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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Matgorzaty Gorczak
,Przedkliniczne zastosowanie makrofagoéw jako nos$niki lekow do guzéw litych”

pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Magdaleny Krél

Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Matgorzaty Gérczak byta walidacja,
czy komorkowy system dostarczania substancji czynnej zwigzanej z biatkiem moze
stanowi¢ skuteczny nosnik tego biatka i prowadzi do eliminacji komorek nowotworowych w
uktadzie in vitro oraz in vivo.

Choroby nowotworowe stanowig wyzwanie dla wspétczesnej medycyny. Pomimo
intensywnie prowadzonych badan oraz pozyskanej wiedzy na temat nowotworow,
zachorowalnos¢ oraz umieralno$¢ z roku na rok niestety wzrasta. W przypadku wielu
nowotworéw (szczegolnie litych) podstawowg metodg leczenia jest podawanie lekow
cytostatycznych, jednak ich skuteczno$¢ w niszczeniu komorek nowotworowych jest
niesatysfakcjonujgca miedzy innymi ze wzgledu na ogdlnoustrojowg toksycznos¢ tych
lekéw. Niestety ich dziatania niepozgdane czesto przewazajg nad korzys$ciami tego
sposobu leczenia, a skutecznos¢ leczenia jest ograniczona przez charakter zmian
nowotworowych zwigzany z mikrosrodowiskiem guza (litego).

Dlatego istotng sprawg w przygotowaniu terapii onkologicznej jest uwzglednienie jej
skutecznosci przez indywidualne dostosowanie z uwzglednieniem zakresu dziatania leku,
ale réwniez opracowanie metody jego podania przez wyeliminowanie jego niekorzystnego
dziatania ogdlnosystemowego na organizm ciezko chorych pacjentow.

W leczeniu nowotworow hematologicznych dobre efekty osiggnieto stosujgc
immunoterapie CAR-T, jednak w przypadku guzdéw litych ta terapia nie wykazuje istotnej
skutecznosci, dlatego wazne jest dalsze poszukiwanie nowych i skutecznych sposobow
leczenia pacjenta onkologicznego z uwzglednieniem jego indywidualnych potrzeb
zdeterminowanych przez rodzaj choroby nowotworowe;j.

Okazuje sie, ze obiecujgce jest zamykanie lekdéw cytostatycznych wewnatrz réznych
transporterow (np. biatek), a nastepnie selektywne dostarczanie za pomocg komorek
uktadu immunologicznego do okreslonych tkanek i komoérek w celu zwiekszenia ich efektu
leczniczego. Doktorantka, uzyta w swoich badaniach makrofagi, bo ze wzgledu na swoje

wiasciwosci fizjologiczne sg w stanie dotrze¢ wszedzie tam gdzie nie dociera wiekszosc



substancji i komorek. Jako transporter lekow zastosowata ferrytyne ze wzgledu na funkcje i
budowe tego biatka. Jego 4-rzedowa struktura przypomina budowg sferyczng klatke,
wewnatrz ktérej mozna byto zamkng¢ leki cytostatyczne.

Praca doktorska przedstawiona mi do oceny powstata w ramach realizacji projektu
badawczego finansowanego przez ERC Starting Grant pt. "Zaktadanie putapki na
niedotlenione guzy przez makrofagi zatadowane HAP” oraz wspotpracy z firmg
biotechnologiczng Cells Sp.z.0.0. W zwigzku ze wspoipracg z tg firmg uzywano w
badaniach opracowane w firmie Cells dwa koniugaty ferrytyny z lekami cytostatycznymi
HFt-735 | HFt-250. Po inkubacji wymienionych koniugatow z makrofagami otrzymano
odpowiednio MDC-735 oraz MDC-250, czyli makrofagi niosgce wewnatrz komorki
kompleksy ferrytyny z lekiem 735 lub lekiem 250.

Praca Pani mgr inz. Matgorzaty Goérczak ma konstrukcje typowg dla rozpraw
doktorskich i obejmuje streszczenie w jezyku angielskim i polskim, liste zastosowanych
skrétow, wstep, zatozenie i cele pracy, materiaty, metody doswiadczalne, wyniki, dyskusje,
whnioski oraz literature (liczgcg 153 pozycji literaturowych anglojezycznych, opublikowanych
gtébwnie w ostatnich 10 latach). Streszczenie zamieszczone w jezyku polskim i angielskim
umozliwia szybkie zapoznanie sie z problematyka i wynikami pracy.

Praca liczy 128 stron, obejmuje 49 rycin i 8 tabel. Rozprawa jest napisana poprawng
polszczyzng, jednak w pracy pojawiajg sie nieliczne btedy interpunkcyjne i edytorskie. Te
problemy edytorskie nie majg wptywu na zrozumienie i przejrzysto$¢ formy pracy.

Wstep” zawiera wprowadzenie do wszystkich waznych watkdbw merytorycznych
wystepujgcych w pracy. We ,Wstepie” Doktorantka w bardzo ciekawy sposob wprowadza
czytelnika w problem badawczy, ktorym zajeta sie w dalszej czesci przygotowanej rozprawy
doktorskiej.

Doktorantka posiada wszechstronny warsztat eksperymentatora. Zaréwno tradycyjne
jak i nowoczesne metody hodowli, przechowywania i analizy komorkowej, biologii
molekularnej oraz badania na modelu zwierzecym stosowane w tej pracy, sg szczegotowo
opisane w rozdziale ,Metodyka”. W prowadzonych badaniach Doktorantka postugiwata sie
nowatorskimi narzedziami oraz umiejetnie zaprojektowata sposob ich uzycia do osiggniecia

zamierzonego celu badawczego.

Doktorantka prowadzita badania in vitro na modelach pierwotnych ludzkich
makrofagéw, uzyskanych z monocytdéw wyizolowanych z kozuszkéw leukocytarno-

ptytkowych pochodzgcych z krwi obwodowej zdrowych pacjentow oraz komorkach



nowotworowych z linii komérkowych nowotworow ludzkich: potrojnie negatywnego raka
piersi (MDA-MB-231), niedrobnokomorkowego raka ptuc (A549) oraz raka jajnika (SKOV-
3). Prowadzita rowniez badania in vivo na myszach transgenicznych z niedoborem
odpornosci. W badaniach uzywata zmodyfikowang ludzkg ferrytyne potgczong z
odpowiednim znacznikiem fluorescencyjnym jak rowniez z lekiem cytostatycznym, ktérg
inkubowata z makrofagami lub monocytami, dzieki czemu uzyskano komorki MDC
(Macrophage Drug Conjugate), wykorzystywane w eksperymentach z modelami
zwierzecymi.

~Wyniki” przedstawiono na 52 stronach w 6 podrozdziatach w formie opisowej w 1
obszernej tabeli i na 26 rycinach.
Wyniki przeprowadzonych doswiadczen wykazaty, ze:

1) makrofagi zachowujg swoje wtasciwosci podczas procesu kriokonserwaciji, co w
przysztosci moze by¢ istotne przy opracowywaniu zastosowania klinicznego,

2) makrofagi efektywniej od monocytow pobierajg i przenoszg pobrang ferrytyne do
komérek nowotworowych,

3) w eksperymentach in vivo potwierdzono, ze makrofagi migrujg do obszaréw
niedotlenionych wychodzgc poza naczynia krwionosne,

4) kompleks ferrytyna-lek zamkniety wewngtrz makrofagow dziata cytotoksycznie
wobec komorek nowotworowych, ale nie powoduje przedwczesnego uszkodzenia
makrofagéw in vitro,

5) badane kompleksy HFt-735 i HFt-250 zamkniete wewngtrz makrofagow wykazujg
skutecznos¢ wobec ludzkich modeli raka jajnika i raka trzustki w warunkach in vivo.
MDC-735 wykazato korzystny wplyw na zahamowanie guza u myszy z
wszczepionym rakiem jajnika (SK-OV-3), analogicznie MDC-250 w raku trzustki
(BXPC3).

Uzyskane wyniki w ramach przedstawionej pracy stanowig znaczgcy wktad w
badania nad poszukiwaniem skutecznej i bezpiecznej terapii z zastosowaniem lekow
cytostatycznych, uwzgledniajgc specyfike nowotworéw oraz potrzeby pacjenta przez
celowane podanie leku w bliskie sgsiedztwo guza.

W rozdziale ,Dyskusja” zostaty omdwione i uzasadnione otrzymane wyniki badan.
Autorka wykazata sie duzg znajomoscig literatury w omawianej dziedzinie przy interpretacji
wynikow, o czym $wiadczy duza liczba odniesien naukowych (156 pozyciji literaturowych).

Cytowane pismiennictwo zawiera aktualne dane dotyczace przedmiotu badan.



W recenzowanej pracy w rozdziale ,Wnioski® Doktorantka w sposob zwiezty w
punktach podsumowata uzyskane wyniki. W mojej opinii taki sposdb prezentacji utatwiat
catosciowy odbiér pracy, ze wzgledu na ogromng ilos¢ bardzo cennych wynikow.
Doktorantka podkresla w tym rozdziale, Zze leki cytostatyczne potgczone z biatkiem i
umieszczone w komodrce immunologicznej, majg bezposredni wptyw na bezpieczenstwo
terapii. Takie dziatanie zwieksza efektywnos¢ podawania cytostatykow bezposrednio do
zmienionej nowotworowo tkanki przez migrujgce do niej makrofagi. To pozwala zmniejszy¢
dawke substancji aktywnej cytostatyku, co bedzie miato przetozenie na minimalizowanie
wystgpienia dziatan niepozgdanych terapii.

Moje krytyczne uwagi dotyczg pojedynczych bteddw edytorskich (np. strona 22 end,
a powinno by¢ eng. itp.) oraz opisu niektérych rycin (np. ryciny 15, 16, gdzie zbyt mate
napisy opisujgce zdjecia oraz mate zdjecia sprawiajg, ze trudno na wydruku zaobserwowac
opisywane zmiany, a przez to sg mato czytelne, jednak w wersji PDF jako$¢ zdjeC jest
znaczgco lepsza). Moje krytyczne uwagi sg znikome w poréwnaniu z wartoscig
merytoryczng tej pracy i bogactwem metod zaprezentowanych przez Doktorantke, dlatego
nie zmieniajg ogolnej bardzo dobrej oceny recenzowanej dysertacji.

Poddana recenzji praca doktorska ma duze znaczenie poznawcze oraz aplikacyjne,
a jej wyniki sg punktem wyjscia do dalszych badanh nad zrozumieniem mechanizméw, ktore
pozwolg w sposob efektywny i bezpieczny optymalizowaé metode dostarczenia kompleksu
ferrytyna-lek do miejsca docelowego, w celu wywotania pozgdanego efektu
terapeutycznego przy zminimalizowaniu niekorzystnych ogodlnoustrojowych skutkow
zwigzanych ze stosowaniem cytostatykéw.

Stwierdzam, ze przediozona rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
stosownej ustawie (ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce) i
wnosze o dopuszczenie Pani mgr Matgorzaty Gorczak do dalszych etapoéw przewodu
doktorskiego przed Wysokg Radg Naukowg Dyscypliny Nauk Biologicznych Szkoty Gtéwnej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Instytut Biologii. Z uwagi na wysokg wartosc
poznawczg otrzymanych wynikdbw oraz wyjgtkowg starannos¢ w opracowaniu i
przedstawieniu tak duzego materiatu badawczego wnosze o wyrdznienie przedstawionej
pracy doktorskiej.

prof. dr. hab. n. med. Joanna Woijtkiewicz
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Uzasadnienie wyréznienia pracy doktorskiej Pani mgr inz. Matgorzaty Gérczak

pt. ,Przedkliniczne zastosowanie makrofagow jako nosnika lekow do guzow litych”

Whnioskuje o wyrdznienie pracy doktorskiej Pani mgr inz. Matgorzaty Gorczak.

W pracy doktorskiej prowadzono badania nad opracowaniem nowego systemu
dostarczania leku potgczonego z ferrytyng, ktory moze by¢ transportowany przez makrofagi
przy leczeniu guzéw litych. Przedstawione wyniki badan sg obiecujgce i majg znaczenie
poznawcze oraz aplikacyjne dla rozwoju terapii onkologicznych przez wykorzystanie
makrofagdbw do celowanego dostarczenia leku do chorobowo zmienionej tkanki przy
eliminacji ogolnoustrojowych skutkow niepozgdanych u pacjenta onkologicznego, ktére sg
zwigzane ze stosowaniem chemioterapii standardowe;j.

Ze wzgledu na uzyskane wyniki i potencjat metody proponowanej przez Doktorantke,
istotne jest dalsze kontynuowanie badan przedklinicznych na modelach zwierzecych.

Uzyskane wyniki mogg staé sie w przysztoéci punktem wyjscia do opracowania
protokotéw badawczych wykorzystywanych w dalszych etapach badan przedklinicznych,
jak réwniez mogg by¢ podstawg do aplikowania o finasowanie zewnetrzne ze wzgledu na

wysokg warto$¢ poznawczg oraz aplikacyjng.

prof. dr. hab. n. med. Joanna Wojtkiewicz
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