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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr. Konrada Kuczynskiego
pt. Wykorzystanie nanotechnologii w badaniach wlasciwosci biologicznych i biomechanicznych
komorek nowotworowych

Rozprawa doktorska zostata zrealizowana w Zaktadzie 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 doktoranckie w zakresie nanotechnologii",
Projekt nr: POWR.03.02.00-00-1032/16. Podstawe formalna wykonania niniejszej recenzji stanowi pismo Pani
dr Joanny Banasiak, Sekretarz Rady Naukowej ICHB z informacja, ze w/w Rada Naukowa w dniu 07 wrze$nia
2022 roku powotala moja osobg na Recenzenta rozprawy doktorskiej mgr. Konrada Kuczynskiego pt.
Wykorzystanie nanotechnologii w badaniach wlasciwosci biologicznych i biomechanicznych komorek
nowotworowych.

Wsrod najezgstszych przyczyn $mierci na calym $wiecie prym wiodg choroby nowotworowe.
Nowotwory zto$liwe stanowig druga przyczyng zgonéw w Polsce. Szacunkowo na kazde 100 tysigcy oséb u
446 zdiagnozowano nowotwdr. W roku 2019 nowotwory zlo§liwe byly przyczyna ponad 25% zgondéw
mezezyzn i ponad 23% kobiet. W tym samym roku, w Krajowym Rejestrze Nowotworéw odnotowano
informacje o ponad 170 tysigcach nowych zachorowan na nowotwory i ponad 100 tysigcach zgonoéw z ich
powodéw. Dla osob w wieku od 25 do 64 lat nowotwory zlos§liwe stanowig istotny problem zdrowotny.
Najbardziej narazone sg kobiety do 65 roku zycia, dla ktérych nowotwory sa najczgstsza przyczyna $mierci.
Mezczyzni najczesciej zapadaja na nowotwory prostaty, pluc oraz okregznicy, a kobiety na nowotwory ptuc,
piersi oraz okreznicy (wg biuletynu Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie PIB oraz
Krajowego Rejestru Nowotworow pt. ,,Nowotwory ztosliwe w Polsce w 2019 roku”). Wedlug Krajowego
Rejestru Nowotworéw w Polsce, nowotwory mdzgu stanowia 2% zachorowan na nowotwory zlosliwe, a
zachorowalno$¢ na nie wzrasta z wiekiem. Najwigcej zachorowan notuje si¢ w grupie wiekowej migdzy 50 a
64 rokiem zycia. NajczeSciej obserwowang postacia nowotworu ztosliwego mézgu sa glejaki, przy czym 50%
wszystkich glejakéw stanowi glejak wielopostaciowy. W zwiazku z faktem, Zze rokowania pacjentow z

zdiagnozowanym glejakiem sg zte i nadal brakuje nam skutecznych metod jego leczenia, tematyka podjgta w
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pracy doktorskiej Pana mgr. Konrada Kuczynskiego wychodzi naprzeciw potrzebom wspotczesnej medycyny
dajac nadziejg lekarzom, ale przede wszystkim pacjentom.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska charakteryzuje sie typowym ukladem dla opracowan
monograficznych i powszechnie stosowanym w pracach doswiadczalnych. Zawiera 131 numerowanych stron
Jednostronnego wydruku z podzialem na 8 numerowanych rozdziatéw tj. wprowadzenie (dobrze byloby dodaé
przymiotnik okreSlajacy charakter wprowadzenia np. literaturowe, teoretyczne etc.), cel pracy, wyniki,
dyskusja, wnioski, materiaty i metody, literatura oraz zataczniki (zatacznik stanowi publikacja wspotautorstwa
mgr. inz. Konrada Kuczynskiego (DOI: 10.1111/jemm.17428) — strony nienumerowane). Ponadto na pracg
skladaja si¢: karta tytulowa, karta z podzigkowaniami, spis tresci, wykaz skrétéw stosowanych w pracy,
streszczenie w jgzyku polskim oraz angielskim. W pracy zabrakfo spisu tabel i rycin zamieszczonych w
dysertacji, ponadto tabele zawarte w rozdziale 6. Materialy i metody nie maja numeracji.

Na stronie tytutowej pracy brakuje wskazania tytutu zawodowego Autora pracy i chodz nie mozna tego
traktowa¢ w kategoriach bledu, to jednak w catej pracy nie znajdujemy informacji, ze Pan Konrad Kuczynski
jest magistrem biotechnologii. Zataczona w obecnej formie do monografii publikacja (zatacznik 1) wprowadza
Recenzenta w zaktopotanie, gdyz nie ma pewnosci czy traktowaé ja jako integralna i niezbedna czes$é
monografii, czy jednak nie. Publikacja widnieje w rozdziale 7. Literatura, w pozycji 35 i w opinii Recenzenta
bytby to wystarczajacy sposob udokumentowania tego cytowania. Nieprecyzyjne wydaja sie w tym kontekscie
stwierdzenia w rozdziale 2. Cel pracy: ,,Czes¢ zagadnien omawianych w niniejszej pracy zostata opublikowana,
a publikacja ta jest zalgczona do tej pracy dyplomowej” oraz w rozdziale 3. Wyniki: ,,Wyniki zawarte w tej
czeSci pracy zostaly opublikowane w roku 2022 w pracy, ktorej jestem pierwszym wspotautorem [35].
Nalezaloby za kazdy razem, kiedy jest wzmianka o opublikowanej czeSci badan podaé przypis w postaci
cytowania [35]. Rozwiazatoby to pewne problemy, o ktérych wspominam pézniej i nie byloby potrzeby
zalaczania pracy.

Wprowadzenie literaturowe obejmuje 40 stron, 3 tabele oraz 2 ryciny ilustrujace wybrane tresci.
Koncentruje si¢ na dwdch gldwnych zagadnieniach zwiazanych z: (1) epidemiologia, diagnostyka oraz terapia
glejaka oraz (2) wykorzystaniem nanomaterialdow w terapiach antynowotworowych. Na wstgpie Doktorant
przedstawia zaktualizowana list¢ cech nowotworow wg. Hanahana, a nastgpnie koncentruje si¢ na
szczegdtowym opisie jednej z nich — aktywacji inwazji komorkowej i mechanizméw przerzutowania. W tym
kontekscie charakteryzuje réwniez macierz zewnatrzkomérkowa poczynajac od budowy, sktadu jakosciowego
i ilosciowego oraz regulacji jej sktadu w komoérkach zdrowych oraz nowotworowych. Doktorant wskazuje na
istotna role metaloproteinaz (MMP-2 oraz MMP-9) w migracji komorek nowotworowych. Stgzenie tych
enzymOw w macierzy zewnatrzkomérkowej ro$nie wraz z progresja nowotworu, co umozliwia komérkom
glejaka uwalnianie si¢ z niszy nowotworowej. W tej czg$ci na szczegdlng uwagg zashuguje podrozdziat
dotyczacy badan mechanobiologicznych nowotwordw z uzyciem mikroskopii sit atomowych zilustrowany
dwiema rycinami. Mozliwo$¢ obrazowania przyzyciowego komorek jest istotnym osiagnigciem w dziedzinie

oceny potencjalu rozwojowego, agresywnosci oraz chemioopornosci nowotworéw. Wysoka heterogennos¢
2
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sztywnosci w obrgbie nowotworéw, nieobserwowana w zdrowej tkance moézgowej, daje nadzieje na
Opracowanie nowego, skutecznego parametru wykorzystywanego w diagnostyce nowotworéw.

W przypadku glejaka mechanizmem stojacym za zwigkszeniem sztywnosci komorek jest odktadanie
si¢ tenascyny C, na skutek zwigkszonej ekspresji HIF 1a (w tej czesci pracy ani tez w pozostatej, ani réwniez w
wykazie skrotéw stosowanych w pracy nie znajdujemy wyjasnienia skrétéw HIFla oraz IDHI, cho¢ biatka
kryjace sig pod ich nazwami wydaja sie by¢ kluczowe). W rozdziale 1.4.1. Autor pracy wspomina o regulatorze
ekspresji tenascyny C (miR-218-5p) i w jednym zdaniu rozdziatu Wprowadzenie: ,,Naturalnie wystepujgcym
bezposrednim regulatorem ekspresji TN-C Jest miR-218-5p, ktory przylgcza sig do 3’ regionu mRNA TN-C i
prowadzi do degradacji transkryptu.” zamyka jego charakterystyke, pozostawiajac niedosyt wiedzy w tej czgscei
pracy. W opinii Recenzenta nalezaloby po$wieci¢ osobny podrozdzial wprowadzenia literaturowego
charakterystyce czasteczki miR-218-5p oraz rodziny genow miRNA-218. W dalszej cze$ci wprowadzenia
teoretycznego Doktorant skupia si¢ na epidemiologii, objawach, diagnostyce obrazowej i molekularnej,
czynnikach zwigkszajacych ryzyko, stosowanych metodach oraz perspektywach w terapii glejaka. Studium
literaturowe jest wnikliwie, jednakze ,,wymagajace” od czytelnika. Mata liczba rycin czy tabel ilustrujacych
przynajmniej czeSciowo zagadnienia teoretyczne sprawia, ze wstep traci na przejrzystosci pomimo wlozonej,
ogromnej pracy oraz rzetelnosci (do konca rozdziatu 1.6.6. Autor przytoczyt 201 cytowan, w zdecydowanej
wigkszosci najnowszych publikacji naukowych!), fachowej terminologii i poprawnoéci jezykowej. Podrozdziat
1.7. Nanomaterialy jako nowe narzedzia przeciwnowotworowe jest wnikliwym opisem naukowym
uwzgledniajacym definicj¢ nanoczastek, podzial oraz poszczegdlne grupy nanoczastek (weglowe, metaliczne,
tlenkow metali, polimerowe), zastosowanie nanoczastek w medycynie, a w szczegdlnosci w leczeniu
nowotworéw moézgu. W tej czgsci pracy, szczegdlnie wazny jest aspekt zwiazany z mozliwoscig opracowania
nanoczastek zdolnych do przenikania przez barier¢ krew-mozg oraz wykorzystania ich w terapii
fotodynamicznej. Wstep literaturowy zwiencza opis modeli glejaka.

Pomimo drobnych usterek oraz niedociagni¢¢ wskazanych przez Recenzenta nie mozna w zaden sposob
podwazy¢ duzej warto$ci merytorycznej przegladu literaturowego zawartego w ocenianej pracy. Stat si¢ on
przestankga do trafnie postawionych trzech gléwnych celéw pracy czyli (1) zbadania wlasciwosci migracyjnych
komorek nowotworowych, (2) okreslenia potencjatu terapeutycznego charakteryzowanych w pracy nanoczastek
oraz (3) stworzenia i optymalizacji trdjwymiarowego modelu komérkowego glejaka. Autor wskazuje, ze cele
pracy zostaly zrealizowane w oparciu o trzy hipotezy badawcze. W opinii Recenzenta sformutowane w obecny
sposob hipotezy badawcze nie wpisuja si¢ w powszechne rozumienie hipotezy badawczej jako przypuszczenia
czy prawdopodobienstwa wystgpienia lub wyeliminowania okre§lonego zjawiska, wydarzenia, procesu w
konkretnym czasie i miejscu. Wiasciwoscia hipotezy badawczej jest to, ze po przeprowadzeniu badania, moze
zostaé potwierdzona badZz obalona. Czy mozna zatem dla przyktadu potwierdzi¢ lub obali¢ hipotezg
sformutowana: ,,Okreslenie wplywu miR-218 na wtasciwosci migracyjne komorek glejaka’.

Sugeruj¢ zatem przeredagowaé zdania:

1. Okreslenie wplywu miR-2 18 na wlasciwosci migracyjne komorek glejaka wielopostaciowego.
3
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Ocena cytotoksycznosci nanoczgstek mogqgcych przenosi¢ terapeutyki przeciwnowotworowe.
Budowa nowego trojwymiarowego modelu komdrkowego glejaka przeznaczonego do badania
procesow inwazji nowotworowej oraz do oceny efektywnosci nowych terapeutykéw o potencjale
antyinwazyjnym.

by brzmiaty jak hipotezy badawcze.

Materiaty i metody wykorzystane w pracy zawarte zostaly w rozdziale 6. i obejmuja 14 stron
jednostronnego wydruku komputerowego. W podrozdziale 6.2. w tabeli opisujacej uzywane podczas pracy
gotowe media hodowlane do kultur komérkowych znajduje si¢ medium GBO z dopiskiem produkcja wlasna.
W opinii Recenzenta sformutowanie to nie Jest precyzyjne, a medium to nie powinno sie znalezé w ten Sposob
zatytulowanej tabeli. Nie jest bowiem jasne, czy sklad medium GBO zostat opracowany na podstawie danych
literaturowych czy do$wiadczalnie, na podstawie wiasnych badan i czy jego sktad jest chroniony prawem
wilasnosci. Po wnikliwszej analizie cytowanej literatury — pozycja [349] - Jacob F, Salinas RD, Zhang DY,
Nguyen PTT, Schnoll JG, Wong SZH, Thokala R, Sheikh S, Saxena D, Prokop S, Liu DA, Qian 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):188-204.e22. doi: 10.1016/j.cell.2019.11.036. Epub 2019 Dec 26.
PMID: 31883794, PMCID: PMC7556703 — mozna stwierdzi¢, ze sktad medium GBO zostat prawdopodobnie
opracowany na podstawie tej publikacji, co nalezato wskaza¢ w opisie lub w tabeli.

Tabela w podrozdziale 6.1. jest niepetna. Nie znajdujemy w niej miedzy innymi Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen) czy zestawow Extracellular Matrix & Adhesion Molecules RT2 Profiler PCR Array oraz Human
Cell Motility RT2 Profiler PCR Array, ktore zostaly uzyte podczas analizy wptywu miR-218-5p na ekspresje
genow zwigzanych z migracja, adhezja oraz macierza zewnatrzkomorkowa. Brakuje wskazania numeru
katalogowego oraz producenta testu MTT. Nie ma rdwniez wymienionego pochodzenia uzytego miR-218-5p,
nie mozna rowniez znalez¢ zadnych informacji o mimic miRNA i SCR siRNA w dysertacji. Niektére wyzej
wymienione informacje znajduja sie w zataczniku 1 (publikacja - miR-218 affects the ECM composition and
cell biomechanical properties of glioblastoma cells), jednakze brak wskazania w dysertacji konkretnego
odnosnika do nich, utrudnia czytelnikowi odbidér pracy. Recenzent prosi rowniez Doktoranta o wyjasnienie
sformutowania ze strony 93: Hodowle, ktéra nie wytworzyla struktur wigkszych niz 50uM zutylizowano. Proszg
réwniez o doprecyzowanie sformutowania ze strony 95: Oddzielnie mieszano 250 ul Opti-MEM™ I Reduced
Serum Medium z Lipofectamine™ 2000 oraz 250 ul Opti-MEM™ [ Reduced Serum Medium z odpowiedniq

iloscig krotkiego RNA lub plazmidu. W rozdziale 6. Materialy i metody nalezatoby réwniez uporzadkowac i

yjednolicié tekst. W tej czesci pracy na zmiang znajdujemy oznaczenia 24h i 24 h, 24 godziny; 10 pL i 10pl, 10
tysiecy i 10tys., ptytka typu 6-well i ptytka 6-dotkowa, 37stC i 4°C, czas w min i minutach, predkosci wirowania
w jednostkach: g, x g, rpm, rcf itp.

Pomimo uwag Recenzenta dotyczacych niedociagnigé pisarskich w rozdziale 6. nalezy stwierdzi¢, ze

od strony merytorycznej i doboru metod do zatozonych celéw rozdzial Materialy i metody nie budzi zastrzezen.
4
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Pragng tez wyrazi¢ stowa uznania dla Doktoranta za znajomo$¢ szerokiego wachlarza metod (metody
biologiczne, w tym hodowle komérkowe 2D, 3D, cata gama testéw toksycznosci, metody analizy ekspresji
genéw na poziomie mRNA; metody fizyko-chemiczne, spektroskopia sit pojedynczej komorki) i umiejetne ich
wykorzystanie. Niewatpliwie warsztat metodyczny mgr. Konrada Kuczynskiego jest poparty wieloletnim
doswiadczeniem pracownikéw Zaktadu Neuroonkologii Molekularnej Instytutu Chemii Bioorganiczne;j
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu, Promotora dr. hab. Katarzyny Rolle, prof. IChB PAN oraz Promotora
pomocniczego dr. inz. Bartosza Grzeskowiaka z Centrum NanoBioMedycznego Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu. Nie bez znaczenia dla tej czgdci pracy jest rowniez doswiadczenie jakie Doktorant
zdobyl w trakcie stazu realizowanego w Berlin Institute Jor Medical Systems Biology, Max Delbriick Center for
Molecular Medicine (BIMSB, MDC) pod okiem dr Agnieszki Rybak-Wolf. Cze§¢ analiz Doktorant
przeprowadzit w Zaktadzie Badan Mikrouktadéw Biofizycznych Instytutu Fizyki Jadrowej PAN w Krakowie,
gdzie nabyt doswiadczenie z zakresu mikroskopii sit atomowych.

Wyniki w pracy zostaty zamieszczone na 33 kartach jednostronnego druku, zilustrowane 23 rycinami i
3 tabelami. Wyniki podzielone zostaty na nastgpujace zagadnienia: (1) ocena wpltywu miR-218-5p na zmiany
wilasciwosci mechanicznych komérek glejaka, (2) ocena cytotoksyczno$ci nanoczastek Mag@PEI, (3) ocena
wptywu wielkosci nanoczastek na ich wiasciwoscei cytotoksyczne, (4) nowe modele organoidéw pochodzenia
glejakowego.

Pierwsza czg$¢ wynikéw koncentruje sig na opisie wptywu miR-218-5p na: (1) zmiany wlasciwosci
mechanicznych komoérek glejaka (sztywnos$¢, szorstko$é, cytokszkielet), (2) ekspresje gendéw zwiazanych z
migracja, adhezjq oraz macierza zewnatrzkomorkowa, (3) procesy zwiazane z migracja komorek glejaka. Opis
wynikow uzyskanych w ramach zataczonej do pracy publikacji (zalacznik 1) jest wstepem do omowienia
wynikdéw, ktore zostaly zrealizowane na potrzeby ocenianej pracy doktorskie;.

W przedstawionej do oceny dysertacji jednym z analizowanych procesow jest ekspresja gendw, a
precyzyjniej zmiany ekspresji gendw. Czg$¢ wykonanych badan dotyczyta analizy ekspresji genéw na poziomie
mRNA i/lub bialek. W opinii Recenzenta tytut podrozdziatu 3.1.1. Analiza wplywu miR-218-5p na ekspresje
biatek zwigzanych z migracjq, adhezjq oraz macierzq zewngtrzkomorkowq jest nieprecyzyjny w zakresie
uzytego okreslenia ekspresja biatek, zwlaszcza ze pdzniej Autor jednak konsekwentnie wskazuje na analizg
transkryptéw oraz ekspresjg genow.

Doktorant przeanalizowatl zmiang ekspresji 168 genéw pod dodaniu miR-218-5p (suplementacja w
opinii Recenzenta jest niezbyt fortunna kalka jezykowa). Z 47 genéw ulegajacych deregulacji pod wptywem
miR-218-5p, Autor pracy skomentowat szerzej wylacznie zmiang dotyczaca tenascyny C. Jesli zatem celem
bylo wylacznie wskazanie roznic dotyczacych tenascyny C, to nalezato przeprowadzi¢ badanie wytacznie dla
tenascyny C. Jedli jednak celem byta analiza wptywu miR-218-5p na ekspresjg genéw innych biatek zwiazanych
z migracja, adhezja oraz macierza zewnatrzkomorkowa, to komentarz do wynikéw przeprowadzonych i
opisanych w tym rozdziale badan jest bardzo oszczgdny, a potencjal wynikoéw niewykorzystany. Ponadto

prosze o wyjasnienie: (1) dlaczego do analizy ekspresji genéw dobrano stgzenie 50 nM czasteczki miR-218-5p,
5
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podczas gdy do badania adhezji, sztywnosci oraz szorstkosci komoérek wykorzystano stezenia 10 i 50 nM, (2)
dlaczego w zataczonej do pracy publikacji wskazuje si¢ na 160 przeanalizowanych genéw a w dysertacji na
168.

Odnoénik w podrozdziale 6.5.5. Real time PCR dotyczacy profilu ekspresji genéw (tabela 6) jest
niewlasciwy. Nalezatoby réwniez wskaza¢ w wynikach nazwg analizowanej linii komérkowej, tak jak zrobiono
to w rozdziale 3.1.2.

Rozdzial 3.2. opisuje wyniki uzyskane na podstawie badan cyto-, geno-, mitotoksycznosci oraz
toksycznosci zaleznej od aktywnych form tlenu dla nanoczastek Mag@PEL. Proszg o wyj a$nienie czy uzyte w
tej czesci pracy sformutowanie roksycznosé ogolna odnosi si¢ do omawianej cytotoksycznosci. Doktorant
przeprowadzit testy cytotoksyczno$ci (MTT, LDH), test genotoksycznosci oraz mitotoksycznoéci dla komorek
glejaka U-118-MG oraz komoérek kontrolnych MRC-5 stosujac komercyjnie dostepne zestawy. Oceny poziomu
stresu oksydacyjnego w/w komorek przeprowadzono metodami fizyko-chemicznymi poprzez pomiar: (1) ilosci
H,0,, (2) aktywnosci enzymatycznej katalazy, (3) aktywnosci enzymatycznej peroksydazy glutationowej.
Przebadano réwniez poziom ekspresji genow kodujacych katalazg oraz peroksydazg glutationowa na poziomie
mRNA. Ze wzgledu na to, ze w rozdziale Materialy i metody napisano: Podczas analizowania paneli genow
dostepnych w zestawach Extracellular Matrix & Adhesion Molecules RT2 Profiler PCR Array oraz Human Cell
Motility RT2 Profiler PCR Array stosowano si¢ do protokotu dolgczonego przez producenta a dane
analizowano z wykorzystaniem platformy online do analizy wynikow Recenzent wnioskuje, ze wezesniejszy
akapit dotyczy analizy ekspresji genow katalazy oraz peroksydazy glutationowej. Proszg zatem o wyjasnienie
dotyczace doboru genu referencyjnego w powyzszej analizie oraz wskazanie gdzie umieszczono sekwencje
starteréw uzytych do analizy.

Zdanie ze strony 57: Wykazany w poprzednich badaniach brak zmian na poziomie ekspresji genow

katalazy i peroksydazy glutationowej (Ryc. 11) nie jest wystarczajgcym dowodem na brak aktywnoSci enzymow
w opinii Recenzenta powinno brzmie¢: Wykazany w poprzednich badaniach brak zmian na poziomie ekspresji
genow katalazy i peroksydazy glutationowej (Ryc. 11) nie jest wystarczajgcym dowodem na brak zmian

aktywnosci enzymow.

Czesé wynikéw dotyczaca badania wpltywu wielkoéci nanoczastek na ich wiasciwosci toksyczne
powstala na podstawie przeprowadzonych do$wiadczen z zastosowaniem czterech linii komoérkowych
cztowieka, jednosktadnikowych czastek polimerowych wykonanych z polidopaminy o rozmiarach 100 nm, 140
nm, 240 nm. W rozdziale 3.3.1. Charakterystyka nanomaterialu znajdujemy stwierdzenie, ze nanoczqgstki PDA
zostaly zsyntetyzowane przez naszych partneréw w NanoBioMedycznym UAM w Poznaniu z uzyciem
zmodyfikowanego protokotu opublikowanego w 2021 roku [355], czy Autor miat na mysli wylacznie syntezg
czy réwniez charakterystyke? Wyniki uzyskane w dwoch testach, w dwoch niezaleznych analizach (test MTT
i LDH) znaczaco sig od siebie roznity w zwiazku z tym proszg Doktoranta o szerszy komentarz tej czgsci

wynikow.
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W opinii Recenzenta wyjatkowo aplikacyjny charakter ma czg$¢ badan dotyczaca stworzenia nowego
modelu 3D komérkowego glejaka. Modele 2D, pomimo zalet zwiazanych migdzy innymi z wzgledna tatwoscia
hodowli, nie sg dobrymi modelami nowotworéw, ktére naturalnie mogg tworzy¢ niejednorodne trojwymiarowe
struktury przestrzenne, niejednokrotnie unaczynione. Odwzorowanie w warunkach laboratoryjnych
przestrzennych struktur modeli glejaka uwiarygadnia wyniki z w ten sposéb uzyskanych analiz. Doktorant
postawil sobie ambitny cel zbudowania i zoptymalizowania hodowli nowego hybrydowego modelu
badawczego — assembloidu, organoidu o strukturze zdrowego mozgu (HBO) oraz organoidu pochodzacego od
komoérek glejaka (GBO). Przeprowadzone badania wykazaly duze réznice w budowie wewngtrznej obu czesci
assembloidu, jednakze nie udalo si¢ zaobserwowaé réznicowej ekspresji tenascyny C. Z punktu widzenia
aplikacyjnego, za najwazniejsze w pracy doktorskiej uwazam stworzenie hybrydowego modelu badawczego
organoidu o strukturze zdrowego mézgu w potaczeniu z organoidem pochodzacym od komoérek glejaka. Jest
oczywiste, ze model ten wymaga dalszego testowania, jednakze w opinii Recenzenta struktura taka
zdecydowanie lepiej bgdzie odwzorowywac zachodzace w naturze mechanizmy zwiazane z procesami inwazji
nowotworowej oraz leczenia.

Dyskusja jest bardzo szeroka i zostata podzielona na podrozdziaty bedace odnos$nikami do uzyskanych
wynikéw, co niewatpliwe ja porzadkuje i $wiadczy o dojrzato$ci naukowej Doktoranta. W dyskusji, Pan mgr
inz. Konrad Kuczynski umiejgtnie konfrontuje wyniki swojej pracy z wynikami dostgpnymi w $wiatowe;j
literaturze. Rozprawg doktorska koncza cztery poprawnie sformulowane wnioski, ktére sa w czesci
odpowiedziami na wczesniej sformutowane problemy badawcze: okre$lenie wptywu miR218 na wiasciwosci
migracyjne komorek glejaka oraz ocena cytotoksycznos$ci nanoczastek Mag@PEI oraz nanoczastek PDA.
Kierowany duza ostroznoscia naukowa, prawdopodobnie ze wzgledu na wyniki uzyskane w pracy, Doktorant
nie zdecydowat si¢ na sformutowanie wnioskéw dotyczacych zagadnienia zwiazanego z budowa nowego
tréjwymiarowego modelu komoérkowego glejaka. Swoj komentarz do tej czesci pracy ujat jednak w rozdziale

4.4. Nowe modele w badaniu inwazji glejaka bedacym czgscia dyskusji.

Whiosek koncowy:
Reasumujac nalezy uznaé, ze praca doktorska Pana mgr. inz. Konrada Kuczynskiego jest praca

naukowa o charakterze zarowno poznawczym jak i aplikacyjnym. Praca zostata zredagowana i napisana w
poprawnej formie, zgodnie z kanonami obowiazujacymi przy pisaniu tego rodzaju opracowan. Odnoszac sig¢ do
zakresu przedstawionych informacji nalezy uznaé, ze Doktorant posiada duza wiedz¢ w zakresie badanej
tematyki. Posiada réwniez umiejetno$¢ prawidlowego doboru i wykorzystania warsztatu badawczego.
Wskazane w recenzji uchybienia sa przede wszystkim sugestiami majacymi podnie$é warto$¢ opracowania i
zwigkszy¢ jako$¢ prezentowanych wynikdw w przysztodci.

Majac na uwadze wysoka jako$¢ badan, dojrzato$§¢ naukowa Doktoranta, potencjat aplikacyjny i
utylitarno$¢ przedstawionych wynikdéw rozprawy doktorskiej nie ma watpliwosci, ze przedstawiona do oceny

rozprawa mgr. Konrada Kuczynskiego pod tytutem Wykorzystanie nanotechnologii w badaniach wtasciwosci
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biologicznych i biomechanicznych komérek nowotworowych spetnia warunki okre$lone w Ustawie z dnia 20
lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszymi nauce (Dz.U z 2018 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3
lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszymi nauce (Dz.U z 2018 r. poz.
1669 ze zm.) oraz 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.) i wnioskujg do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pana mgr.

Konrada Kuczynskiego do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora.

Whiosek o wyro6znienie:
W przedstawionej do oceny dysertacji szczegdlng uwagg zwraca pierwszoplanowa rola Doktoranta w

powstanie wynikéw badan. Podjeta w rozprawie tematyka jest trudna i wymagajaca dla badacza zaréwno pod
wzgledem koncepcyjnym oraz do$wiadczalnym. Znajomo$é szerokiego wachlarza metod i umiejetne ich
wykorzystanie w pracy $wiadcza o dojrzatoSci badawczej Doktoranta. Praca doktorska ma charakter
aplikacyjny, co jest bardzo wazne z punktu widzenia mozliwosci wykorzystania wynikéw w praktyce. Wiedza
Doktoranta z zakresu podejmowanej w pracy tematyki jest rozlegla i ugruntowana, o czym $wiadczy sposéb i
jakos¢ podawanych i opisywanych informacji.

Majac na uwadze wysoka oceng calo§ciowa rozprawy oraz nowa dla nauki wiedze o duzym utylitarnym
potencjale - zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN z wnioskiem o wyr6znienie

rozprawy doktorskiej Pana mgr. Konrada Kuczynskiego.
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