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_ Praca Pani magister Kamili Biatkowskiej podejmuje dwa wazne tematy dotyczace
metodologii  hodowli kom(')rkéwych w warunkach 2D i 3D oraz zastosowania
karbokrzemowych dendrymerow (CBD-1, CBD-2) jako transporterow SIRNA.
9 .

Hodowle komorkowe sg powszechnym narzedziem stuzacym okresleniu aktywnosci
hiologicznej nowych zwigzkéw o potencjale leczniczym. Pomimo swojej dlugiej historii i
zaawansowania technicznego, hodowle komorkowe w dwuwymiarowym srodowisku (2D) nie
s3 wolne od wad. System 2D hodowli komorek, znaczaco odbiega od ich fizjologicznego
srodowiska. Powoduje to, ze komodrki wystawione na dziatanie zwiazkow chemicznych,
zachowujg si¢ inaczej niz w sytuzflcji, gdy znajdujg si¢ w macierzystym organizmie. Roznice
widoczne sg przede wszystkim w ekspryesji genow, a co za tym idzie biatek receptorewych,
sygnalnych. Hodowle tr(')jwymiarO\;ve (3D) lepiej odzwierciedlajg warunki in vivo i moga stac
sic powszechnie uzywanym nafzedziem w przesiewowych testach stuzacych okresleniu
potencjatu nowych zwigzkow farmaceutycznych. Z punktu widzenia farmakoekonomicznego

tego typu hodowle mogg obnizy¢ koszty poszukiwania lekow, dzieki dokladnemu oszacowaniu

aktywnosci 1 toksycznosci-substancji na wezesnym, przedklinicznym etapie badan.



Terapia genowa ])oiega na wprowadzeniu do komorek pacjenta genp odpowiedzialnego
za synteze biatka, ktorego niedobor lub brak sg przyczyng choroby. Odkrycie zjawiska
wyciszania genow za poérédnictwem siRNA stanowi przetom w leczeniu wielu chorob, w tym
nowotworowych. Jednym z podstawowych problen.u')w tej terapii jest efektywne wprowadzenie
materiatu genetycznego do komorki. Btona kon;()rkowa jest silng barierg dla genow w postaci
wielkoczgsteczkowych kwasow nukleinowych o ujemnych fadunkach. Obiecujace wydajg si¢
dendrymery, syntetyczne polimer;/ o niskim stopniu toksycznosci.

Zatem zagadnienia poruszane przez Doktorantke majg istotne znaczenie aplikacyjne dla
przedklinicznych badan w zakresie terapii genowej.

] Przedstawiona do oceny. rozprawa doktorsl<£1 liczy 91 stron, zawiera wykaz dorobku
naukowego, wstep, cele pracy, opis zastosowanych metod, omowienie prac_ wchodzacych w
zakres dysertacji i ich wydruki, podsumowanie,- wniosek, streszczenie :)v jezyku pdsl(im 1
angielskim, bibligrofia (30 pozycji, wymienionych w porzadku alfabetycznym) oraz
o$wiadczenia wspotautordéw z ich procentowym udziatem.

Rozprawa doktorska zostata przygotowajpa na podstawie 3 monotematycznych prac
(w tym 2 oryginalnych, 1 przegladowej) opublikowanych w wysoko indeksowanych
czasopismach naukowych: ¢

1. Bialkowska K. Mitowska K. Michlewska S, Sokotowska P, Komorowski P, Lozano-

Cruz T, Gomez-Ramirez R., de la Mata FJ, Bryszewska M. Interaction of Cationic

© Carbosilane Dendrimers and Their siRNA Complexes with MCF-7 Cells.

Int J Mol Sci 2021;22 (13):7097. 1F-5,924; MEiN 140

2. Biatkowska K, Komorowski P, Gomez—Ramirez R, de la Mata 'FJ,. 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 1F-6,600; MEiN-140

3. Biatkowska K, Komorowski P, Bryszev:ska M, Mitowska 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; 1F=5,924; MEIN 140

. Warto podkresli¢, ze dwie prace oryginalne powstaty we wspotpracy z osrodkiem
zagranicznym z Katedrg Chemii Organicznej i Nieorganicznej Uniwersytetu Alcala w
Hiszpanii. We wszystkich i)racach Doktorantka jest pierwszym autorem, kprespondencyjnym i

jej] wktad wynosi ponad 50%.



. Ponadto dysertacja zawiera szczegdlowe omgwienie optymalizacji warunkow hodowli
3D w postaci sferoidow. - _

We wstepie Autorl;a porownuje hodowle komoérkowe prowadzong w warunkach 2D i
3D. W sposob niezwykle syntetyczny przedstawia zasadnicze roznice i wskazuje na zalety
hodowli 3D, podkreslajac -znaczenie praktyczne hodowli w postaci sferoidow w badaniach nad
guzami litymi. Wyjasnia podstawy terapii geimwej oparte] na wyciszaniu genow za
posrednictwem siRNA. ‘

Cele pracy zostaly jasno okreslone. Cel wdrozeniowy obejmowat opracowanie i
optymalizacje metody hodowli 'komérpk w postaci sferoidow, metod pozwalajacych na
pomiary wplywu substancji na komorki hodowane w 3D i ostatecznie wdrozenie hodowli 3D
do oferty ustug Bionanoparku Sp. zo.o. w Lodzi.

‘ Cel badawczy dotyczyt p-o'réwnania zdolnoéc; dwoch dendrymeréw CBD-11 CBD-2 do
tworzenia kompleksow z §iRNA i transportowania ich do komérek oraz oceny toksycznosci
tychze dendrymerow i ich komplekséw z siRNA w odniesieniu do ko'mérek linii MCF-7
(komorek raka piersi).

Hipoteza badawcza zakladata, ze dendrymery beda transportowac siRNA (Mcl1 1 Bel2)
do wnetrza komorek MCF-7 hodowanych zarovgno w warunkach 3D (w formie sferoidow) jak
i 2D. Zatozono, ze skutkiem dziatania dendrypleksow bedzie $mier¢ komorek nowotworowych.

Do potwierdzenia tworzénia sie kompleksow pomiedzy dendrymerami i siRNA
wykonano pomiary potencjalu zeta, dichroizmu kolowego, fluorescencyjne z bromkiem
etydyny oraz przeprowadzono elekt}'of‘OI'eze; kompleksow w zelu agarazowym (CBD2/siRNA).
Ocene wptywu dendrymerdw i ich kompleksow z sfRNA dokonano za pomocg testow XTT i
live-dead. Zbadano rowniez tr;mspon dendrypleksow do komorek wykorzystujac mikroskop
konfokalny oraz mikroskop automatyczny INCell Analyzer 2000 z analizd HCA. .

W pracy ,,Interaction of cationic carbosilane dendrimers and their siRNA cn'mplexes
with MCF-7 cells” Autorka wykazata, ze kazdy z badanych dendrymeréw CBD-1 1 CBD-2
tworzy kompleksy zarowno z siRNA Mcl-1 jak i siRNA Bcl-2. Doswiadczenia zostaly
przeprowadzone w hodowlach 2D. Dodatkowo ;a posrednictwem badania elektroforetycznego
udowodnita ochronne whasciwosci dendrymerow wobec siRNA w obecnosci RNazy. Wyniki
testu XTT wskazywaly, ze wplyw dendrymeréw na komorki nowotworowe zalezy od ich
stezenia i rodzaju. Co ciekawe CBD-1 okazal si¢ bardziej toksyczny w stosunku do k(;m(')rek
linii MCF-7 hodowanych w warunkach 2D niz CBD2. Przytaczenie za$ siRNA powodowalto
silniejszy efekt cytotoksyczny: Ze wzgledu na wigksza cytotoksycznos¢ CBD-1, do dalszej

analizy ilosciowej wykorzystano kompleksy CBD2/siRNA. Wykazano, zg ok. 40% komorek



mialo w swojej cytoplazmie kompleksy CBD-2/Mcl-1 i okoto 60% komorek posiadato
kompleksy CBD-2/Bcl-2.

W drugiej pracy OIyginalﬁej wInteraction of Cationic Carbosilane Dendrimers and
their siRNA complexes with MCF-7 cells cultured in 3D spheroids” Aut(')rl{a zajela sie oceng
wpltywu dendrymerow 1 dendrypleksow na komorki raka piersi w hodowli 3D w. po;taci
sferoidow. Zaskakujacym okazal sie wynik dotyczacy wigkszej cytotoksycznosci CBD2 w
hodowli 3D niz CBD1, przeciwny do wyniku uzy'skanego w hodowli 2D. Do dalszych badan
wybrano takie stezenia dendrymerow, ktore nie;by%y toksyczne dla komorek, czyli 51 10 uM.
W testach live-dead po 24-godzinnej inkubacji z dendrypleksami istotne obnizenie liczby
zywych komorek odnotowano dla'dendrypleksc')w: CBD-1/Bc¢l-2, CBD-2/Mcl-1, CBD-2-Bcl-2
ale tylko w stezeniu 10 uM. Nalezy j:adnak podkreslic, ze liczba zywych komorek nadal
utrzymywalta sie na wysokim pozio;nie powyzej 90% 1 wydtuzenie czasu inkubacji do 48 h nie
mialo wigkszego znaczenie. Dpktorantka Zaproj ektowata dodatkowy eksperyment, w ktoérym
podano 3 dawki dendrypteksow w odstepach 48-godzinnych. Najwyzszy spadek komorek
zywych odnotowano dla CBD-1/Mcl-1 i CBD-1/Bcl-2. Przenikanie dendq’plekséw w .hod'owli
3'D do wnetrza komorek okazato si¢ znacznie mniejsze niz w hodowli 2D. Wyniki analizy
cytometryczne) wskazywaly, ze zaledwie 8% komorek posiadalo w swojej cytoplazmie
dendrypleksy. .

W trzeciej pracy przegladowej “Spheroids as a Type of Three-Dimensional Cell
Cultures- Examples of Methods of Preparation and t}ze Most Important Application” Autorka
w Swietny sposob opisafa réznice pomigdzy hodowlami 2D i 3D. Praca byta bardzo dobrze
zaplanowana, w oparciu 0 najnowsze pismiennictwo. Zostala podzielona na dwie czesci. W
pierwsze] dokonano doktadnega opisu mechanizmu tworzenia si¢ sferoidow, druga zas
poswigcona zostala zastosowaniu hodowli komorek 3D w badaniach nad lekami
przeciwnowotworowymi takimi jak: 5-FLU, oksaliplatyna, gefitinib orag nanoczasteczkami
jako transporterami lekow. Niezwykle interesuj acé‘by}o omoOwienie zastosowania tego rodzaju
hodowli w badaniach chorob neurodegeneracyjnych: Alzheimera i Parkinsona.

Uzyskane wyniki omowiono w formie dyskusji w poszczegdlnych 2 publikacjach
oryginalnych. Doktorantka umiejetnie skomentowata wyniki swoich badan w stosunku do
danych z pismiennictwa, podkreslajac istotne réznice pomigedzy badanymi dendrymerami
CBD-1 1 CBD-2. Zaakcentowala znaczenie rodzaju prowadzonej hodowli w ocenie
cytotoksycznosci dendrymerow i ich kompleksow z siRNA. Stopien cytotoksycznosei nie tylko
zalezy od rodzaju dendrymeru, jego stezenia, czasu inkubacji ale takze od warunkow

prowadzonej hodowli (2D, 3D).



Zwienczeniem pracy doktorskiej jest jeden wniosek o duzym znaczeniu praktycznym,
wynika on z zalozen pracy 4 stanowi odpowiedz na sformulowang wczesniej hipoteze

badawczg. .

.

Oceniana praca jest oryginalnym opracowaniem naukowym. Warto$¢ poznawcza badan
jest duza. Wszystkie praceﬁprzeszly przez geste sito recenzji w redakcjach czasopism o zasiggu
mi¢dzynarodowym, stad brak moich uwag klytycz.nych

W oparciu o powyzszg opini¢ stwierdzam, ze rozprawa doktorska ,,Opracowanie i
wdrozenie metod badawczych do oceny wplywu .materialow na komorki hodowane w
hodowlach 3D, na przykladzie vs:ykorzystania dendrymerow jako no$nika siRNA” spelnia
warunki okreslone w art. 13 ust. 1, ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tj. Dz.U. z 2003
NI 65, poz. 595 z poin. zm.). ‘

Ze wzgledu na nowatorskos$¢ opracowan, istotny aspekt praktyczny, realizacj¢ celu
wdrozeniowego przeprowadzonych badai, wspoélprace mie;dzynan"odowz; oraz Takt
opublikowania wszystkich prac w czasopismach posiadajacych wysoki IF (Igczny IF

18,448, MEiN-420) wnioskuje¢ o wyroznienie pracy.
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