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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr inz. Malgorzaty Goérczak
zatytulowanej ,, Przedkliniczne zastosowanie makrofagéw jako no$nika

lekéw do guzow litych”

Informacje ogdlne

Przedmiotem recenzji jest dysertacja doktorska pani mgr inz. Malgorzaty Goérczak pt.
,, Przedkliniczne zastosowanie makrofagéw jako nosnika lekow do guzoéw litych” wykonanej
pod kierunkiem promotora pani prof. dr hab. Magdaleny Kro6l, oraz promotora
pomocniczego pana dr inz. Bartlomieja Taciaka, w Samodzielnej Pracowni Biologii
Nowotworu, Instytut Biologii, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Podstawa prawna recenzji opiera sie na okresleniu czy spelnia ona wymogi okreslone

w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r.

poz. 574, z pozn. Zm.).
Ocena merytoryczna pracy

Rozprawa doktorska pani Matgorzaty Gorczak dotyczy walidacji systemu komoérkowego
dostarczania substancji czynnej zwigzanej z biatkiem ferrytyng celem potwierdzenia czy
taki kompleks moze stanowié¢ skuteczny nosnik tego biatka w konsekwencji prowadzac do
eliminacji komoérek nowotworowych w ukladzie in-vitro oraz in-vivo. Doktorantka
zaproponowata jako nos$nik model pierwotnych ludzkich makrofagow uzyskanych z
monocytéw wyizolowanych z kozuszkéw leukocytarno- plytkowych pochodzacych z krwi
obwodowej zdrowych pacjentéow, w ktérym zamykalta kompleksy biatka ferrytyny z lekiem
cytotoksycznym.

Zatozenia oraz cel pracy, zaprezentowane ogodlnie w Streszczeniu pracy, a nastepnie
uszczegdlowione w rozdziale 2, sformutowane zostaly jednoznacznie i precyzyjnie a wyniki
badan naukowych prowadzonych w tak okreSlonym celu stanowia element nowy i
oryginalny zaréwno w zakresie wiedzy o biologii nowotworu jak i nowych podejsciach
farmakologicznych jego leczenia, celem zwiekszenia skutecznosci jak i poprawy
bezpieczenstwa terapii przeciwnowotworowej. Z przedstawionego przez Doktorantke opisu
mozna jednoznacznie wskazaé¢ teze pracy, jaka jest mozliwo$é generowania efektu
cytotoksycznego wobec komoérek nowotworowych z jednoczesnym niskim poziomem

cytotoksycznosci wzgledem samego nosnika, w zaproponowanym modelu farmakologicznym
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obejmujacym kompleks leku cytotoksycznego zamknietego w makrofagach oraz jego
zdolnosé do wnikania do guza.

Zaprezentowane w pracy wyniki badan, opisane w sposob rzetelny i szczegbtowy, wskazuja
iz cel pracy zostal osiagniety a wiedza pozyskana w trakcie jej realizacji stanowi cenny
material badawczy jako wkltad do dalszego rozwoju zaproponowanej strategii
farmakologicznej. W mojej opinii jest to praca bardzo wazna a przedstawione wyniki,
uwzgledniajace elementy oceny stabilnosci badanych nosnikéw, pokazuja iz badania maja

charakter aplikacyjny.

Znaczenie podjetych przez Doktorantke badan, zostalo przez nia wlasciwie umotywowane w
pierwszej czesci Streszczenia pracy a nastepnie w szeroko opisanym rozdziale 1 - Wstep.
Doktorantka w rozdziale 1 scharakteryzowata nowotwory, komoérki ktérych wykorzystano w
badaniach, na bazie dostepnej literatury tj. potréjnie negatywny rak piersi,
niedrobnokomoérkowy rak ptuc, rak trzustki oraz rak jajnika. W opisach przedstawiono
podstawowe informacje o nowotworach, ich diagnostyce, oraz obecne schematy leczenia. W
podrozdziale 1.2 scharakteryzowano makrofagi oraz przedstawiono stan wiedzy istotny dla
pracy w zakresie zdolnosci makrofagdw do migracji do stanéw zapalanych, silnego
roznicowania ich fenotypu w zaleznosci od zmiennych parametréow srodowiska, w tym w
obrebie guza litego. W podrozdziale 1.3 Doktorantka szczegdétowo scharakteryzowala
warunki hipoksji jakie towarzysza guzom litym, oraz zdolnosSciom adaptacyjnym komoérek
nowotworowych w takim §rodowisku. Doktorantka odniosta sie réwniez do prob
wykorzystania tych warunkéw w terapii przeciwnowotworowe;j.

Zakres tematyczny zaprezentowanych w rozdziale 1 informacji wstepnych zostal dobrany
wlasciwie, na bazie obszernego pismiennictwa w tematyce pracy. To swiadczy o opanowaniu
przez Doktorantke umiejetno$ci wyszukiwania, selekcjonowania i syntezy informacji
zawartych w zrédtach naukowych. Przedstawione opisy sa zwiezte i rzeczowe jednoczesnie
wyczerpujace kluczowe wyniki badan.

Rozdziat 2 przedstawia wspominane wczesniej zatozenia i cele pracy. Rozdzial 3 rozpoczyna
czes¢ dysertacji, w ktorej Doktorantka prezentuje metodyke i wyniki wtasnych prac
do$wiadczalnych. W rozdziele 3 przedstawiono nowotworowe linie komoérkowe wykorzystane
do badan, opisano szczegbélowo pozyskiwanie monocytow z kozuszkéw plytkowo-
leukocytarnych, réwniez w kontekScie regulacji prawnych dotyczacych materialow
pochodzacych od dawcéow krwi. Doktorantka przedstawila model zwierzecy wykorzystany
do badan, pochodzenie biatka rekombinowane ferrytyny oraz lekoéw cytotoksycznych
kompleksowanych z biatkiem. Z opiséw przedstawionych w pracy wynika, iz byly to gotowe
materiaty dostarczone do badan. Nazwy lekow kompleksowane z biatkiem nie zostaty przez
Doktorantke ujawnione argumentujac iz sg objete patentem. Jednak jesli lek jest juz objety
patentem z cala pewnodcia znajduje sie w domenie publicznej wiec fakt ten nie stanowi
podstawy do nieujawniania nazwy leku. W dalszej czesci rozdzialu przedstawiono w formie
listy wykorzystane odczynniki, roztwory, aparature oraz materialy pomocnicze.
Niewatpliwie wszystkie kluczowe informacje zawarto w opisie. W Rozdziale 4 Doktorantka
zaprezentowata metody doswiadczalne i protokoty jakie zastosowata w swoich badaniach w
zakresie hodowli komoérkowych. W tym miejscu jedynie zabrakto informacji czy opisane

metody stanowia autorskie podejscie czy tez postepowano zgodnie z procedurami np.
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producenta czy znalezionymi w literaturze. Tej informacji zabraklo rowniez w czedci
opisujacej izolacje jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej, cho¢ mozna ja znalezé we
wnioskach na koricu pracy. Dla czytajacego dodanie cytowania juz przy opisie byloby
korzystniejsze. Pojawila sie natomiast w opisie pozyskiwania monocytéw wykazujacych
ekspresje receptora CD14 w podrozdziale 4.1.5. Doktorantka opisata protokoty
roznicowania makrofagéw w kierunkach M1 oraz M2. Przedstawiono protokol znakowania
biatka za pomoca sondy fluorescencyjnej Alexa Fluor - 488, jednak tutaj roéwniez zabrakto
informacji czy sa to autorskie protokoty czy tez zgodne z opisem producenta czy danych
literaturowych. Dwa rozdzialy: 4 oraz 4.3 nazwano jako ,Metody do$wiadczalne” co nie jest
to do konca spdjnie w kontekscie calego rozdzialu. W podrozdziale 4.3 Doktorantka
przedstawita protokoly oznaczania zmiany markeréw charakterystycznych dla réznych
populacji makrofagéw korzystajac ze znakowanych fluorescencyjne przeciwcial, opisanych

uprzednio w podrozdziale 3.5. W przypadku przeciwciata CD11B w opisie podrozdziatu 3.5

pojawia sie informacja iz byto znakowane fluorochromem Alexa 488 natomiast w tabeli 4

jest informacja, ze byt to FITC, CD16 w rozdziale 3.5 podano iz byto znakowane FITC w

tabeli 4 jest znacznik APC, CD206 ma réwniez inne znaczniki.

1. Nie jest do kornica jasne z opisu czy do oznaczania zmiany markerow zostat wybrany
inny zestaw przeciwcial stqd tez pojawita sie dodatkowa lista w tabeli 4. Jesli tak to nie
ma w niej Zrodta pochodzenia przeciwcial, tak jak na liscie w rozdziale 3.5.

2. Rozdziat 4.3.10 - Dwa modele mikroskopu konfokalnego - TCS SP5 Leica i raz Leica
TCS SPII5. Na liscie sprzetu jest wymieniony jeden mikroskop; mie ma komentarza
czemu zmienono obiektyw z 60r na 63r oraz dlaczego raz zwrdcono uwage na aperture
numeryczng a raz pominieto.

W rozdziale 4.4 opisano badania na modelu in-vivo, podajac szczegdélowo informacje

dotyczace protokotu badania na myszach.

Dla oceny indywidualnych osiagnie¢ naukowych Doktorantki najwazniejszy jest rozdzial 5

rozprawy, w ktorym zostaly przedstawione wyniki wlasne. Rozdzial 5 rozpoczyna sie od

zaprezentowania efektéw uzysku monocytéow z kozuszkow plytkowo-leukocytarnych. Z

zaprezentowanych danych wynika iz na podstawie opracowanego przez Doktorantke

protokotu otrzymywane sg monocyty z 99% ekspresja antygenu CD14 oraz 98%

zywotnoscia. W kolejnym kroku Doktorantka przeprowadzita badania poréwnawcze

warunkéw hodowli makrofagéw w funkeji rodzaju surowicy uzytej do badania, okreslajac

optymalne warunki ich hodowli na poziomie 10% FBS .

3. Prosze o komentarz dlaczego ludzkie makrofagi rosng lepiej w surowicy wotowej niz
ludzkiej zwtaszcza, Ze porownano dwie zmienne na raz: typ surowicy i stezenie tj FBS
miata 10% a HS 5% .

W kolejnym etapie okreslono zmiany jakie zachodza w poziomie ekspresji wybranych

antygenow powierzchniowych w trakcie 7 dniowego roéznicowania monocytéw do

makrofagow.

4. Dlaczego liczona jest Srednia geometryczna intensywnosci fluorescencji dla danego

punktu czasowego badania ?
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Okreslono réwniez zmiany w ekspresji antygenéw powierzchniowych w trzech punktach
czasowych. Wskazano na podstawie analizy statystycznej, poziomy ktoérych antygenow
rosng a ktorych maleja.

5. Na Rys.18 Dla PD-L1 nie widaé wartosci mediany.

W mojej opinii, w kontekécie aplikacyjnego charakteru pracy i przysztych zastosowan,
bardzo waznym aspektem bylo przeprowadzenie powyzszych badan w funkcji stabilnosci
ekspresji antygenéw po zamrozeniu komorek.

6. Prosze o wskazanie czasu mrozenia. Brakuje go w opisie.

Doktorantka przedstawita wyniki eksperymentu migracji makrofagéw okreslone jako
wartoéci Srednie intensywnosci. Z racji stabej jako$ci wydruku zdje¢ z mikroskopii
fluorescencyjnej dane rzeczywiste mozna oceni¢ w ograniczonym zakresie. Projekt
doswiadczenia w oparciu o analize danych wzgledem wartosci kontrolnych pozwala jednak
stwierdzi¢ wyrazne zmiany statystyczne w obrazach przedstawione na Ryc.22.

7. Brakuje opisu metodologii obliczania warto$ct Sredniej geometrycznej z obrazu.
Doktorantka przedstawila réwniez wyniki wskazujace na wyraznie wieksza internalizacje
ferrytyny wolnej, przez makrofagi w pordéwnaniu do monocytéw. Wykazano réwniez
zdolno$é obu typéw komoérek do przekazywania internalizowanej ferrytyny do komorek
nowotworowych w oparciu o badania technika cytometrii jak rowniez technika mikroskopii
konfokalnej co stanowi bardzo dobre uzupelnienie. Z zaprezentowanych zdje¢ wynika
wyraznie, ze proces ma miejsce dla biatka przekazywanego przez makrofagi. Doktorantka
dodatkowo zbadala jak na ten proces wplywa stymulacja makrofagow trzema czynnikami:
M-CSF, II-4 i CCL2. W badaniu nie wykazano réznic w internalizacji. Z wynikow
przedstawionych przez Doktorantke mozna uznaé iz w pewnym przedziale stezen biatka dla
procesu internalizacji nie ma znaczenia proces krioprezerwacji, co jest cennym wynikiem, z
punktu widzenia rozwoju tego podejscia farmakologicznego do postaci leku. Oceniono
rowniez wplyw czasu inkubacji oraz stezenia biatka. Doktorantka w badaniach kompleksu
lek-biatko okreslita takze brak toksycznos$ci kompleksu wzgledem makrofagoéw a nastepnie
przedstawita wyniki obrazujace cytotoksycznosé kompleksu biatko-lek-makrofag na
wybrane komorki nowotworowe. W badaniach uwzgledniono réwniez makrofagi, ktore
uprzednio poddano krioprezerwacji, wykazujac przy tym utrzymanie efektu
cytotoksycznego wzgledem komoérek nowotworowych.

Wykazana efektywnosé kompleksu zaprezentowana w badaniach in-vitro ma potwierdzenie
w zaproponowanych badaniach in-vivo na myszach. Przedstawione w pracy wyniki badan
poparte kompleksowa analiza statystyczna potwierdzaja jednoznacznie tezy zaproponowane
w rozprawie doktorskiej, trafnie przedstawione we wnioskach i majace uzasadnienie w

przeprowadzonej dyskusji.
Jezyk i formalna strona rozprawy

Praca napisana jest poprawnym, zrozumialym jezykiem oraz poprawnie od strony
redakcyjnej. Przedstawione zagadnienia opisano w sposéb zrozumialy i rzeczowy
jednoczesnie wyczerpujacy. Materialy zrodlowe w sposoéb wlasciwy potwierdzaja stawiane
tezy. Wyniki w postaci wykreséw przygotowane sg staranie i zawieraja niezbedne
informacje. W wersji drukowanej zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego nie sa do kotica
czytelne. Od strony formalnej praca spelnia wszystkie wymogi stawiane obecnie rozprawom
doktorskim.
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Whnioski

Na podstawie przeprowadzonej oceny pracy, stwierdzam iz rozprawa doktorska mgr

Malgorzaty Goérczak pt. Przedkliniczne zastosowanie makrofagow jako noénika lekéw guzéw

litych stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, jakim jest wykazanie

efektywnosci dostarczania leku cytostatycznego w kompleksie z ferrytyng przez makrofagi.

Zaprezentowana praca wykazuje iz mgr Goérczak posiada szeroka wiedzg w dyscyplinie nauk

biologicznych oraz potwierdza jej umiejetnoéci do prowadzenia samodzielnej pracy

naukowej. Tym samym spelnia warunki okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo

o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r. poz. 574, z péZn. zm.).

Na szczeg6lne wyr6znienie zastuguja:

- szeroki wachlarz zastosowanych metod badawczych zaréwno od w zakresie technik
biologii komoérki, technik obrazowania w metodach in-vitro oraz in-vivo

- wazny i aktualny temat pracy badawcze]

- kompleksowe ujecie tematu z systematycznymi badaniami

- umiejetnogé samodzielnego formulowania wnioskow

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymogi zapisane
w w/w ustawie i wnioskuje o jej dopuszczenie do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

[4

dr hab. inz. Magdalena Przybyto, prof. PWr
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