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1. Ocena formalna:

Podstawa wykonania niniejszej recenzji jest uchwata nr 55/2021 Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego we Wroclawiu z dnia 22 kwietnia 2021 roku.
Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska sktada sie z 210 stron maszynopisu w formie wydruku
komputerowego w oprawie twardej podzielonego na nastepujace czesci: spis tresci (s.4-8), streszczenie
(s.9-11), streszczenie w jezyku angielskim (summary) (s. 12-14), wykaz stosowanych skrotéw i symboli
(s.15-23), wstep (5.24-77), cel pracy doktorskiej (s.78-79), materiaty i metody (s.80-101), wyniki (s.102-
174), dyskusja (s.175-190), podsumowanie (s.191-192), spis rysunkow (s. 193-196), spis tabel (s.197),
bibliografia (s.198-210). Dodatkowo na stronie 3, przed spisem tresci zamieszczono informacje, ze
praca doktorska byta wspotfinansowana z grantu Narodowego Centrum Nauki, Preludium
(2019/33/N/NZ5/02758) ktérym kierowala Doktorantka. Uklad rozprawy, proporcje pomiedzy
rozdziatami oraz ich kolejno$¢ sa typowe dla monografii naukowej. Praca napisana jest staranng
polszczyzna. Autorka swobodnie postuguje sie specjalistycznym stownictwem naukowym. Warto
podkresli¢ bardzo dobrg edycje tekstu rozprawy (w tekscie rozprawy nie dostrzegtem literowek) oraz
przejrzysta i pomocna w zrozumieniu opisywanych problemdéw opraweg graficzng. W 6 tabelach inal05
rysunkach zestawiono informacje istotne dla lepszego zrozumienia przedmiotu pracy, zastosowanych
materialow i metod oraz wynikéw doswiadczen. Uktad graficzny rysunkéw prezentujacych wyniki
badan jest spéjny pomiedzy eksperymentami co ulatwia ich analizg. Opisy rysunkéw przedstawiajacych
dane eksperymentalne sa przejrzyste i jednoznaczne, a dolgczona analiza istotnosci statystycznej utatwia
ich ocene. Bibliografia, zawiera 180 odniesien do aktualnej literatury fachowej, w wigkszosci
publikowanej w XXI wieku. Dobér cytowanej literatury nie budzi zastrzezen, swiadczy o dobre]
orientacji Autorki w aktualnym pi$miennictwie. Podsumowujac oceng strony formalnej stwierdzam, ze
niniejsza rozprawa spetnia wszystkie kryteria zwyczajowo przyjete dla tego typu opracowan i $wiadczy
o dobrym opanowaniu przez Autorke sztuki pisania tekstow naukowych i prezentacji wynikow badan

w jezyku polskim.



2. Ocena merytoryczna:

Tematem niniejszej rozprawy jest opracowanie i zbadanie wilasciwosci fizycznych i
biologicznych oryginalnych formulacji liposomowych zawierajacych berberyne badz imikwimod w
kontekscie ich wykorzystania jako no$nikéw w immunoterapii nowotworéw jelita grubego. Aktualne
dane epidemiologiczne dotyczace powyzszego typu nowotworu' jak i ogdlnie nie w pehi
satysfakcjonujace efekty leczenia guzéw litych opartego na blokadzie punktéw kontrolnych
adaptacyjnego uktadu odpornosciowego, sktaniaja do poszukiwania alternatywnych metod
immunoterapii’>. W tym kontekscie warto przywota¢ profetyczne slowa lekarza, Sir Bloomfield’a
Bonington’a, fikcyjnej postaci ze sztuki George’a Bernard’a Shaw’a z roku 1906 pt. ,Lekarz na
rozdrozu™®, w ktérej czytamy: ,.-Jest w gruncie rzeczy tylko jeden prawdziwie naukowy sposéb na
leczenie wszystkich chordb, jest nim pobudzenie fagocytéw ™ Byé moze inspiracja Shaw’a dla napisania
tego zdania byly cytowane przez Doktorantke na s.30 przelomowe prace Metchnikoffa z konca XIX
wieku o fagocytozie jako zakonserwowanym ewolucyjnie mechanizmie eliminacji z organizmu ciat
niepozadanych, albo réwnie spektakularne i pochodzace z tej samej epoki wyleczenia nieoperacyjnych
migsakoéw i rakow przez Williama Coley’a (..0jca immunoterapii™) szczepionkami pobudzajacymi
aktywnos¢ zerna makrofagéw’, wzmiankowane na s. 44 niniejszej pracy doktorskiej. W kazdym razie,
po uptywie ponad stu lat od tamtych wydarzen coraz wigksza swiadomosé roli komorek wrodzonego
uktadu odpornosci w srodowisku guza sktania obecnie do intensywnych poszukiwan sposobéw ich
pobudzenia w celu eliminacji komérek nowotworowych. Odkrycie szlaku przekazywania sygnatow
anty-fagocytarnych CD47-SIRPa pod koniec pierwszej dekady X X1 wieku (wzmiankowane na s. 46)
lub fagocytozy zaleznej od receptoréw Toll-podobnych (opisanej nas. 47) byto zaczynem dla testowania
nowych strategii immunoterapii opartych na stymulacji fagocytéw lekami biologicznymi,
matoczgsteczkowymi lub ich kombinacjami. Niniejsza praca doktorska z jednej strony wpisuje sie w
nurt badan nad skuteczna immunoterapia guzdéw litych, z drugiej za$ taczy immunoterapie z
chemioterapia korzystajac z unikalnych wtasciwosci znanej w tradycyjnej medycynie chinskiej oraz
indyjskiej (ajurwedzie) berberynie - naturalnie wystepujacego alkaloidu izochinolinowego oraz
imikwimodu, analogu nukleozydéw wiazacego si¢ z receptorem TLR7 stymulatora fagocytozy
makrofagdéw, odkrytego w latach 80-tych XX wieku i dopuszczonego do stosowania w leczeniu zmian
skérnych spowodowanych miedzy innymi wirusem brodawczaka. Uwazam, ze wybor tematyki

rozprawy jest w petni uzasadniony i wpisuje sie w aktualny nurt badawczy immunoterapii nowotworow.
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W pieciu podrozdziatach wstepu przedstawiono pomocny w zrozumieniu problematyki badawczej
przeglad literatury, obejmujacy miedzy innymi zagadnienia zwigzane z podziatem, epidemiologia
leczeniem nowotwordw jelita grubego; interakcjami pomiedzy komoérkami uktadu odpornosci
wrodzonej i nabytej, a komérkami nowotworowymi w obrebie guza; historycznymi i aktualnymi
strategiami immunoterapii nowotwor6w; technologiami wytwarzania, podziatu i oceny wiasciwosci
fizycznych i biologicznych liposoméw w kontekscie ich uzycia jako nosnikéw substancji biologicznie
aktywnych. Catos¢ wstepu jest klarowna, a wywod w sposob bardzo sugestywny koncentruje uwage
czytelnika na zagadnieniach opisywanych w czesci wynikowej pracy. Nie sposéb nie doceni¢ oprawy
graficznej wstepu. Jakos$¢ rysunkéw pogladowych nie odbiega od profesjonalnych opracowan
ksigzkowych. Podpisy pod rysunkami takze bardzo dobrze uzupetniaja zawarte w nich informacje. W
tej czesci pracy zauwazytem tylko pojedyncze kalki z jezyka angielskiego np. na str. 29: ., gtowny
kompleks zgodnosci tkankowej™ powinien by¢ tlumaczony jako ..gtéwny uktad zgodnosci tkankowe;j™,
a zdanie ze strony 39: ,.komdérki nowotworowe wywodza sie z prawidtowych komorek rézniac sie
kilkoma antygenami” jest w kontekscie tego opracowania nieco zbyt kolokwialne. Te drobne uchybienia
nie zmieniajg jednak ogdlnego odczucia zaangazowania Doktorantki w doglebne przestudiowanie
literatury dotyczacej przedmiotu rozprawy i zaprezentowanie jej czytelnikowi w sposob ciekawy i
przystepny. Jak inaczej oceni¢ na przyktad zdanie opisujace odkrycie fagocytozy ze strony 30. Autorka
pisze: ,,Jest to wieloetapowy proces odkryty w 1882 roku przez E. Metchnikoffa, kidry zauwazyl, ze
specyficzne komorki larw rozgwiazdy wehlongly wlozone w nie ciernie z drzewa mandarynkowego”. To
wiasnie to drzewo mandarynkowe, ktore nie zaistnialoby w dziesiatkach innych rozpraw doktorskich,
bedac postrzegane jako nieistotne, w mojej opinii $wiadczy o nietuzinkowym stosunku Doktorantki do

pracy badawczej.

Gtowny cel pracy doktorskiej oraz cele szczegdlowe sa moim zdaniem jasno sprecyzowane i
uzasadnione. Wyszczeg6lniono trzy modele immunoterapii oparte na hodowli linii komérkowych in
vitro. Dwa z tych modeli byty przydatne do sprawdzenia bezposredniej aktywnodci cytotoksycznej
formulacji liposomowych berberyny oraz jej wpltywu na aktywnos$¢ zerng makrofagéw linii THP-1,
natomiast trzeci model postuzyt do stymulacji aktywnosci zernej tejze linii aktywowanych makrofagow

przez formulacje liposomowg imikwimodu.

W rozdziale ,,materialy i metody” bardzo szczegdtowo potraktowano opis metod badawczych
wykorzystywanych w pracy. Na podkreslenie zastuguje roznorodno$¢ uzytych technik laboratoryjnych.
Doktorantka opanowala miedzy innymi metodyke przygotowania liposoméw, zamykania w nich
substancji czynnych i charakterystyki réznorodnych ich cech fizycznych (np. metoda mikroskopii
krioelektronowej) i biologicznych. W pracy udokumentowano takze metodyke badan biochemicznych
na modelach komérkowych (np. oznaczanie reaktywnych form tlenu, wewnatrzkomérkowego stezenia
zredukowanego glutationu, wewnatrzkomérkowego stezenia ATP, stezenia jondw Ca2+, aktywnosci

kaspaz) oraz cytometrycznych (ocena zywotnosci komérek metoda SRB, fluorometryczna metoda



oceny fagocytozy). Komentarza wymaga fluorymetryczna metoda oceny fagocytozy komorek
nowotworowych przez makrofagi linii THP-1 opisana na stronach 97-100. Czy ta metoda pozwala na
rozroznienie pomiedzy komorkami nowotworowymi wchlonietymi przez makrofagi, a takimi ktore
tylko przytaczyty sie do zewnetrznej blony komdrkowej makrofagdw i nie ulegly fagocytozie? Jak
stabilny jest zastosowany barwnik CFSE po wchtonigciu znakowanych nim komérek nowotworowych
przez makrofagi? Podsumowujac oceng tej czesci rozprawy chcialbym podkreslié, ze zaplanowane

eksperymenty oraz przeprowadzone procedury badawcze spetniaja wszystkie kryteria dobrej praktyki

laboratoryjne;j.

Rozdziat ,,wyniki” zostat podzielony na dwie czesci. W pierwszej z nich, obszerniejszej (s.102-
161), zaprezentowano badania liposomowych formulacji berberyny, natomiast w drugiej, znacznie
krétszej (s.162-174), wyniki badan formulacji imikwimodu. Wyniki badan biologicznych z czesci
dotyczacej berberyny wykazaly, ze obydwie uzyte linie komérkowe ludzkich gruczolakorakéw sa
wrazliwe na cytotoksyczne dziatanie berberyny w formulacji liposomowej z witaming C. Linia SW620
wydaje sig by¢ bardziej wrazliwa niz linia LS180 zaréwno na wolna berberyne jak i na jej formulacje
liposomowg. Co ciekawe jednak prawidlowe ludzkie fibroblasty jelita CCDI112 CoN cechuja sie
umiarkowang wrazliwoscia na efekty cytotoksyczne wolnej berberyny (okoto 50% komoérek przezywa
traktowanie r-rem 50uM przez 72 godziny), natomiast sa praktycznie niewrazliwe na formulacje
liposomowg berberyny (z wit. C) o tym samym stezeniu. Jak wytlumaczy¢ te wybidrczos¢ dziatania
formulacji liposomowej berberyny wzgledem komérek nowotworowych? Czy powyzsze formulacje
dziatatyby tak samo skutecznie wobec komérek nowotworowych o spowolnionym badz zatrzymanym
cyklu komérkowym? Czy istnieja znaczace rdznice pomiedzy $rednim czasem podziatdow komoérek
CCD112CoN, a komérek uzytych linii nowotworowych? Intrygujacy jest réwniez wynik traktowania
fibroblastéw formulacja ,,pustych” liposoméw z wit. C o stezeniu 100uM przedstawiony na Rys. 36.
Formulacja ta wykazuje znacznie wyzszy efekt cytotoksyczny niz wolna berberyna. Na rysunku 35 ta
sama formulacja ,,pustych” liposoméw z witaming C nie ma wplywu na zywotnos¢ linii SW620 po 72
godzinach, za to zabija niemal 100% komorek linii LS180 (rys. 34). Jak mozna wytiumaczy¢ te
rozbieznosci dziatania tej samej formulacji? W dalszej czesci pracy przebadano formulacje liposomowe
berberyny z witaming C, ktére wywotywaly kilkukrotnie wyzszy przyrost reaktywnych form tlenu
(ROS) w komorkach linii gruczolakorakdw jelita grubego wskazujac na mozliwy synergizm dziatania
obydwu substancji. Co wigcej, uzyskane wyniki potwierdzily, ze wzrost ROS w badanych liniach
nowotworowych korelowat ze spadkiem poziomu ATP i GSH, destabilizacja potencjatu blony
mitochondrialnej i wycieku jonow Ca2+ do cytozolu, przy braku aktywacji kaspaz. Powyzsze cechy
$mierci komérek nowotworowych wywotywane przez berberyne sugerujg, wraz z udokumentowanym
pogladowo na rysunkach 53-60 przemieszczeniem kalretikuliny na powierzchnie btony komorkowe;j,
mechanizm immunogennej $mierci komérek (ICD). Te teze posrednio popiera rowniez obserwowane

podwyzszenie aktywnosci zernej makrofagéw wobec komorek nowotworowych traktowanych



liposomowg formulacja berberyny oraz synergizm jej dzialania z przeciwcialem anty-CD47, w
stymulacji fagocytozy linii SW620. Nie znalaztem w pracy informacji, czy ocenie poddana byta
ekspresja powierzchniowa czgsteczki CD47 na nietraktowanych/traktowanych formulacjami berberyny

komorkach linii LS180 1 SW620?

W drugiej czesci wynikéw opisano po raz pierwszy metode aktywnego zamykania imikwimodu
w PEGylowanych liposomach oparta na zastosowaniu kwasu askorbinowego. askorbinianu amonu oraz
siarczanu amonu. Formulacja liposoméw z witaming C okazala sie najstabilniejsza ze wszystkich
uzyskanych formulacji o niemalze 100% retencji zamknietego imikwimodu po 80 dniach w
temperaturze 4 °C. Liposomy te uwalnialy okoto 50% leku po 15 minutowe] inkubacji z osoczem
ludzkim, najprawdopodobniej (jak sugeruje Autorka) poprzez destabilizujace gradient pH w liposomach
dziatanie komponentéw dopelniacza. W ramach pracy doktorskiej oceniono takze cytotoksyczno$é
otrzymanych liposomowych formulacji imikwimodu wobec linii THP-1 po 24 godzinach inkubacji, co
pozwolito na wybranie stezenia Sug/ml imikwimodu do dalszych badan. W takim stezeniu formulacje
liposomowe wywotywaty ekspresjg kalretikuliny na powierzchni makrofagdw linii THP-1. Zwiekszenie
aktywnosci zernej makrofagéw obserwowano dla formulacji z witaming C wobec linii SW620. Nie
zaobserwowano jednak efektu synergizmu po podaniu tejze formulacji w kombinacji z przeciwcialem
anty-CD47. Wrecz przeciwnie, przeciwcialo zdawalo sie hamowaé fagocytoze. Czy potwierdzono
swoistos¢ tego klonu wobec ludzkiej czasteczki CD47? Czy mozliwe sa oddziatywania fragmentu Fc
tego przeciwciata z receptorami na powierzchni makrofagéw THP-1, ktoére hamowatyby proces

fagocytozy?

W dyskusji Autorka konfrontuje uzyskane wyniki z literaturg przedmiotu. Bardzo interesujaco
i krytycznie przedyskutowata parametry stabilnosci substancji aktywnej wewnatrz liposoméw oraz
czynnikdéw (sktad lipidowy, parametry rozpuszczalnosci substancji bioaktywnej) wplywajacych na
dynamike jej uwalniania. Ciekawe sg réwniez przewidywania aktywnosci biologicznej otrzymanych
formulacji berberyny w modelach in vivo, gdzie na przykiad (s.180) spekuluje, ze wyciek czesci
berberyny z liposomoéw do krwioobiegu przed ich kumulacja w guzie mégtby stymulowac aktywnosé
zerng makrofagéw. Akumulacja berberyny w guzie nowotworowym, w nastepstwie mechanizmu
pasywnego ukierunkowania moglaby mie¢ bezposredni efekt cytotoksyczny wobec komorek
nowotworowych. Ten aspekt podwdjnej aktywnosci biologicznej berberyny stanowi o oryginalnosci
pomystu na niniejszy projekt doktorski. Wykazanie, ze berberyna moze wplywaé zaréwno na
pobudzenie aktywnosci zernych makrofagdw jak i zabija¢ komérki nowotworowe w sposob promujacy

ich fagocytoze jest nowatorskie i inspirujace.
3. Podsumowanie:

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska, stanowi oryginalne

rozwigzanie istotnego problemu naukowego, wykazuje ogélna wiedze Doktorantki oraz umiejetnosé



samodzielnego prowadzenia przez Nia badan naukowych, prezentacji i krytycznej dyskusji ich
wynikéw. Warto$¢ naukowa prezentowanych badan jest znaczaca biorac pod uwage, ze wytworzono i
scharakteryzowano oryginalne formulacje liposomowe substancji biologicznie aktywnych o
wiasciwosciach pozadanych dla immunoterapii nowotwordw opartej na stymulacji fagocytozy. Wyniki

tych badan przyczyniaja sie¢ do postepu w dyscyplinie naukowej reprezentowanej przez Doktorantke.

4. Wniosek koncowy:

W mojej ocenie przedfozona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach

i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.).

Dlatego przedktadam wysokiej Radzie Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Wroctawskiego we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie Pani mgr inz. Martyny Marii Mianowskiej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Biorac pod uwage wartos¢ naukowa uzyskanych wynikdw
oraz oryginalne rozwigzanie problemu badawczego istotnego dla immunoterapii nowotwordw,

wnioskuje o wyrdznienie niniejszej rozprawy doktorskiej.

Atkadiusz Miazek



