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Przediozona mi do recenzji praca doktorska ma charakter monotematyczny
i dotyezy szeroko pojete] tematyki choréb nowotworowych, ktére bez watpienia
sq istotnym problemem spolecznym oraz wyzwaniem dla medycyny. Doktorant
w swej pracy podijat si¢ badania mechanizmu transportu ferrytyny z makrofagow
do komoérck mowotworowych, kttry moglhy shuizyé jako skuteczny sposob
dostarczania lekéw w proponowane;j terapii przeciwnowotworowej. Podjecie tego
tematu przez Doktoranta wynika z fakiu, iz makrofagi odgrywajg coraz wicksza
rolg jako potencjalne narzedzie do wykorzystania w komérkowych terapiach
przeciwnowotworowych. Z kolei ferrytyna, wykazuje wysoks biokompatybilnosé
izdelnos¢ do pobierania przez makrofagi, co czyni ja atrakeyjnym nosnikiem dla
lekow.

Doktorant jake cel pracy postawit sobie potwierdzenie i scharakteryzowanie
pobierania ferrytyny przez makrofagi, zbadanie transferu fercytyny do réznych
typébw nowotworowych linii komorkowych oraz wyjasnienie mechanizmuy
molekularnego lezacego u podstaw procesu transferu.
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Przedstawiona do recenzji praca doktorska ma ukfad klasyczny. W jej sklad wchodzg
1) przeglad literatury, 2) cel pracy zdefiniowany na podstawie przeprowadzonej analizy
literatury, 3) czg$¢ doswiadczalna, na ktérg sktadajg sig materiaty i metody oraz wyniki badan,
4) dyskusja i wnioski oraz 5) spis literatury (ponad 240 pozycji). Dodatkowo, praca zawiera
spis tredci 1 streszczenie. Calos¢ pracy liczy 136 stron. Praca zostata napisana w jezyku
angielskim i ubogacona wykresami, licznymi zdjeciami i rysunkami, a takze tabelami,
Od strony edytorskiej oceniam pracg bardzo dobrze.,

Pierwszg czgéé pracy stanowi czg4é literaturowa bedgca wprowadzeniem do tematyki badan
podjetych przez Doktoranta i obejmuje ona 20 stron. Doktorant opisuje problem jaki stanowig
nowotwory, ztozonos¢ mikrodrodowiska nowotworowego, w szezegélnosci podkreslajac role
makrofagébw. W czedci literaturowej pracy Autor podkredla role komérek ukladu
odpormoéciowego w terapii przeciwnowotworowej poprzez zastosowanie komérek CAR T,
CAR NK, makrofagéw oraz makrofagéw indukowanych z komérek macierzystych. Waime
podkreslenia jest to, ze Autor w przegladzie literatury przedstawia nie tylko najnowsze badania
prowadzone w zakresie immunoterapii komérkowej, ale réwniez przedstawia przykiady
prowadzonych préb klinicznych. Podkresla to bez watpienia istote badari podjetych w ramach
niniejszego doktoratu w aspekeic aplikacyjnym.

W dalszej czesei pracy Doktorant podkresla role ferrytyny jako potencjalnego nognika lekéw
przeciwnowotworowych.

celu postawienia takiej tezy, nalezaloby przedyskutowaé
1 porownac (a 1ego brakuje w tej czgdci pracy) inne nosniki stosowane do celowanego
wprowadzania zwiqzké_ do komérek nowotworowych.

Na stronie 27 Doktorant opisuje transter, w ktérym makrofagi internalizuja i przechowujg HFt
i mogg przenosi¢ te czgsteczki do komérek nowotworowych w warunkach wspoihodowli.
Doktorant wskazuje, Ze transfer ten (nazwany jako TRAIN) zostat opracowany przez zespol,
w kiérym realizowal pracg doktorskg. Nasuwa sie pytanie, czy bylo to elementem prac
realizowanych w ramach pracy doktorskiej czy badan wstepnych, wezedniejszych zespohu,
Pro$ba wiec o wyjasnienie tej kwestii.

Ostatni rozdzial czgsci literaturowej dotyczy opisu typéw komunikacji miedzykomérkowe,
ktoéry odpowiedzialny moze byé za iransfer biatek pomiedzy makrofagami a komdrkami
nowotworowymi. Rozdzial ten jest bardzo istotny, znajduje one swoje odzwierciedlenie
w czegscei eksperymentalnej pracy, zwigzanej z poszukiwaniem mechanizmu transferu molekut
pomigdzy makrofagami a komérkami nowotworowymi. W mojej ocenic brakuje krétkiego
rozdzialu podsumowania czgdci literaturowej pracy. Niemniej jednak Doktorant ,rehabilituje
sig” w kolejnym podrozdziale zatytwtowanym ,,Scientific rationale and aims of the thesis”,
w ktdrym uzasadnia racjonalnosé prowadzonych badan przedstawiajgc cele szezegélowe pracy.
W tym miejscu zabraklo mi jasno postawionej hipotezy badawczej, mimo e zostala ona
zdefiniowana w toku catej pracy.

W czedci eksperymentalnej, stanowigcej giowng czeéé pracy (64 strony), opisano wszystkie
materiaty i metody badawcze, ktére Doktorant wykorzystal w swoich badaniach, wyniki badas
wraz z dyskusjag i wnioskami. Doktorant szczegblowo i klarownie opisal metodyke
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prowadzenia hodowli komérek stosowanych w badaniach (linie komérkowych makrofagéw

mysich (D i vdzkic
jak rowniez makvofagdéw pochodzacych
z ), tr:nsfekcji komdrek oraz

przygotowania probek ferrytyny. W badaniach zastosowat m.in. takie techniki jak cytometria
przeptywowa (do zbadania wychwytu i transfery ferrytyny) i mikroskopia konfokalna
(do wizualizacji dystrybucji ferrytyny w makrofagach i komérkach nowotworowych),
mikroskopia holotomagraficzna i cytometria przeplywowa polaczona z obrazowaniem
mikroskopowym (do zwiznalizowania interakcji komérka-komérka podczas transferu
ferrytyny pomigedzy makrofagami i komdrkami nowotworowymi), spektroskopia korelacji
fluorescencii, Western Blot oraz testy MTT. Doktorant wykorzystywal réwniez inhibitory oraz
metode wyciszenia gen(')w— do identyfikacji szlakéw i genow
zaangazowanych w transfer ferrytyny.
Doktorant nie uchronit si¢ w tej czgsci od pewnych, drobaych uchybiefi (niektére z nich
wymienione na koficu recenzji). Dodatkowo, prosze usci§lié w jaki sposéb ustalono gestosé
komérel.le 0% komérek/ml) stosowang do réznicowania komérek (str. 43). Czy bylo to
elementem optymalizacji prowadzonej przez Doktoranta, czy gestosé zostala ustalona na
podstawie innych prac. Czy w toku prowadzonych badan, Doktorant potwierdzal uzyskanie
makrofagé. Prosze réwniez o wyjasnienie jakie stezenie robocze roztworu stosowano
w testach toksycznodei MTT (str. 54).
W ramach przeprowadzonych badan Doktorant wykazal, Ze pobieranie ferrytyny bylo
najbardziej wydajne przez makrofagi. Potwierdza to ich potencjat jako noénika koniugatu
ferrytyna-lek, Dodatkowo, scharakteryzowat zaleznoéé pobierania ferrytyny od stezenia i czasu
przy uzyciu , Jak
rdwniez makrofagéw pochodzgcych =z I
Bardzo prosze o udciSlenie, dlaczego zastosowano 4°C oraz
37°C w badanin ferrytyny. Pominieto réwniez informacje jakie stczenia ferrytyny stosowano
w badaniach,
Warta podkreslenia jest mnogosé badaf wykonanych przez Doktoranta, z zastosowaniem wielu
typow komérek. Doktorant w toku badah dowiddf, Ze ferryityna byla przekazywana
z makrofagéw do komérek nowotworowych we wspéthodowli in vitra, Wydajnosé tego
procesu roznila si¢ w zalezno$ci od badanego modelu makrofagéw i typn komérek
nowotworowych, Doktorant wykazat réwniez potencjat terapeutyczny koniugatu
w stosunku do komorek nowotworowych wspéthodowanych z makrofagami.
W dalszej ezgdei badan Dokiorant prowadzi szereg badan majgcych na celu potwierdzenie
hipotezy (ktéra dopiero w tekscie pracy zdefiniowana jest na stronie 92), Ze preferowany sposdb
transfery ferrytyny to bezposredni kontakt makrofagéw z komérkami nowotworowymi,

- Badania bgdgce przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej bez watpienia
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wnosza istotng wiedze, ktéra wykorzystywana moze by¢ w pracach zwigzanych
z opracowywaniem terapii przeciwnowoiworowych.

Na podkreslenie zashiguje mnogo$é testéw jakie Doktorant wykonal z wykorzystaniem
réznych typéw komérek.

. Stusznie wysunigto wniosek, ze
wydajno$¢ transferu ferrytyny byla obserwowana we wszystkich badanych modelach
makrofagéw 1 wszystkich badanych typach nowotwordw. Taka réimorodno$é badanego
materiatu nie uchronila jednak od pewnego rodzaju zamieszania w opisie przeprowadzonych
badaf. W mojej ocenie brakuje uporzadkowania wynikéw jakie Doktorant uzyskat dla
poszczegdlnych linii komdrkowych, a co za tym idzie szczatkowych wnioskéw. W kolejnych
rozdziatach pracy Doktorant opisuje badania z wykorzystaniem makrofagéw mysich lub
Iudzkich, nie uzasadniajac, dlaczego w danym typie badan zastosowano takie a nie inne linie
komérkowe. Dodanie krétkich komentarzy, wnioskéw ¢zy podsumowania w podrozdziatach
zawierajgcych opisywane wyniki (przyktadowo: 4.2.1 (podwoéjnie tak samo nazwany), 4.3.2,
4.3.3., 4.34.) z pewnoseig by w tym pomogly. Bardzo prosze o (1) uscilenie uzasadnienia
doboru okreslonych linii komérkowych w poszezegdlnym typie badan i (2) uporzadkowanie
wnioskéw, jakie si¢ nasuwajg dla bada wykonanych dla poszezegélnych linii komérek
makrofagéw i nowotworowych oraz sktadajg si¢ na wniosek koficowy pracy.
rosze 0 komentarz, czy
stosowany zwigzek mial wplyw na uzyskiwane wyniki w pomiarze cytometrii preeplywowej.
Na str. 106, doktorant lakonicznie pisze, ze ,,mogg byé stosowane inne leki”. Prosze wyjasnic
jakie leki miat na myéli Doktorant i czy sg juz prowadzone w tym kierunku badania.

Przykladowe, inne drobne uwagi:
* ¢f al —piszemy kursywy
s invifro piszemy kursywsg
 Fig. 5 str. 26 — Brakuje opisu poszczeg6lnych elementdw schematu. Wyjasnicnie co
oznacza dany element z pewnogceig uczyniloby Rysunek bardziej czytelny.
¢ Dokiorant bardzo czesto stosuje akapity zbudowane wylgcznie z jednego lub dwdch zdat.
¢ Literdwka ,,uman” zariast ,,human”
¢ Sir. 24 — w opisie literatury (L. Zhang ef al. 2020} nie powinno by¢ inicjatu imienia.
e sir. 45 jednostka ,M -1 em -1”
» stir. 57 —Fig. 17 co oznaczajg poszezeg6lne kolory na wykresie?
¢ Fig. 22 — Czy robiona byla analiza statystyczna dla przeprowadzonych badan?
» Str 85 — powinno by¢ ,calcein-AM” zamiast ,,calcein™
e Str. 86 — Fig. 45 Brakuje zdjeé dla kontroli.
o Blad w spisie tabel i zdjec
» Fig, 29 oraz Fig. 31 — dlaczego wyniki przedstawiono tylko dla dwéch eksperymentéw?
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Whiosek koicowy

Biorac pod uwage warto$é merytoryczna rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Macieja Biataska
stwierdzam, Ze oceniana praca doktorska spelmia Kryteria stawiane kandydatom
uhiegajgcym sig o stopien naukowy doktora okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku
Prawo o szkelnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 roku poz. 742). Zgodnie z zapisem
Ustawy Art. 187. Pkt 1. “Rozprawa doktorska prezentuje ogolng wiedze teoretyczng kandydata
w dyscyplinie oraz umiejgtnosé samodzielnego prowadzenia pracy naukowej" oraz pkt. 2.
"Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwiagzanie problemu naukowego,
oryginalne rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikéw wiasnych badaf nankowych w
sferze gospodarczej lub spolecznej albo oryginalne dokonanic artystyczne,” Na podkreslenie
zastuguje bardzo dobre opanowanie 1 wykorzystanie przez Doktoranta szerokiego zakresu
nowoczesnych metod badawezych, a take opanowanie umiejetnosci opracowania i prezentacji
wynikéw oraz znajomost najnowszych prac i danych literatury $wiatowej dotyczacych
problematyki podjetej w pracy doktorskiej. Dokforant nie umiescit swoich danych
bibliograficznych w rozprawie doktorskiej. Niemniej jednak wg Bazy Scopus Autor jest
wspilautorem 9 prac, ze wspdlczynnikiem oddziatywania wynoszgeym h=7, W zwiazkn
z przedstawiong wyzgj bardzo pozytywna oceng cafej pracy doktorskiej wmioskujg do
Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Szkoly Gléwnej Gospodarsiwa Wiejskiege w
Warszawie o dopuszezenie mgr iniz. Macicja Bialaska do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie ze wzgledu na wysoki poziom merytoryczny badan, a takie
dorobek naukowy Doktoranta pragne rekomendowaé niniejszg rozprawe do wyréznienia.
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