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Karbokrzemowe dendrymery z atomami miedzi jako nosniki lekdw i materialu genetycznego w
terapii przeciwnowonyvorowejf

stanowigcej podstawg ubiegania sie o nadanie stopma doktora

Terapie wykorzystujace zjawisko interferencji RNA posiadaja ogromny potencjal w leczentu
nowotworow, zaburzen genetycznych oraz infekcji wirusowych, W okresie ostatnich lat nastapit
ogromny postep w rozwoju tej strategii leczenia chordb opartej na wyciszania docelowych genow.
Obecnie ponad 20 terapii opartych na siRNA znajduje si¢ w badaniach klinicznych, na co istotmy
wplyw mialo zatwierdzenie przez FDA w sierpniu 2018 r. leku o nazwie ONPATTRO do leczenia
polineuropatii wywotanej przez dziedziczna amyloidoza zalezng od transtyretyny. Jednym z
kluczowych elementow bezposrednio wplywajgcym na skutecznosé, swoistod¢ oraz bezpieczenstwo
terapii jest system efektywnego dostarczania leku. W przypadku siRNA rozwaza si¢ szereg
niewirusowych systeméw jego transportu w formie koniugatéw, czy z zastosowaniem polimerdw.
Zagadnienie to jest bardzo aktualne, a przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska w pelni
wpisuje sie w (3 tematyke. Co | istotne, w pracy zwerytikowano szeroko potencjal
karboksykrzemowych dendrymeréw z atomami miedzi jako no$nikéw, nie tylko materiatu
genetycznego, ale réwniez wybranych lekéw w kontekscie przetamania opornosci w terapii

przeciwnowotworowej.

Cel pracy doktorskiej Pana mgr Marcina Hototy pt. " Karbokrzemowe dendrymery z atomami miedzi
Jako nosniki lekéw | materialu genetycznego w terapii przeciwvnowotworowej” zostal klarownie
sformulowany oraz w ramach zrealizowanej pracy osiagniety. Doktorant ocenil mozliwos¢

wykorzystania  karboksykrzemowych dendrymeréw z atomami miedzi jako nosnikéw



proapoptotycznych siRNA tj siBcl-2 i siMcl-1 oraz lekéw przeciwnowotworowych: doksorubicyny,
metotreksatu oraz S-fluorouracylu. Na realizacj¢ celu giéwnego skladaly si¢ zadania szczegblowe
zwiazane z: (1) charakterystyka badanych metalodendrymeréw pod katem wihasciwosci
biofizycznych, hemolitycznych oraz cytotoksycznych, (2) oceng ich zdolnosci do tworzenia
kompleksow z kwasami nukleinowymi oraz badanymi w pracy lekami przeciwnowotworowymi, (3)
okresleniem aktywnoéci przeciwnowotworowej metalodendrymerow skompleksowanych z siRNA

lub lekami oraz (4) ocena terapeutycznego dziatania kompleksow dendrymer/lek in vitro.

Praca doktorska zostala wykonana w Katedrze Biofizyki Ogdlnej Uniwersytetu Lodzkiego pod
kierunkiem prof. dr hab. Maksima lonova (promotor) oraz dr Sylwii Michlewskiej petnigcej funkeje
promotora pomocniczego, jako efekt wspélpracy interdyscyplinarnej z zespotem prod. F.J. de la
Mata z Katedry Chemii Organicznej i Chemii Nieorganicznej Uniwersytetu Alkala w Hiszpanii oraz
prof. T. Hianik i prof. 1. Vaczulikova z Katedry Fizyki Jadrowej i Biofizyki Uniwersytetu

Komenskiego w Bratystawie.

Na rozprawe sklada sie cykl spojnych tematycznie trzech publikacji naukowych o charakterze

doswiadczalnych o sumarycznym IF = 16.611 i 340 pkt. MEIN:

1. Holota M, Magiera J, Michlewska S, Kubczak M, Del Oimo NS, Garcia-Gallego S, Ortega P, de
la Mata FJ, Ionov M, Bryszewska M. In Vitro Anticancer Properties of Copper
Metallodendrimers. Biomolecules. 2019 Apr 18;9(4):155. doi: 10.3390/biom9040155. PMID:
31003561; PMCID: PMC6523220.

2. Sanz Del Olmo N, Holota M, Michlewska S, Gomez R, Ortega P, Ionov M, de la Mata FJ.
Bryszewska M. Copper (II) Metallodendrimers Combined with Pro-Apoptotic siRNAs as a
Promising Strategy Against Breast Cancer Cells. Pharmaceutics. 2020 Aug 2;12(8):727. doi:
10.3390/pharmaceutics12080727. PMID: 32748821; PMCID: PMC7464408.

3. Holota M, Michlewska S, Garcia-Gallego S, Del Olmo NS, Ortega P, Bryszewska M, de la Mata
FJ, Tonov M. Combination of Copper Metallodendrimers with Conventional Antitumor Drugs to
Combat Cancer in In Vitro Models. Int J Mol Sci. 2023 Feb 17;24(4):4076. doi:
10.3390/ijms24044076. PMID: 36835489; PMCID: PMC9960994.

Udziat Doktoranta w powstaniu powyzszych prac jest dominujacy (30%-53%) i zostal on bardzo
precyzyjnie okreslony pod katem merytorycznym w ramach stosowanych o$wiadczen. Generalnie,

dotyczyl on zarowno przeprowadzenia czg¢$ci dos$wiadcezalnej pracy, analizy i interpretacji



uzyskanych wynikéw, jak rowniez przygotowania manuskryptu oraz udzial w jego publikacji. Tutaj
chciatbym podkresli¢ dodatkowg aktywnos$¢ Doktoranta jako opiekuna dr Natalii Sgnz del Olmo w
nauce technik analitycznych z zakresu biofizyki oraz biologii. Ponadto, na podsfawie publikacji
naukowych oraz o§wiadczen Doktoranta mozna stwierdzi¢ o Jego szerokich umiej¢tnosciach pracy
laboratoryjnej z  wykorzystaniem réznych technik  biofizycznych  (pomiary  $rednicy
hydrodynamicznej i potencjatu zeta, anizotropii fluorescencji, wykonania widm dichroizmu
kolowego, pomiardw polaryzacji fluorescencji, wytwarzania reaktywnych form tlenu czy
mitochondrialnego potencjalu blonowego), jak rowniez technik biologicznych/immunochemicznych

(cytometria przeptywowa, test MTT, ocena aktywnosci hemolityczne;j).

Przedmiotem badan w ramach rozprawy doktorskiej byly dwie grupy karbokrzemowych
dendrymeréw zawierajgce atom miedzi zerowej, pierwszej oraz drugiej generacji roznigce si¢
ligandem powierzchniowym: chlorkowy lub azotowy. Tak zrdéznicowane pochodne powyzszych
metalodendrymeréow pozwolity na szerokg ich charakterystyke aktywnosci biologicznej |
wlasciwosei nosnikowych okreslonych w celu rozprawy. Badania te wchodzace w sktad Publikacji
1; Anticancer Properties of Copper Metallodendrimers) i przedstawiajg charakterystyke biofizyczna
powyzszych dendrymer6w z zastosowaniem m in. laserowe] elektroforezy Dopplera, DLS oraz
TEM. Pozwolilo to na ocene wielkosci i potencjatu zeta oraz wskaznika polidyspersyjnosci. Badane
dendrymery pomimo mozliwoéci tworzenia agregatow oddzialywalty z albuming bydlecg oraz btong
komorkowg (erytrocytarng), co Doktorant analizowal z zastosowaniem odpowiednio CD oraz
pomiaru anizotropii fluorescencji znacznikéw DPH i TMA-DPH. Analiza widm CD wskazuje na
drobne zmiany w drugorzedowej strukturze albuminy. Czy zmiany te sg na tyle niewielkie, ze nie
bedg mialy wplywu na aktywno$¢ biatek w szerszym kontekscie terapeutycznym? Oddzialywanie z
blona komorkowsg bylo skorelowane 2z wiadciwosciami hemolitycznymi i cytotoksycznymi
dendrymerdw, ich stezeniem oraz wzrostem generacji nanoczastki. Szczegdlnie istotnym wnioskiem
jest wybidrezy efekt cytotoksyczny dendrymeréw wobec komorek nowotoworowych, zwlaszcza
pierwsze] generacji z ligandami chlorkowymi wobec komorek biataczkowych HL-60. W tej czesci
rozprawy mam prosbe o prob¢ wyjasnienia silniejszego efektu cytotoksycznego badanych

metalodendrymeréw wobec komdrek nowotworowych w pordwnaniu do komorek prawidlowych.

Publikacja 2 (Metallodendrimers Combined with Pro-Apoptotic siRNAs as a Promising Strategy
Against Breast Cancer Cells) przedstawia wyniki badan zaréwno nad okresleniem zdolnosci
badanych metalodendrymeréw do tworzenia komplekséw z proapoptycznymi siRNA, jak 1 efektow

biologicznych utworzonych dendrykompleksow. Doktorant wykorzystujac techniki DLS, pomiar



potencjatlu zeta oraz TEM wykazal tworzenie komplekséw dendrymerdw pierwszej 1 drugiej
generacji z siRNA Bcl-2 i siMcl-1, co chronilo je przed degradacja nukleolityczng (elektroforeza
zelowa). Utworzone dendrykompleksy, zwlaszcza drugiej generacji zarowno z ligandem
chlorkowym jak i azotowym, poprzez internalizacje komérek nowotworowych MCF-7, wprowadzaja
oba badane siRNA, co jest pozytywnie skorelowane z ich wyzszym efektem cytotoksycznym wobec
natywnych form dendrymeréw. W tej czesel recenzji mam pytanie dotyczace dodatkowe]j weryfikacji
powyzszego efektu na poziomie genetycznym. Na ile badania te umozliwilyby poznanie szczegdldéw
mechanizmu cytotoksycznego dendrykompleksow zwigzanego z aktywnoscig biologiczng jego

sktadowych.

Publikacja 3 (Combination of Copper Metallodendrimers with Conventional Antitumor Drugs fo
Combar Cancer in In Vitro Models) stanowi rozwinigcie analizy wilasciwosei nosnikowych
karbokrzemowych dendrymerow zawierajacych atom miedzi o mozliwos¢ transportu lekow
przeciwnowotworowych. Doktorant wykazat iz, badane dendrymery zwlaszcza pierwszej i drugiej
generacji tworzg stabilne uklady z doksorubicyng, metotreksatem oraz 5-fluorouracylem i jako
dendrykompleksy maja silniejsze wlasciwosci cytotoksyczne wobec komérek nowotworowych linii
MCF-7 oraz HepG2 tj. zwickszona produkcja reaktywnych form tlenu oraz depolaryzacja blony
mitochondrialnej skorelowana z procesem apoptozy. W tej czgscel recenzji mam pytanie dotyczace

kryteriow wyboru badanych lekdéw przeciwnowotworowych.

Podsumowujac, cykl publikacji wchodzacy w sktad rozprawy doktorskiej to spdjna tematycznie
praca badawcza o charakterze interdyscyplinarnym stanowigca nowa wiedzg w zakresie whasciwosci
biologicznych karbokrzemowych dendrymeréw w kontekscie zastosowan przeciwnowotworowych,
w tym terapeutycznym. Wnioskowanie na podstawie uzyskanych wynikéw badan jest prawidtowe i
$wiadezy o dojrzatosci naukowej Doktoranta. Uzyskane w publikacjach wyniki zestawiono z
najnowszymi artykulami zwigzanymi z realizowang tematyka badawcza. z grupy prestizowych

czasopism naukowych.

Wyniki badan prezentowane byly na krajowych i zagranicznych konferencjach naukowych. Ponadto,
dziatalno$¢ naukows Doktoranta charakteryzuje udziat w projekcie badawczym (M-ERA NET),
trzech zagranicznych stazach naukowych w Hiszpanii i Stowacji oraz wspélautorstwo w pigciu

prestizowych publikacjach naukowych, poza wchodzacymi w sktad rozprawy.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Marcina
Holoty pt. Karbokrzemowe dendrymery z afomami miedzi jako nosniki lekéw i materialu

genelycznego w terapii przeciwnowotworowej stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego



i spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i

Nauce.

Biorac pod uwage udokumentowang umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych
przez Doktoranta oraz Jego wiedze teoretyczng w dyscyplinie nauki biologiczne wnosz¢ do Komisji
ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne
Uniwersytetu Lodzkiego o dopuszczenie Pana mgr Marcina Holoty do dalszych etapow

postepowania doktorskiego.
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