgiczne usuwanie tkanek nowotworowych, radioterapia, chemioterapia i celowana terapia
molekularna w ostatnich latach zostaly wzbogacone o dynamicznie rozwijajaca sie
immunoterapig.

Uktad odpornosciowy nie pozostaje obojetny wobec rozwijajacego si¢ nowotworu jednak wraz
z rozwojem choroby ulega manipulacji przez komoérki nowotworowe, ktore przejmuja kontrole
nad cytotoksycznymi reakcjami komorek immunologicznych, ktore sa glownym
mechanizmami obrony przed nadmiernym, niepozadanym rozrostem komorek.

Zjawisko utraty nadzoru immunologicznego i ucieczki komorek nowotworowych spod kontroli
uktadu odpornosciowego byto przez wiele lat obserwowane jednak jego mechanizmy nie byty
znane. Dopiero dynamiczny rozwdj nauk immunologicznych w ostatnich latach i przede
wszystkim  zrozumienie mechanizméw regulacyjnych odpowiedzi odpornosciowe] 1
naturalnych mechanizméw kontroli aktywacji swoistych limfocytow i komérek odpowiedzi
nieswoistej pozwolily na opracowanie nowych strategii terapeutycznych przywracajacych lub
wyzwalajacych reakcje cytotoksyczne wobec komorek nowotworowych. Szczegdlne znaczenie
w tym kontekscie jest aktualne rozumienie mikrosrodowiska guza nowotworowego i udziatu
tam obecnych komorek uktadu odpornosciowego. Jednoczesnie rozwoj biologii molekularnej i
technik inzynierii biologicznej pozwolit na produkcje biatek rekombinowanych w tym
przeciwcial monoklonalnych i modyfikacje genetyczne komdrek, czego efektem sg skuteczne
terapie niektérych nowotwordéw takich jak przewleklej biataczki szpikowej 1 czerniaka
prowadzone jako samodzielne terapie lub terapie skojarzone.

Szczegblng rolg ostatnio odgrywa adaptywny transfer zmodyfikowanych komoérek w tym

limfocytéw T zreceptorem CAR w przypadku chloniakéw i ostrej biataczki limfoblastyczne;.



Skutecznos¢ immunoterapii opiera si¢ przede wszystkim na ich ukierunkowanym dziataniu
wykorzystujagcym swoiste, modyfikowane receptory limfocytow T 1 B wobec antygenow
nowotworowych komorek docelowych.

Z kolei nieswoiste komdrki uktadu odpornosciowego a w szczegdlnosci makrofagi petnia role
komorek naprawczych, fagocytujagc martwe komodrki nowotworowe, ale rowniez majg
wlasciwosci cytotoksyczne i petnig role komorek inicjujacych lub podtrzymujacych stan
zapalny niezbedny do utrzymania nadzoru immunologicznego nad komoérkami guza .
Makrofagi sg najbardziej liczng populacja komorek odpornosciowych zasiedlajacych
mikrosrodowisko guza. Z drugiej strony, szczegdlnie w srodowisku beztlenowym tatwo ulegaja
polaryzacji w kierunku komodrek o fenotypie o wlasciwosciach przeciwzapalnych 1
promujacych rozwdj guza.

Dlatego biorac pod uwage ztozonos¢ proceséw immunologicznych towarzyszacych rozwojowi
nowotworow badania podjete w tej pracy koncentrujace si¢ na unikatowym sposobie
wzmocnienia cytotoksycznych wilasciwosei makrofagéw sa nowoczesne i wpisujg si¢ w
najnowsze trendy wspodltczesnej terapii onkologiczne;j.

Gtownym celem pracy byto okreslenie czy pozyskane ex vivo ludzkie monocyty moga by¢
skutecznymi nosnikami leku zwigzanego z ludzka ferrytyna w terapii przeciwnowotworowej
guzow litych.

Praca stanowi wynik wielu logicznie powigzanych eksperymentéw obejmujacych podstawowe
techniki hodowli i réznicowania monocytéw w kierunku makrofagdw, ich oceny fenotypowej,
zdolnosci absorbeji badanych preparatow i transferu do komorek nowotworowych a takze
zaawansowane metody badania skutecznosci terapii komorkowej w mysich modelach ludzkich
NOWOtworow.

Przedstawione badania sa nowatorskie i s3 waznym dowodem wskazujacym, ze unikalna i
niezwykle obiecujaca koncepcja terapeutyczna opracowana przez Prof. Magdaleng Krol
polegajaca na wykorzystaniu makrofagow do aktywnego i bezposredniego transportu lekow
w kompleksie z ferrytyna do komérek nowotworowych jest mozliwa i skuteczna na etapie
badan przedklinicznych z zastosowaniem materiatu pochodzacego od ludzi.

Kilka kamieni milowych niezbednych do wprowadzenia tego typu terapii komorkowej zostato
osiagnietych przez Panig mgr Matgorzate Gorczak, bowiem wykazano, ze:

- izolowane monocyty réznicowane do makrofagéw skutecznie internalizuja kompleksy
ferrytyny z fluorochromami

- kompleks ferrytyna — lek nie jest toksyczna dla samych makrofagow-



- roznicowane makrofagi zamrozone 1 rozmrozone zachowujg zdolnos$¢ internalizacji
kompleksow ferrytyna-lek
- makrofagi skutecznie transferujg kompleks ferrytyna — lek do komoérek nowotworowych
- makrofagi, zawierajace kompleks ferrytyna — lek majg zdolno$é¢ migracji do tkanki
NOWOtWOrowej
- podane in vivo myszom w modelu ludzkiego nowotworu jajnika i raka trzustki majg zdolnosé
do penetracji guza 1 ograniczenia jego wzrostu w poroéwnaniu do preparatow
chemioterapeutycznych rutynowo stosowanych w leczeniu tych nowotworow u cztowieka.
Calos¢ badan wytycza Sciezke postepowania, ktdéra moze by¢ zastosowana w przeskalowaniu
produkcji makrofagdw zawierajacych kompleks ferrytyna dla celow terapeutycznych.
Niewatpliwag zaleta tej pracy jest bogaty wachlarz metodyczny i konsekwentnie prowadzone
badania o wzrastajacym stopniu trudnosci poczawszy od izolacji komoérek a skonczywszy na
zastosowaniu modeli zwierzecych w ukladzie ksenogenicznym.
Na szczegOlng uwage zastuguja badania przeprowadzone przez Doktorantke wskazujace
zdolnos¢ ekstrawazacji makrofagdw w glab guzéw w modelach ludzkich nowotworow u myszy
i transferu znakowanej ferrytyny do ludzkich komorek linii nowotworowych. Sa to w moje;j
ocenie unikatowe osiggniecia tej pracy i implikujace do dalszych eksperymentow nad
mechanistycznym wyjasnieniem obserwowanych zjawisk.

2. Ocena ogodlna:
Praca jest przedstawiona w formie monografii, zawierajacej wszystkie rozdzialy niezbedne w
prawidtowym dowodzeniu naukowym.
Praca zostala zrealizowana w trudnych warunkach zachowania koniecznej réwnowagi
pomiedzy prawem do powszechnej informacji realizowanej poprzez otwarte zasoby naukowe
i koniecznej do komercjalizacji zachowaniem tajemnicy producenta. Dlatego, jak rozumiem
nie wszystkie informacje sa dostgpne, szczegdlnie te dotyczace sposobu uzyskania zwigzkow
terapeutycznych i ich molekularnych mechanizmoéw dziatania. Jednak wykazany postep wiedzy
dotyczacej nowoczesnych terapii komérkowych w leczeniu nowotworéw pozwala na uznanie
tego osiggniecia jako podstawy do uzyskania stopnia doktora nauk biologicznych.
Przed publikacja wynikéw rozprawy niektore kwestie wymagaja uscislenia lub wyjasnienia:
- w czesei metodycznej niezbedne jest przedstawienie sposobu bramkowania komoérek w
barwieniu wielokolorowym przy uzyciu techniki cytometrii przeptywowej. Nie jest jasne jak
byly barwione komarki, dla ktorych wartosci intensywnosci fluorescencji przedstawione sg na

Rycinie 18. Antygeny powierzchniowe komorek byly znakowane przeciwciatami



koniugowanymi z tymi samymi fluorochromami np. CD16 , HLA-DR lub CD163i PDL-1, co
wyklucza barwienie wielokolorowe
- w rozdziale zalozenia i cel pracy brakuje wskazania modelu raka trzustki w badaniach in
Vivo
- wrozdziale 5.1 nie jest jasne Zrodlo pochodzenia PBMC
- w rozdziale 5.5. brakuje kontroli internalizacji ferrytyny przez nie stymulowane makrofagi
jako kontroli bez cytokin
- wyniki badan in vivo testujace skutecznos$¢ terapii sg trudne do interpretacji, poniewaz w tym
doswiadczeniu nie zaplanowano kontroli podazy samych makrofagéw nie zawierajacych leku
zwigzanego z ferrytyng. Nie mozna wykluczy¢ cytotoksycznego oddziatywania makrofagow
podawanych dootrzewnowo niezaleznie od cytotoksycznych wiasciwosei leku. Dlatego w
mojej ocenie naukowa wartos$¢ tego eksperymentu a szczegoélnie wyjasnienie potencjalnego
mechanizmu obserwowanego zahamowania wzrostu nowotworu mogtaby by¢ wyzsza, gdyby
uwzgledniono zaproponowana powyzej kontrole.
- autorce nie udato si¢ unikngé paru bledéw stylu i powtorzen
Jednoczes$nie oceniana praca i jej rezultaty sg inspirujace do pytan, ktore pozwole sobie
przedstawic:

1. Jak dhugo makrofagi beda mogly pozostawaé w srodowisku guza i czy mogg zmieni¢/

utrwali¢ swoj fenotyp w kierunku M2

o

Jak dtugo po ostatnim podaniu beda prawdopodobnie mogty pozostawa¢ w watrobie i
innych tkankach?

3. Czy egzosomy mogg bra¢ udzial w transferze kompleksow ferrytyna-lek?

4. Czy zrédlem makrofagéw moglyby by¢ komorki macierzyste szpiku , co pozwolitoby

unikna¢ ich bankowania w formie monocytéw/makrofagow?

Wszystkie zawarte w recenzji uwagi krytyczne, pytania i watpliwosci nie umnie] szajg wartoscl
merytorycznej pracy. Mam nadzieje. ze wyjasnienie ich przez autorke bedzie dla Niej pomoca
w opracowaniu pracy do publikacji i dalszym rozwoju kariery naukowej.

3. Podsumowanie:
Przedstawiona do oceny praca Pani mgr. inz. Malgorzaty Goérczak jest oryginalnym
rozwigzaniem naukowym potwierdzajacym zalozenia koncepcji zdolnosci makrofagdw
ludzkich do absorbciji i transferu lekow cytotoksycznych w potaczeniu z ferrytyng do komorek
nowotworowych réznych typéw litych nowotworéw czlowieka. Badania te moga by¢ silnym

wsparciem ewentualnego procesu komercjalizacji tej nowatorskiej terapii.



Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Malgorzaty Goérczak pt: ..Przedkliniczne zastosowanie
makrofagdw jako nosnika lekow do guzow litych™ spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018r Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U.z 2021r poz.487 ze zm.)
1 tym samym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Biologii Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego

o dopuszczenie pani mgr inz. Maltgorzaty Gérczak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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