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Dysertacja przedstawiona do recenzji podejmuje problematyke dotyczaca zastosowania techniki
interferencji RNA (RNAi) w leczeniu choréb nowotworowych, neurodegeneracyjnych 1
autoimmunologicznych. Opiera si¢ na wyciszaniu genow, ktorych aktywnos¢ lezy u podioza
patologii. Istotng kwestia w uzyskaniu skuteczno$ci takiej terapii jest dostarczenie czastki
czynnej do odpowiednich komorek organizmu, co ze wzgledu na whasciwosci fizykochemiczne
nastrgcza pewne trudnosci. Mgr Matgorzata Kubczak postanowila opisa¢ wlasciwosci
polimeréw polietylenoiminowych (PEI) oraz ich odpowiednikow modyfikowanych tyrozynag, jak
rowniez zbada¢ zdolnos¢ kompleksow polimer/siRNa do wnikania do komorek docelowych oraz

zachowania wlasciwosci terapeutycznych substancji czynne;.

Ocena struktury i zawarto$ci merytorycznej dysertacji

Przedstawiona do oceny rozprawa ma wspoétczesny uktad i sktada si¢ z czesci opisowej, bedacej
szerokim podsumowaniem zalaczonych w dalszej cze$ci 4 publikacji, skladajacych si¢ na
niniejszg dysertacj¢. Publikacje obejmujg jedng prace przegladowa i 3 oryginalne. Laczny IF
zawartych w dysertacji publikacji wynosi 34,43, a liczba punktéw MEiIN 540. Ostatnia czgs$¢
dysertacji obejmuja o§wiadczenia wspotautorow o wspoédtudziale w publikacjach.

W rozdziale Introduction Doktorantka w sposob zwigzty przedstawia szereg informacji
dotyczacych specyfiki terapii opartych na siRNA oraz trudno$ci zwigzanych z dostarczeniem
substancji czynnej do odpowiednich komorek. Szczegdlng uwage zwraca na stosowane obecnie

wektory wirusowe, ktore nie sg doskonalym no$nikiem m.in. ze wzgledu na wlasciwosci
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pobudzajace odpowiedz immunologiczng. Nastgpnie koncentruje si¢ na nanoczastkach ze
szczegblnym uwzglgdnieniem kationowych polimeréw polietylenoiminowych w kontekscie
mozliwosci ich zastosowania jako no$nikéw w terapii opartych na dziatanie SIRNA. Tym samym
Doktorantka przygotowuje doskonaty grunt pod zrozumienie licznych aspektow merytorycznych
ujetych w publikacji przegladowej zataczonej do dysertac;i:

(1) Kubczak M, Michlewska S, Bryszewska M, Aigner A, lonov M. Nanoparticles for
local delivery of siRNA in lung therapy. Adv Drug Deliv Rev. 2021
Dec;179:114038. doi: 10.1016/j.addr.2021.114038.

W czesci opisowej dysertacji Doktorantka przedstawia i uzasadnia cel pracy, ktory
obejmuje opisanie wtasciwosci polimerdow polietylenoiminowych (PEI) oraz ich odpowiednikow
modyfikowanych tyrozyna. Glowny cel zrealizowany zostal w trzech zadaniach badawczych
obejmujacych: (1) badanie biofizycznych wtasciwosci wybranych PEI w celu identyfikacji 1
selekcji najbardziej obiecujacych polimerow do dalszych eksperymentéow, (2) badanie
biofizycznych whasciwosci komplekséw siRNA/polimer i ich skutecznosci w warunkach in vitro
I ex vivo, (3) badanie zdolnosci polimeréw do wchodzenia w interakcje z ludzka albuming.

W kolejnych rozdziatach Materials and Methods Doktorantka zwigzle przedstawia
metody badawcze zastosowane w pracy. Metody te sg bardzo dokladnie opisane w
poszczegblnych publikacjach oryginalnych wchodzacych w sktad dysertacji. Nalezy podkreslic,
ze do realizacji celow Doktorantka zastosowat duzg liczbe zaawansowanych metod badawczych,
ktore w petni pozwolity na realizacj¢ wyznaczonych celow pracy. Znajomos¢ szerokiego
wachlarza metod $wiadczy o wszechstronnos$ci i swobodzie metodologicznej Doktorantki i jej
doskonalym przygotowaniu do realizacji postawionych zadan badawczych.

W rozdziale Results majacym cechy dyskusji Doktorantka przedstawia i interpretuje
wyniki uzyskane w toku realizacji zaplanowanych trzech zadan badawczych. W pierwszym
etapie potwierdza, ze modyfikacja tyrozyng ma kluczowe znaczenie dla wiasciwosci PEI i
kompleksowania z SiIRNA. W wyniku realizacji drugiego zadania Doktorantka potwierdza, ze
dzigki zmianom konformacyjnym kompleksy polimer/siRNA maja zdolno$¢ wnikania do
komorek, nie uszkadzajgc ich btony komoérkowej i nie wywotujac efektu cytotoksycznego i
wykazujac przy tym opornos¢ wobec komorkowych endonukleaz. siRNA zawarte w kompleksie
jest w stanie wycisza¢ ekspresj¢ docelowych gendéw. Podczas realizacji zadania trzeciego
Doktorantka wykazuje, iz polimery modyfikowane tyrozyna sa zdolne do interakcji z ludzka
albuming oraz opisuje mozliwe mechanizmy zapewniajace tworzenie tych interakcji. Wyniki

zostaly zanalizowane za pomocg wlasciwie dobranych metod statystycznych. Wyniki
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przedstawione w dysertacji sg dokladnie opisane i przedyskutowane w nastepujacych
publikacjach oryginalnych:

(2) Kubczak M, Michlewska S, Karimov M, Ewe A, Aigner A, Bryszewska M, lonov M.
Comparison of tyrosine-modified low molecular weight branched and linear
polyethylenimines for siRNA delivery. Nanotoxicology. 2022 Nov-Dec;16(9-
10):867-882. doi: 10.1080/17435390.2022.2159891.

(3) Kubczak M, Grodzicka M, Michlewska S, Karimov M, Ewe A, Aigner A,
Bryszewska M, lonov M. The effect of novel tyrosine-modified polyethyleneimines
on human albumin structure - Thermodynamic and spectroscopic study. Colloids
Surf B Biointerfaces. 2023 Jul;227:113359. doi: 10.1016/j.colsurfb.2023.113359.

(4) Kubczak M, Michlewska S, Bryszewska M, Aigner A, lonov M. Nanoparticles for
local delivery of siRNA in lung therapy. Adv Drug Deliv Rev. 2021
Dec;179:114038. doi: 10.1016/j.addr.2021.114038.

Dyskusje uzyskanych wynikéw prowadzi Doktorantka zwigzle i krytycznie z
wykorzystaniem aktualnego pisSmiennictwa. Dyskusja zostala w szerokim zakresie
przeprowadzona w kazdej z publikacji oryginalnych w sposob wielowatkowy, jednakze bardzo
przejrzysty, co pokazuje duzy zasoéb wiedzy Doktorantki oraz umiej¢tnos¢ wiasciwego doboru
argumentow i danych literaturowych. Wskazuje rowniez na zrozumienie przez Doktorantke
ztozonych Kkwestii podejmowanego problemu badawczego. W podsumowaniu Doktorantka
stwierdza, iz polimery modyfikowane tyrozyna dziataly efektywniej jako nos$niki siRNA,
wykazujac niski efekt cytotoksyczny i obiecujaca skuteczno$¢ wyciszenia ekspresji genu
docelowego. Umiejetnos¢ analizy i interpretacji uzyskanych wynikéw wskazuje na niezwykle
dynamiczny rozwdj naukowy Doktorantki, jaki nastapit podczas realizacji badan oraz bogate

doswiadczenie, ktore zapewne zaprocentuje w najblizszej przyszlosci.

Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi rzetelne, wartosciowe, oryginalne i
samodzielne opracowanie naukowe. Doktorantka podje¢ta si¢ niezwykle ambitnego zadania,
prawidlowo zaplanowala pracg, uzasadnita podstawe merytoryczng prowadzonych badan,
wlasciwie sformutowata i zrealizowata cele badawcze, a z uzyskanych wynikow wyciagneta
szereg interesujacych wnioskoéw. Dysertacja jest dobrym przyktadem podejscia koncepcyjnego
do wybranego problemu naukowego. Praca wnosi bardzo duzy wktad w dotychczasowg wiedze

w badanym zakresie.
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Dlatego uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska speinia warunki
okreslone w Ustawie z dn. 20 lipca 2018r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce
Niniejszym przedktadam Komisji Uniwersytetu L.odzkiego do spraw stopni naukowych w
dyscyplinie nauki biologiczne wniosek o dopuszczenie mgr Malgorzaty Kubczak do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie, majac na uwadze bardzo wysoka warto$¢ dysertacji, zastosowanie
nowoczesnych metod badawczych i wykonanie dogl¢bnej, krytycznej analizy nakreslonego
tematu, jak rowniez unikalny wymiar badan uzyskanych, zwracam si¢ do Komisji 0 uznanie

rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Kubczak za wyrdzniajaca.

Dr hab. n med. Maciej Chatubinski, prof. UM
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