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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pana mgr. Konrada Kuczynskiego
zatytulowane;j
»Wykorzystanie nanotechnologii w badaniach wlasciwosci biologicznych

i biomechanicznych komdrek nowotworowych”

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. Konrada Kuczynskiego zostata
zrealizowana w Zakladzie Neuroonkologii Molekularnej Instytutu Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu pod kierunkiem prof. ICHB PAN dr hab. Katarzyny
Rolle, promotora pracy, oraz dr. inz. Bartosza Grzeskowiaka petnigcego funkcj¢ promotora
pomocniczego. Temat rozprawy doktorskiej dotyczy istotnego zardwno z punktu widzenia
poznawczego, jak rowniez aplikacyjnego, zagadnienia, a mianowicie wykorzystania
nanotechnologii w badaniach wlasciwosci biologicznych i biomechanicznych komorek
nowotworowych.

Najnowsze dane epidemiologiczne wskazuja, ze liczba chorych na nowotwory
w ostatnich latach nieustannie rosnie. Stanowi to ogromne wyzwanie nie tylko dla lekarzy, ale
réwniez dla catego spoleczenstwa. Choroby nowotworowe sg jedng z najczgstszych przyczyn
zgonow na $wiecie i cho¢ badania nad nowymi sposobami ich leczenia oraz zrozumieniem
procesu nowotworzenia sg intensyfikowane, to nie udaje si¢ zmniejszy¢ wspoiczynnika
zachorowan. Przebieg choréb nowotworowych oraz odpowiedz na terapi¢ sa bardzo

zroznicowane. Obserwowane réznice miedzyosobnicze zaleza przede wszystkim od typu
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choroby nowotworowej, jednak coraz czgéciej zwraca si¢ uwage na problem lekoopornosci

oraz nadmiernej lekowrazliwosci pacjentéw. Chorzy na glejaka mézgu sa obcigzeni ztym
rokowaniem i nowotwor ten jest wcigz najwigkszym wyzwaniem dla wspétczesnej onkologii.
Jedng z przyczyn tego stanu moze by¢ wysoki potencjat komérek glejaka do inwazji oraz
migracji. Zrozumienie mechanizméw inwazji moze prowadzi¢ do wyznaczenia nowych celéw
molekularnych terapii przeciwko temu nowotworowi. Leczenie nowotworéw zlosliwych
moézgu moze nie by¢ skuteczne ze wzglgdu na brak mozliwosci interwencji chirurgicznej,
obecno$¢ bariery krew-mozg oraz neurotoksycznosé $rodkéw stosowanych miejscowo.
Dlatego tez, prowadzi si¢ poszukiwania nowych substancji oraz nowych wlasciwosci
biologicznych w kierunku ograniczania wzrostu i niszczenia komoérek nowotworowych.
Wielkie nadzieje poktada si¢ w nanotechnologii. Odpowiednio zaprojektowane nanoczastki
moga by¢ stosowane w terapii przeciwnowotworowej jako nosniki zwigzkow
terapeutycznych, co powoduje wzrost ich biodostgpnosci i akumulacji w obszarze guzow.
Oplaszczenie nanoczastek specyficznymi ligandami lub przeciwciatami umozliwia celowana
terapie, co nie tylko moze zwigkszy¢ skutecznos$¢ leczenia, ale takze istotnie zmniejszy¢
cytotoksycznos¢ na komorki prawidtowe. Zagadnienia te podejmowane sg przez Doktoranta
w recenzowanej pracy doktorskiej, co §wiadczy o aktualnosci problemu badawczego, jak i
umieje¢tnosci doboru oryginalnej tematyki badawcze;j.

Oceniana rozprawa doktorska zostata zredagowana w jezyku polskim i przedstawiona
na 130 stronach maszynopisu z wylaczeniem kopii publikacji, ktérej Pan mgr Konrad
Kuczynski jest wspotautorem. Tytut rozprawy zostatl sformulowany poprawnie i odpowiada
przedstawionym wynikom badan. Pierwsza cz¢$¢ pracy obejmuje Spis tresci, Wykaz skrotow,
Streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz Wprowadzenie. Kolejne rozdzialy to: Cel
pracy, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, a takze Materialy i metody. Praca zakonczona jest spisem
literatury obejmujgcym 471 pozycji bibliograficznych. Podzial pracy na poszczegdlne
rozdzialy jest prawidlowy i porzadkuje jej tres¢. Oceniana rozprawa zawiera 25 rycin i 10
tabel, jednakze tabele umieszczone w czesci Materialy i metody nie zostaly przez Autora

ponumerowane.
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Wprowadzenie do dysertacji Doktorant poswigcit  problematyce dotyczacej

nowotworéw oraz ich unikalnym cechom, ktére maja zasadnicze znaczenie w opracowywaniu
nowych form terapii przeciwnowotworowych. Nastepnie skoncentrowat si¢ na szczegdtowej
charakterystyce glejaka — stanowiacego okolo 70% wszystkich pierwotnych nowotworow
centralnego ukladu nerwowego. Doktorant przedstawil objawy Zwigzane z wystepowaniem
glejaka, jego mozliwosci diagnostyczne oraz terapeutyczne, wskazujgc na ich ograniczenia.
Bardzo ciekawym elementem czgéci teoretycznej pracy bylo zaprezentowanie czynnikéw
wplywajacych na rozwoj glejaka oraz kierunkéw badan intensyfikowanych w celu obnizenia
potencjatu proliferacyjnego jego komoérek. Dodatkowo Pan mgr Konrad Kuczyniski dokonat
przegladu literaturowego w obszarze nanomaterialéw stosowanych jako nosniki lekow
przeciwnowotworowych przyczyniajacych si¢ do zwigkszenia skutecznosci terapii
onkologicznych oraz mogacych niwelowaé ich skutki uboczne. Mimo, Zze Autor szeroko
opisal réznego rodzaju nanoczastki i staral si¢ wprowadzi¢ w tematyke zagadnien
badawczych to ta czgs¢ pozostawia pewien niedosyt. Brakuje mi w niej krytycznej dyskusji
zwigzane] z realnymi mozliwosciami wykorzystania nanoczgstek polimerowych jako
systemOw dostarczania terapeutykow oraz postgpdéw jakie zostaly dokonane w ostatnich
latach w ich syntezie oraz stabilnosci. Ostatni rozdziat wprowadzenia dotyczy réznych modeli
glejaka stosowanych w badaniach podstawowych i aplikacyjnych.

Podsumowujac czg$¢ teoretyczng mozna stwierdzi¢, ze zostata ona dobrze zaplanowana
1 pozwolita Doktorantowi okresli¢ nieopisane do tej pory w literaturze problemy badawcze,
ktdre byty inspiracjg do nakreslenia podstawowych etapodw prac eksperymentalnych.

Analiza literaturowa byla podstawg do sformutowania nadrzednego celu pracy, ktorym
byto zbadanie wlasciwosci migracyjnych komoérek nowotworowych, charakterystyka i
okreslenie potencjatu terapeutycznego nanoczastek, a takze stworzenie 1 optymalizacja
modelu komoérkowego glejaka. Autor przedstawil rowniez szereg celéw szczegdtowych,
sposrdd ktérych nalezy przede wszystkim wymieni¢:

» okreslenie wplywu miR-218 na wlasciwosci migracyjne komoérek glejaka

wielopostaciowego z wykorzystaniem szeregu technik biologii molekularnej;
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» oceng cytotoksycznosci nanoczastek magnetycznych oplaszczonych polietylenoiming

oraz nanoczastek polimerowych zbudowanych z polidopaminy mogacych stanowié
uktady dostarczania lekow przeciwnowotworowych;

» budowg nowego trojwymiarowego modelu komoérkowego glejaka przeznaczonego do
badania proceséw inwazji nowotworowej oraz oceny efektywnosci nowych lekow o
potencjale przeciwinwazyjnym. Model zostal oparty na hybrydowej kulturze zawierajace;j
organoid odzwierciedlajacy budowa zdrowy moézg oraz organoid wywodzacy sie¢
bezposrednio z tkanki glejaka.

W kolejnej czeSci Pan mgr Konrad Kuczynski omowil szczegélowo wyniki
przeprowadzonych badan, na podstawie ktorych wyciagnat szereg bardzo istotnych
wnioskow. Wykazal miedzy innymi, ze zwiekszony potencjal migracyjny komorek glejaka,
obnizona zdolno$¢ przylegania komoérek do podioza oraz ich nizsza sztywno$¢ korelujg
z niskim poziomem ekspresji miR-218-5p przy jednoczesnie wysokim poziomie biatek
macierzy — tenascyny-C i syndekanu-2. Ponadto, Doktorant udowodnil, ze miR-218-5p
bezposrednio i posrednio wptywa na poziom ekspresji wielu genéw odpowiedzialnych za
fizyczne cechy komorki np. jej zdolnosci do przemieszczania si¢ oraz na otoczenie
komoérkowe modyfikujac sktad macierzy zewnatrzkomérkowej. Wyniki analizy zmian adhezji
potwierdzily znaczace podniesienie zdolnosci przylegania komorek glejaka do podioza w
obecnosci miR-218-5p, ktére moga by¢ zwigzane z obnizeniem ekspresji genu o-aktyniny.
Sztywno$é komoérek suplementowanych miR-218-5p wzrosta o 30% w stosunku do komorek
kontrolnych. Pan mgr Konrad Kuczynski wykazat, ze nanoczastki magnetyczne oplaszczone
polietylenoiming nie powodujg efektow cytotoksycznych ani w komoérkach glejaka, ani
w ludzkich fibroblastach. Fakt ten przypisuje si¢ ostonowej funkcji polietylenoiminy
w stosunku do magnetytowego rdzenia nanoczastek. W przypadku zastosowanego
nanomaterialu nie zaobserwowano generowania w komorkach stresu oksydacyjnego
zwiazanego z podwyzszonym poziomem reaktywnych form tlenu. Stad tez posiada on duzy
potencjat do bezpiecznego przenoszenia dsRNA do komoérek ludzkich. W pracy doktorskiej
przedstawiono réwniez badania wplywu nanoczastek polidopaminy o rozmiarach 100, 140 i

240 nm na zywotno$¢ komoérek ludzkich. Wykazaly one, ze najmniejszg toksycznoscia
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charakteryzuja si¢ nanoczastki o wielkosci 100 nm. Jednoczesnie Doktorant podkreslit, ze

w celu optymalizacji rozmiaru nanoczastek stosowanych jako nosniki aktywnych substancji
farmaceutycznych konieczne jest przeprowadzenie dodatkowych testow np. w kierunku
generowania stresu oksydacyjnego, ktéry moze dziatac destrukcyjnie na wiele elementow
komoérkowych, ostatecznie prowadzac do apoptozy. Bardzo ciekawym elementem pracy bylo
stworzenie i optymalizacja nowego hybrydowego modelu badawczego opartego na
organoidzie przypominajagcym budowa zdrowy moézg oraz organoidzie bazujacym na
komérkach glejaka. Na uwage zastuguje fakt, ze Doktorant realizowat te badania na stazu
naukowym w Berlin Institute for Medical Systems Biology, Max Delbriick Center for
Molecular Medicine pod kierunkiem Pani dr Agnieszki Rybak-Wolf. Wygenerowane
organoidy wykazywaly si¢ duza gestoscia komorek, co moze wskazywaé na silne pofaczenia
miedzy komoérkami nowotworu. Wysoka gestos¢ uzyskanego organoidu znaczaco ograniczyla
mozliwosci penetracji tej struktury przez barwniki stosowane do oznaczenia struktur
komoérkowych pomimo wykorzystania procedur utrwalania i permabilizacji blon komorek
organoidéw. Optymalizacja stworzonego modelu trojwymiarowego pozwoli w przysztosci na
precyzyjne badania mechanizméw inwazji nowotworowej, a takze analizy farmakokinetyczne
potencjalnych lekow, czy tez analizy ich toksycznosci.

W ostatniej czeéci pracy doktorskiej — rozdziale Materialy i metody, Pan mgr Konrad
Kuczynski przedstawit spis stosowanych odczynnikéw chemicznych, hodowli komoérkowych
oraz procedur przeprowadzanych na komorkach. Ponadto opisal testy cytotoksycznodci
wykonane dla nanomateriatéw, metody wykorzystane w celu okreslenia wiasciwosci
fizycznych komérek nowotworowych, a takze badania ekspresji genow. Trzeba podkresli¢, ze
ich dobor jest dobrze przemyslany.

Pan mgr Konrad Kuczynski przedstawit szeroki zakres pracy jaki realizowal, aby
osiggnaé postawione sobie cele. Zrealizowanie celow rozprawy wymagalo opanowania
duzych umiejetnosci eksperymentalnych. Biorac pod uwage nastepujace elementy pracy:
dobér tematu, zastosowane metody i uzyskane wyniki, wyrazam przekonanie, Ze oceniania
praca zawiera wiele elementow nowosci naukowych. Autor dobrze dobral i zastosowat

metody badawcze i prawidtowo przeprowadzit interpretacjg otrzymanych wynikow.
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Z obowigzku recenzenta pozwol¢ sobie wskaza¢ kilka kwestii dyskusyjnych

czy problematycznych. Jestem przekonana, ze Doktorant dotozyt wszelkich staran, aby praca
byla zredagowana jak najlepiej, natomiast nie ustrzegl si¢ on licznych bledéw edytorskich
oraz jezykowych. Ponadto, w pracy doktorskiej brakuje podsumowania dotychczasowej
dzialalno$ci naukowej Doktoranta, jego publikacji, wystagpien konferencyjnych, czy tez
udzialu w grantach. Jednakze te niescistosci i blgdy nie wplywaja na moja pozytywng oceng
przedstawionej do recenzji pracy doktorskie;.

Ponizej pozwole sobie zaprezentowaé natomiast kwestie do dyskusji:

1. Nie podlega watpliwosci, ze tematyka rozprawy jest interesujaca z naukowego punktu
widzenia — czy moge jednak prosi¢ o wskazanie najwazniejszego, wedlug Autora,
osiagniecia naukowego? Ktory etap prac badawczych byt kluczowy i dlaczego?

2. Co sktonito Doktoranta do zastosowania w pracy nanoczastek magnetycznych
optaszczonych polietylenoiming oraz nanoczastek polimerowych zbudowanych
z polidopaminy?

3. W pracy Doktorant nie przedstawit zadnych informacji dotyczacych syntezy oraz
wlasciwosci fizykochemicznych stosowanych nanomaterialow. Uwazam, Ze s3 one
kluczowe w przypadku okreslenia mozliwosci ich zastosowania jako potencjalnych
uktadow dostarczania lekow przeciwnowotworowych.

4. Czy zastosowane w badaniach nanoczastki byly stabilne?

5. Czy Doktorant rozwazat zastosowanie w swoich badaniach innych nanomateriatow? Jesli
tak, to jakich?

6. Jak Doktorant ocenia mozliwo$¢ rzeczywistego zastosowania nanoczastek
magnetycznych oplaszczonych polietylenoiming oraz nanoczastek polimerowych
zbudowanych z polidopaminy jako nosnikow lekow w terapiach onkologicznych?

Podsumowujgc, jednoznacznie stwierdzam, ze rozprawa Pana mgr. Konrada
Kuczynskiego stanowi istotny wkiad w rozwdj dyscypliny — nauki biologiczne. Realizacja
badan wymagata od Doktoranta duzej wiedzy teoretycznej oraz umiejetnosci praktycznych.

Podjecie tematu badawczego uwazam za celowe i w pelni uzasadnione. Doktorant posiada
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odpowiednie przygotowanie dla rozwigzania postawionych probleméw, co w pelni wykazat

w rozprawie doktorskiej.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zatytulowana ,,Wykorzystanie
nanotechnologii w badaniach wlasciwosci biologicznych i biomechanicznych komdrek
nowotworowych” spetnia wszystkie warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku -
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3
lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w Sposobie postepowania 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.). Wnioskuj¢ zatem do Rady
Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pana mgr. Konrada

Kuczynskiego do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora.
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