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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marcina Holoty pt.

niKarbokrzemowe dendrymery z atomami miedzi jako no$niki lekéw i materiatu
genetyceznego w terapii przeciwnowotworowej.”
wykonanej w Katedrze Biofizyki Ogélnej Instytutu Biofizyki Uniwersytetu Lodzkiego
pod kierunkiem Prof. dr hab. Maksima lonova
oraz dr Sylwii Michlewskiej w roli promotora pomocniczego.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi spojny tematycznie cykl trzech
publikacji dotyczgcych charakterystyki karbokrzemowych dendrymerdéw zawierajgcych atomy
miedzi z ligandami azotowymi i chlorkowymi, oraz badan dotyczacych ich potencjalnego
wykorzystania jako noéniki chemioterapeutykdéw oraz siRNA.

Powszechno$¢ chordb nowotworowych oraz problemy terapeutyczne, z jakimi
borykamy si¢ na co dzien, sprawiaja, ze wiele zespoldow badawczych poszukuje nowych
strategii walki z nowotworami. Réznorodno$¢ genetyczna, biologiczna oraz réznice osobnicze
obserwowane w przebiegu réznych typow nowotworéw powodujg, ze nie ma dobrego
rozwigzania systemowego. Skuteczne wzgledem komdérek nowotworowych cytostatyki, czesto
oddzialywaja réwniez na komorki zdrowe. Strategie terapii genowej napotykajg na problemy
zmian, nad ktérymi nie jesteSmy w stanie zapanowaé. Poszukiwanie nowych lekéw, nowych
terapii genowych, czesto ograniczone jest poprzez niewlasciwg dystrybucje, nadmierne
oddziatywanie na komoérki zdrowe, zbyt duze dawki terapeutyczne i szereg innych probleméw,
ktore sklonily badaczy do poszukiwania rozwigzan prowadzacych do powstania
»inteligentnych” lekow oraz rozwigzan ulatwiajgcych ich dystrybucje do komorek
nowotworowych. Wobec powyzszego, temat pracy doktorskiej jest bardzo aktualny, a
zastosowane modele badawcze wskazuja na duza nowatorsko$¢ przeprowadzonych badan.

Uklad edytorski rozprawy doktorskiej ocenia bardzo pozytywnie. Praca przygotowana
bardzo staranniec zawiera podstawowe elementy, takie jak: spis tredci, skroty, krétkie
wprowadzenie oraz postawione hipotez¢ i1 cele badawcze. Dodatkowo Autor przedstawil
krotkie informacje na temat przedmiotu badan oraz metodyki, a nastepnie zamie$cit oméwienie
trzech prac wehodzgeych w sklad rozprawy zakonczone Wnioskami. Czg$é opisowa konczy
streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz pi§miennictwo w liczbie 43 pozycji. Jest to
literatura w wigkszosci z ostatnich 5 lat, poprawnie zacytowana we Wprowadzeniu. Kolejnym
clementem opracowania jest zamieszczony dorobek naukowy i informacje o dzialalnoéci
naukowej i organizacyjnej oraz publikacje z oswiadczeniami wspdlautoréw na temat udziatu w
powstawaniu tych publikacji.



Celem niniejszej pracy doktorskiej byla ocena mozZliwosci wykorzystania
karbokrzemowych dendrymeréw z atomami miedzi jako no$nikéw proapoptotycznego siRNA
oraz lekow przeciwnowotworowych do komdérek nowotworowych. Wyznaczono szczegolowe
cele, ktore dotyczyly biofizycznej charakterystyki karbokrzemowych metalodendrymerow
zawierajgcych atomy miedzi oraz okre§lenie ich wlasciwoéci hemolitycznych i
cytotoksycznych. Ponadto, przeprowadzono oceng zdolno$ci metalodendrymerow do
tworzenia kompleksow z kwasami nukleinowymi oraz lekami przeciwnowotworowymi, oraz
ocen¢ terapeutycznego dzialania uzyskanych komplekséw 2z wykorzystaniem hodowli
komorkowych.

Model badawczy zakladal dwie grupy karbokrzemowych dendrymeréow zawierajgcych
atomy miedzi réznigce si¢ ligandem powierzchniowym (w pierwszej - ligand chlorkowy. w
drugicj — azolanowy) oraz w obu grupach rozpatrywano dendrymery zerowej, picrwszej oraz
drugiej generaciji.

Czgs¢ eksperymentalna oraz omowienie wynikow zostata zawarta w 3 pracach

eksperymentalnych opublikowanych w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym o 1gczne;j
punktacji zamieszczonych publikacji wg. MEN to 340 punktow i lgezny IF = 16,611,
Zamieszczone w rozprawie prace byly cytowane lacznie juz 38 razy. Doktorant obszernie
omowil zawarte w poszczegdlnych pracach tezy, procedury badaweze. wyniki oraz wnioski z
nich wynikajace. Prace badawcze stanowigce cykl prezentowanej rozprawy doktorskiej zostaty
juz wezesniej pozytywnie ocenione przez zespoly redakcyjne i niezaleznych recenzentow
prestizowych czasopism naukowych, co potwierdza, ze podjete badania byly prawidlowo
zaplanowane 1 wlasciwie zrealizowane.
Do najcickawszych wynikéw z przeprowadzonych badan zamieszczonych w pracy nr |
niewatpliwie naleza obserwacje dotyczace szczegblowych danych na temat biofizycznych
wlasciwosci dendrymerow w zaleznosci od podstawnikéw i generacji. Wykazano, ze wszystkie
metalodendrymery cechowaly si¢ znacznie wyzsza toksyczno$é¢ wobec komorek
nowotworowych w poréownaniu z komorkami prawidlowymi. Dodatkowo wykazano, ze
nanoczastki z ligandem azotanowym byly bardziej cytotoksyczne niz z ligandem chlorkowym.
W pracy nr 2 podjeto probg okreslenia zdolnosci dendrymerdéw zawierajgcych miedz do
tworzenia kompleksow z proapoptotycznymi siRNA oraz ocena zdolnos$ci wnikania do
komorek nowotworowych z okresleniem cytotoksycznosci wzgledem komoérek linii MCF-7.
Wykazano, ze dendrymery drugiej generacji wydajniej wprowadzaja kwas nukleinowy do
komorek w poréwnaniu do dendrymeréw pierwszej generacji, a dendrymery zerowej generacji
nie kompleksuja siRNA. Cytotoksyczno$¢ utworzonych kompleksow w stosunku do komorek
nowotworu piersi MCF-7 byla znaczaco wyzsza w poréwnaniu do samych dendrymeréw. Praca
nr 3 zawiera wyniki badan dotyczacych kompleksowania z lekami przeciwnowotworowymi,
takimi jak: doksorubicyna. metotreksat 1 5-flurouracyl. Modelem badawczym byly linie
komoérek nowotworowych (MCF-7 i HepG2). Wykazano, ze zastosowanie dendrymerow i
lekow przeciwnowotworowych pofgczonych w jednym nanokompleksie przynosi pozadane
efekty cytotoksyczne wobec komorek nowotworowych juz przy nizszych stezeniach
komponentéw, co moze promowac tego typu rozwigzania w praktyce klinicznej.

W oparciu o przeprowadzone badania sformutowano cztery podstawowe wnioski:

1. Karbokrzemowe dendrymery z atomami miedzi sq bardziej cytotoksyczne wobec komorek
nowotworowych niz komorek prawidlowych.



2. Badane metalodendrymery tworzqg kompleksy z proapoptotycznymi siRNA i lekami
Przecihvnowolworowymi.

3. Dendrymery CCD skutecznie wprowadzajq lecznicze siRNA do komdorek, chronigc je przed
degradacjg w obecnosci nukleaz.

4. Unworzone kompleksy Dendrymer/Lek-(DOX, MTX lub 5-Fu) w zastosowanych stezeniach
sq bardziej cytotoksyczne wobec komorek nowotworowych niz nieskompleksowane
komponenty.

Sq one odpowiedzia na postawione pytania w celach pracy, ale i wskazujg na potencjalne
zastosowanie wynikow badan w praktyce. Daja podstawe do wdrazania nowych rozwigzan
terapeutycznych w chorobach nowotworowych. Wpisuje si¢ to w nurt badan dotyczacych
poszukiwania lekow, rozwigzan terapeutycznych. skutecznie -eliminujacych komorki
nowotworowe, ale 1bardziej bezpiecznych i tagodnych w stosunku do komérek prawidlowych.

Co do drobnych niedociagnigé to muszg¢ przyznac, ze nie wiele moglem tu znalez¢.
Rozprawa napisana tadnym jezykiem z zachowaniem dobrego stylu, czyta si¢ z przyjemnoscig.
Sprowokowany wnioskami wynikajgcymi z przeprowadzonych badan, chcialbym dopytaé
Doktoranta odno$nie wniosku nr 1, czy zna opracowania poroéwnujace wlasciwosci,
cytotoksycznos¢ karbokrzemowych dendrymerow bez atoméw metali? Nie wynika jasno
wybor modelu badawczego z przegladu literaturowego a jedynym rzeczowym wskazaniem jest
dostgpnos¢ dendrymeréw zawierajgcych miedZz w ramach wspdlpracy z zespotem Prof. de la
Maty z Uniwersytetu w Alcala de Henares (Hiszpania).

We wniosku nr 3, bardzo cenna informacja dotyczgca skutecznosci wprowadzania siRNA do
komorek, nie jest réwnoznaczna z oceng skutecznosci wprowadzonego siRNA przez pryzmat
spadku stezenia bialek, ktorego mRNA bylo celem. Czy nie warto by pokusi¢ si¢ na ocene
roznic w ilosci tych biatek w komorkach traktowanych badanym nanokompleksem z siRNA i
bez. To daloby mozliwos¢ wyjasnienia mechanizmu prowadzgcego do wigkszej podatnosci na
apoptoze w badanych modelach.

Oczywidcie, bardzo ciekawe obserwacje z prowadzonych badan, zawsze powodujg
dostrzezenie nowych kierunkéw ich rozwoju. Ograniczenia dotyczace linii komorkowych
zawsze spotykajg si¢ z krytyka i brakiem bezposredniego przetozenia na model kliniczny. Czy
w przyszlosci planowane sg dalsze badania z wykorzystaniem chociazby modelu zwierzgcego?

Analizujac przedstawione publikacje oraz okreslone udzialy poszczegdInych autorow
w ich powstanie, nalezy stwierdzi¢, ze Doktorant opanowal bardzo dobrze warsztat
metodyczny, poczawszy od podstawowych technik laboratoryjnych poprzez techniki
biofizyczne az po wyrafinowane techniki z zakresu biologii molekularnej. Wieloautorskie
prace, w ktorych mgr Marcin Holota jest wiodgcym autorem, wskazujg na umiejetnosci
Doktoranta wspolpracy w zespotach badawczych, co niewatpliwie $wiadczy o Jego dojrzatosci
naukowej. W sktad catkowitego dorobku naukowego Doktoranta wchodzi dodatkowo 5
artykutow w indeksowanych czasopismach o zasi¢gu migdzynarodowym oraz udziat w pieciu
konferencjach naukowych. Nalezy podkresli¢, ze mgr Hotota swoje doswiadczenie wzbogacit
rowniez w zakresie trzech dwutygodniowych stazy naukowych w osrodkach zagranicznych.
Byt rowniez stypendysta w ramach projektu M-ERA NET 2 finansowanym przez NCN,



Podsumowujgc, w oparciu o ocene zbioru prac stanowigcych osiggnigcie naukowe,
przedstawionej rozprawy doktorskiej oraz calkowitego dorobku naukowego stwierdzam, ze
mgr Marcin Holota spelnia wszystkie wymagania okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (z pdézn. zm.). Badania, ktorych
efektem sg publikacje zawarte w rozprawie doktorskiej, stanowia istotny wklad w rozwdj
dyscypliny nauki biologiczne. Wnoszg zatem do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw
stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr
Marcina Holoty 1 dopuszczenie do dalszych etapdw postgpowania doktorskiego.

Dodatkowo, wnioskuje do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw  stopni
naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o wyroznienie rozprawy doktorskiej mgr Marcina
Holoty.

Jako uzasadnienie pragne podkresli¢ bardzo wysokg wartos¢ merytoryczng rozprawy
doktorskiej oraz fakt, ze wyniki badan przeprowadzonych w doktoracie w calodci zostaly
opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych o zasiggu migdzynarodowym.
Nowatorsko$¢ badan oraz ich rangg podkreslaja cytowania tych prac przez innych autoréw. Na
dzien dzisiejszy jest to juz wg. bazy Scopus 38 cytowania. Badania przeprowadzone przez
Doktoranta wykonane zostalty przy uzyciu wyrafinowanych technik biologii molekularne;j,
ktore sa powszechnie akceptowane przez naukowcow zajmujacych sie ta tematyka.
Sformutowane wnioski z przeprowadzonych badan wskazujg na wysoki potencjat zastosowania
uzyskanych informacji w opracowywaniu strategii terapeutycznych.




