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Informacje ogodlne o pracy

e Recenzja, przedstawionej mi do oceny pracy, zostata przygotowania na podstawie pisma
Pani prof. dr hab. Agnieszki Marczak — Przewodniczacej Komisji Uniwersytetu todzkiego
do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne

Formalna ocena

Rozprawa doktorska stanowi zwarte opracowanie, przygotowane w jezyku polskim, liczagce 17

stron, zawierajace ,,Omdwienie celu naukowego i uzyskanych wynikéw”, polskie i angielskie

streszczenie, ,,Dorobek naukowy” oraz ,Kopie publikacji wchodzacych w sktad rozprawy

doktorskiej” oraz O$wiadczenia wspotautoréw publikacji dokumentujgce udziat Kandydata w

publikacjach. Mozna stwierdzi¢, ze praca doktorska, pod wzgledem formalnym, jest

przygotowana zgodne z obowigzujgcymi zasadami, zawiera wszystkie elementy pozwalajace

na przygotowanie jej oceny. Praca sktada sie z 5 publikacji, we wszystkich Kandydat jest

pierwszym autorem. Oswiadczenia wspotautoréw potwierdzajg decydujacy i istotny

merytorycznie udziat Pana Krzysztofa Sztandery w przygotowaniu publikacji.

Merytoryczna ocena

Praca stanowi cykl publikacji:

1. Sztandera K., Gorzkiewicz M., Klajnert-Maculewicz B. (2020). Nanocarriers in
photodynamic therapy- in vitro and in vivo studies. Wiley Interdisciplinary Reviews:
Nanomedicine and Nanobiotechnology, 12(3), €1509. IFs—9,599; 25 cyt.; 140 pkt.

2. Sztandera K., Marcinkowska M., Gorzkiewicz M., Janaszewska A., Laurent R.,
Zabtocka M., Mignani S., Majoral J.P., Klajnert-Maculewicz B. (2020). In search of a
phosphorus dendrimer-based carrier of rose bengal: tyramine linker limits
fluorescent and phototoxic properties of a photosensitizer. International Journal
of Molecular Sciences, 21(12), 4456. IFs — 6,628; 6 cyt.; 140 pkt)

3. Sztandera K., Gorzkiewicz M., Dias Martins A.S., Pallante L., Zizzi E.A., Miceli M.,
Batal M., Pinto Reis C., Deriu M.A., Klajnert-Maculewicz B. (2021). Noncovalent



interactions with PAMAM and PPI dendrimers promote the cellular uptake and
photodynamic activity of rose bengal: the role of the dendrimer structure. Journal
of Medicinal Chemistry, 64(21), 15758- 15771. IFs—7,897; 4 cyt.; 200 pkt.

4. Sztandera K., Gorzkiewicz M., Batal M., Arkhipova V., Knauer N., Sanchez-Nieves J.,
de la Mata FJ., G mez R., Apartsin E., Klajnert-Maculewicz, B. (2022). Triazine—
carbosilane dendrimersomes enhance cellular uptake and phototoxic activity of
rose bengal in basal cell skin carcinoma cells. International Journal of
Nanomedicine, 17, 1139-1154. IFs— 7,419; 1 cyt.; 140 pkt.

5. Sztandera K., Gorzkiewicz M., Wang X., Appelhans D., Klajnert-Maculewicz B.
(2022). Colloids and Surfaces B: Biointrefaces. pH-stable polymersome as
nanocarrier for post-loaded rose bengal in photodynamic therapy, 217, 112662. IFs
_5,596; 100 pkt.

taczny IF prac wynosi 37,139, liczba punktéw MNiSW 720 pkt., a suma liczby cytowan prac to
36 (wg Web of Science cc. 25.08.2022).

Praca, ztozona z 5 publikacji, jest poprzedzona krétkim i skoncentrowanym
omoéwieniem. We wprowadzeniu Kandydat uzasadnia przyczyne, dla ktorej podjat
przeprowadzone badania na tle poziomu i zaawansowania terapii przeciwko nowotworom
skory, w tym podstawnokomdrkowego nowotworu skéry. Wydaje sig, ze zwtaszcza ocieplenie
klimatu i zwiekszona ekspozycja na promieniowanie UV, w obecnym czasie, moze sprzyjac
zwiekszonej zachorowalnosci na nowotwory skory, co dodatkowo zwieksza potrzebe
poszukiwania nowych metod terapii. Kandydat proponuje w swej pracy zastosowanie terapii
celowanej, a doktadnie fototerapii celowanej. Pan mgr Krzysztof Sztandera zaproponowat r6z
bengalski jako bezpieczny fotouczulacz. Ten interesujacy Swiattoczuty barwnik, stosowany jest
réowniez jako marker w mikroskopii, do identyfikacji uszkodzen rogowki, czynnik
antybakteryjny oraz sktadnik lekow do leczenia choréb skory i niektorych nowotworow. Leki,
oparte na rézu bengalskim (PV-10) przeznaczone do leczenia czerniaka, raka piersi oraz
tuszczycy sa w fazie badan klinicznych. Jednak podstawowa wadg rozu bengalskiego, jak
podkreslit Autor, jest krotki okres péttrwania w organizmie, tendencje do agregowania, oraz
ujemny fadunek co utrudnia zastosowanie barwnika w terapii. Kluczowa trudnoscia, ktora
ogranicza wykorzystanie rézu bengalskiego w fototerapii jest ograniczona zdolnos¢ do
wnikania do komorki wynikajaca z jego cech fizycznych, zatem koncepcja Autora polegajaca
na zastosowaniu nanonoénika, ktéry pozwalatby na skuteczny i bezpieczny transport do
komorki jest interesujaca i nowatorska, co wiecej badania te mogtyby fundamentalnie
udoskonali¢ terapie z zastosowaniem fotouczulacza. Ponadto, mata toksycznos¢ dla
organizmu cztowieka i duza fotoaktywnos¢, powoduja, ze roz bengalski ma duzy potencjat
terapeutyczny. Wybor tego zwiazku do badan uwazam za bardzo interesujacy i obiecujacy.
Kandydat zaproponowat wiec stworzenie kompleksow, ktore zawieratyby roz bengalski
skoniugowany z  wybranymi  nanostrukturami, a mianowicie  dendrymerami
poliamidoaminowymi i polipropylenoiminowymi, dendrymerami fosforowymi,
polimersomami i dendrymersomami. Postawiona w pracy hipoteza zakfadata, ze
zaproponowane ,nanouktady zwieksza efektywnos¢ transportu dokomodrkowego, co w
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konsekwencji zwiekszy aktywnos¢ fotodynamiczng rézu bengalskiego”. Kandydat przedstawit
wiec jasng hipoteze, ktdra okredlita cel pracy.

W dalszej czesci ,Omodwienia” Kandydat przedstawit metodyke badan. Badania
przeprowadzono na czterech rodzajach nanouktadéw, zawierajacych réz bengalski oraz
wybrane rodzaje dendrymeréw, potaczone wigzaniami niekowalencyjnymi lub
kowalencyjnymi oraz polimersomami i dendrymersomami. Na uwage zastuguje dobor linii
komorkowych raka podstawnokomorkowego. Mysie linie komdrkowe byty zréznicowane pod
wzgledem genotypu (gen p53) oraz sposobu indukcji guza (promieniowanie UV i
promieniowanie jonizujgce), zatem stworzono taki model doswiadczenia, ktéry w ramach tego
samego rodzaju nowotworu mogt dac szersza odpowiedz obejmujaca rézne jego formy. To
pozwala na wieksze uogdlnienie sukcesu proponowanej terapii onkologicznej. Syntetyczne
przedstawienie zastosowanych metod badawczych pozwala na ich ogolng oceng i oceng
trafnosci doboru. Szczegdty zastosowanych metod sg przedstawione w publikacjach. Kolejna
cze$¢ ,Omowienia” dotyczy wynikéw, uzyskanych podczas zrealizowanych badan. Autor
przedstawit kwintesencje podjetych badan i rozwigzanych probleméw naukowych, ktére
tworzg bardzo logiczna, przyczynowo-skutkowa histori¢. Kolejne problemy badawcze sg
logicznie powigzane i przestawione w bardzo jasny, uporzgdkowany i syntetyczny sposob. Z
punktu widzenia recenzenta w czesci wyniki zabrakto mi jedynie przytoczenia nazwy linii

komarkowej, ktorg zastosowano do badan.

Na zakonczenie Autor podsumowat uzyskane wyniki, formutujac obserwacje i wnioski.
Zazwyczaj podsumowanie przeprowadzonych eksperymentéw, gdzie uzyskano wiele
interesujgcych wynikdw nie jest prostym zadaniem, jednak w tym przypadku wydaje sig, ze
przeprowadzono to w optymalny sposob. W czesci pierwszej opisano najwazniejsze
zaleznosci, ktore zostaty zaobserwowano, natomiast w czesci drugiej zaprezentowano
dojrzate uogélnione wnioski. Moja drobna uwaga dotyczy jednak (podobnie jak w przypadku

Wynikow) przytoczenia nazwy linii__komdrkowej, zastosowanej w badaniach, w

sformutowanych obserwacjach. Przeprowadzone eksperymenty odnosza sie do danej linii

komoérkowej, mozna jedynie przypuszczaé, ze aktywnos$¢ badanych nanoukfadéw wobec

innych linii komdrkowych moze byc zblizona.

Praca doktorska, przedtozona przez Pana Krzysztofa Sztandere stanowi komplet
publikacji. Pierwszg z nich jest obszerna praca przegladowa, ktdra jest doskonatym wstepem
do kolejnych prac eksperymentalnych. Praca ta wskazuje na kierunki i zagadnienia, ktore nie
s zbadane, a ktére mogg przyczynic sie do zwigkszenia efektywnosci leczenia nowotworéw
skory. Autorzy zwracajg uwage na stosunkowo mata liczbe badan nad terapig fotodynamiczna
i wynikajaca z tego matg liczbg nanonokompleksow, ktére dotarty do etapu badan in vivo.
Autorzy zwrécili uwage na kluczowe sprawy jak biozgodnos¢ nanokompleksow
rekomendowanych do terapii fotodynamicznej oraz powtarzalnos¢ syntezy proponowanych
komplekséw. Niewatpliwie, publikacja ta jest interesujacym i potrzebnym zaproszeniem do
czesci eksperymentalnej i wskazuje, ze podjete badania s niezwykle potrzebne.

W publikacji drugiej Autorzy zbadali mozliwosci stworzenia stabilnego kompleksu rozu
bengalskiego i dendrymeréw fosforanowych generacji 1,2 i 3 z zastosowaniem tacznika —



tyraminy. Badanie te wykazaty jednak, ze chociaz stworzony zostat doskonale stabilny
nanonoénik nie byt on skuteczna jako fotouczulacz. Wyniki te zainspirowaty poszukiwania
innego rozwigzania jakim staty sie nanonosniki, ktére mogtyby faczy¢ sig z rozem bengalskim
w sposob niekowalencyjny.

Publikacja trzecia jest, moim zdaniem, najbardziej interesujaca. Na uwage zastuguje
whnikliwa charakterystyka odziatywar pomiedzy rézem bengalskim a dendrymerami PAMAM i
PPI trzeciej i czwartej generacji. Wykazano, ze zalezne od generacji i struktury wigzanie
barwnika przez dendrymery zwigksza skutecznos¢ transportu barwnika do komorki i w
konsekwencji produkcje tlenu singletowego i reaktywnych form tlenu. Koncepcja i
molekularne wyjasnienie zwiekszenia fototoksycznosci rézu bengalskiego poprzez zwiazanie
go z zastosowanymi nanonosnikami jest duzym osiggnigciem naukowym, sukcesem o
charakterze miedzynarodowym.

W publikacji czwartej Autorzy zaproponowali stworzenie konstruktow sformowanych
z ré2u bengalskiego zamknietego w amfifilowych dendronach triazyno-karbosilanowych, jako
system dostarczania barwnika do komorki. Na podkreslenie zastuguja zastosowane procedury
i techniki analityczne, ktére umozliwity synteze dendrondw o projektowanych cechach i
potwierdzenie ich wiasciwoséciach. W wyniku badan Autorzy wykazali, ze roz bengalski,
zamkniety w dendrymersomach jest skutecznie transportowany do komorki, co zwieksza
fototoksycznos¢ tego fotouczulacza. Wynik ten jest znaczacym osiagnigciem naukowym
Zespotu.

Publikacja pigta prezentuje nowatorski nanosystem, zbudowany z polimersomu i rozu
bengalskiego. Przedstawiono precyzyjng charakterystyke powstawania, wiasciwosci
fizycznych i aktywnosci biologicznej tego uktadu. Optymalizacja tego nanosystemu w zakresie
potaczenia z rézem bengalskim, jego przechowywaniem i uwalnianiem jest zdecydowanie
duzym sukcesem Zespotu, w tym Autora.

Podsumbwujac ocene dysertacji doktorskiej przygotowanej przez Pana mgr Krzysztofa
Sztandere mozna stwierdzi¢, ze przeprowadzone badania s nowatorskie, doskonale
opracowane, opublikowane w bardzo dobrych czasopismach. Zastosowane w
doswiadczeniach metody badawcze i analityczne sa dobrze opisane i nie budzg zastrzezen, co
wiecej umozliwity szeroka i precyzyjna charakterystyke wykreowanych przez Autora
nanosysteméw. Ten bardzo istotny element pozwoli w przysztosci na opracowanie
powtarzalnej procedury syntezy tych potencjalnych lekow — fotouczulaczy. Badania,
niewatpliwie wnosza nowe wartosci, wyjasniaja nieznane mechanizmy i sg podstawg do
dalszych badar in vivo zmierzajacych do opracowania nowej metody terapii fotodynamicznej
w leczeniu nowotworéw skory. Prace zostaty opublikowane w czasopismach bardzo dobrych
o IF >5, co jest dowodem ich wysokiego poziomu merytorycznego. Publikacje sa kompatybilne
i spdjne tematycznie, tworza pewien ciag przyczynowo-skutkowy, ktoéry rozwigzuje
postawiony w hipotezie problem na poziomie badan in vitro. Zbior publikacji jest opatrzony
syntetycznym, jasnym i logicznym ,,Omowieniem”. Te interesujace badania nasuwaijg rowniez

pytania dotyczace przvpuszczalnego mechanizmu transportu syntetyzowanych

nanokomplekséw do komdrki. Co wiecej, komorki nowotworowe wykazujg bardzo odmienny




behawior, w tym metabolizm, w poréwnaniu do komérek nie nowotworowych, jak zdaniem

Kandydata, moze przebiega¢ interakcja badanych nanosysteméw z komdrkami nie

nowotworowymi.

Podsumowanie recenzji

Tematyka, jaka podjat Pan mgr Krzysztof Sztandera w pracy doktorskiej ,Nanonosniki
rézu bengalskiego w terapii fotodynamicznej raka podstawnokomérkowego skory”,
przygotowanej pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Barbary Klajnert-Maculewicz zostata
przygotowana na wysokim poziomie merytorycznym, proponuje nowatorskie rozwigzanie w
zakresie zwiekszenia precyzji i skutecznosci terapii fotodynamicznej w leczeniu nowotworow
skéry. Wyniki badan, bez watpienia, beda miaty wptyw na rozwdj dyscypliny i postep w
zakresie terapii onkologicznej. W konkluzji recenzji stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny
rozprawa doktorska Pana mgr Krzysztofa Sztandery ,Nanonosniki rézu bengalskiego w terapii
fotodynamicznej raka podstawnokomorkowego skory”, przygotowanej pod kierunkiem Pani
prof. dr hab. Barbary Klajnert-Maculewicz odpowiada warunkom okreslonym w Ustawie z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce. Niniejszym, przedstawiam Wysokiej
Komisji Uniwersytetu tédzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne
wniosek o dopuszczenie mgr Krzysztofa Sztandere do dalszych etapéw postgpowania
doktorskiego.

Ponadto, wnosze rowniez o wyréznienie pracy doktorskiej Krzysztofa Sztandery
_Nanonosniki rézu bengalskiego w terapii fotodynamicznej raka podstawnokomorkowego
skory”, z uwagi na duzy potencjat nowatorski badan, a takze rozwigzanie postawionych w celu
badari probleméw z uwzglednieniem wyjasnienia mechanizméw fizyko-chemicznych i
biologicznych oraz zastosowanie zaawansowanych i precyzyjnych metod do rozwigzania
weryfikacji postawionych hipotez badawczych.

Ewa Sawosz Chwalibog, 7.09.2022
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