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polyethyleneimine polymers as siRNA carriers”

Potencjalne mozliwosci dostarczania kwaséw nukleinowych do komorek
rozbudzito nasze oczekiwania oraz nadzieje wielu chorych cierpigcych na choroby
genetyczne. Okazuje sie jednak, iz ta pozornie prosta idea napotyka przy praktycznej
realizacji na szereg probleméw czynigcych te procedury medyczne niezwykle
trudnymi. Wsrod probleméw tych dostrzega sie brak odpowiednich no$nikow
umozliwiajgcych przenoszenie RNA do wnetrza komorki, przy zachowaniu
integralnosci oraz wysokiej stabilnosci materiatu genetycznego. Dobér wtasciwych
nosSnikbw wigze sie, przede wszystkim z ograniczeniem ich cytotoksycznosci
w stosunku do komorek pacjentéw. Pomimo wieloletnich prob rozwigzania tego typu
probleméw stanowig one wcigz aktualne wyzwanie poznawcze stawiane przed

Srodowiskiem naukowym. Zadania badawcze realizowane w ramach projektu
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doktorskiego pani mgr Matgorzaty Kubczak wpisujg sie w ten wiasnie obszar
miedzynarodowej aktywnosci naukowej, czynigc te prace nie tylko interesujacy

z poznawczego punktu widzenia, ale réwniez bardzo wazng i aktualna.

Praca doktorska wykonana zostata w Zakladzie Biofizyki Ogdlnej na Wydziale
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £6dzkiego, pod kolektywnym kierunkiem
profesoréw Maksima lonova oraz Achima Aingera z Uniwersytetu w Lipsku
w Niemczech. Rozprawa doktorska opiera sie na wynikach prac koncepcyjnych oraz
eksperymentalnych zamieszczonych w czterech artykutach opublikowanych w latach
2021-2023. We wszystkich tych pracach Doktorantka wystepuje na liscie autorow na
pierwszej pozycii, zas z analizy tekstu rozprawy oraz dotgczonych do pracy doktorskiej
oswiadczen wspotautorow wynika jednoznacznie, iz wkiad pani mgr Matgorzaty
Kubczak w uzyskane rezultaty byt zasadniczy i moze stanowi¢ podstawe do ubiegania
sie 0 nadanie stopnia doktora. Kandydatka réwniez doskonalita swoj warsztat naukowy
w innych komplementarnych projektach badawczych, ktorych wyniki opublikowane
zostaly w kolejnych jedenastu artykutach. Przedruki prac, ktore sg podstawa rozprawy
doktorskiej stanowig jej integralng czesc¢. Kopie artykutébw poprzedzone zostaty
czescig wstepna, zredagowana w jezyku angielskim, w oparciu o przejrzysty i logiczny
schemat opierajacy sie na nastepujgcej podstrukturze: wprowadzenie, cele pracy,
materiaty, metody, rezultaty, konkluzje, streszczenia (zredagowane w jezyku
angielskim i polskim) oraz pi$miennictwo. Funkcje wprowadzenia zainteresowanego
czytelnika do tematyki zastosowania nanoczastek, w tym liniowych i rozgatezionych
polimeréw, jako nosnikbw materiatu genetycznego do komédrek, w szczegolnosci
siRNA petni doskonale pierwszy w zestawieniu artykut, bedacy swietnie zredagowang
oraz opatrzong pomystowymi grafikami praca przegladowa. Praca ta ukazata sie
w renomowanym czasopismie Advanced Drug Delivery Reviews. Syntetycznym
odzwierciedleniem wartos$ci tej publikacji jest podrozdziat rozprawy pt. ,Introduction”.
Cele projektu doktorskiego, zaréwno te strategiczne jak i czastkowe, sformutowane
zostaly w ramach krétkiego podrozdziatu , The aim of the work”. Z tresci tego rozdziatu

dowiadujemy sie, Zze projekt doktorski pani mgr Matgorzaty Kubczak opiera sie na



nosnej hipotezie badawczej. W moim odczuciu, podnosi to znaczgco warto$¢ pracy
doktorskiej. W ramach podrozdziatu ,Materials” zestawione zostaly podstawowe
informacje dotyczace materiatow oraz komérek wykorzystywanych
w przeprowadzonych badaniach. W szczegélnosci, czytelnik uzyskuje informacje
dotyczacyg bogatej biblioteki wykorzystanych polimeréw polietylenoiminowych (PEI),
liniowych oraz rozgatezionych, modyfikowanych oraz niemodyfikowanych tyrozyna.
Polimery te, syntezowane w laboratorium prof. Achima Aignera, stanowity doskonaty
punkt wyjSciowy do zaawansowanych prac badawczych realizowanych w ramach
projektu doktorskiego. Prace te prowadzone byly w trzech obszarach badawczych.
Pierwszy z nich dotyczyt charakterystyki witasciwosci fizykochemicznych samych
polimeréw oraz kompleksowania z siRNA. Wsréd zasadniczych pyta natury
poznawcze|, na ktére poszukiwano odpowiedzi w ramach pierwszego obszaru
tematycznego znalazty sie roéwniez te dotyczgce cytotoksycznosci badanych
no$nikéw. W ramach drugiego obszaru badawczego podjeto starania ukierunkowane
na poznanie mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za stabilizacje
kompleksow PEI-siRNA, ich toksycznosci oraz odpowiedzialnych za efekt wyciszenia
ekspresji genow. W ramach trzeciej grupy tematycznej, aktywno$é¢ badawcza
zogniskowana zostata, przede wszystkim, na poznaniu mechanizmoéw oddziatywania
polimerowych no$nikéw siRNA (modyfikowanych tyrozyng) z podstawowym biatkiem
transportowym krwi, jakim jest albumina ludzka. W tym miejscu swojej analizy pracy
doktorskiej chciatbym zwrécié uwage na wyjatkowo bogaty arsenat technik
eksperymentalnych dobieranych selektywnie i adekwatnie, z uwzglednieniem natury
probleméw badawczych stanowiacych wyzwania poznawcze. W gronie tych
nowoczesnych oraz zaawansowanych metod badawczych wymieni¢ mozna: badania
rozmiaréw nanoczgstek w oparciu o analize rozpraszania $wiatlta oraz mikroskopie
elektronowa, metody spektroskopii molekularnej opierajace sie na pomiarach
dichroizmu kotowego oraz sygnatu fluorescencji, obrazowanie konfokalne w skali
submikroskopowej oraz techniki genetyki i biologii molekularnej jak cytometria
przeptywowa czy PCR. Szczegdly wszystkich procedur badawczych opisane zostaty



w ramach odpowiednich czeéci metodycznych poszczegbinych —artykutow
stanowiacych podstawe pracy doktorskiej. Ich poziom precyzji, w mojej ocenie
odpowiada w peini standardom umozliwiajgcych odtworzenie przeprowadzonych
badar. Uzyskane rezultaty, opisane skrétowo w ramach podrozdziatu ,Results” oraz
szczegotowo w artykutach nr 2, 3 oraz 4, wpisujg si¢ bardzo dobrze w zatozone cele
pracy doktorskiej. W peini zgadzam sie z Doktorantkg w zakresie wskazania
najwazniejszych osiagnie¢ projektu doktorskiego, wyartykutowanych w ramach
podrozdziatu ,Conclusions”. Z mojego punktu widzenia, szczegoélnie istotne
w aspekcie poznawczym oraz aplikacyjnym jest pokazanie, ze modyfikacja polimerow
PEI tyrozyng nie tylko ufatwia internalizacje komplekséw PEI-siRNA do komoérek
ludzkich, zwieksza ich stabilnosé¢ i odporno$é na degradacje enzymatyczna,
ale rébwniez minimalizuje potencjalng cytotoksycznos¢ tego obiecujgcego w aspekcie

terapii genowej nosnika.

Analizowana rozprawa doktorska jest rowniez w mojej ocenie opracowaniem
charakteryzujgcym sie znacznymi walorami formalnymi, w tym zwiezito$cig i precyzjg
sformutowan oraz przejrzystoscia szaty graficznej. W oparciu o lekture rozprawy,
moégtbym zaproponowaé Doktorantce dostownie pojedyncze korekty/modyfikacje. Oto

ich krétka lista:

1. Str. 12., 9. wiersz od gory: zamiast luminescent measurements” proponuje
SJuminescence measurements”;

2. Str. 13., 13. wiersz od dotu: w miejsce ,Tyrosine modification® proponuje
»1yrosine modifications”;

3. Praca zamieszczona jako ostatnia, Figures 2, 4, S1, S2, §3, S4, oraz
w innych przedstawiajacych widma fluorescencyjne brak jest jednostek w
opisie osi rzednych, proponuje na przyktad [a.u.] albo [r.u.];

4. W ramach pracy zamieszczonej jako ostatnia, Fig. 2, Fig. 4, $1, $2, $3, S4

oraz w kilku innych miejscach (praca zamieszczona jako przedostatnia)



proponuje w przysziosci zamienic opis osi odcietych: ,Wavelength” zamiast

~Vavelenght” (przestawione t oraz h).

Tak obszerne i wieloaspektowe opracowanie, jakim jest rozprawa doktorska
pani mgr Malgorzaty Kubczak, wnosi wiele cennych informacji, rozbudzajgc
jednoczeénie ciekawo$¢ poznawczg. Wyrazem tego moze byé, na przykfad,

nastepujace pytanie:

Analizy $rednicy hydrodynamicznej, obrazéw mikroskopii elektronowej oraz
spektroskopii dichroizmu kotowego (CD) potwierdzity formowanie komplekséw
polimeréw PEI modyfikowanych tyrozyng z albuming ludzka. Spodziewaé sie mozna,
iz przy badaniach sygnatu CD biatka oraz nosnikéw zawierajgcych skompleksowany
siRNA widma moglyby sie czesciowo przykrywaé, wnoszgc niepewnosé pomiarows.
Whynika to, na przyktad, z poréwnania widm przedstawionych w pracy opublikowanej
w Nanotoxicology (Fig. 3) z przedstawianymi w ramach Fig. 4 pracy opublikowanej
w Colloids and Surfaces: Biointerfaces. Ciekaw jestem czy zastosowanie spektroskopii
absorpcyjnej w podczerwieni (FTIR) mogtoby przynies¢ bardziej szczegotowe,
azarazem pewne informacje na temat mechanizméw  molekularnych

odpowiedzialnych za wigzanie polimeréw wigzacych siRNA z czgsteczkami biatka?

Konkluzja

Formutujac konkluzie chciatbym stwierdzié, iz pani mgr Maigorzata Kubczak
przedstawita bardzo warto$ciowa rozprawe doktorska, opierajacg sie¢ nha wynikach
oryginalnych prac koncepcyjnych oraz badawczych ogtoszonych w cyklu artykutow
opublikowanych w czasopismach o miedzynarodowej cyrkulacji. W $wietle efektow tej

aktywnosci Kandydatka jawi sie jako osoba doskonale przygotowana do prowadzenia



badan naukowych, zarowno w aspekcie wiedzy jak i umiejetnosci praktycznych
umozliwiajacych stosowanie licznych, zaawansowanych technik eksperymentalnych.

Moim zdaniem, przedstawiona przez panig mgr Matgorzate Kubczak rozprawa
doktorska zawiera rozwigzania waznych oraz aktualnych probleméw naukowych,
wnosi do nauki $wiatowej znaczacy postep, speilniajgc tym samym wymagania
stawiane w postepowaniach doktorskich, czynigc zado$¢ warunkom okreslonym
w Ustawie ,Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce” z dnia 20 lipca 2018 r. W zwiazku
z powyzszym, wnosze do Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk $cistych
i przyrodniczych  w  dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu  t.odzkiego
o dopuszczenie pani mgr Malgorzaty Kubczak do kolejnych etapow postepowania
0 nadanie stopnia naukowego doktora.

Uwzgledniajac wyjagtkowo szeroki zakres przeprowadzonych prac badawczych
przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej, wartos¢ poznawcza uzyskanych
wynikow oraz ich potencjat aplikacyjny wnosze rowniez o rozwazenie mozliwosci

uznania pracy doktorskiej pani mgr Matgorzaty Kubczak jako wyrézniajgcej.
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