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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pana mgr. Konrada Kucryrfiskiego

zatytulowanej

,,WykorTystanie nanotechnolo gii w badaniach wlaiciwoici biologicznych

i biomechanicznych komdrek nowotworowych'

Przedlohona do recenzji rozprawa doktorskaPana mgr. Konrada Kuczyriskiego zostala

zrealizowana w ZahJadzie 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 pelni4cego funkcjg promotora

pomocniczego. Temat rozprary doktorskiej dotyczy istotnego zarowno z punktu widzenia

poznawczego, jak r6wniez aplikacyjnego, zagadnienia, a mianowicie wykorzystania

nanotechnologii w badaniach wlaSciwo6ci biologicznych i biomechanicznych kom6rek

nowotworo!\ych.

Najnowsze dane epidemiologiczne wskazuj4, 2e liczba chorych na nowotwory

w ostatnich latach nieustannie roSnie. Stanowi to ogromne wyzwanie nie tylko dlalekaruy, ale

r6wniez dla calego spoleczefstwa. Choroby nowotworowe s4 jedn4 z najczgstszychprzyczyn

zgon6w na Swiecie i cho6 badania nad nowymi sposobami ich leczenia oraz zrozumieniem

procesu nowotworzenia s4 intensyfikowane, to nie udaje sig zmniejszyd wsp6lczywika

zachorowari. Przebieg chor6b nowotworowych oraz odpowiedZ na terapig s4 bardzo

zr62nicowane. Obserwowane r62nice migdzyosobnicze zale1q przede wszystkim od typu
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choroby nowotworowej, jednak coraz czgsciej zwraca sig uwagg na problem lekoopornoSci

oraz nadmiernej lekowrazliwo5ci pacjent6w. Chorzy na glejaka m6zgu s4 obciEzeni zlym

rokowaniem i nowotw6r ten jest wciq? najwigkszym wyzwaniem dla wsp6lczesnej onkologii.

Jedn4 z przyczyn tego stanu moZe byd wysoki potencjal kom6rek glejaka do inwazji oraz

migracji. Zrozumietie mechanizm6w inwazjimohe prowadzil do wyznaczenianowych cel6w

molekulamych terapii przeciwko temu nowotworowi. Leczenie nowotwor6w zloSli!\ych

m6zgu mohe nie byi skuteczne ze wzglgdu na brak mozliwoSci interwencji chirurgicznej,

obecnoSd bariery krew-m6zg oraz neurotoksycznoSd Srodk6w stosowanych miejscowo.

Dlatego tez, prowadzi sig poszukiwania nowych substancji oraz nowych wlaSciwoSci

biologicznych w kierunku ograniczania wzrostu i niszczenia kom6rek nowotworowych.

Wielkie nadzieje poklada siE w nanotechnologii. Odpowiednio zaprojektowane nanocz4stki

mog4 by6 stosowane w terapii przeciwnowotworowej jako noSniki zwiqzkow

terapeutycznych, co powoduje wzrost ich biodostgpnoSci i akumulacji w obszarze guz6w.

Oplaszczenie nanoczqstek specyficznymi ligandami lub przeciwcialami umoZliwia celowan4

terapig, co nie tylko moze zwigkszyd skutecznoSi leczenia, ale takze istotnie zmniejszyd

c1'totoksyczno66 na kom6rki prawidlowe. Zagadnienia te podejmowane s4 przez Doktoranta

w recenzowanej pracy doktorskiej, co Swiadczy o aktualno5ci problemu badawczego, jak i

umiej gtnoSci doboru oryginalnej tematyki badawczej.

Oceniana rozprawa doktorska zostala zredagowana w jgzyku polskim i przedstawiona

na 130 stronach maszynopisu z wyl4czeniem kopii publikacji, kt6rej Pan mgr Konrad

Kuczyriski jest wsp6lautorem. Tytul rozprary zostaN. sformulowany poprawnie i odpowiada

przedstawionym wynikom badari. Pierwsza czgS(, pracy obejmuje Spis treici, Wykaz slcrdt1w,

Streszczenia w jgzyku polskim i angielskim oraz Wprowadzenie. Kolejne rozdzialy to: Cel

pracy, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, atakZe Materialy i metody. Praca zakohczona jest spisem

literatury obejmuj4cym 471 pozycji bibliograficznych. Podzial pracy na poszczeg6lne

rozdzialy jest prawidlowy i porz4dkuje jej treS6. Oceniana rozprawa zawiera 25 rycin i 10

tabel, jednakze tabele umieszczone w czgSci Materialy i metody nie zostaly przez Autora

ponumerowane.
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Wprowadzenie do dysertacji Doktorant poSwigcil problematyce dotycz1cej
nowotwor6w otaz ich unikalnym cechom, kt6re maj4 zasadnicze znaczeniew opracowywaniu

nowych form terapii przeciwnowotworowych. Nastgpnie skoncentrowal sig na szczeg6lowej

charakterystyce glejaka - stanowi4cego okolo 70o/o wszystkich pierwotnych nowotwor6w

centralnego ukladu nerwowego. Doktorant przedstawil objawy zwipzane z wystgpowaniem

glejaka, jego mozliwoSci diagnostyczne oraz terapeutyczne, wskazuj qc na ich ograniczenia.

Bardzo ciekawym elementem czgsci teoretycznej pracy bylo zaprezentowanie czynnik6w

wplywaj4cych na rozw6j glejaka oraz kierunk6w badari intensyfikowanych w celu obnizenia

potencjalu proliferacyjnego jego kom6rek. Dodatkowo Pan mgr Konrad Kuczyfrski dokonal

przegl4du literaturowego w obszarze nanomaterial6w stosowanych jako noSniki lek6w

przeciwnowotworowych przyczyniaj4cych sig do zwigkszenia skutecznoSci terapii

onkologicznych oraz mogqcych niwelowa6 ich skutki uboczne. Mimo, 2e Autor szeroko

opisal r62nego rodzaju nanocz4stki i staral sig wprowadzi6 w tematykg zagadnieh

badawczych to ta czg\(, pozostawia pewien niedosyt. Brakuje mi w niej krytycznej dyskusji

zwi1zanej z realnymi moZliwoSciami wykorzystania nanocz4stek polimerowych jako

system6w dostarczania terapeutyk6w oraz postgp6w jakie zostaly dokonane w ostatnich

latach w ich syntezie oraz stabilnoSci. Ostatni rozdzial wprowadzenia dotyczy rShnych modeli

glejaka stosowanych w badaniach podstawowych i aplikacyjnych.

Podsumowuj qc czgi;6 teoretycznE molna stwierdzi6, 2e zostala ona dobrze zaplanowana

i pozwolila Doktorantowi okreSlid nieopisane do tej pory w litera,axze problemy badawcze,

kt6re byly inspiracj4 do nakreSlenia podstawowych etap6w prac eksperymentalnych.

Analiza literaturowa byla podstaw4 do sformulowania nadrzgdnego celu pracy, kt6rym

bylo zbadanie wlaSciwoSci migracyjnych kom6rek nowotworolvych, charakterystyka i

okreSlenie potencjalu terapeutycznego nanocz4stek, a takhe stworzenie i optymalizacja

modelu kom6rkowego glejaka. Autor przedstawil r6wniez szereg cel6w szczeg6lowych,

spoSr6d kt6rych nale7y przede wszystkim wymienii:

) okre6lenie wptywu miR-218 na wlaSciwoSci migracyjne kom6rek glejaka

wielopo staciowe go z wykor zy staniem szere gu te chnik bio 1o gi i mo I ekularnej ;
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F oceng cytotoksycznoSci nanocz4stek magnetycznych oplaszczonych polietylenoimin4

oraz nanocz4stek polimerowych zbudowanych z polidopaminy mog4cych stanowid

uktady dostarczania lekow przeciwnowotworowych;

F budowg nowego tr6jwymiarowego modelu kom6rkowego glejaka przeznaczonego do

badania proces6w inwazji nowotworowej oraz oceny efektywno5ci nowych lek6w o

potencjale przeciwinwazyjnym. Model zostal oparty na hybrydowej kulturze zawrerajqcej

organoid odzwierciedlaj4cy budow4 zdrowy m6zg oraz organoid wywodz4cy sig

bezpoSrednio z tkanki glejaka.

W kolejnej czgsci Pan mgr Konrad Kuczyriski om6wil szczeg6lowo wyniki

przeprowadzonych badari, na podstawie kt6rych wyci4gn4l szereg bardzo istotnych

wniosk6w. Wykazal migdzy innymi, 2e zwigkszony potencjal migracyjny kom6rek glejaka,

obnizona zdolnoSd przylegania kom6rek do podloZa oraz ich nilsza sztywnoSd korelujq

z niskim poziomem ekspresji miR-218-5p przy jednoczeSnie wysokim poziomie bialek

macierzy - tenascyny-C i syndekanu-2. Ponadto, Doktorant udowodnil, ze miR-218-5p

bezpoSrednio i poSrednio wplywa na poziom ekspresji wielu gen6w odpowiedzialnych za

frzyczne cechy kom6rki np. jej zdolnoSci do przemieszczania sig oraz na otoczenie

kom6rkowe modyfikuj4c sklad macierzy zevrnEtrzkom6rkowej. Wyniki analizy zmian adheili

potwierdzily znaczEce podniesienie zdolnoSci przylegania kom6rek glejaka do podloza w

obecnoSci miR-218-5p, kt6re mog4 byc zwrEzarre z obniheniem ekspresji genu o-aktyniny.

Szty.wnoSi kom6rek suplementowanych miR-218-5p wzrosla o 30%o w stosunku do kom6rek

kontrolnych. Pan mgr Konrad Kuczyriski wykazat, 2e nanocz4stki magnetyczne oplaszczone

polietylenoiminE nie powoduj4 efekt6w cytotoksycznych ani w kom6rkach glejaka, ani

w ludzkich fibroblastach. Fakt ten przypisuje sig oslonowej funkcji polietylenoiminy

w stosunku do magnetytowego rdzenia nanocz4stek. W przypadku zastosowanego

nanomaterialu nie zaobserwowano generowania w kom6rkach stresu oksydacyjnego

zwiqzanego z podwyZszonym poziomem reaktywnych form tlenu. St4d tez posiada on duzy

potencjal do bezpiecznego przenoszenia dsRNA do kom6rek ludzkich. W pracy doktorskiej

przedstawiono r6wnieZbadania wptywu nanocz4stek polidopaminy o rozmiarach 100, 140 i

240 rm na zywotnoSd kom6rek ludzkich. Wykazaly one, ze najmniejsz4 toksycznoSci4
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charakteryzujq sig nanoczEstki o wielkoSci 100 nm. Jednoczesnie Doktorant podkreSlil, ze

w celu optymalizacji rozmiaru nanocz4stek stosowanych jako noSniki aktywnych substancji

farmaceutycznych konieczne jest przeprowadzenie dodatkowych test6w np. w kierunku

generowania stresu oksydacyjnego, kt6ry moae dzialal destrukcyjnie na wiele element6w

kom6rkowych, ostatecznie prowadzqc do apoptozy. Bardzo ciekawym elementem pracy bylo

stworzenie i optymalizacja nowego hybrydowego modelu badawczego opartego na

organoidzie przypominaj4cym budow4 zdrowy m6zg otaz organoidzie bazuj4cym na

kom6rkach glejaka. Na uwagg zasluguje fakt, 2e Doktorant realizowal te badania na stazu

naukowym w Berlin Institute for Medical Systems Biology, Max Delbrtick Center for

Molecular Medicine pod kierunkiem Pani dr Agnieszki Rybak-Wolf. Wygenerowane

organoidy wykazywaly sig duZ4 ggstoSci4 kom6rek, co moze wskazywad na silne polqczenia

migdzy komorkami nowotworu. Wysoka ggstoS6 uzyskanego organoidu znacz}co ograniczyla

mozliwoSci penetracji tej struktury przez barwniki stosowane do oznaczenia struktur

kom6rkowych pomimo wykorzystania procedur utrwalania i permabilizacii blon kom6rek

organoid6w. Optymalizacja stworzonego modelu tr6jwymiarowego pozwoli w ptzyszlo6ci na

precyzyjne badania mechanizm6w inwazji nowotworowej, a takZe analizy farmakokinetyczne

potencjalnych lek6w, czy teL analizy ich toksycznoSci.

W ostatniej czgsci pracy doktorskiej - rczdziale Materialy i metody, Pan mgr Konrad

Kuczyriski przedstawil spis stosowanych odczynnik6w chemicznych, hodowli kom6rkowych

oraz procedur przeprowadzanych na kom6rkach. Ponadto opisal testy cytotoksycznoSci

wykonane dla nanomaterial6w, metody wykorzystane w celu okreSlenia wlaSciwoSci

fizycznychkom6rek nowotworowych, atakhe badania ekspresji gen6w. TruebapodkreSlid, ze

ich dob6r jest dobrze przemySlany.

Pan mgr Konrad Kuczyriski przedstawil szeroki zakres pracy jaki realizowal, aby

osi4gn4i postawione sobie cele. Zrealizowanie cel6w rozprary wymagalo opanowania

duzych umiejgtno6ci eksperymentalnych. Bior4c pod uwagE nastgpuj4ce elementy pracy:

dob6r tematu, zastosowane metody i uzyskane wyniki, wyralam przekonanie, ze oceniania

praca zawiera wiele element6w nowoSci naukowych. Autor dobrze dobral i zastosowal

metody badawcze i prawidlowo przeprowadzil interpretacjg otrzymanych wynik6w.
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Z obowi4zku recenzenta pozwolg sobie wskazai kilka kwestii dyskusyjnych

czy problematycznych. Jestem przekonana, ze Doktorant dolo?yl wszelkich starafl, aby praca

byla zredagowana jak najlepiej, natomiast nie ustrzegl sig on licznych blgd6w edytorskich

oraz jgzykowych, Ponadto, w pracy doktorskiej brakuje podsumowania dotychczasowej

dzialalno6ci naukowej Doktoranta, jego publikacji, wyst4piefr konferencyjnych, czy teZ

udzialu w grantach. Jednakze te nie6cisloSci i blgdy nie wplywaj4 na moj4 pozytywn4 oceng

przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej.

Ponizej pozwolg sobie zaprezentowa1 natomiast kwestie do dyskusji:

1. Nie podlega w4tpliwoSci, 2e tematyka rozprawy jest interesujEca z naukowego punktu

widzenia - czy mogg jednak prosi6 o wskazanie najwazniejszego, wedlug Autora,

osi4gnigcia naukowego? Kt6ry etap prac badawczych byl kluczolvy i dlaczego?

2. Co sklonilo Doktoranta do zastosowania w pracy nanocz4stek magnetycznych

oplaszczonych polietylenoimin4 oraz nanocz4stek polimerowych zbudowanych

z polidopaminy?

3. W pracy Doktorant nie przedstawil Zadnych informacji dotyczqcych syntezy otaz

wlaSciwoSci fizykochemicznych stosowanych nanomaterial6w. UwaLam, ze sQ one

kluczowe w przypadku okreslenia mozliwoSci ich zastosowania jako potencjalnych

uklad6w dostarczania lek6w przeciwnowotworowych.

4. Czy zastosowane w badaniach nanocz4stki byly stabilne?

5. Czy Doktorant rozwaaal zastosowanie w swoich badaniach innych nanomateriat6w? Je6li

tak, to jakich?

6. Jak Doktorant ocenia mozliwoSd rzeczywistego zastosowania nanocz4stek

magnetycznych oplaszczonych polietylenoimin4 oraz nanocz4stek polimerowych

zbudowanych z polidopaminy jako noSnik6w lek6w w terapiach onkologicznych?

Podsumowuj4c, jednoznacznie stwierdzam, ze rozprawa Pana mgr. Konrada

Kuczyriskiego stanowi istotny wklad w rozw6j dyscypliny - nauki biologiczne. Realizacja

badari wymagala od Doktoranta du2ej wiedzy teoretycznej oraz umiejqtnoSci praktycznych.

Podjgcie tematu badawczego uwazam za celowe i w pelni uzasadnione. Doktorant posiada
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odpowiednie przygotowanie dla rczwi4zania postawionych problem6w, co w pelni wykazal

w rozprawie doktorskiej.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zatytulowana,,Wykor4ystanie

nanotechnologii w badaniach wlaiciwoici biologicznych i biomechanicznych komdrek

nowotworowych" spelnia wszystkie warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku -

Prawo o szkolnictwie wy1szym i nauce (Dz.U. 22018 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia3

lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajqce ustawg - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce

(Dz.U. 22018 r. poz. 1669 ze zm.) orazw Sposobie postgpowania w sprawie nadania stopnia

doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwala Rady Naukowej

ICHB pAN nr 99l2)Z2llnternet z dnia 9 czerwca 2022 r.). Wnioskujq zatem do Rady

Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pana mgr. Konrada

Kuczyriskiego do dalszych etap6w postqpowania o nadanie stopnia doktora'
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