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Recenzja rozprawy doktorskiej Mgr Marcina Holoty zatytulowanej:

LKarbokrzemowe dendrymery z atomami miedzi jako nosniki lekow i materialu

genetyeznego w terapii przeciwnowotworowej”

Praca doktorska zostala wykonana w Katedrze Biofizyki Ogodlnej Instytutu Biofizyki

Uniwersytetu Lodzkiego pod kierunkiem promotora Pana Prof. dr hab. Maksima Ivanova oraz

promotora pomocniczego Pani dr Sylwii Michlewskiej.
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Przedstawiona do oceny rozprawa sktada si¢ z trzech prac:
Holota, M.; Magiera. J.; Michlewska. S.: Kubczak, M.; Sanz del Olmo, N.. Garcia-Gallego.
S.; Ortega. P.; de la Mata. F.J.; lonov. M.: Bryszewska, M. In Vitro Anticancer Properties of

Copper Metallodendrimers. Biomolecules 2019, 9, 155. https://doi.org/10.3390/biom9040155

Sanz del Olmo. N.: Holota, M.; Michlewska, S.: Gomez, R.; Ortega, P.: lonov, M.; de la Mata,
F.J.: Bryszewska. M. Copper (1I) Metallodendrimers Combined with Pro-Apoptotic siRNAs
as a Promising Strategy Against Breast Cancer Cells, Pharmaceutics 2020, 12. 727.

https://doi.ore/10.3390/pharmaceutics 2080727

Holota, M.; Michlewska. S.: Garcia-Gallego. S.: del Olmo. N.S.: Ortega, P.; Bryszewska, M.
de la Mata. F.J.: lonov. M. Combination of Copper Metallodendrimers with Conventional
Antitumor Drugs to Combat Cancer in In Vitro Models. Int. I. Mol. Sci. 2023. 24. 4076.

https://doi.org/10.3390/ijms24044076

Wszystkie trzy prace to oryginalne prace badaweze w jezyku angielskim i zostaly

opublikowane w latach 2019-2023. w czasopismach o zasiggu micdzynarodowym z sumarycznym

Impact Factor (IF) wynoszacym 16,611 co odpowiadalo 340 punktom MNiSW w latach

publikacji.
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Wszystkic prace wehodzgee w sktad rozprawy doktorskicj majag charakter wspolautorski a
udzial Pana Mgr Marcina Hofoly zgodnie z zalgczonymi o$wiadczeniami wspolautorow, jest
wyraznie okreslony na 53%. 30% oraz na 50%. Udzial Doktoranta obejmuje wszystkic etapy pracy
naukowej, poczawszy od wykonania cz¢sci ekspervmentow  dotyczacyeh min. pomiardw
rozmiarow hvdrodynamicznych, potencjalu zeta. pomiarow aktywnosci hemolitycznej oraz
cytotoksycznosci dendrymerow. pomiarow anizotropii oraz polaryzacji tluorescencji, pomiarow
widm dichroizmu kolowego, pomiardw internalizacji z zastosowaniem cytometrii przeplywowej
oraz pomiarow reatywnych form tlenu w komarkach. Pan Mgr Marcin Holota wspoluczestniczyl
w opracowania wynikow. ich analizie statystycznej i interpretacji oraz byl wspoltworca
manuskryptow kazdej z prac wchodzacveh w rozprawe doktorskg co swiadczy o jego dojrzalosci
i samodzielnosci naukowe;j.

Do eyklu publikacji Pan Mrg Marcin Holota dolgezyt 23 stron opracowania autorskiego w
Jezyku polskim. Opracowanie zawiera nastepujgce rozdzialy: wprowadzenie, okreslenie celu
pracy. zdefiniowanie hipotezy badawczej. zwiezle przestawienie dwu grup testowanych
dendrymetow karbokrzemowych oraz opis materialow i metod. ktore byly wykorzystane przez
Doktoranta w badaniach. W dalszej czesci opracownia Pana Myr Marcina Holoty znajdziemy
omawienie prac wchodzgeyeh w sklad rozprawy doktorskiej ich podsumowanie i wnioski
koncowe. Calos¢ opracowania autorskicgo Pana Mgr Marcina Holoty zamyka streszczenie w
jezyku polskim i angielskim oraz zestawienie calosci dorobku naukowego. Opracowanie autorskie
Doktoranta jest udokumentowane odniesieniami do 43 pozycji literaturowych. w przewazajacej
wigkszosci, z lat 2014-2023. Opracowanie autorskie jest napisane w sposob bardzo zwiezly i
rzeczowy. Bardzo dobrze opracowany jest wstep. jasno zdefiniowane sg cele i wnioski.

Doktorant, poza publikacjami wchodzacymi w sklad rozprawy doktorskiej. jest
wspolautorem 5 prac ktore byly opublikowane w czaspismach z listy JCR. Pan Mgr Marcin 1 lolota
jest tez wspoOlautorem 5 Komunikatow zaprezentowanyeh na | zagranicznej 1 4 krajowych
konferencjach naukowych. W ramach dzialalnosci naukowej w okresie styczen-grudzien 2022,
Pan Mgr Marcin Holota bral udzial w migedzynarodowym projekcie badawczym w ramach
konkursu M-ERA NET 2 pt.: Transfer nanoczastek przez bariere srodblonkowa™. W latach 2017-

2019, Doktorant odbyl w sumie trzy, dwutygodniowe staze naukowe w dwu réznych osrodkach
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naukowych w Hiszpanii oraz jednvim na Slowacji. Przedstawione osiggnigcia naukowe Pana Mgr
Marcina Holoty, swiadczg o cigglym i wszechstronnym poglebianiu doswiadezenia naukowego w
tym warsztatu badawczego 1 metodologicznego.

W latach 2016-2019 w ramach dzialanosci organizacyjnej i promocyjnej Pan Mgr Marcin
Holota prowadzil zajgcia w ramach Festiwalu Nauki, Techniki i Sztuki, Nocy Biologow. byl
czlonkiem komitetu organizacyjnego V Ogolnopolskiej konferencji Doktorantow Nauk o Zyciu
BioOpen a takze sprawowal opiecke nad magistrantem Pana Prof. Maksima Ivanova. Panem
Jakubem Magierg oraz wyzytujgcymi gosémi zagranicznymi.

Przechodzace do mieritum oceny rozprawy doktorskiej pragne podkreslic, ze jej glowny cel.
hipoteza badawcza oraz poszczegdlne etapy realizacji, zostaly bardzo precyzyjnie okreslone i
omowione. Celem pracy byla ocena mozliwosci wykorzystania dendrymerow karbokrzemowych
z atomami krzemu jako nosnikow apoptotyeznego siRNA oraz lekow przeciwnowotworowych.
Pan Mgr Marcin Holota podjat bardzo istotng tematyke 7z punktu widzenia strategii leczenia
nowotwordw.  Pomimo  ogromnego  postgpu W opracowywaniu  nowych  lekow

alowna przyczyna wysokiej smiertelnosci jest niemoznos¢ podania

=
o

przeciwnowotworowych.
$rodkow terapeutycznych tylko do miejsca nowotworu bez wywolania powaznych dzialan
niepozadanych w zdrowych tkankach i narzadach. 7 tego powodu jak najbardziej celowe jest
opracowanie platform nosnikow, ktore poprawiaja skutecznosé i zmniejszajg toksycznosé leczenia
raka przez specyficzne dostarczanie srodkow terapeutyeznych do miejsc guza. W tym podejsciu
dendrymery odgrywaja wazng role. W poréwnaniu z tradyeyjnymi polimerami liniowymi
dendryvmery wykazuja znacznie lepsze wlasciwosci fizyezne 1 chemiczne. Glowne zalety
dendrymerow wynikaja z ich odpowiednich parametrow strukturalnych uwzgledniajacych
fizykochemiczne ograniczenia klasveznych lekow (np. interakcje. penetracja komorek itp.). W
tym kontekscie, badania dotyczgce charakterystyki nowo zsytetyzowanych dendrymerdw jako
srodkow przeciwnowotworowych stanowig o nowatorstwie i oryginalnosci przestawonej do oceny
rozprawy doktorskiej. W ramach rozprawy doktorskiej Pan Mgr Marcin Holota przedstawil wyniki
badan dla serii metaloorganicznych dendrymerow karbokrzemowych funkcjonalizowanych na
powierzchni kompleksem miedzi(1l) w oddzialywaniach # proapoptotycznym siRNA (siBcl-2 i

siMcl-1) oraz lekami przeciwnowotworowymi (doksorubicyng, metotreksem i S-flurouracylem).
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Trzy, wspolautorskic prace Pana Mgr Marcina Holoty podlegaty juz procesowi
recenzowania naukowego zatem skupig si¢ na analizie ich doboru w kontekscie realizacji
gltownego celu zaprezentowanej rozprawy doktorskiej. Zalaczone prace dokumentujg kolejne
etapy pracy naukowej Dokotoranta, na ktore skladaly si¢:

I Biofizyczna charakterystyka nowo zsyntetyzowanych metaloorganicznych dendrymerow
karbokrzemowych oraz okredlenie ich wiasciwosei hemolitycznych i cytotoksycznych.
Wyniki tych badan wskazuja. ze wszystkic badane dendrymery silnie oddzialuja 2 blonami
komarkowymi, wykazujac tez znacznie wyzsza toksycznosé dla komorek nowotworowych
w o porownaniu -z komorkami - prawidlowymi.  Cytotoksycznosé  poszezegdlnych
dendrymerow byta zalezna zarowno od ich stgzenia jak i generacji.

2. Ocena  zdolnosci  nowo  zsyntetyzowanych — metaloorganicznyeh  dendrymerdw
karbokrzemowych do tworzenia kompleksow zardwno z proapoptotycznym siRNA (silBcl-
2 i siMcl-1) jak i lekami przeciwnowotworowymi (doksorubicyna, metotreksem i 3-
flurouracylem). Wyniki tych badan wskazujg ze¢ badane dendrymery tworzg silne
kompleksy zaréwno z siRNA jak i badanymi lekami.

3, Okreslenie  aktywnosci  przeciwnowotworowej  powstalych — kompleksow — nowo
zsyntetvzowanych metaloorganicznych dendrymerow karbokrzemowych 7
proapoptotycznym siRNA (siBcl-2 i siMcl-1) jak i lekami przeciwnowotworowymi
(doksorubicyng, metotreksem i S-flurouracylem). Wyniki tych badain wskazuja, zc
zywotnos¢ komorek nowotworowych w obecnosci badanych ukladow dendrymer/siRNA
oraz dendrymer/lek znaczaco spadala.

4. Ocena teraputycznego dzialania  powstalych  kompeksow  dendrymer/siRNA  oraz
dendrymer/lek w warunkach in vitro. Wyniki tych badan wskazuja, ze pozadane efekty
cytotoksyezne kompleksow dendrymer/lek uzyskiwano dla stgzen duzo nizszych niz w
przypadku ich sktadowych co moze by¢ silnym argumentem w prowadzeniu dalszych badan
z  wykorzystaniem nowo  zsyntetyzowanych metaloorganicznych — dendrymerow
karbokrzemowych.
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Wszystkie aspekty prowadzonych w ramach pracy doktorskicj badan sg godne
podkreslenia, w tym ich konsekwencja i przejrzystose, dzigki czemu udalo si¢ uzyskac
potwierdzenie hipotezy badawczej dotycezacej mozliwosei  potencjalnego wykorzystania
karbokrzemowych metalodendrymerow zawicrajgeych atomy miedzi jako nosnikow lekow oraz

siRNA do komorek nowotworowych.

Podczas lektury prac wehodzaeych w rozprawe doktorska nasunely mi si¢ nastgpujace

pytania dotyczace pracy nr |.
Holota, M.: Magiera. J.; Michlewska, S.; Kubczak, M., Sanz del Olmo. N.; Gareia-Gallego. S.;
Ortega, P.; de la Mata, F.J.; lonov, M.; Bryszevska, M. In Vitro Anticancer Properties of
Copper Metallodendrimers. Biomolecules 2019, 9. 1535,

Wszystkie pomiary srednicy hydrodynamicznej testowanveh dendrymerow przeprowadzono
w wodzie destylowanej. Jest to zrozumiale z punktu widzenia zastosowania dendrymerdw w
badaniach prezentowanych w rozprawie doktorskiej. Jednakze wg opisu w tabeli nr | w tej pracy
(takze Tabela I autorskiego opracowania), wszystkie z badanych denrymerow byly rozpuszczalne

badz w MeOH/DMFE/DMSO. lub tez DMF/DMSO/CHCI3/CH2CI2.

Moje pytania brzmia:
|. Czy okreslano rozmiary hydrodynamiczne ww. dendrymerow w tych mediach? Jesli tak,

to jakie wyniki uzyskano w pordwnaniu 7z tymi mierzonymi w wodzie?

(R

W przypadku badan w wodzie problemem byta agregacja, w szczegolnosci dla generacji
G0, czy ewentualnie obserowawano ten efekt w przypadku MeOH/DME/DMSO badz

tez DMF/DMSO/CHCI3/CH2C12?

Nie mam uwag do strony edytorskicj opracowania autoskiego Pana Mgr Marcina Holoty.
Przejrzysta i estetyczna forma rozprawy, zarowno tekstu jak i rysunkow sprawia, ze calosc czyta

si¢ bardzo dobrze.
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Reasumujgc. rozprawa doklorska prezentuje szerokg wiedz¢ Pana Mgr Marcina Holoty w
zakresic medycyny. biologii i biochemii oraz umiejetnos¢ prowadzenia pracy naukowej.
poczawszy od wykonania zadan badawczych, az do opracowania i interpretacji wynikow.
Rozprawa doktorska sklada sie z trzech publikacji, z ktorych wszystkie ukazaly si¢ w
renomowanych czasopismach o zasiggu miedzynarodowym. Rozprawa doktorska jest spojna pod
wzgledem merytorycznym i redakeyjnym. Calos¢ badan zaprezentowanych w trzech pracach
wehodzgeyeh w rozprawe doktorska stanowi istotny wklad w glebsze poznanie i Zrozumienie
mechanizmu w wyniku ktorego generowane sa efekty synergiczne w ukfadach dendrymer/siRNA
oraz dendrymer/lek. co w perspektywie otwicra nowe mozliwosei potencjalnego wykorzystania
karbokrzemowych metalodendrymeréw zawierajace atomy miedzi w leczeniu nowotworéw w
warunkach badan klinicznych.

Majgc na uwadze powyzsze stwierdzam. ze przedstawiona mi do oceny rozprawa
odpowiada wymogom stawianym pracom doktorskim zgodnie z Ustawg 7 dnia 20 lipca 2018 r.
Prawa o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce.

Zwracam si¢ zatem uprzejmic do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni
naukowych w dyseyplinie nauki biologiczne z wnioskiem o przyjecie rozprawy i dopuszezenie

Pana Mgr Marcina Holoty do dalszych etapow postgpowania doktorskiego.

Wroctaw, 10.09.2023 Dr hab. Teresa Kral
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