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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Konrada Kuczynskiego
pt. ,, Wykorzystanie nanotechnologii w badaniach wlasciwosci biologicznych i
biomechanicznych komérek nowotworowych”
wykonanej pod kierunkiem
Promotor: dr hab. Katarzyny Rolle, prof. IChB PAN

oraz Promotora pomocniczego: dr inz. Bartosza Grzeskowiaka

Podstawa wykonania recenzji

Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Konrada Kuczynskiego przygotowana zostata
na podstawie decyzji Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii
Nauk w Poznaniu z dnia 7 wrzesnia 2022 roku. Przewod doktorski prowadzony jest w

dziedzinie nauki $ciste i przyrodnicze, w dyscyplinie nauki biologiczne.

Ocena formalna pracy

Oceniana dysertacja zostala wykonana w Zakladzie Neuroonkologii Molekularnej
Instytutu Chemii Bioorganicznej, Polskiej Akademii Nauk, pod kierunkiem dr hab. Katarzyny
Rolle, prof. IChB PAN i promotora pomocniczego dr inz. Bartosza Grzeskowiaka. Praca byta
realizowana w ramach programu ,,Srodowiskowe interdyscyplinarne studia doktoranckie w
zakresie nanotechnologii” grant nr POWR.03.02.00-00-1032/16.

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska zostata napisana w jgzyku polskim, liczy
tacznie 131 stron, zawiera 25 rycin oraz 6 tabel. Dodatkowe 4 tabele, bez numeracji, znajdujg

si¢ w czegsci Materiaty i metody. Tytul rozprawy sformutowany zostat poprawnie i odpowiada



przedstawionym w ramach pracy rezultatom badan. Uklad pracy jest typowy dla dysertacji
doktorskich i sktada si¢ z 7 gléwnych rozdziatéw (Wprowadzenie, Cel pracy, Wyniki,
Dyskusja, Wnioski, Materiat i metody, Literatura) oraz rozdziatlu zawierajgcego zalgczniki.
Ponadto w recenzowanej pracy zamieszczono na wstepie podzigkowania, spis tresci, dalej
wykaz skrotéw stosowanych w pracy oraz streszczenie w jezyku polskim i jezyku angielskim.

W dysertacji zacytowano az 471 anglojezycznych pozycji literaturowych z lat 1954 -
2022, z czego wigkszo$¢ opublikowano po roku 2005. Wybrane pi$miennictwo jest
bezposrednio zwigzane z tematem pracy, zostato wlasciwie dobrane i zacytowane. Tak liczny
przeglad literatury $wiadczy o doglebnym zrozumieniu tematu przez Doktoranta i potwierdza
jego merytoryczne przygotowanie do realizacji zaplanowanych badan.

W ostatnim rozdziale pracy zamieszczono, w formie zalgcznika, spis dokonan
publikacyjnych Doktoranta, natomiast szkoda, ze nie dotgczono dodatkowo Jego naukowego
zyciorysu. Zdaj¢ sobie sprawe, iz nie jest to literalnie wymagane, ale na pewno ulatwitoby

czytajacemu lepiej pozna¢ Kandydata.

Ocena merytoryczna pracy

W rozdziale ,,Wprowadzenie” Autor szeroko opisal zagadnienia zwigzane z tematem
rozprawy doktorskiej, dzigki czemu przedstawiony zostat aktualny stan wiedzy oraz przestanki
do podjecia badan. W pierwszym podrozdziale Doktorant przedstawil unikalne cechy
molekularne nowotwordéw, lezgce u podstaw procesu transformacji nowotworowej w celu
lepszego zrozumienia procesu nowotworzenia, a co za tym idzie opracowania nowych form
terapii przeciwnowotworowej. Jedng z najwazniejszych cech nowotwordéw jest proces
aktywacji inwazji komoérek nowotworowych i powigzany z nim mechanizm przerzutowania.
Stad w dalszej czesci Autor opisal szczegbtowo mechanizm inwazji komoérek nowotworowych
oraz macierz zewnatrzkomérkowg (ECM), jej kluczowe skladniki i rol¢ w procesie migracji
komoérek. Kolejny podrozdzial poswigcony zostat wnikliwemu opisowi metod
umozliwiajacych przyzyciowe badanie cech fizycznych komoérek nowotworowych tj. sily
adhezji czy sztywnos$¢ pojedynczej komoérki. W nastgpnym podrozdziale uwaga Doktoranta
skupila si¢ na opisaniu jednostki chorobowej — glejaka wielopostaciowego. Glejak to nowotwor
zlosliwy, ktoéry wyjatkowo trudno leczy si¢ konwencjonalnymi metodami, ze wzglgdu na
lokalizacje w obrebie mozgu oraz wysoki potencjat do inwazji i migracji otaczajacych tkanek.
Doktorant przedstawil w tej czesci epidemiologi¢ glejaka, najczestsze objawy, diagnostyke
obrazowa i molekularng oraz stosowane metody leczenia. Co istotne, wskazal jednoczesnie na

nowe mozliwosci terapii poprzez rézne formy immunoterapii oraz wewnatrzkomérkowy



transport chemioterapeutykéw z uzyciem nanonosnikéw. Kolejny podrozdziat poswigcony
zostal opisowi materii z zakresu nanotechnologii. Szczegétowo zaprezentowano rézne typy
nanoczastek oraz mozliwosci ich zastosowania w biologii i medycynie. Ostatni podrozdziat
zawiera prezentacje réznych modeli badawczych glejaka oraz mozliwosci ich wykorzystania
jako istotnych wariantéow w kontekscie prowadzenia zréznicowanych badan naukowych.
Uwazam, ze wszystkie zagadnienia opisane w rozdziale ,,Wprowadzenie” s3 dobrze
przedstawione, ulozone w logiczng cato$¢, a sposob pisania tekstu $wiadczy o doskonatym
teoretycznym przygotowaniu Doktoranta i doglgbnym zrozumieniu tematu. Z czesci tej wylania

si¢ jasno sformutowany problem badawczy, z ktérym chce zmierzy¢ si¢ Doktorant.

Gléwnym celem przedtozonej rozprawy doktorskiej byto badanie wiasciwosci
migracyjnych komoérek nowotworowych oraz charakterystyka nonoczgstek w celu okre$lenia
ich potencjatu terapeutycznego w kontekscie leczenia glejaka wielopostaciowego. Dodatkowo,
ze wzgledu na brak odpowiedniego modelu komdrkowego idealnie odzwierciedlajgcego
srodowisko nowotworu w organizmie i pozwalajagcego na badanie mechanizméw inwazji,
Doktorant postawit sobie za cel probg wytworzenia takie struktury.

Ze wzgledu na ztozono$¢ zalozen pracy doktorskiej, Autor podzielil jej wykonanie na
trzy etapy, ktore finalnie punkt po punkcie realizowal. W takim ujeciu szczegélowa tematyka
badan dotyczyla:

1. Okreslenia wpltywu syntetycznego miR-218 na wlasciwosci migracyjne komorek
glejaka wielopostaciowego.

2. Analizy biokompatybilnosci i bezpieczenstwa wzgledem komodrek nowotworowych
badanych nanoczastek Mag@PEI i PDA w celu wykazania potencjalnego ich
wykorzystania jako nosniki w terapii hamujacej inwazje glejaka.

3. Wytworzenia nowego trojwymiarowego modelu komoérkowego  glejaka
przeznaczonego do badania proceséw inwazji i przerzutowania oraz do oceny
efektywnosci nowych terapeutykdw o potencjale przeciwinwazyjnym wprowadzanych
do komorki przy uzyciu nanomateriatow.

Dzialania Doktoranta w zakresie prowadzenia badan naukowych s3 uporzadkowane,
przemyslane i $wiadcza o umieje¢tnosci planowania eksperymentéw. Opis uzyskanych
wynikéw jest klarowny, poparty licznymi rycinami i tabelami, ktére utatwiaja zrozumienie
tresci. Dyskusja rozprawy zostata bardzo dobrze przeprowadzona, oparta jest na odpowiedniej

liczbie pozycji literaturowych. W tej czgsci Doktorant udowodnit swoje przygotowanie



merytoryczne do prowadzenia badan oraz umiej¢tno$é krytycznego podejscia do uzyskanych

wynikow.

Prac¢ konficza cztery wnioski, ktére maja charakter obserwacyjny i wynikajg z
przeprowadzonych badan. Sformulowane wnioski sg bardzo szczegélowe i co istotne
dodatkowo wskazuja, ze realizacja tej pracy doktorskiej moze mieé znaczenie aplikacyjne.
Doktorant wykazal, ze badany przez niego nanomateriat Mag@PEI, zbudowany z magnetytu i
polietylenoiminy, nie powoduje efektow cytotoksycznych w komorkach glejaka, jak rowniez
w prawidtowych fibroblastach, dodatkowo jest neutralny wzgledem DNA i mitochondriéw co
pozwala sugerowaé, ze moze mie¢ zastosowanie jako doskonale narzedzie pozwalajgce na
skuteczne wprowadzanie dwuniciowych czasteczek RNA (dsRNA) do komorki glejaka
wielopostaciowego w celu wylaczenia lub wyciszenia ekspresji wybranego genu. Co wigcej
Autor wykazal, ze badany nanomateriat cechuje si¢ wiekszg efektywnos$cia w dostarczaniu
dsRNA do komoérek glejaka w pordwnaniu z komercyjnie stosowanym lipidowym no$nikiem
kwaséw nukleinowych (Lipofectamine™). Liczne badania, prowadzone na calym $wiecie,
dotyczace zjawiska interferencji RNA, wskazujg jak kluczowy jest to obszar i jak ogromny ma
potencjat ze wzgledu na kontrole przeptywu informacji genetycznej. Dodatkowo budzi
nadziej¢ na opracowanie w przysziosci nowych, skutecznych metod leczenia choréb

nowotworowych opartych o wyznaczenie nowych celow molekularnych.

W ostatnim rozdziale Doktorant opisal zastosowane w badaniach materialy i metody.
W czesei tej wyczerpujgco i z nalezyta starannoscig opisano wyboér linii komorkowych, i
organoidowych do badan, procedury przeprowadzane na kulturach w trakcie hodowli,
otrzymanie assembloidu HBO-GBO oraz protokét transfekcji z  wykorzystaniem
nanoczasteczek Mag@PEIL Roéwnie duzo uwagi Autor poswigcit wnikliwemu opisowi metod
zastosowanych do analizy cytotoksycznosci, oceny genotoksycznosci i mitotoksycznosci,
analizy wplywu nanoczastek na procesy zwiazane ze stresem oksydacyjnym poprzez pomiar
aktywnos$ci enzyméw tj. katalaza i peroksydaza glutationowa, oceny ekspresji genow oraz
badan cech fizycznych komérek nowotworowych. Pragng nadmieni¢, ze nie zauwazylam luk
oraz blgdow w opisach stosowanych procedur. Nie budzi to watpliwosci, ze opisane przez
Doktoranta metody sg powtarzalne. Co wigcej, tak przedstawione, $wiadczg o Jego bardzo

dobrym warsztatowym przygotowaniu do pracy eksperymentalnej w laboratorium.

Pod wzgledem edytorskim caly test zostal przygotowany bardzo starannie, wyst¢pujg

nieliczne bledy literowe. Na pochwale zasluguje rowniez poprawnie stosowana przez



Kandydata terminologia. Ponadto szata graficzna pracy jest przyjemna dla oka i podnosi jej

warto$¢ estetyczna.

P1. Z ciekawosci Recenzenta prosz¢ Doktoranta o wypowiedz, czy nanomateriat Mag@PEI
badany przez niego moze zosta¢ uzyty w koniugacji z lekami stosowanymi w leczeniu glejaka
wielopostaciowego. Jesli tak, to z jakimi i czy moze zostaly juz w tej kwestii podjete jakie$

badania?

Uwagi

Drobne uwagi szczegdtowe, ktore z funkcji Recenzenta musze wskazaé:
1. Dodalabym wniosek 5 do rozdziatu Wnioski, w ktérym zawartabym informacje, ze
w ramach prowadzonych badan udato si¢ stworzy¢ nowy hybrydowy model badawczy
zawierajacy zaréwno komorki zdrowego mozgu oraz komorki nowotworowe glejaka,
ktory moze stanowi¢ doskonaly uklad do badania mechanizméw inwazji
nowotworowe;j.
2. Brak angielskich nazw przy niektérych skrétach wypisanych w wykazie skrotow
stosowanych w pracy (strona 6). Nalezatoby to ujednolicié.
3. Brak numeracji czterech tabel zamieszczonych w rozdziale Materialy i metody
(strona 91, 92, 93).
4. W opisach niektérych rycin Autor zastosowal form¢ wykropkowania .,(...)” dla
skrocenia peilnej nazwy publikacji, w ktérej to wyniki Jego badan zostaly
zaprezentowane. Forma ta wyglada co najmniej dziwnie, obrazuje urwane zdanie w
potowie (rycina 3, 4, 5, 7). Taka prezentacja nie przystoi opracowaniu bgdacemu
rozprawg doktorska.
5. Zabraklo, w formie zalagcznika do wgladu, pozwolenia Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (Nr. 46/13) na
pozyskanie i przetwarzanie ludzkich komorek pochodzacych z resekcji nowotworéw
moézgu, o ktérym mowa w rozdziale Material i metody, podrozdziat 6.2.2.
6. Ponadto sugerowatabym dotgczenie, rowniez w formie zalacznika w ostatnim
rozdziale, zyciorysu naukowego Doktoranta, co zapewne przyblizyloby Jego wizerunek
jako juz doswiadczonego badacza.

Nadmienie, ze powyzsze uwagi i sugestie nie maja wplywu na poziom naukowy dysertacji,

ktory oceniam bardzo wysoko.



Calosciowa ocena warto$ci naukowej i wnioski konicowe recenzji

Reasumujgc, rozprawe doktorskg mgr Konrada Kuczynskiego ogdlnie oceniam jako
znakomitg. Praca ta wykonana jest bardzo solidnie i co wazne niesie duzy tadunek nowosci
naukowej, daje nadziej¢ na rozw6j nowych terapii dla pacjentéw dotknigtych glejakiem
wielopostaciowym. Biorge pod uwage oryginalno$¢ przeprowadzonych doswiadczen, bogaty
wachlarz  stosowanych samodzielnie przez Doktoranta nowoczesnych technik biologii
molekularnej oraz generalnie znajomos$¢ szerokiej wiedzy teoretycznej przedstawionej w
opracowaniu stwierdzam, ze Kandydat posiada predyspozycje do samodzielnego prowadzenia
badan naukowych w przysztosci.

Dodatkowo, co nalezy podkresli¢, wyniki uzyskane w ramach prowadzonych przez
Doktoranta badan zostaty juz czgsciowo opublikowane w recenzowanym, bardzo dobrym
czasopi$mie (Journal of Cellular and Molecular Medicine, o wspétczynnikach IF 5.295 i MEIN

100 pkt). Zaktadam, ze z reszty wynikéw powstanie kolejna, rownie wartosciowa publikacja.

Whioski konicowe

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018
roku Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018
r. poz. 1669 ze zm.) oraz w Sposobie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w
Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr
99/2022/Internet z dnia 9 czerwca 2022 r.) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pana mgr Konrada Kuczynskiego do dalszych

etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.

Jednocze$nie, co pragne podkresli¢, majac na uwadze wysoki poziom naukowy
przedmiotowej dysertacji i jej walory utylitarne, przedstawiam do Rady Naukowej

Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej.
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