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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Sylwii Michlewskiej pt.:
,,Przeciwnowotworowe wlasciwosci dendrymerow zawierajgcych ruten”
wykonanej w Katedrze Biofizyki Ogélnej Instytutu Biofizyki Uniwersytetu Lodzkiego w Lodzi
pod kierunkiem dr hab. Maksima Ionova, prof. nadzw. UL

Na prace doktorska Pani mgr Sylwii Michlewskiej sktadaja si¢ trzy spojne tematycznie
publikacje, ktére ukazaly si¢ w migdzynarodowych czasopismach naukowych w latach 2017-
2019. Laczny wspblezynnik oddziatywania IF (impact factor) tych trzech publikacji wynosi
10,802, a liczba punktéow MNiSW 110. Wszystkie one s wspotautorskimi pracami
eksperymentalnymi: Journal of Inorganic Biochemistry 2018 (IF 3,348), European Polymer
Journal 2017 (IF 3,485) i Future Medicinal Chemistry 2019 (IF 3,969), ktérych wyniki zostaty
juz poddane wnikliwej ocenie niezaleznych recenzentéw, wyznaczonych przez redakcje
czasopism i wydawecow. We wszystkich tych artykutach Doktorantka jest pierwszym autorem,
a Jej znaczagcy wklad w ich realizacj¢ i powstanie zostal potwierdzony zalgczonymi
o$wiadczeniami wspotautoréw (15). Oszacowany jest on w kolejnych pracach na 82%, 62% i 60%.
W kazdej z tych prac Doktorantka wykonywata badania, interpretowata uzyskane wyniki oraz
przygotowywata manuskrypty do publikacji.

Rozprawa doktorska zawiera na wstepie informacje o zrodlach finansowania badan oraz czgs¢
tekstowa, ktora jest krétkim opracowaniem publikacji. Zawiera ona nastgpujgce rozdzialy:
1. Przedstawienie hipotezy badawczej i oméwienie wynikow pracy obejmujace - wprowadzenie,
cele, metodyke badan, omowienie wynikéw i wnioski; 2. Streszczenie w jezyku polskim;
3. Streszczenie w jezyku angielskim; 4. Literatura (25 pozycji z lat 2012-2019). Rozdziat 5 zawiera
Dorobek naukowy, a rozdziat 6. Dziatalnos$é naukowa Doktorantki. Do rozprawy dotgczone sg
kopie cyklu trzech artykutéw (umieszczone niestety w innej niz w spisie kolejnosci).
Tytul rozprawy doktorskiej odpowiada w pelni jej zawartosci i obejmuje swoim zasiggiem
wszystkie publikacje dotaczone do pracy.

Rozprawa doktorska mgr Sylwii Michlewskiej dotyczy bardzo interesujacych i aktualnych
zagadnien zwigzanych z mozliwosciami wykorzystania zwigzkéw polimerowych o szczegolnych
wlasciwosciach, tzw. dendrymeréw, do celow terapeutycznych. Wpisuje si¢ ona $ciSle w nurt
badan realizowanych w ostatnich latach bardzo szeroko w Katedrze Biofizyki Ogolnej UL.
Badania nad zastosowaniem tych nanoczastek w medycynie dzieli si¢ na dwa kierunki. W jednym
z nich prowadzi si¢ badania nad wlasciwosciami leczniczymi samych dendrymerow, a w drugim
wykorzystuje sig te zwigzki jako nosniki dla innych substancji leczniczych.
Wykorzystanie nanotechnologii jako systemu dostarczania lekéw jest jednym z najnowszych
i najbardziej obiecujacych kierunkéw badan, szczegolnie w onkologii.



Praca doktorska obejmuje badania karbokrzemowych dendrymeréw zawierajacych ruten (CRD)
jako potencjalnych zwigzkéw przeciwnowotworowych oraz jako nosnikoéw czasteczek krotkiego
interferujacego RNA (siRNA). Zwiazki rutenu, znane juz ze swojej przeciwnowotworowej
aktywnosci, sa intensywnie badane w kierunku mozliwosci ich wykorzystania w terapii. Niektore
kompleksy rutenu znajdujg sig juz w réznych fazach badan klinicznych.

Czasteczki siRNA wzbudzaja duze zainteresowanie wsérod badaczy zajmujgcych si¢ terapig
przeciwnowotworowg z wykorzystaniem osiagnig¢ biologii molekularnej. Odkrycie mozliwosci
regulacji ekspresji genéw przy uzyciu egzogennego RNA stalo si¢ obiecujacym narzedziem
w biologii i medycynie. Nadzieje budzi mozliwosé ich selektywnego dziatania na komorki
nowotworowe i wyciszania wybranych genéw, w tym onkogendw. Prowadzone sg juz badania
kliniczne z zastosowaniem siRNA w terapii wielu chorob, m.in. wirusowych oraz
nowotworowych. Polaczenie mechanizmu interferencii RNA z lekami cytostatycznymi
i/lub radioterapia moze odgrywaé coraz istotniejsza role w znaczacej poprawie skutecznosci
dotychczas stosowanych terapii. Ze wzglgdu na niestabilno$¢ siRNA w warunkach in vivo
(podatny na degradacje przez wszechobecne rybonukleazy) oraz trudnosci z efektywnym
wnikaniem tych czasteczek do komérki docelowej, duzym wyzwaniem jest poszukiwanie metod
dostarczenia ich do wngtrza komérki w formie niezdegradowanej przez nukleazy. Jedng z drog
takiego dzialania jest zastosowane w tej pracy doktorskiej kompleksowanie siRNA ze specjalnymi
no$nikami, ktorymi sa dendrymery o wyjatkowych cechach strukturalnych, a zatem badania nad
wykorzystaniem dendrymeréw zawierajacych ruten jako nosnikow kwasoéw nukleinowych jest
bardzo aktualnym i interesujgcym kierunkiem badan. Wybor tematu badawczego rozprawy nalezy
uznaé za bardzo trafny, mogacy si¢ przyczyni¢ do poznania zakresu aktywnosci biologicznej tych
nanoczgstek oraz okreslenia mechanizmu ich dzialania.

Celem badan przedstawionych w pracy byla ocena aktywnosci przeciwnowotworowej
dendrymerow CRD, a takze analiza mozliwosci wykorzystania ich jako nosnikow
przeciwnowotworowych ~ siRNA.  Hipoteza ~ badawcza  zakladajgca zwigkszenie
przeciwnowotworowych wilasciwosci dendrymeréw poprzez dofgezenie do ich struktury rutenu
sprawdzana byla poprzez realizacjg pigciu celow szezegotowych obejmujgcych: - charakterystyke
whasciwosci biofizycznych dendrymeréw zawierajacych ruten; - oceng ich cytotoksycznosci;
- zbadanie mozliwosci ich wykorzystania jako no$nikoéw siRNA; - wyjasnienie mechanizmu
aktywnosci przeciwnowotworowej wybranych dendrymeréw; oraz — wybor najbardziej
obiecujacych dendrymeréw do zastosowania w terapiach przeciwnowotworowych.

Pierwsza z cyklu publikacji (kolejnos¢ wg zamieszczonego Spisu): ,Ruthenium
dendrimers as carriers for anticancer siRNA” (J Inorg Biochem. 2018) dotyczy charakterystyki
oddzialywania wybranych dendrymeréw zawierajgcych ruten z przeciwnowotworowymi siRNA.
Do badania tych oddzialywan oraz wiasciwosci tworzonych kompleksow zastosowano wiele
nowoczesnych technik badawczych, m.in. transmisyjng mikroskopi¢ elektronows, dichroizm
kotowy, polaryzacje fluorescencji, pomiar potencjatu zeta i in. Mozliwosci internalizacji tych
kompleksoéw przez komérki badano wykorzystujge lini¢ komérkowa biataczki HL-60, stosujac
metody cytometrii przeplywowej oraz mikroskopii konfokalnej. Takie szerokie podejscie
eksperymentalne jest wielkg zaletg tej publikacji. Wyniki tej pracy wskazujg, ze dendrymery
zawierajace ruten moga tworzy¢é kompleksy z siRNA, ktore majg potencjal do wnikania do
wnetrza komoérek nowotworowych. Autorka wykazata, ze sposrdd szesciu badanych Zwigzkow,
trzy dendrymery CRD13, 14 i 28 mogg ponadto petni¢ funkcje¢ ochronng dla przenoszonych
siRNA przed degradacja ich przez nukleazy, co zwigksza mozliwoéci uzycia ich w terapii chorob
nowotworowych. Badanie wptywu dendrymeréw na strukturg czgsteczek siRNA z zastosowaniem




dichroizmu kolowego wykazato, ze ich obecnos¢ znaczaco zmienia strukturg drugorzedowa
kwasow nukleinowych.

W drugiej z prac: ,,Ruthenium metallodendrimers with anticancer potential in an acute
promyelocytic leukemia cell line (HL60)” (European Polymer Journal, 2017) przeprowadzono
obszerng charakterystyke trzech rodzajow dendrymeréw karbokrzemowych zawierajgcych ruten.
Obejmowata ona wlasciwosci biofizyczne, ich aktywnos$¢ hemolityczng, a takze cytotoksycznos¢
wzgledem linii komorek nowotworowych (HL-60) i normalnych (B14). Zwigzki te roznig sig
typem ligandéw powierzchniowych: imino-pirydynowych (CRD7, CRDI13 i CRD27),
pirydynowych (CRDS,14 i 28) i aminowych (CRD32 i 34). Najmniej toksyczne w stosunku do
komorek prawidlowych okazaly si¢ zwigzki generacji ,,0”. Indukowaty one natomiast silny efekt
cytotoksyczny w komorkach HL-60. Autorka sugeruje, ze efekt ten zwigzany jest z hamowaniem
przez te zwiazki proliferacji komorek, ktora zachodzi znacznie szybciej w komorkach
zmienionych nowotworowo. Wzrost generacji dendrymerow wplywat na zwigkszenie wlasciwosci
hemolitycznych oraz wzrost cytotoksycznosei badanych zwigzkéw w obu typach komorek.
Przeprowadzona charakterystyka nowych zwigzkéw zawierajacych ruten jest niezbgdna
w poszukiwaniu nowych grup dendrymeréw oraz ich modyfikacji do potencjalnego wykorzystania
w terapii przeciwnowotworowej. Kluczowym elementem jest bowiem wybor zwigzkdw, kidre nie
sa toksyczne dla komorek prawidlowych lub tez zapewniona jest odpowiednia réwnowaga
pomiedzy ich aktywno$cig i toksycznoscia. Badania wplywu trzech generacji dendrymeréw na
komérki normalne i nowotworowe wskazujg, ze to ruten i jego polgczenie z dendrymerami
powoduje zwickszenie toksycznosci w stosunku do komoérek nowotworowych.

W trzeciej pozycji zbioru: ,Ruthenium dendrimers against acute promyelocytic
leukemia: in vitro studies on HL-60 cells” (Future Med Chem., 2019) przedstawiono wyniki badan
whasciwosei biofizycznych i cytotoksycznych wybranych dendrymerow pierwszej (CRD13)
i drugiej (CRD27) generacji. Dziatanie tych zwiazkow okreslano w stosunku do komorek
prawidtowych (PBMC) oraz aktywnie namnazajacych si¢ komorek leukemicznych linii HL-60.
Podobnie jak w poprzednich publikacjach, zastosowane sa najnowoczesniejsze metody i techniki
badawcze. Jest to bardzo obszerna praca obejmujgca zardwno analizg ultrastruktury komorek,
okreslenie zmian poziomu wolnych rodnikéw (ROS), potencjatu mitochondrialnego, uszkodzen
DNA, jak i prébe wyjasnienia mechanizméw odpowiedzialnych za dzialanie cytotoksyczne
badanych zwigzkow oraz okreslenie rodzaju $mierci komorki. CRD okazaly sig bardziej toksyczne
w stosunku do komérek nowotworowych niz normalnych, szczegédlnie CRD13, ktéry indukuje
proces apoptozy w komorkach HL-60. Obecnos¢ CRD13 w komoérkach HL-60 powodowala
bowiem zmiany w ich strukturze charakterystyczne dla wczesnej apoptozy. Badania niniejszej
pracy dowodza stosunkowo niskiej toksycznosci badanych zwiazkow w stosunku do komoérek
prawidlowych, co zwieksza mozliwos¢ zastosowania ich w praktyce. Zwigzek CRD13 moze by¢
potencjalnie rozwazany jako lek przeciwnowotworowy, a szczegélnie w potgczeniu z innymi
lekami, moze by¢ rowniez uzyty do transportu lekow.

W obszernych dyskusjach wszystkich trzech prac Autorka umiejgtnie porownuje wyniki wiasne
do uzyskanych przez innych autoréw cytujac adekwatne i aktualne prace, oraz wyciagajac
wlasciwe wnioski. Cztery wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan umieszczone
w zakonczeniu rozdziatu 1 rozprawy sa w pelni uzasadnione i sformulowane z nalezytg
ostroznos$cig. Karbokrzemowe dendrymery zawierajgce ruten:

- okazaly sig bardziej toksyczne w stosunku do komorek nowotworowych niz normalnych,

- wykazujg zdoInos¢ kierowania komérek nowotworowych na droge apoptozy i nekroptozy,

- zdolne sg do tworzenia komplekséw z wybranymi przeciwnowotworowymi siRNA,



- maja zdolnos¢ przenoszenia siRNA do komorek i chronig je przed degradacjg przez nukleazy.
Cel badan przedstawionych w pracy zostal w pelni zrealizowany, a rozprawa udowodnifa
postawiong przez Doktorantk¢ hipotezg, ze dolgczenie rutenu do struktury wybranych
dendrymeréw zwigksza ich przeciwnowotworowe wlasciwosci.
W czasie lektury tej pracy nasunety mi si¢ pewne uwagi/pytania, zauwazytam takze niefortunne
sformutowania i niescistosci. Niestety, istniejg takze bledy edytorskie w juz opublikowanych
artykutach, szczegélnie publikacja nr 3 zawiera wiele drobnych bledow, nie tylko
tzw. literowek”, np.
- w publikacjach wystepuje brak lub tez niepelna informacja o pochodzeniu komérek do badan;
- brak jest jednoznacznej informacji dotyczacej hodowli komérkowych: w jednym miejscu (Cell
viability, PBMC) czytamy o hodowli w butelkach, a zdanie nizej (przy HL-60): ,,Cells (1x10* per
well) were grown as stated above”. Jesli ,,per well”, to jakiej plytki, bo chyba nie na , tissue culture
flask™;
- w opisie metody okreslania poziomu ROS oraz potencjatu mitochondrialnego Autorka podaje,
7e przeprowadzila trzy niezalezne eksperymenty, a w wynikach, pod Fig. 8 czytamy, ze pochodzg
one z sze$ciu eksperymentow;
- niektdre wyniki podawane sg w stosunku do ,,kontroli”, ale nigdzie w opisie nie ma informacji,
co stanowito kontrole. Mozna si¢ domyslaé, ze kontrol¢ stanowia komorki nie poddane
traktowaniu zwigzkami, ale wowczas w zakresie stosowanych stezen nalezy umiesci¢ réwniez
stezenie o wartosci zero;
- Fig. 6 — w opisie do rysunku sg cz¢sci A, B, C, a na rysunku brak ich oznaczei;
- brak informacji o tym, co stanowito kontrol¢ ,,Ac” przy analizie ,,Cytotoksycznosci”,
- w Rozdziale 6 Opisu ,,Dzialalno$¢ naukowa” zastrzezenie budzi uzyta forma "treningi", ktora
byloby lepiej zastapi¢ raczej okresleniem, ze Doktorantka odbyta "szkolenia, kursy czy staze".
Prosze rowniez o komentarz co do wyboru linii B14 fibroblastéw chomiczych jako normalnych
komorek kontrolnych w odniesieniu do komorek ludzkiej biataczki. Odpowiednio dobrana
hodowla komérkowa, ktéra wykazuje duze podobienstwo do rzeczywiscie obecnych w organizmie
cztowieka pozwolilaby pewnie odpowiedzie¢ na szereg dodatkowych pytan.
Za zbyt daleko idgce uwazam stwierdzenie zawarte w Omowieniu wynikow oraz Streszezeniu:
,Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze badane dendrymery nie wykazujgc
aktywnosci w stosunku do komérek prawidtowych...”. Badania niniejszej pracy dowodza bowiem
stosunkowo niskiej toksycznosci badanych zwiazkéw w stosunku do komérek prawidtowych, co
zwieksza potencjalng mozliwo$é zastosowania ich w praktyce, jednak nie sg one catkowicie
oboj¢tne.
Moje uwagi, przede wszystkim o charakterze redakcyjnym, nie wplywaja na calosciows, wysoce
pozytywna ocene omawianej pracy. Bledy te sa nieznaczqce i nie maja zadnego wplywu na strong
merytoryczng pracy. Wyrazam przekonanie, ze Autorka rozprawy osiagnela stawiane sobie cele.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze karbokrzemowe dendrymery zawierajace ruten mogg by¢
rozwazane jako potencjalne narzgdzia w terapii onkologicznej.
Na uwage zastuguje aktywno$¢ naukowa mgr Sylwii Michlewskiej, ktéra poza cyklem
3 prac skladajgcych si¢ na rozprawe doktorska, jest wspotautorkg kolejnych 10 publikacji
(taczny IF - 25,846; pkt. MNiSW — 295) oraz 18 komunikatow zjazdowych, HI = 5. W biezacym
roku Doktorantka ma 3 prace, ktére ukazaly si¢ juz w bazie PubMed. Odbyla szereg szkolef,
kurséw i stazy, rowniez zagranicznych. Jej dzialalno$¢ naukowa byla doceniana i nagradzana
w postaci listow gratulacyjnych od Rektora UL oraz nagrody Dziekana WBIOS UL za wyniki
publikacyjne.



Podsumowujge, przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr Sylwii Michlewskiej
stanowi wazny krok w rozwoju badan nad poszukiwaniem nowych zwiazkow jako potencjalnych
terapeutykow w leczeniu choréb nowotworowych, a dostarczona wiedza stanowi wazne narzgdzie
w dalszych badaniach mechanizmu dziatania zwigzkéw rutenu. Potwierdzeniem wartoSci
naukowej i praktycznej przeprowadzonych badan jest ich opublikowanie w pi$miennictwie
o zasiegu miedzynarodowym, finansowanie z kilku projektow badawczych oraz to, ze zostaty
wykonane przy wspdlpracy z czterema zagranicznymi osrodkami naukowymi.

W mojej ocenie rozprawa doktorska Pani mgr Sylwii Michlewskiej spetnia warunki
okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.). Zwracam si¢ zatem
do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Eodzkiego
z wnioskiem o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Sylwii Michlewskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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