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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Elzbiety Okly pt.

,» Wlasciwosci biologiczne nanoczastek zlota modyfikowanych
polietylenoglikolem i ich zastosowanie jako potencjalnych nosnikow
leczniczego siRNA w badaniach in vitro.”
wykonanej w Katedrze Biofizyki Ogoélnej Instytutu Biofizyki Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu E6dzkiego
pod kierunkiem promotora Prof. dr hab. Maksima Ionova.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi spojny tematycznie 1 logicznie
zaplanowany cykl badan dotyczacych charakterystyki pegylowanych nanoczastek zlota oraz
oceny ich potencjalnego wykorzystania jako no$nikéw terapeutycznego siRNA
ukierunkowanego na gen apoFE4, istotny w patogenezie choroby Alzheimera. Tematyka pracy
jest niezwykle aktualna, a jednoczesnie wpisuje si¢ w szeroki nurt badan nad nanomateriatami
o zastosowaniu biomedycznym, w szczegolnosci w obszarze terapii genowych i1 dostarczania
materiatu genetycznego do komoérek uktadu nerwowego.

Wyzwania zwigzane z leczeniem chor6b neurodegeneracyjnych, w tym ograniczona
skuteczno$¢ farmakoterapii, trudnosci w przekraczaniu bariery krew—mozg oraz brak
efektywnych metod dostarczania siRNA do komorek docelowych, sprawiaja, ze poszukiwanie
nowych strategii terapeutycznych jest jednym z kluczowych kierunkéw wspolczesne;j
medycyny. W tym kontekscie podjeta przez Autorke problematyka ma duze znaczenie
poznawcze i aplikacyjne. Zastosowane modele badawcze oraz szeroki zakres metod wskazuja
na nowatorski charakter przeprowadzonych badan.

Uktad edytorski rozprawy oceniam bardzo pozytywnie. Praca zostata przygotowana
starannie i zawiera wszystkie niezbedne elementy, takie jak: spis tresci, wykaz skrotow,
wprowadzenie, hipoteze badawcza, cele pracy oraz szczegdtowy opis metod. Autorka
przedstawita rowniez syntetyczne omoéwienie wynikéw, zakonczone wnioskami, a catos§é
uzupetnia streszczenie w jezyku polskim i1 angielskim oraz obszerne piSmiennictwo obejmujace
aktualne pozycje literaturowe. W opracowaniu zamieszczono réwniez. dorobek naukowy
doktorantki oraz oswiadczenia wspotautorow dotyczace udziatu w powstawaniu publikacji.

Celem rozprawy byta ocena mozliwosci wykorzystania pegylowanych nanoczastek
ztota jako nos$nikéw terapeutycznego siRNA oraz okreslenie ich wlasciwosci biologicznych, w
tym cytotoksycznosei, immunotoksycznosci, zdolnosci do tworzenia kompleksow z siRNA
oraz interakcji z modelem bariery krew-mozg. Cele szczegétowe obejmowaly m.in.
charakterystyke fizykochemiczng nanoczastek, ocene ich oddziatywania z biatkami osocza,



badania wptywu na blony lipidowe, analizg internalizacji przez komoérki oraz oceng odpowiedzi
cytokinowej.

Model badawczy obejmowal dwie grupy nanoczastek roznigcych sie stosunkiem
PEG:dendron (AuNP14a i AuNP14b), co pozwolito na analize¢ wpltywu struktury
powierzchniowej na wiasciwosci biologiczne. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem
szerokiego spektrum technik biofizycznych, biologii komdrki i immunologii, co §wiadczy o
wysokim poziomie warsztatu metodologicznego Autorki.

Czes$¢ eksperymentalna oraz oméwienie wynikdw zostata zawarta w trzech pracach
eksperymentalnych opublikowanych w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym. Laczna
punktacja publikacji wg MEN wynosi 380 punktdéw, a taczny IF = 12,7. Zamieszczone w
rozprawie prace byly cytowane tacznie 20 razy. Doktorantka obszernie omowita zawarte w
poszczegblnych pracach tezy, procedury badawcze, wyniki oraz wnioski z nich wynikajace.
Prace badawcze stanowigce cykl prezentowanej rozprawy doktorskiej zostaly wczesniej
pozytywnie ocenione przez zespoly redakcyjne i niezaleznych recenzentdw prestizowych
czasopism naukowych, co potwierdza, ze podjete badania byly prawidtowo zaplanowane i
wlasciwie zrealizowane.

Publikacje tworza spdjny tematycznie cykl badan dotyczacych wiasciwosci
pegylowanych nanoczastek ztota oraz ich zastosowania jako nosnikow terapeutycznego
siRNA. Kazdy z artykuléw wnosi odrgbny, istotny element do catosci pracy, a tacznie stanowig
one pelny obraz wiasciwosci fizykochemicznych, biologicznych i aplikacyjnych badanych
nanoczastek.

Pierwszy artykul obejmuje charakterystyke biofizyczng kompleksow AuNP/siRNA
oraz ocen¢ ich cytotoksycznosci. Wykazano, ze stosunek PEG:dendron istotnie wplywa na
zdolnos$¢ nanoczgstek do wigzania siRNA, a kompleksy charakteryzuja si¢ wysoka stabilnoscig
i zwickszong biokompatybilnoscig w pordwnaniu z wolnymi nanoczastkami. Praca ta stanowi
fundament dla dalszych badan nad dostarczaniem siRNA.

Drugi artykul dotyczy interakcji nanoczastek z biatkami osocza oraz modelowymi
btonami lipidowymi. Wykazano, ze nanoczastki wplywaja na strukture i tadunek albuminy oraz
transferyny, a takze usztywniaja blony lipidowe, co ma kluczowe znaczenie dla przewidywania
ich zachowania w $rodowisku biologicznym. Wyniki te dostarczajag waznych informacji
dotyczacych tworzenia korony biatkowej oraz oddziatywan z btonami komérkowymi.

Trzeci artykut koncentruje si¢ na ocenie internalizacji kompleksow AuNP/siRNA oraz
ich wplywu na model bariery krew—modzg. Wykazano wysoka efektywnos$¢ wnikania
kompleksoéw do komoérek oraz wzgledne bezpieczenstwo nanoczastek w kontakcie z modelem
BBB, a takze umiarkowang odpowiedz cytokinowag PBMC. Artykut ten ma najbardziej
aplikacyjny charakter i wskazuje na potencjal badanych nanoczastek jako nos$nikéw
terapeutycznego siRNA w kontekscie choroby Alzheimera.

Podsumowujac, wszystkie trzy artykuly prezentuja wysoki poziom merytoryczny, sg
spdjne tematycznie i metodologicznie, a uzyskane wyniki stanowig istotny wktad w rozwoj
badan nad nanoczgstkami zlota jako nos$nikami materialu genetycznego. Publikacje



potwierdzaja samodzielno$¢ badawcza Autorki oraz jej bieglos¢ w stosowaniu
zaawansowanych technik eksperymentalnych.

Wyniki nieopublikowane stanowia uzupelnienie badan przedstawionych w
publikacjach i dotycza oceny bezpieczenstwa oraz funkcjonalnosci pegylowanych nanoczastek
ztota 1 ich kompleksow z siRNA w warunkach bardziej ztozonych modeli biologicznych. W
szczegblnosci przeprowadzono analize wptywu nanoczastek na integralno$é trgjkomadrkowego
modelu bariery krew—mozg (BBB), ocene cytotoksyczno$ci w czasie rzeczywistym z
wykorzystaniem systemu RTCA oraz badania odpowiedzi immunologicznej komoérek PBMC.

W badaniach TEER oraz przepuszczalno$ci dekstranu wykazano, ze wiekszosé
badanych formulacji nie zaburza integralnosci modelu BBB, a jedynie wyzsze st¢zenia
AuNP14a prowadza do zwigkszenia przepuszczalnosci bariery. Wyniki te potwierdzajg
wzgledne bezpieczenstwo nanoczgstek w kontakcie z komdrkami s$rédblonka. Analiza
impedancji komérkowej (RTCA) wykazata, ze AuNP14a w wyzszych stezeniach powoduje
spadek indeksu komorkowego, natomiast kompleksacja z siRNA tagodzi ten efekt, co wskazuje
na ochronny wptyw siRNA. Nanoczastki AuNP14b wykazywaly znacznie tagodniejszy profil
cytotoksycznosci.

W badaniach odpowiedzi immunologicznej PBMC stwierdzono umiarkowang indukcje
cytokin prozapalnych, z dominujacg rolg IL-8. Profil odpowiedzi zalezal zardwno od rodzaju
nanoczastki, jak i od obecnosci osocza, co podkresla znaczenie srodowiska biologicznego w
ocenie immunotoksycznosci. Wyniki te sg zgodne z obserwacjami dotyczacymi interakcji
nanoczastek z biatkami osocza oraz ich wptywu na btony komoérkowe.

Podsumowujac, wyniki nieopublikowane potwierdzajg, ze pegylowane nanoczastki
ztota oraz ich kompleksy z siRNA charakteryzujg si¢ korzystnym profilem bezpieczenstwa w
modelach in vitro, a ich wiasciwosci biologiczne zaleza od struktury powierzchniowej oraz
stezenia. Dane te stanowig istotne uzupetienie badan opublikowanych i wzmacniaja wniosek
o potencjale badanych nanoczastek jako no$nikdw terapeutycznego siRNA.

W oparciu o przeprowadzone badania sformutowano sze$¢ podstawowych wnioskéw:

e Pegylowane nanoczgstki ztota AuNP14a i AuNP14b tworzg stabilne kompleksy z siRNA.

e Nanoczgstki ztota wchodzq w interakcje z modelowymi i biologicznymi btonami
lipidowymi, a takze z albuming i transferyng, nie zmieniajgc w sposéb znaczqcy ich
struktury.

e Nanoczgstki ztota wykazujg niskq cytotoksycznos¢ wobec komdrek srodbtonka,
astrocytow i perycytow wchodzqcych w sktad modelu bariery krew—mozg.

e Kompleksy AuNP/siRNA wnikajq do komdrek srédbtonka, lokalizujgc sie gtéwnie w
cytoplazmie i nie wywotujq istotnych efektow genotoksycznych.

e Kompleksy nanoczgstek ztota z siRNA nie zaburzajq integralnosci komdrek hodowli
stanowigcej model bariery krew—m0zg in vitro.

* Nanoczgstka zfota AuNP14a, w pordwnaniu do AuNP14b, cechuje sie wyzZszg
skutecznosciq w  dostarczaniu  SiRNA  oraz  wyraZniejszym  potencjatem
immunomodulujgcym, co czyni jq bardziej obiecujgcym nosnikiem terapeutycznym.



Whnioski sformulowane przez Autorke sa logiczne, spojne i wynikajg bezposrednio z
przeprowadzonych badan. Sa one odpowiedzig na postawione pytania w celach pracy, a
jednoczesnie wskazuja na potencjalne zastosowanie wynikéw badan w praktyce. Daja
podstawe do  wdrazania nowych rozwigzan terapeutycznych ~w  chorobach
neurodegeneracyjnych.

Rozprawa napisana jest tadnym jezykiem, z zachowaniem dobrego stylu; czyta sie ja z
przyjemnoscig. Cho¢ rozprawa prezentuje bardzo wysoki poziom merytoryczny, kilka
elementow wymaga bardziej poglebionego omdéwienia. Analiza odpowiedzi immunologicznej,
cho¢ wartosciowa, pozostawia pewien niedosyt — szczegdlnie w zakresie odniesienia do
bogatej literatury dotyczacej reakcji immunologicznych wywolywanych przez PEG oraz
mechanizméw aktywacji PBMC. W pracy brakuje rowniez oceny funkcjonalnej siRNA
poprzez analize poziomu biatka kodowanego przez gen apoE4, co ogranicza mozliwo$¢ pelne;
oceny skuteczno$ci terapeutycznej kompleksow AuNP/siRNA. Model bariery krew—mozg,
mimo swojej wartosci, nie uwzglednia warunkéw dynamicznych, takich jak shear stress, ktore
w istotny sposoéb wplywajg na wiasciwosci srodblonka i translacje wynikow do warunkow in
vivo. Réznice migdzy nanoczgstkami AuNP14a i AuNP14b zostaly opisane, jednak ich
interpretacja moglaby zosta¢ poglebiona o bardziej szczegétowa analiz¢ mechanistyczna.

Nalezy podkresli¢, ze ciekawe obserwacje z prowadzonych badan naturalnie wskazuja
na nowe kierunki ich rozwoju. Ograniczenia dotyczace linii komdérkowych zawsze spotykajg
si¢ z krytyka i brakiem bezposredniego przetozenia na model kliniczny. Cho¢ nie jest to wymog
formalny, warto bytoby szerzej oméwi¢ potencjalne kierunki badan in vivo, ktére stanowityby
naturalne rozszerzenie uzyskanych wynikoéw i pozwolity na petniejsza ocene aplikacyjnego
potencjalu badanych nanoczastek.

Analizujgc przedstawione publikacje oraz okreslone udziaty poszczegdlnych autorow
w ich powstanie, nalezy stwierdzi¢, ze Doktorantka opanowata bardzo dobrze warsztat
metodyczny, poczgwszy od podstawowych technik laboratoryjnych, poprzez techniki
biofizyczne, az po wyrafinowane techniki z zakresu biologii molekularnej. Wieloautorskie
prace, w ktérych mgr Elzbieta Okla jest wiodagcym autorem, wskazujg na umiejetnosci
Doktorantki w zakresie wspolpracy w zespotach badawczych, co niewatpliwie §wiadczy o jej
dojrzatosci naukowej. W dorobku naukowym Doktorantki znajdujg si¢ ponadto: pie¢ artykutow
w indeksowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym oraz udziat w pigciu
konferencjach naukowych. Nalezy podkresli¢, ze mgr Okla swoje do§wiadczenie wzbogacita
réwniez poprzez cztery krétkie staze naukowe w osrodkach zagranicznych. Byla réwniez
wykonawcg w trzech projektach naukowych.

Podsumowujgc, w oparciu o ocen¢ zbioru prac stanowigcych osiggniecie naukowe
przedstawionej rozprawy doktorskiej oraz catkowitego dorobku naukowego stwierdzam, ze
mgr Elzbieta Okta spelnia wszystkie wymagania okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym 1 Nauce (z pézn. zm.). Badania, ktorych
efektem sg publikacje zawarte w rozprawie doktorskiej, stanowig istotny wktad w rozwdj
dyscypliny nauki biologiczne. Wnosz¢ zatem do Komisji Uniwersytetu L.odzkiego do spraw
stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr
Elzbiety Okly i dopuszczenie jej do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego.



Dodatkowo, wnioskuje do Komisji Uniwersytetu t.oédzkiego do spraw stopni
naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Elzbiety
Okty. Jako uzasadnienie pragne podkresli¢:

e bardzo wysokg wartos¢ merytoryczng pracy,

e nowatorski charakter badan,

e publikacj¢ wynikéw w renomowanych czasopismach,

e znaczgcy potencjal aplikacyjny badan,

e cytowania prac Autorki (trzech prac stanowigcych osiagniecie naukowe — wg bazy
Web of Science: 20 cytowan),

e bieglo$¢ w stosowaniu zaawansowanych technik badawczych.
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