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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

m gr. Kon rada Kuczyriskiego
pt. Wykorzystanie nanotechnologii w badaniach wlaSciwo5ci biologicznych i biomechanicznych

kom6rek nowotworowych

Rozprawa doktorska zostala zrealizowanaw Zal<ladzie Neuroonkologii Molekularnej Instytutu Chemii

Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu pod kierunkiem Pani Promotor dr hab. Katarzyny Rolle,

prof. ICHB PAN oraz Pana Promotora pomocniczego dr. inz. Bartosza Grzeskowiaka. Praca zostala wykonana

w ramach programu: "Srodowiskowe interdyscyplinarne studia dokloranckie w zakresie nanotechnologii",

Projekt nr: POWR.03.02.00-00-1032116. PodstawE formaln4wykonania niniejszej recenzji stanowi pismo Pani

dr Joanny Banasiak, Sekretarz Rady Naukowej ICHB z informacj4 2e wlw Rada Naukowa w dniu 07 wrzesnia

2022 roku powolala moj4 osobq na Recenzenta rozprawy doktorskiej mgr. Konrada Kuczyfskiego pt.

Wykorzystanie nanotechnologii w badaniach wlaiciwoici biologicznych i biomechanicznych kom1rek

nowotworowych.

WSr6d najczqstszych przyczyn Smierci na calym Swiecie prym wiod4 choroby nowotworowe.

Nowotwory zloSliwe stanowiq d-ga przyczyne(zgon6w w Polsce. Szacunkowo nakaide 100 tysiqcy os6b u

446 zdiagnozowano nowotw6r. W roku 2019 nowotwory zloSliwe byly przyczynq ponad 25%o zgonow

mqLczyzn i ponad 23Yo kobiet W tym samym roku, w Krajowym Rejestrze Nowotwor6w odnotowano

informacje o ponad 170 tysiqcach nowych zachorowaf na nowotwory i ponad 100 tysi4cach zgonow z ich

powod6w. Dla os6b w wieku od 25 do 64 lat nowotwory zloSliwe stanowi4 istotny problem zdrowotny.

Najbardziej nara2one sq kobiety do 65 roku 2ycia, dla kt6rych nowotwory s4 najczqstszqprryczp4 Smierci.

Mq2czyZni najczqSciej zapadajqna nowotwory prostaty, pluc oraz okrq2nicy, a kobiety na nowotwory pluc,

piersi oraz okrq2nicy (wg biuletynu Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie PIB oraz

Krajowego Rejestru Nowotwor6w pt. ,,Nowotwory zloSliwe w Polsce w 2019 roku"). Wedtug Krajowego

Rejestru Nowotwor6w w Polsce, nowotwory m6zgl stanowiq 2o/o zachorowari na nowotwory zlo5liwe, a

zachorowalno6i na nie wzrasta z wiekiem. Najwiqcej zachorowari notuje siE w grupie wiekowej miqdzy 50 a

64 rokiem zycia. NajczqSciej obserwowanq postaci4 nowotworu zloSliwego m6zga s4 glejaki, przy czym 50%io

wszystkich glejak6w stanowi glejak wielopostaciowy. W zwiqzkrt z fakem, ze rokowania pacjent6w z

zdiagnozowanym glejakiem s4 zle i nadal brakuje nam skutecznych metod jego leczenia, tematyka podjqta w
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pracy doldorskiej Pana mgr. Konrada Kuczyriskiego wychodzinaprzeciw potrzebom wsp6lczesnej medycyny
dajqc nadziejq lekarzom, ale przede wszystkim pacjentom.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska charakteryzuje siq typowym ukladem dla opracowari

monograficznych i powszechnie stosowanym w pracach doSwiadczalnych. Zawiera 131 numerowanych stron
jednostronnego wydruku zpodzialemna 8 numerowanych rozdzial6w tj. wprowadzenie (dobrze byloby dodai
przymiotnik okreSlajqcy charakler wprowadzenia np. literaturowe, teoretyczne etc.), cel pracy, wyniki,

dyskusja, wnioski, materialy i metody, literatura oraz zalqcznitr (zalqcznik stanowi publikacja wsp6lautorstwa

mgr. inL. Konrada Kuczyriskiego (DOI: 10.lll lljcmm.l7428) - strony nienumerowane). Ponadto na prace

skladajq siq: karta tytulowa, karta z podziqkowaniami, spis tre5ci, wykaz skr6t6w stosowanych w pracy,

streszczenie w jEzyku polskim oraz angielskim. W pracy zabraklo spisu tabel i rycin zamieszczonych w

dysertacji, ponadto tabele zawartew rozdziale 6. Materialy i metody nie majqnumeracji.

Na stronie tytulowej pracy brakuje wskazania tytulu zawodowego Autora pracy i chodinie mozna tego

traktowai w kategoriach blqdu, to jednak w calej pracy nie znajdujemy informacji, 2ePanKonrad Kuczyriski

jest magistrem biotechnologii. Zalqczona w obecnej formie do monografii publikacj a (zalqcznik 1) wprowadza

Recenzenta w zaklopotanie, gdy? nie ma pewno6ci czy traktowai jE jako integraln4 i niezbqdnq czqSi

monografii, czy jednak nie. Publikacja widnieje w rozdzialeT. Literatura,w pozycji 35 i w opinii Recenzenta

bylby to wystarczaj4cy spos6b udokumentowania tego cytowania. NieprecyzyjnewydajEsiq w tym kontekScie

stwierdzenia w rozdziale2. Cel pracy: ,,Czgit zagadnien omawianychw niniejszej pracy zostala opublikowana,

a publikacja ta jest zalqczona do tej pracy dyplomowej" oraz w rozdziale 3. Wyniki: ,,Wyniki zawarte w tej

czgici procy zostaly opublikowane w roku 2022 w pracy, h6rej jestem pierwszym wsp1lautorem [35J".

Nale2aloby za ka2dy razem, kiedy jest wzmianka o opublikowanej czqSci badari podai przypis w postaci

cytowania [35]. Rozwiqzaloby to pewne problemy, o kt6rych wspominam p62niej i nie byloby potrzeby

zalqczaria pracy.

Wprowadzenie literaturowe obejmuje 40 stron, 3 tabele oraz 2 ryciny ilustruj4ce wybrane treSci.

Koncentruje siq na dw6ch gl6wnych zagadnieniachzwiqzanych z: (l) epidemiologiq diagnostykq orazterapiq

glejaka oraz (2) wykorzystaniem nanomaterial6w w terapiach antlmowotworowych. Na wstqpie Doktorant

przedstawia zaktualizowanq listq cech nowotwor6w wg. Hanahana, a nastqpnie koncentruje siq na

szczegolowym opisie jednej z nich - aktywacji inwazji kom6rkowej i mechanizmow przerzttowania. W tym

kontekScie charakteryzuje r6wniez macierz zewn4trzkom6rkow4poczynajqc od budowy, skladu jakoSciowego

i iloSciowego oraz regulacji jej skladu w kom6rkach zdrowych oraz nowotworowych. Doktorant wskazuje na

istotnE rolq metaloproteinaz (MMP-2 oraz MMP-9) w migracji kom6rek nowotworowych. StqZenie tych

enzym6w w macierzy zewn4trzkom6rkowej roSnie wraz z progresj4 nowotworu, co umo2liwia kom6rkom

glejaka uwalnianie siq z niszy nowotworowej. W tej czq6ci na szczeg6lne uwage zasluguje podrozdzial

dotyczqcy badari mechanobiologicznych nowotwor6w z uiyciem mikroskopii sil atomowych zilustrowany

dwiema rycinami. MozliwoSi obrazowania przy?yciowego kom6rek jest istotnym osi4gniqciem w dziedzinie

oceny potencjatu rozwojowego, agresywnoSci oraz chemioopornoSci nowotwor6w. Wysoka heterogennoSi
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sztywnosci w obrqbie nowotwor6w, nieobserwowana w zdrowej tkance m6zgowej, daje nadziejq na
opracowanie nowego, skutecznego parametru wykorzystywanego w diagnostyce nowotwor6w.

W przypadku glejaka mechanizmem stoj4cym za zwiqkszeniem sztywnoSci kom6rek jest odkladanie
siq tenascyny C, na skutek zwiqkszonej ekspresji HIFIa (w tej czqsci pracy ani teLw pozostalej, ani r6wnie2 w
wykazie skr6t6w stosowanych w pracy nie znajdujemy wyjasnienia skr6t6w HIFIa oraz lDHl, choi bialka
kryjqce siE pod ich nazwami wydaj4 siq byi kluczowe). w rozdziale 1.4.1. Autor pracy wspomina o regulatorze
ekspresji tenascyny C (miR-218-5p) i w jednym zdaniu rozdzialu Wprowadzenie: ,Jtraturalnie wystgpujqcym
bezpoirednim regulatorem ekspresji TN-C jest miR-2tB-5p, kt6ry przylqcza sig do 3'regionu gRNA TN-C i
prowadzi do degradacii transkryptu." zamyka jego charakterystykq, pozostawiaj4c niedosyt wiedzy w tej czqSci

pracy. W opinii Recenzenta nale2aloby poSwiqci6 osobny podrozdzial wprowadzenia literaturowego

charakterystyce cz4steczki miR-218-5p oraz rodziny gen6w miRNA-218. W dalszej czqSci wprowadzenia

teoretycznego Doktorant skupia siq na epidemiologii, objawach, diagnostyce obrazowej i molekularnej,

czynnikach zwiqkszajqcych ryzyko, stosowanych metodach oraz perspektywach w terapii glejaka. Studium

literaturowe jest wnikliwie, jednak2e ,,wymagaj4c e" od czytelnika. Mala liczba rycin czy tabel ilustruj4cych

przynajmniej czqSciowo zagadnienia teoretyczne sprawia, 2e wstqp traci na przejrzystoilci pomimo wlo2onej,

ogromnej prucy oraz rzetelnoSci (do korica rozdziatt 1.6.6. Autor prryloczyl2Ol cytowar! w zdecydowanej

wiqkszoSci najnowszychpublikacji naukowych!), fachowej terminologii i poprawnoSci jEzykowej.Podrozdzial

1.7. Nanomaterialy jako nowe narzgdzia przeciwnowotworowe jest wnikliwym opisem naukowym

uwzglqdniajqcym definicjq nanocz4stek, podzial oraz poszczeg6lne grupy nanocz4stek (wqglowe, metaliczne,

tlenk6w metali, polimerowe), zastosowanie nanoczqstek w medycynie, a w szczeg6lnoSci w leczeniu

nowotwor6w m6zgu. W tej czq6cipracy, szczeg6lnie wa2ny jest aspekt zwiqzany z mo2liwo6ciqopracowania

nanoczqstek zdolnych do przenikania przez barierq krew-m6zg oraz wykorzystania ich w terapii

fotodynamicznej. Wstqp literaturowy zwiehcza opis modeli glejaka.

Pomimo drobnych usterekorazniedoci4gniqi wskazanychprzezRecenzenta nie mozna w 2adenspos6b

podwazyc du2ej warto6ci merytorycztej przegl4du literaturowego zawartego w ocenianej pracy. Stal siq on

przeslank4do trafnie postawionych trzech gl6wnych cel6w pracy czyli (1) zbadania wlaSciwoSci migracyjnych

kom6rek nowotworowych, (2) okre6lenia potencjafu terapeutycznego charakleryzowanych w pracy nanoczqstek

oraz (3) stworzenia i optymalizacji trqwymiarowego modelu kom6rkowego glejaka. Autor wskazuje, 2e cele

pracy zostaly zrealizowane w oparciu o trzy hipotezybadawcze. W opinii Recenzenta sformulowane w obecny

spos6b hipotezy badawcze nie wpisuj4 siq w powszechne rozumienie hipotezybadawczejjako przypuszczeria

czy prawdopodobieristwa wystEpienia lub wyeliminowania okreSlonego zjawiska, wydarzeria, procesu w

konkretnym czasie i miejscu. Wa5ciwoSci4 hipotezy badawczej jest to, 2e po przeprowadzeniu badania, moze

zostac potwierdzona bqdl obalona. Czy mo2na zatem dla przykladu potwierdzid lub obalii hipotezq

sformulowan4 ,,Olweilenie wplywu miR-2 18 na wlaiciwoici migracyjne komdrek glejaka" .

Sugeruj q zatem przeredagow ac zdaria:

1 . Olveilenie wplywu miR-2 18 na wlasciwoici migracyjne komdrek glejaka wielopostaciowego.
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2' ocena cytotoksycznoici nanoczqstek mogqcych przenosit terapeutyki przeciwnowotworowe.
3' Budowa nowego trdiwymiarowego modelu komdrkowego glejaka przeznoczonego do badania

procesdw inwazii nowotworowei oraz do oceny efektywnoici nowych terapeutykhw o potencjale
antyinwazyjnym.

by brzmialy j ak hipotezy badaw cze.

Materialy i metody wykorzystane w pracy zawarte zostaly w rozdziale 6. i obejmujq 14 stron
jednostronnego wydruku komputerowego. w podrozdziale 6.2. w tabeli opisuj qcej thywane podczas pracy
gotowe media hodowlane do kultur kom6rkowych znajduje siq medium GBo z dopiskiemp rodukcja wlasna.
W opinii Recenzenta sformulowanie to nie jest precyzyjne, a medium to nie powinno siq znaleZi w ten spos6b

zatyitlowanej tabeli. Nie jest bowiem jasne, czy sklad medium GBO zostal opracowany na podstawie danych
literaturowych czy doSwiadczalrie, na podstawie wlasnych badari i czy jego sklad jest chroniony prawem

wlasnoSci. Po wnikliwszej analizie cytowanej literatury _ pozycjal34gl-Jacob F, Salinos RD, Zhang Dy,
Nguyen PTT, Schnoll JG, Wong SZH, Thokala R, Sheikh S, Saxena D, Prokop S, Liu DA, eian X, petrov D,

Lucas T, Chen HI, Dorsey JF, Christian KM, Binder ZA, Nasrallah M, Brem S, O'Rourke DM, Ming GL, Song

H. A Patient'Derived Glioblastoma Organoid Model and Biobank Recapitulates Inter- and Intra-tumoral

Heterogeneity. Cell. 2020 Jan 9;180(1):188-201.e22. doi: 10.1016/j.ce\\.2019.11.036. Epub 2019 Dec 26.

PMID: 31883794; PMCID: PMC7556703 -mo2na stwierdzii, 2e sklad medium GBO zostal prawdopodobnie

opracowany na podstawie tej publikacji, co nale2alo wskazai w opisie lub w tabeli.

Tabela w podrozdziale 6.1. jest niepelna. Nie znajdujemy w niej miqdzy innymi LipofectaminerM 2000

(Invitrogen) czy zestaw6w Extracellular Matrix & Adhesion Molecules RT2 Profiler PCR Array oraz Human

Cell Motility RT2 Profiler PCR Array, kt6re zostaly :uiyie podczas analizy wptywu miR-218-5p na ekspresjq

gen6w zwiqzanych z migracjau adhezjq oraz macierzq zewnqtrzkom6rkow4. Brakuje wskazania numeru

katalogowego oraz producenta testu MTT. Nie ma rowniei wymienionego pochodzenia uzytego miR-218-5p,

nie moZna rowniei znale26 2adnych informacji o mimic miKNA , SCft siRNA w dysertacji. Niekt6re wy2ej

wymienione informacje znajdujqsiqw zalqczniku I (publikacja - miR-218 afficts the ECM composition and

cell biomechanical properties of glioblastoma cells), jednakZe brak wskazania w dysertacji konkretnego

odnoSnika do nich, utrudnia czytelnikowi odbi6r pracy. Recenzent prosi r6wniez Doktoranta o wyjaSnienie

sformulowaria ze strony 93: Hodowlg, h6ra nie wytworzyla struhur wigkszych ni2 5}uM zutylizowano. Proszq

r6wniez o doprecyzowanie sformulowania ze strony 95: Oddzielnie mieszano 250 pl Opti-MEMTM I Reduced

Serum Medium z LipofectaminerM 2000 oraz 250 pl Opti-MElu[M I Reduced Serum Medium z odpowiedniq

iloicia lffotkiego RNA lub plazmidu. W rozdziale 6. Materialy i metody naleialoby r6wniez uporz4dkowai i

ujednolicii tekst. W tej czqsci pracy na zmianq znajdujemy oznaczenia24hi24h,24 godziny; l0 pL i iOpl, 10

tysiqcy i 10tyS., pMka typu 6-well i plytka 6-dolkowa, 37stC i 4oC, czas w min i minutach, prqdkoSci wirowania

w jednostkach: g, x g, lpfl, rcf itp.

Pomimo uwag Recenzenta dotycz4cych niedoci4gniqd pisarskich w rozdziale 6. nale|y stwierdzii, ze

od strony merytorycznej i doboru metod do zalo2onych cel6w rozdzial Materialy i metody nie budzi zastrzeilei.
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PragnE tei wyrazic slowa uznania dla Doktoranta za znaiomosi szerokie go wachlarza metod (metody
biologiczne, w tym hodowle kom6rkowe 2D,3D, cala gamatest6w toksycznosci, metody analizy ekspresji
gen6w na poziomie mRNA; metody fizyko-chemiczne, spektroskopia sil pojedynczej kom6rki) i umiejqtne ich
wykorzystanie' Niewqtpliwie warsztat metodyczny mgr. Konrada Kuczyriskiego jest poparty wieloletnim
doswiadczeniem pracownik6w zakJadt Neuroonkologii Molekulamej Instytutu chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu, Promotora dr. hab. Katarzyny Rolle, prof. IChB pAN oraz promotora

pomocniczego dr. in2. Battosza Grzeskowiaka z Centrum NanoBioMedycznego Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu. Nie bez znaczenia dla tej czESci pracy jest r6wnie2 doSwiadczenie jakie Doktorant
zdobyl w trakcie stazu realizowanego w Berlin Institutefor Medical Systems Biologlt, Max Delbriick Centerfor
Molecular Medicine (BIMSB, MDC) pod okiem dr Agnieszki Rybak-Wolf. CzqSi analiz Doktorant
przeprowadzilw ZakJadzieBadahMikrouklad6w Biofizycznych Instytutu Fizyki Jqdrowej PAN w Krakowie,

gdzie nabyl do6wiadczenie z zak,resu mikroskopii sil atomowych.

Wyniki w pracy zostaly zamieszczone na 33 kartach jednostronnego druku, zilustrowane 23 rycinami i
3 tabelami. Wyniki podzielone zostaly na nastqpujqce zagadnierua: (1) ocena wplywu miR-218-5p na zmiany

wla6ciwoSci mechanicznych kom6rek glejaka, (2) ocena cytotoksycznoSci nanocz4stek Mag@PEl, (3) ocena

wptywu wielkoSci nanocz4stek na ich wlaSciwo6ci cytotoksyczne, (4) nowe modele organoid6w pochodzenia

glejakowego.

Pierwsza czq6i wynik6w koncentruje siq na opisie wplywu miR-218-5p na: (1) zmiany wlaSciwoSci

mechanicznych kom6rek glejaka (sztywnoSi, szorstkoSi, cytokszkielet), (2) ekspresjq gen6w zwiqzanych z

migracj4 adhezjqorazmacierzqzewn4trzkom6rkow4 (3) procesy zwiqzane zmigracjqkom6rek glejaka. Opis

wynik6w uzyskanych w ramach zalqczonej do pracy publikacji (zalqczrrik 1) jest wstqpem do om6wienia

wynik6w, kt6re zostaly zrealizowane na potrzeby ocenianej pracy doktorskiej.

W przedstawionej do oceny dysertacji jednym z analizowanych proces6w jest ekspresja gen6w, a

precyzyj niej zmiany ekspresj i gen6w. CzEi;(, wykonanych badari dotyczyla analizy ekspresj i gen6w na poziomie

mRNA i/lub bialek. W opinii Recenzenta tytul podrozdzialu 3.1.7. Analiza wplywu miR-218-5p na elapresjg

bialek nviqzanych z migracjq, adhezjq oraz macierzq zewnqtrzkom1rkowq jest nieprecyzyjny w zakresie

tLty'.ego okreSlenia ekspresja bialek, zwlaszcza ie p62niej Autor jednak konsekwentnie wskazuj e na analizE

transkrypt6w oraz ekspresjq gen6w.

Doktorant przeanalizowal zmianq ekspresji 168 gen6w pod dodaniu miR-218-5p (suplementacja w

opinii Recenzenta jest niezbyt fortunnq kalkE jEzykowa). Z 47 genow ulegaj4cych deregulacji pod wplywem

miR-218-5p, Autor pracy skomentowal szerzej wyt4cznie zmianq dotyczqcqtenascyny C. Je5li zatem celem

bylo wylqcznie wskazanie roLnic dotyczqcych tenascyny C, to naleilalo przeprowadzicbadanie wyl4cznie dla

tenascyny C. JeSli j ednak celem byla analizawplywu miR-21 8-5p na ekspresjq gen6w innych bialekzwiqzanych

z migracj4 adhezj4 oraz macierzq zewflqtrzkom6rkowq to komentarz do wynik6w przeprowadzonych i

opisanych w tym rozdziale badari jest bardzo oszczqdny, a potencjal wynik6w niewykorzystany. Ponadto

prosze o wfiaSnienie: (1) dlaczego do analizy ekspresji gen6w dobrano stq2enie 50 nM czqsteczki miR-218-5p,
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podczas gdy do badania adhezjr, sztywnoSci oraz szorstkoSci kom6rek wykorzystano stE2enia 10 i 50 nM, (2)

dlaczego w zalqczorrej do pracy publikacji wskazuje siq na 160 przeanalizowanych gen6w a w dysertacji na

168.

OdnoSnik w podrozdziale 6.5.5. Real time PCR dotycz4cy profilu ekspresji gen6w (tabela 6) jest

niewlaSciwy. Nale2aloby r6wniez wskazad w wynikach nazweanalizowanej linii kom6rkowej, takjak zrobiono

tow rozdziale3.l.2.

Rozdzial 3.2. opisuje wymki uzyskane na podstawie badari cyto-, geno-, mitotoksycznolci oraz

toksyczno$c i zalehnej od aktywnych form tlenu dla nanocz4stek Mag@PEI. Proszq o wyja5nienie czy rtiyte w

tej czq6ci pracy sformulowanie toksycznoit ogillna odnosi siq do omawianej cflotoksycznoSci. Doktorant

przeprowadzil testy cytotoksyczno6ci (MTT, LDH), test genotoksycznoSci oraz mitotoksyczno6ci dla kom6rek

glejaka U-l 18-MG oraz kom6rek kontrolnych MRC-5 stosuj4c komercyjnie dostpne zestawy. Oceny poziomu

stresu oksydacyjnego w/w kom6rekprzeprowadzono metodami fizyko-chemicznymipoprzezpomiar: (1) ilosci

HzOz, (Z) aktywnogci etzymatycznej katalaz1 (3) aktywnoSci enzymatycznej peroksydazy glutationowej'

przebadano r6wnie2 poziom ekspresji gen6w kodujqcych katalazQ oraz peroksydazq glutationow4 na poziomie

,RNA. Ze wzglEdu na to, 2e w rozdziale Materialy i metody napisano: Podczas analizowania paneli gen6w

dostgpnychw zestawach Extracellular Matrix & Adhesion Molecules RT2 Profiler PCRAruay oraz Human Cell

Motility RT2 profiler PCR Array stosowano sig do protokolu dolqczonego przez producenta a dane

analizowano z wykorzystaniem platformy online do analizy wynik6w Recerzent wnioskuje, 2e wczeSniejszy

akapit dotyczy analizy ekspresji gen6w katalazy oraz peroksydazy glutationowej. Proszq zatem o wyjaSnienie

dotyczqce doboru genu referencyjnego w powy2szej analizie oraz wskazanie gdzie umieszczono sekwencje

starter6w u2ytYch do analizY.

Zdanie ze strony 57: Wykazany w poprzednich badaniach brak zmian na poziomie ekspresii gendw

katalazy i peroksydazy glutationowej (Ryc. I 1) nie iest wystarczajqcym dowodem na brak ah)''wnoici enz.vm6w

w opinii Recenzenta powinno brzmiec: llykazany w poprzednich badaniach brak zmian na poziomie ekspresii

gen6w katalazy i peroksydazy glutationowei (Ryc. t l) nie iest wystarczaiqcym dowodem na brak zmian

akruwnoici enzvm6w.

Czq6i wynik6w dotyczqca badania wplywu wielkoSci nanocz4stek na ich wtraSciwoSci toksyczne

powstala na podstawie przeprowadzonych doswiadczef z zastosowaniem czterech linii kom6rkowych

czlowieka, j ednoskladnikowych cz4stek polimerowych wykonanych z polidopaminy o rozmiarach 1 00 nm' 140

nn, 24Onm. W rozdziale 3 .3 .7 . Charaherystyka nanomaterialu znaj&$emy stwierdzenie , 2e nanoczqstki P DA

zostaly zsyntetyzowane przez naszych partner^w w NanoBioMedycznym UAM w Poznaniu z u,yciem

zmodyfikowanego protokolu opublikowanego w 2021 roku t355/, czy Autor mial na mysli wyl4cznie syntezq

czy rownieLcharakterystykq? wyniki uzyskane w dw6ch testach, w dw6ch riezaleLrrych analizach (test MTT

i LDH) zrraczqco siq od siebie r62nily w zwi4zku z tymprosze Doktoranta o szerszy komentarz tej czESci

wynik6w.
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W opinii Recenzenta wyj4tkowo aplikacyjny charakter ma czQSi badari dotyczqcastworzenia nowego

modelu 3D kom6rkowego glejaka. Modele 2D, pomimo zaletzwiqzanych miqdzy innyrru zwzglednqlatwoSci4

hodowli, nie s4dobrymi modelami nowotwor6w, kt6re naturalnie mogqtworzyi niejednorodne tr6jwymiarowe

struktury przestrzenne, niejednokrotnie unaczynione. Odwzorowanie w warunkach laboratoryjnych

przestrzennych struktur modeli glejaka uwiarygadnia wyniki z w ten spos6b uzyskanych analiz. Doktorant

postawil sobie ambitny cel zbudowania i zoptymalizowania hodowli nowego hybrydowego modelu

badawczego - assembloidu, organoidu o strukturze zdrowego mozg.t (HBO) oraz organoidu pochodz4cego od

kom6rek glejaka (GBO). Przeprowadzone badaniawykazaly du2erohnice w budowie wewnqtrznej obu czqSci

assembloidu, jednak2e nie udalo siq zaobserwowac roinicowej ekspresji tenascyny C.Z punktu widzenia

aplikacyjnego, za najwa2niejsze w pracy doktorskiej twaham stworzenie hybrydowego modelu badawczego

organoidu o strukturze zdrowego mozgu w polEczeniu z organoidem pochodzqcym od kom6rek glejaka. Jest

oczywiste, 2e model ten wymaga dalszego testowania, jednakze w opinii Recenzenta struktura taka

zdecydowanie lepiej bqdzie odwzorowywal zachodzqce w naturze mechanizmy zwiqzane z procesami inwazji

nowotworow ej or az leczenia.

Dyskusjajest bardzo szeroka i zostalapodzielona napodrozdziaty bqd4ce odnoSnikami do uzyskanych

wynik6w, co niew4tpliwe j4 porzqdkuje i Swiadczy o dojrzalo5ci naukowej Dokloranta. W dyskusji, Pan mgr

ini. Konrad Kuczyriski umiejqtnie konfrontuje wyruki swojej pracy z wynikami dostqpnymi w Swiatowej

literaturze. Rozprawq doktorsk4 kohczq c^ery poprawnie sformulowane wnioski, kt6re s4 w czqSci

odpowiedziami na wcze6niej sformulowane problemy badawcze: okreslenie wptywu miR218 na wla3ciwo6ci

migracyjne kom6rek glejaka oraz ocena cytotoksycznoSci nanoczqstek Mag@PEI oraz flanocz4stek PDA.

Kierowany du24 ostro2noSciE naukow4 prawdopodobnie ze wzglEdu na wyniki uzyskane w pracy, Doktorant

nie zdecydowal siq na sformulowanie wniosk6w dotycz4cych zagadnierua mviqzanego z budow4 nowego

tr6jwymiarowego modelu kom6rkowego glejaka. Sw6j komentarz do tej czqSci pracy uj4l jednak w rozdziale

4.4. Nowe modele w badaniu inwazji glejaka bqd4cym czqSciqdyskusji.

Wniosek koricowy:
Reasumuj4c naleLy tzna6, 2e praca doktorska Pana mgr. in2. Konrada Kuczyriskiego jest pracE

naukowq o charakterze zar6wno pozrra:wczymjak i aplikacyjnym. Praca zostala zredagowana i napisana w

poprawnej formie, zgodnie z kanonami obowi4zujqcymiprzy pisaniu tego rodzaju opracowari. Odnosz4c siq do

zakresu przedstawionych informacji naleiry rtzna6, ze Doktorant posiada dulqwiedzq w zakresie badanej

tematyki. Posiada r6wniez umiejqtnoSi prawidlowego doboru i wykorzystania warsztatu badawczego.

Wskazane w recenzji uchybienia s4 przede wszystkim sugestiami majqcymr podnieSi warto6i opracowania i

zttr iEkszy c j ako 5i prezentowanych wynik6w w przys z1o Sci.

Majqc na uwadze wysok4 jakoSi badari, dojrzaloSi naukowq Doktoranta, potencjal aplikacyjny i

utylitarnoSd przedstawionych wynik6w rozprawy doktorskiej nie ma w4tpliwoSci, 2e przedstawiona do oceny

rozprawa mgr. Konrada Kuczyriskiego pod tytulem Wykorzystanie nanotechnologii w badaniach wlaiciwoici
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biologicznych i biomechanicznych komfirek novrotworowych spelrua warunki okreslone w Ustawie z dnia 20
lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyLszymi nauce (Dz.U z 2Ol8 r. poz. 1668 zezm.), Ustaw ie z dnia 3
lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajqce ustawe - Prawo o szkolnictwie wy2szymi nauce (Dz.U z 2Olg r. poz.

1669 ze zm.) oruz Sposobie postqpowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwala Rady Naukowej ICHB PAN nr 99l2O22l1nemet z dnia 9 czerwca

2022 r.) i wnioskujq do Rady Naukowej lnstytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie pana mgr.

Konrada Kuczyriskiego do dalszych etap6w postqpowania o nadanie stopnia dokjora.

Wniosek o wyr6inienie:
W przedstawionej do oceny dysertacji szczeg6lnquwage zwraca pierwszoplanowa rola Doktoranta w

powstanie wynik6w badari. Podjqta w rozprawie tematyka jest trudna i wymagajqca dlabadacza zar6wno pod

wzglqdem koncepcyjn@ oraz doSwiadczalnym. ZnajomoSi szerokiego wachlarza metod i umiejqtne ich

wykorzystanie w pracy Swiadczq o dojrzalo6ci badawczej Doktoranta. Praca doktorska ma charakter

aplikacyjny, co jest bardzo wazne z punktu widzenia mo2liwo6ci wykorzystania wynik6w w praktyce. Wiedza

Doktoranta z zak'resl podejmowanej w pracy tematyki jest rozlegla i ugruntowana, o czym Swiadczy spos6b i
jakoSi podawanych i opisywanych informacji.

Majqc na uwadze wysokqocenq calo6ciowqrozprawy oraz now4dla nauki wiedzq o duzym utylitamym

potencjale - z\tracam siq do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN z wnioskiem o wyr6znienie

rozprawy doktorskiej Pana mgr. Konrada Kuczyfskiego.
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