Wroclaw 08.04,2023

Prof. dr hab. inZ. Marek Langner

Wydzial Podstawowych Problemow Techniki
Katedra Inzynierii Biomedycznej

Politechnika Wroclawska

ul. Wybrzeze Wyspianskiego 27, 50-270 Wroclaw

Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Malgorzaty Kubiak

pt. ,Badanie mechanizmu pobierania H-ferrytyny przez ludzkie
makrofagi”

napisanej pod kierunkiem prof. Magdaleny Kroél

1. OPINIA OGOLNA

Wyniki zaprezentowane w pracy doktorskiej przygotowanej przez mgr. Malgorzate
Kubiak zaréwno pod wzgledem merytorycznym jak i zastosowanego warsztatu
badawczego pokazujg dobrg znajomo$¢ analizowanych zagadnier oraz umiejetnosé
formutowania hipotez, planowania doiwiadczedi oraz wyciggania wnioskéw z
uzyskanych wynikow badan do$wiadczalnych. Na uwage zastuguje ostroznoéé z jaka
badaczka formutuje wnioski co $wiadczy o duzej pokorze potaczonej ze swiadomoscig, ze
w ztozonych doswiadczeniach proponowane wnioski bardzo zaleza od przyjetego modelu
koncepcyjnego w fazie projektowania badan. W swojej pracy autorka podejmuje trudne
zagadnienia zwigzane z rolg makrofagéw w homeostazie zelaza a w szczegolnodci
dotyczgce eliminacji ferrytyny z ptynéw fizjologicznych. Badania te prowadzone sg w
kontek$cie mozliwosci wykorzystania ferrytyny jake nosnika dla substancji czynnych
farmakologicznie. Autorka rozprawy wskazuje, ze w celu uzyskania specyficznosci
tkankowej czy nawet komérkowej mozna wykorzysta¢ makrofagi. Szczegdtowe cele
badawcze wskazane w rozprawie dotycza poznania mechanizméw pobierania ferrytyny
przez makrofagi oraz identyfikacja odpowiedzialnych receptoréw btonowych.
Prezentowane wyniki pokazuja, ze cele te zostaty osiggnigte, a pozyskana w wyniku
prowadzonych prac wiedza jest istotnym wktadem do szerszego zagadnienia zwigzanego
Z opracowaniem strategii farmakologicznej opartej na wykorzystaniu makrofagéw jako
dystrybutora zwigzanej z ferrytyng substancji farmakologicznie czynnej. Uwazam, ze
przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest bardzo interesujaca a
przedstawione w niej wyniki, sg znacznym przyczynkiem do zrozumienia mechanizmow
zwigzanych z rolg makrofagéw w dystrybucji ferrytyny, ktéra jest istotna zaréwno z
fizjologicznego jak i farmakologicznego punktu widzenia.



2. OCENA MERYTORYCZNA
2.1. Znaczenie podjetej problematyki

Makrofagi sg nie tylko waznym skladnikiem uktadu immunologicznego, ale takze
kluczowym elementem redystrybucji masy w organizmie. Ta druga funkcja makrofagow
jest przedmiotem zainteresowania mgr Kubiak a w szczegélno$ciich rola w redystrybucji
potencjalnie groZnego dla organizmu zelaza, Makrofagi s3 miedzy innymi odpowiedzialne
za odzysk zelaza z erytrocytéw i przekierowanie go do szpiku kostnego w kompleksie z
transferryna. Makrofagi posiadajg naturalng zdelnoé¢ do oddzialywania ze wszystkimi
elementami homeostazy zelaza w tym z ferrytyng, cytoplazmatycznym biatkiem
odpowiedzialnym za magazynowanie zelaza w formie nieszkodliwej dla struktur
komérkowych. Wyniki badati zaprezentowane w rozprawie sg elementem szerszego
utylitarnego projektu jakim jest wykorzystanie makrofagéw w celu selektywnego
dostarczania substancji czynnych farmakologicznie do nowotwordw. Dodatkowo,
substancje te zwigzane s z ferrytyng i znajdujac sie we wnetrzu makrofagéw mogg
okaza¢ si¢ niegrozne dla samych makrofagéw jak tez dla komodrek postronnych.,
Wykorzystanie takiego sposobu dostarczania substancji farmakologicznie czynnych w
farmakoterapii przeciwnowotworowej wymaga poznania mechanizmdw
odpowiedzialnych za wchtanianie ferrytyny przez makrofagi. Rozprawa doktorska
dotyczy wiasnie tego zagadnienia, a w szczegdlnosci tego w jaki sposéb ferrytyna
pokonuje bariera btony plazmatycznej. Pokazanie jakie receptory wiazg ferrytyne oraz
jak po zwigzaniu wnika ona do cytoplazmy jest waznym osiggnigciem, istotnym nie tylko
z punktu widzenia potencjalnych zastosowan farmakologicznych, aie takze jako element
pozwalajacy zrozumie¢ molekularne podstawy fizjologii makrofagow. Uwazam, ze
przedstawiona mi do recenzji praca spetnia wymaogi stawiane rozprawom doktorskim.

2.2. Struktura rozprawy

Rozprawa mgr. Matgorzaty Kubiak liczy 155 stron. Rozprawa napisana jest w sposéb,
ktory pokazuje, ze autorka potrafi opisaé prezentowane zagadnienia w sposdb
precyzyjny. Praca napisana jest zgodnie z powszechnie przyjetym schematem. Sktada si¢
z abstraktu (dwie strony), spisu tresci, wstepu (21 stron), celu pracy, materiatéw i metod
(24 strony), wynikow (50 stron), dyskusjt {7 stron), jednej strony podsumowania oraz
listy 225 cytowanych publikacji. W pracy znalazly sie takze, bardzo przydatne, choé
niekompletne, zestawienie uzywanych skrotéw oraz lista tabel i wykresow.

We wstepie autorka prezentuje kontekst prowadzonych badan oraz przedstawia stan
wiedzy dotyczacej makrofagéw, $rodowiska tkanki nowolworowej oraz ferrytyny.
Nastepnie przedstawia mechanizmy transportu pecherzykowego oraz receptory
oczyszczajace (ang. scavenging receptors). Wstep napisany jest bardzo poprawnie
chociaz miejscami dosy¢ skgpo. Mysle, ze we wstepie mozna byto zawrzeé dane ilo§ciowe,
ktore moga byl istotne z punktu widzenia kierowanego dostarczania substancji
farmakologicznie czynnych. Dotyczy to w szezegélnosci rozmiaru ferrytyny czy wielkoéci
zwigzanych z poszczegdlnymi szlakami transportu pecherzykowego. Brakuje mi takze
wizualizacji ferrytyny. Uwazam, ze graficzne przedstawienie obiektu badad znacznie
utatwitoby czytanie oraz zobrazowanie opisywanych procesow.



Rozdziat Materiaty i Metody napisane sg zgodnie z obowigzujacymi zasadami i zawierajg
wszystkie niezb¢dne informacje dotyczgce stosowanych technik doswiadczalnych oraz
procedur zwigzanych z przygotowaniem materialu badawczego. Przedstawione
zestawienie narzedzi badawczych pokazuje, Ze autorka bardzo umiejetnie korzystata z
gotowych do uzycia procedur i metod preparatywnych. co pozwolito jej na zastosowanie
duzej liczby technik bez wnikania w szczegoly techniczne, co czasami moze okazaé sie
zdradliwe. Podejécie takie umozliwilo jej skupienie sie na planowaniu doéwiadczen i
analizowaniu uzyskanych wynikéw. Zastosowanie prezentacji graficznej bardziej
ztozonych procedur jest dobrym pomystem chociaz w przypadku elektroporacji czy
pomiarow kinetycznych pokazanie samych urzadzen nie jest wystarczajace.

Wyniki zaprezentowane sg w logiczny sposéb, a kolejno$¢ ich prezentacji pozwala na
fatwe $ledzenie toku rozumowania wiodgcego do osiggniecia zamierzonych celi
badawczych. Uzyskane dane do§wiadczalne prezentowane sa w taki sposob, ze mozna
sobie wyrobic opinie na temat jednoznacznoéci obserwowanych zmian. Autorka uzyskata
ten efekt poprzez pokazanie danych rzeczywistych wraz z zestawieniami wynikéw w
formie wykreséw.

Dyskusja, cho¢ niezbyt obszerna w sposéb zadowalajgcy omawia uzyskane wyniki w
kontekscie dostgpnych danych w zakresie biologii molekularnej i fizjologii komérki.
Krotkie podsumowanie zwieZle przedstawia gléwne wnioski uzyskane w wyniku
prowadzonych badan.

2.3, Metodyka badawcza

Autorka wykorzystuje bardzo bogaty zestaw technik do$wiadczalinych w zakresie
biologii molekularnej w tym hodowli komérkowych, narzedzi inzynierii genetycznej
takich jak transfekcja komérek czy hamowanie ekspresji biatek z wykorzystaniem siRNA.
Techniki te wymagajg umiejetnosci korzystania z czesto zlozonej infrastruktury
technicznej, np. mikroskopu konfokalnego czy elektroporacji. W pracy wykorzystano
takze metody biochemiczne nakierowane na okre$lenie molekularnego oddzialywania
ferrytyny z badanymi receptorami. W badaniach tych wykorzystano biointerferometrie,
termoforezg mikroskalowa oraz pomiar wigzania z wykorzystaniem analizy przesuniecia
widmowego. Zastosowanie takich metody pokazuje, ze autorka potrafi stosowaé nowe
techniki pomiarowe. Uwazam, Ze umiejetnoéé wyboru i wladciwego zastosowania
réznorodnych technik badawczych $wiadezy o duzym do$wiadczeniu mgr. Kubiak jako
eksperymentatora.

2.4. Wyniki




F= S ~j Uzyskane wyniki pozwolily na zaproponowanie
mechanizmu wnikania ferrytyny do limfocytéw co jest znaczacym osiagnieciem. Dzkoda,
ze nie podjeto préby oceny ilosciowej tego procesu.

2.5. Jezyk i formalna strona rozprawy

Praca napisana jest w bardzo poprawng angielszczyzna. Prezentowane zagadnienia
opisane sg precyzyjnie z wykorzystaniem bogatego stownictwa. Wykresy 53
przygotowane starannie a towarzyszgce im dane rzeczywiste dobrze ilustruja mierzone
zalezno$ci. Z formalnego punktu widzenia praca spetnia wszystkie Wwymogi zwyczajowo
stawiane rozprawom doktorskim. Literatura wykorzystania do zilustrowania
przedstawionych zagadnier jest dobrana w taki sposob, ze wszystkie wazne dla pracy
tezy i opisy sg wsparte stosownymi materiatami Zrédiowymi,

2.6. Dodatkowe zapytania i uwagi

1) Bede niezmiernie wdzigczny za zaprezentowanie strategii zastosowania makrofagéw
do przenoszenia substancji farmakologicznie czynnej zwiazanej z ferrytyna? Czy technika
ta dotyczy kazdej substancji farmakologicznie czynnej? Jezeli docelowy preparat bedzie
pedawany systemowo to w jaki spos6b uzyskana bedzie specyficznosé tkankowa?

2) Badania przeprowadzono z wykorzystaniem HFt. Czy mozna uzyskane w ten sposob
wyniki wykorzysta¢ do opisu wchtaniania catego agregatu ferrytyny?
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3. Wniosek

Przedstawione w recenzji uwagi i zapytania w zaden spos6b nie zmieniajg mojej
generalnie pozytywnej oceny przedtozonej do oceny rozprawy doktorskiej. W mojej
opinii rozprawa doktorska spetnia wymogi ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo 0
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 1. poz. 574, z poin. zZm.) tj.;



— stanowl oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, jakim jest okreslenie
mechanizméw wnikania ferrytyny do makrofagéw,

— wykazuje, ze mgr. Kubiak posiada szeroka wiedze w dyscyplinie nauk biologicznych,
— potwierdza umiej¢tno$¢ mgr. Kubiak do prowadzenia samodzielnej pracy
naukowe;j.

Do najwazniejszych walordw recenzowanej rozprawy zaliczam:
— waznos¢ i aktualno$é podjetego tematu,
— przejrzystosc pracy oraz spojny wywad naukowy,
— solidne ramy metodologiczne, w tym wlasciwy dobér metod badawczych,
— przeprowadzenie analiz jakosSciowych i ilo$ciowych na poziomie nie
odbiegajgcym od standardow $wiatowych,
- umiejetnosci formutowania samodzielnych wnioskdw.

Reasumujge, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr. Malgorzaty Kubiak pt.
»Badanie mechanizmu pobierania H-ferrytyny przez ludzkie makrofagi” spetnia
wszystkie wymogi zapisane w w/w ustawie i na tej podstawie wnioskuje do Rady
Dyscypliny Nauk Biologicznych w Szkole Glownej Gospodarstwa Wiejskiego o
dopuszczenie jej do dalszych etapdéw postepowania o nadanie stopnia doktora w
dziedzinie nauk cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauk biologicznych.
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