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Ocena

pracy doktorskiej mgr Kamili Bialkowskiej na temat: ,,Opracowanie i wdrozenie metod
badawczych do oceny wplywu materialow na komérki hodowane w hodowlach 3D na
przykladzie wykorzystania dendrymerow jako no$nikéw siRNA”

Rozprawa doktorska przedstawiona mi do oceny na podstawie decyzji Komisji Uniwersytetu
Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne z dnia 28.06.2022,
dotyczy opracowania i wdrozenia nowej metody 3D znajdujacej zastosowanie w hodowlach
komoérkowych. Hodowle komorkowe sa powszechnie stosowane w badaniach biologicznych.
Stanowia najczesciej pierwszy etap badan, majacych na celu okreslenie mechanizmow
komoérkowych, w tym skutkow oddziatywan réznych, czesto nowych, substancji z organizmem
zywym. Komorki w hodowlach musza mie¢ zapewnione odpowiednie warunki fizykochemiczne,
aby mogly utrzymywa¢ swoje funkcje zyciowe i dobrze pelni¢ role uproszczonego modelu
organizmu. Najczesciej komorki pozyskane bezposrednio z tkanek Iub z linii komérkowych sa
nanoszone na plaskie powierzchnie naczyn hodowlanych na odpowiednie podtoze. W ten sposob
tworzg dwuwymiarowa monowarstwe komorkowa 2D. Model hodowli komorkowych 2D jest z
powodzeniem stosowany w badaniach naukowych od lat 40 XX wieku, miedzy innymi do
oznaczania cytotoksycznosci nowych substancji chemicznych i potencjalnych lekow
przeciwnowotworowych. Komodrki w organizmie funkcjonuja jednak w  $rodowisku
trojwymiarowym, co jest kluczowe z punktu widzenia utrzymania ich funkcji zyciowych. Fenotyp
1 funkcje komorek zaleza silnie od interakcji komorki z innymi komorkami, macierza
zewnatrzkomorkowa i biatkami. Zatem model badawczy hodowli komorkowych 3D znacznie
lepiej bedzie odzwierciedlal mikrosrodowisko i warunki naturalne dla poszczegdlnych komdrek
hodowlanych. Interakcje pomigdzy komoérkami oraz miedzy komodrkami a srodowiskiem
zewngtrznym réznig si¢ zatem w hodowlach 2D i 3D. Ponadto wynikéw badan cytotoksycznosci
prowadzonych na hodowlach 2D nie mozna odnies¢ bezposrednio do wynikéw uzyskanych in vivo
dla zywego organizmu. Jak pokazuja wyniki badan naukowych prowadzonych na hodowlach 3D
sg one bardziej zblizone do tych uzyskanych w badaniach doswiadczalnych in vivo na zwierzetach.
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W przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej pani mgr Kamila Biatkowska podjeta si¢
trudnego zadania opracowania metody, pozwalajacej na okreslenie wplywu réznych substancji na
komorki hodowane w technologii 3D, a nastepnie wdrozenie opracowanej metody hodowli 3D do
oferty ustug ,.Bionanoparku” Sp. z o. o. W przedstawionej do oceny pracy Doktorantka
przetestowala opracowana przez siebie metode badawcza 3D na linii komorkowej raka piersi
MCF-7, ktore zostaly poddane dziataniu komplekséw dendrymeréw CBD-1 i CBD-2 z siRNA
(Mel-1 i Bel-2). Badania dotyczace cytotoksycznosci tych kompleksow zostaty przeprowadzone
najpierw na hodowlach komérkowych 2D i potwierdzone w hodowlach komérkowych 3D, wedtug
nowej metody opracowanej przez Doktorantke.

Praca doktorska zostata wykonana w ramach projektu MNiSW pt. ,,.Doktorat wdrozeniowy”
pod kierunkiem promotora pracy pani dr hab. Katarzyny Mitowskiej, prof. UL oraz promotora
pomocniczego pana dr inz. Piotra Komorowskiego. Doktorantka wykonala badania naukowe w
Katedrze Biofizyki Ogolnej, Instytutu Biofizyki na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Lodzkiego oraz we wspdlpracy z Katedra Chemii Organicznej i Nieorganiczne;j
Uniwersytetu Alcala w Hiszpanii. Wdrozenie nowej metody badan na hodowlach komoérkowych
3D zostato wprowadzone do oferty ustug w firmie ,.Bionanopark” Sp. z 0.0.

Rozprawe doktorska stanowi cykl trzech spdjnych tematycznie prac: jednej pracy
przegladowej i 2 oryginalnych prac dogwiadczalnych. Dotycza one przegladu metod prowadzenia
hodowli komorkowych w technologii 3D oraz sprawdzenia cytotoksycznosci dendrymerow jako
nosnikow siRNA w hodowlach komérek linii MCF-7 prowadzonych zgodnie z opracowang przez
Doktorantke metoda w hodowli 3D w odniesieniu do cytotoksycznosci w powszechnie stosowanej
hodowli 2D. Prace te zostaly opublikowane w czasopismach z bazy Journal Citation Reports o
zasiggu migdzynarodowym. W skiad rozprawy doktorskiej wchodza nastepujace prace:

1. Biatkowska K., Komorowski P., Bryszewska M., Milowska K., Spheroids as a Type of
Three-Dimensional Cell Cultures—Examples of Methods of Preparation and the Most Important
Application, Int. J. Mol. Sci., 2020, 21(17):6225,

2. Biatkowska K., Mitowska K., Michlewska S.. Sokotowska P., Komorowski P., Lozano-
Cruz T., Gomez-Ramirez R., de la Mata F.J., Bryszewska M., Interaction of Cationic Carbosilane
Dendrimers and Their siRNA Complexes with MCF-7 Cells, Int. J. Mol. Sci., 2021, 22(13):7097,

3. Biatkowska K., Komorowski P., Gomez-Ramirez R., de la Mata F.J., Bryszewska M.,
Mitowska K. Interaction of Cationic Carbosilane Dendrimers and Their siRNA Complexes with
MCF-7 Cells Cultured in 3D Spheroids; Cells, 2022, 11: 1697,

Warto podkresli¢, ze sumaryczna warto$¢ IF publikaciji wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej wynosi zgodnie z rokiem opublikowania 18.448 oraz 420 punktow MEIN.
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Do rozprawy doktorskiej zostaly rowniez dotaczone pisemne o$wiadczenia wspotautorow
wyzej wymienionych prac o ich udziale procentowym w poszczegdlnych publikacjach oraz
pozostaty dorobek naukowy pani mgr Kamili Biatkowskiej. We wszystkich pracach Doktorantka
jest pierwszym autorem i jednoczesnie autorem korespondencyjnym. Zgodnie z o§wiadczeniami
wspotautorow procentowy udziat Doktorantki w poszczegdlnych pracach jest dominujacy i
stanowi odpowiednio 80, 55 1 70 %. Ponadto z oswiadczen wspotautoréw prac wynika, ze pani
mgr Kamila Biatkowska uczestniczyta aktywnie na etapie planowania i wykonywania badan, ktore
nastepnie potrafila opracowac i1 opisa¢ w formie publikacji. We wszystkich pracach, jako autor
korespondencyjny, uczestniczyla w procesie wydawniczym odpowiadajac na recenzje prac i
korespondujac z edytorami. Duze zaangazowanie Doktorantki zaréwno w proces badawczy, jak i
publikacyjny na kazdym etapie ich realizacji, swiadczy o dojrzatosci naukowej pani mgr
Biatkowskiej.

O duzej aktywnosci naukowej Doktorantki $wiadczy takze Jej dorobek naukowy, ktory
zgromadzila poza pracami sktadajacymi si¢ na rozprawe doktorska, a ktory stanowia dwa artykuty
opublikowane w czasopismach z listy JCR (odpowiednio 100 i 140 pkt MEIN oraz IF 3.315,
3.368). Jest rowniez wspodtautorka 5 prezentacji ustnych przedstawionych na 5 konferencjach
naukowych, w tym dwoch konferencji online oraz jednej konferencji migdzynarodowej, na ktdre;j
zdobyla wyrdznienie abstraktu. Nalezy podkresli¢, ze sumaryczny IF dorobku publikacyjnego
tacznie z pracami wchodzacymi w sklad rozprawy doktorskiej, zgodnie z rokiem opublikowania,
wynosi 25.131 oraz 660 pkt MEiN. Doktorantka ponadto uczestniczyta w stazu naukowym na
Uniwersytecie w Atenach w czerwcu 2019, w ramach Projektu PROM na Uniwersytecie 1.6dzkim
finansowanym przez Narodowa Agencje Wymiany Akademickiej. Doktorantka uczestniczyta
réwniez w dwdch projektach badawczych. Dorobek naukowy pani mgr Biatkowskiej, swiadczy
zatem o duzym potencjale naukowym Doktorantki i oceniam go bardzo wysoko.

Na rozprawe doktorska pani mgr Kamili Bialkowskiej skladajg sie nastepujace
podrozdziaty: zebrany dorobek naukowy Doktorantki, wstep, cele pracy, opracowanie metod
pozwalajacych na okreslenie wptywu substancji/materialéw/zwigzkéw na komorki hodowane w
3D, omdwienie prac wchodzacych w zakres rozprawy doktorskiej, podsumowanie, wniosek,
streszczenia rozprawy w jezyku polskim i angielskim, bibliografia, prace wchodzace w sklad
rozprawy doktorskiej i o§wiadczenia wspotautorow. Praca zatem zawiera wszystkie niezbedne
elementy wymagane w pracach doktorskich.

W rozprawie doktorskiej pani Biatkowska poprawnie zacytowata 30 pozycji literaturowych,
z ktoérych 29 stanowig publikacje obcojezyczne i 1 publikacja w jezyku polskim. Zgromadzona
literatura to publikacje z ostatnich 14 lat, ktére bezposrednio dotyczyly poruszanych w pracy
zagadnien. We wstepie Doktorantka w sposéb syntetyczny omoéwita zagadnienia zwigzane z
hodowlg komérek w technologii 2D i 3D oraz zastosowanie nowoopracowanej metody hodowli
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komérek w technologii 3D do badan nad wplywem komplekséw dendrymeréw z siRNA na
komorki raka piersi MCF-7.

W drugim podrozdziale Doktorantka szczegdtowo oméwita cel wdrozeniowy i badawczy
pracy doktorskiej. Zostala rowniez postawiona hipoteza badawcza i okreslone szczegotowo
zadania i metody badawcze stuzace realizacji celu badawczego i wdrozeniowego rozprawy
doktorskiej. Celem wdrozeniowym pracy bylo opracowanie metody pozwalajacej na ocene
wplywu testowanych zwigzkéw na komérki w hodowli 3D. Cel zostat zrealizowany poprzez
szereg wykonanych przez Doktorantke testow dla 3 linii komoérkowych wykonanych na podtozu
hydrozelowym, w celu uzyskania optymalnych warunkéw hodowli komérek w technologii 3D.
Opracowana metoda zostala szczegdlowo opisana w rozdziale 3 i wdrozona do oferty ustug
.-Bionanopark™ sp z 0.0. Doktorantka ponadto opisata podjete proby zastosowania testow MTT,
XTT oraz testu uszkodzen DNA do hodowli 3D, ktére nie daly oczekiwanych rezultatow.
Podejmowanie takich prob badawczych i opisanie réwniez tych eksperymentow, ktore nie daty
zadowalajacych wynikow $wiadezy o dojrzatoscei naukowej Doktorantki.

W opisanej bardzo syntetycznie przez Doktorantke metodzie zainteresowalo mnie kilka
szczegotow, ktorych nie znalaztam w opisie:

- w jakich warunkach fizycznych byty prowadzone hodowle (temperatura, wilgotnosé,
ci$nienie) ?

- czy na hodowlach Saos-2 i EA.hy926 byly rowniez przeprowadzane testy
cytotoksycznosci?

- do testdw przezywalnosci komérek hodowle 3D rozbijano na pojedyncze komorki, czy
zastosowana metoda z roztworem trypsyny-EDTA nie powodowata uszkodzen komoérek?

- czy tyrapsyna-EDTA nie zaklocata cytometrycznych testow przezywalnodci poprzez
autofluorescencje?

- czy wszystkie testowane przez Doktorantke linie komérkowe (MCF-7, Saos-2 i EA.hy926)
sa wiaczone jako wdrozenie do oferty ,,Bionanoparku” ?

- popularne dla hodowli 2D testy XTT, MTT oraz test uszkodzei DNA nie daly
oczekiwanych rezultatow, jakie mogly by¢ tego powody?

Mala uwaga i komentarz do tej czesci pracy. Warto zwrocic uwage na zdjecia wykonane
pod mikroskopem konfokalnym str. 14 i 15, ilustrujace uzyskane hodowle komérkowe. Mimo
dobrej jakosci fotografii, na czesci z nich niestety zabrakto menzurki, co pozwala jedynie na
zgrubng oceng jakosciowa pozyskanych hodowli, gdyz bez liniatu zdjecia nie majg wartosci
naukowe;j.

Cel badawczy zostat zrealizowany z zastosowaniem szeregu znanych metod badawczych tj.:
pomiar potencjatu zeta, dichroizm kotowy, elektroforeza, mikroskopia konfokalna oraz testy
cytometryczne (przezywalnosci, ruchliwosei, apoptozy, transportu). Wybrane metody badawcze
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sa stosowane w celu oceny toksycznosci zwigzkdw i1 stanowig bogaty warsztat badawczy stad ich
wybor przez Panig mgr Bialkowska jest w pelni uzasadniony. Przeprowadzone badania miaty na
celu porownanie cytotoksycznosci kompleksow dendrymerow z siRNA na hodowlach 2D i 3D
linii komoérkowej MCF-7. Zastosowany przez Doktorantke w badaniach szeroki warsztat
eksperymentalny pozwolil w pelni zrealizowaé¢ cel badawczy pracy poprzez zebranie wynikow
dotyczacych szeregu istotnych parametréw biofizycznych badanych komorek oraz oceng stopnia
ich przezywalnosci i zywotnosci po zastosowaniu badanych dendrypleksow.

Zastanowilo mnie w tej czesci pracy:
- czy zostaty okreslne rozmiary badanych dendrypleksow?

- czy badane kompleksy dendrymeréow z siRNA wykazywaly autofluorescencje, ktora
stanowi powazne ograniczenie w stosowanej w pracy metodzie cytometryczne;j?

W podrozdziale czwartym pani mgr Kamila Biatkowska oméwita publikacje wchodzace w
sktad rozprawy doktorskiej, szczegdétowo omawiajac wyniki uzyskane z czesci badawczej pracy
doktorskiej, wskazujac jako podsumowanie w 5 podrozdziale na wdrozenie metody hodowli
komorkowej 3D do badan naukowych. Wykazata rowniez, ze dendrymery transportujg siRNA do
wnetrza komodrek 1 w zaleznosci od stezenia wykazujg efekt cytotoksyczny. Dla komodrek w
hodowli 3D stezenia cytotoksyczne dendrypleksow sa wyzsze niz dla hodowli 2D, a kompleks z
dendrymerem CBD-1 wykazal najwigksza cytotoksycznosé¢ dla komorek MCF-7.

Sformutowane na podstawie wykonanych badan wnioski oraz opracowanie i wdrozenie
metody hodowli komérek 3D stanowia w mojej ocenie oryginalne osiggniecie Doktorantki.
Opracowana przez panig mgr Biatkowska metoda jest nowym i waznym wdrozeniem w
metodologi¢ badan cytotoksycznosci wykonywanych na hodowlach komérkowych 3D,
stanowigcych laboratoryjny model badawczy najbardziej zblizony do warunkow naturalnych
organizmu. Ponadto waznym osiggnieciem naukowym jest wniosek z przeprowadzonych badan,
dotyczacy przydatnos$¢ dendrypleksu CBD-1 w transporcie siRNA do komorek nowotworu MCF-
7, co wskazuje na potencjalne zastosowanie kompleksu w terapii przeciwnowotworowej raka
piersi. W tym miejscu mam pytanie do pani mgr Biatkowskiej, czy ma w planach kontynuacje
badan na innych liniach komérkowych w hodowlach 3D oraz czy sg w planach badania
przedkliniczne/kliniczne nad skuteczno$cig dendryplekséw w terapii nowotworow?

Podsumowujac, oceniam rozprawe doktorska pani mgr Kamili Biatkowskiej jako
wyrozniajacg. Na jej duzg wartos¢ merytoryczng skladajg sie: umiejetnie zaplanowanie i
przeprowadzenie wdrozenia metody do hodowli komodrek 3D oraz nowatorskie badania
opublikowane w renomowanych czasopismach, ktore dotyczg badan cytotoksycznosci
dendrypleksow, jako potencjalnych lekow przeciwnowotworowych. Doktorantka wykazata sie
przy tym umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia badan eksperymentalnych oraz znajomoscia
problematyki z zakresu technik prowadzenia hodowli komdrkowych, biofizycznych technik
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pomiarowych, a takze farmakologii i cytobiologii. W swojej rozprawie przedstawita oryginalne i
nowoczesne badania, a takze wdrozyta opracowana przez siebie nowa metode na hodowlach
komorkowych 3D, zatem Jej praca ma charakter nie tylko poznawczy, ale rowniez aplikacyjny.

Rozprawa doktorska pani mgr Kamili Biatkowskiej spetnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki wraz z pézniejszymi zmianami, jak rowniez
W ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 roku. Uwazam, ze
przedtozona mi do oceny rozprawa jest podstawa do nadania Doktorantce stopnia naukowego
doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauk biologicznych.

Zwracam sig, wige z uprzejma prosba do Komisji Uniwersytetu Eodzkiego do spraw stopni
naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Kamili
Biatkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Bioragc pod uwage dorobek naukowy
pani mgr Kamili Biatkowskiej, zakres i jakos¢ przeprowadzonych przez nig badan i wykonane
wdrozenie, zwracam si¢ do Wysokiej Rady o wyréznienie rozprawy doktorskiej i nagrodzenie
Doktorantki.

Dr hab. inz. Dorota Bonarska-Kujawa
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