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Recenzja pracy doktorskiej mgra Serafina Zawadzkiego pt. ,,Charakterystyka i ocena
potencjalu dendrymerow karbokrzemowych jako nos$nikéw siRNA przez modelowa

bariere krew-moézg”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgra Serafina Zawadzkiego
zostata wykonana pod kierunkiem Pani dr hab. Katarzyny Mitowskiej, prof. UL petnigcej role
promotora. Praca zostata wykonana na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tédzkiego. Badania zostaty przeprowadzone w ramach miedzynarodowego projektu
badawczego M-ERA.NET 2019-2023 ,Nanoparticle transfer through endothelial barrier" UMO-
2018/30/Z/NZ1/00911 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki oraz Komisje
Europejskg w ramach programu Horizon 2020 oraz miedzynarodowego projektu badawczego
realizowanego w ramach programu Narodowej Agencji Wymiany Akademickiej (NAWA)
wspolne projekty badawcze pomiedzy Rzeczpospolita Polskg a Republikg Stowacka pt.
,0endrymery fosforowe jako potencjalne czynniki wspomagajgce proces gojenia ran”, nr
BPN/BSK/2021/1/00053/U/00001.

Ocena formalna i metodologiczna pracy
Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgra Serafina Zawadzkiego stanowi
zbiér pieciu oryginalnych powigzanych tematycznie artykutdbw naukowych wysoko
punktowanych o zasiegu miedzynarodowym opublikowanych w prestizowych czasopismach
w latach 2024-2026. Wszystkie publikacje wchodzgce w sktad rozprawy doktorskiej sg
opracowaniami zbiorowymi, w ktérych Pan mgr Serafin Zawadzki jest pierwszym autorem.
Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania (IF) publikacji wchodzgcych w skiad rozprawy

doktorskiej wynosi 17,1, a punktacja MNiSW wynosi 480 pkt.



Pozostaly dorobek naukowy Doktoranta sktada sie z trzech publikacji o zasiegu
miedzynarodowym, jedenastu komunikatéw zjazdowych miedzynarodowych oraz osmiu
komunikatéw zjazdowych krajowych. Ponadto Doktorant uczestniczyt w realizacji dwéch
projektéw badawczych, a w latach 2022-2023 odbyt trzy krétkoterminowe zagraniczne staze
naukowe. Doktorant posiada réwniez dorobek w zakresie dziatalnosci organizacyjnej i
promocyjnej. taczny IF wszystkich opublikowanych prac wynosi 31,8 oraz 860 punktow
MNiSW. Catkowity dorobek naukowy Pana mgra Serafina Zawadzkiego jest ogromny biorgc

pod uwage wczesny etap kariery naukowej Doktoranta.

W rozprawie doktorskiej zawarto rowniez oswiadczenia wspotautorow artykutéw
wchodzacych w sktad doktoratu, ktére jednoznacznie wskazujg na wiodgca role Doktoranta w
realizacji prac badawczych. Udziat Doktoranta we wszystkich przedstawionych pracach
wchodzacych w skifad rozprawy doktorskiej jest znaczacy, co stanowi niezaprzeczalnie
podstawe do ubiegania sie o stopiehh naukowy doktora na podstawie przedstawionego cyklu
prac. Wszystkie publikacje stanowigce rozprawe doktorskg majg wysokg wartosc

merytoryczng i metodyczna.

Praca doktorska zostata wydana w formie oprawionego maszynopisu zawierajgcego
nastepujgce rozdziaty: Zrédta finansowania, Wspdtprace z krajowymi i zagranicznymi
instytucjami  naukowymi, Spis prac wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej,
Wprowadzenie, Zatozenia i cel pracy, Materiaty, Metody, Oméwienie prac wchodzacych w
sklad rozprawy doktorskiej, Perspektywy przyszitych badan, Podsumowanie i wnioski,
Streszczenie, Abstract, Literatura, Aktywno$¢ naukowa i organizacyjna. W pracy zatgczono
réwniez publikacje wchodzgce w sktad rozprawy doktorskiej oraz oswiadczenia wspotautorow

publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej.

Wprowadzenie stanowi analize aktualnego stanu wiedzy na temat wykorzystania
nanosystemu ztozonego z dendrymeréw jako nosnikow oligonukleotydéw (siRNA) w terapii
choroby Alzheimera. W rozdziale tym wskazano, ze biodystrybucja nanosystemu oraz jego
zdolno$¢ do przenikania do osrodkowego ukfadu nerwowego zalezg od fizykochemicznych
wiasdciwos$ci nosnika oraz jego interakgji ze ztozong funkcjonalnie barierg krew-mozg, ktora nie
jest jedynie bierng przeszkodg, lecz kluczowym elementem wspétksztattujgcym

farmakokinetyke i dystrybucje leku w mézgu, co nalezy uwzglednic¢ przy projektowaniu terapii.

Szczegdlnie ciekawa w pracy doktorskiej jest koncepcja zastosowania dendrymeréw
jako nosnikéw siRNA wyciszajgcych ekspresje genu APOE ¢4, ktére mogtyby w przysztosci
by¢ wykorzystane w terapii postaci sporadycznej choroby Alzheimera. Jest to bardzo wazne
zagadnienie ze wzgledu na to, ze obecnie nie istnieje skuteczna terapia dla pacjentow z

chorobg Alzheimera. Zatozenie przyjete w pracy doktorskiej, ze wyciszenie genu APOE4 moze



ograniczy¢ ryzyko choroby, jest nowatorskim i obiecujgcym kierunkiem w badaniach nad
opracowaniem skutecznej terapii pacjentéw z chorobg Alzheimera. Obecnos¢ genotypu APOE
€4 jest zwigzana ze zwiekszonym ryzykiem choroby Alzheimera o péznym poczatku. Osoby
posiadajgce jedng kopie tego genu (heterozygoty) majg 3-krotnie wieksze
prawdopodobienstwo rozwoju choroby Alzheimera, natomiast posiadajgce dwie kopie tego
genu (homozygoty) majg nawet 15-krotnie wieksze prawdopodobienstwo rozwoju choroby w
poréwnaniu do oséb bez tego allelu. Izoforma APOE4 utrudnia oczyszczanie mozgu z blaszek
amyloidowych, co prowadzi do ich szybszego gromadzenia sie w poréwnaniu do wariantow
APOE3 lub APOE2.

W tym miejscu nalezy zauwazyc¢, ze we Wstepie nie odniesiono si¢ do ograniczen
biologicznych zastosowania nanosystemu dendrymer—siRNA jako potencjalnej terapii u
pacjentow z chorobg Alzheimera. Przyktadowo: jakie jest ryzyko utraty fizjologicznej funkciji
APOE (biatko APOE, w tym izoforma E4 petni w moézgu funkcje transportowe dla lipidow i
wspiera naprawe neurondw); ograniczenie zwigzane z precyzyjnym wyciszaniem APOE4 w
przypadku oséb z genotypem heterozygotycznym (np. APOE ¢€3/¢4). Konieczne jest
wyjasnienie tych kwestii przez Doktoranta w celu petniejszego zrozumienia mozliwosci

translacji wynikow do praktyki kliniczne;j.

W nastepnym rozdziale przedstawiono w sposéb prawidtowy cele prowadzonych
badan i gtdwne zatozenia rozprawy doktorskiej. Gtdwnym celem pracy byta ocena wiasciwosci
fizykochemicznych, biofizycznych, biokompatybilnosci oraz funkcjonalno$ci nanosystemu
dendrymer—siRNA w modelach o narastajgcej ztozonoéci biologicznej ukierunkowanej na

zastosowanie w terapii chorob neurodegeneracyjnych osrodkowego uktadu nerwowego.

W kolejnych rozdziatach wyszczegolniono materialy i metody. W badaniach
wykorzystano dwa typy PEGylowanych dendrymerow karbokrzemowych oraz dwuniciowy
maty interferujgcy RNA (siRNA) ukierunkowany przeciwko sekwencji genu apolipoproteiny E4
(APOE4), stanowigcy wiasciwy tadunek terapeutyczny dla badanych nanosystemow
dendrymerowych. Do badan in vitro w sposob wtasciwy dobrano trzy ludzkie linie komorkowe
(HBEC-5i, HA, HBVP), ktére sg powszechnie stosowane w badaniach biomedycznych jako
modele nasladujgce bariere krew-mézg. W ramach realizacji pracy doktorskiej wykorzystano
réwniez komérkowe sktadniki krwi obwodowej pochodzace od zdrowych dawcow tj. erytrocyty
oraz komorki jednojadrzaste krwi obwodowej (PBMC). W badaniach wykorzystano ponadto
dwa reprezentatywne biatka surowicy ludzkiej: albumine surowicy ludzkiej (HSA) (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) oraz transferyne surowicy ludzkiej (Tf). Na podkreslenie zastuguje
fakt, iz przyjeta koncepcja metodologiczna uwzglednia réwniez badania in vivo na dwdch

modelach mysich: model myszy starczej C57BL, ktory jest czesto stosowany w chorobach



zwigzanych z wiekiem, takich jak choroba Alzheimera oraz model typu knock-in APOE4 -

humanizowany model genetyczny wykorzystywany w badaniach nad chorobg Alzheimera.

W pracy wykorzystano szereg nowoczesnych technik, m.in. dynamiczne rozpraszanie
Swiatta, transmisyjng mikroskopie elektronowa, mikroskopie sit atomowych, polazryzacje
fluorescencji, spektroskopie dichroizmu kotowego, izotermiczng kalorymetrie miareczkowa,
transmisyjng mikroskopie elektronowg, wieloparametrowy test immunologiczny oparty na
systemie Luminex MAGPIX, pomiar anizotropii fluorescencji sond DPH i TMA-DPH, test
redukcji MTT, oznaczanie reaktywnych form tlenu (ROS) z uzyciem sondy H2DCF-DA,
mikroskopie konfokalng, monitorowanie impedancji w czasie rzeczywistym za pomocag
systemu xCELLigence RTCA eSight, fluorescencyjne obrazowanie in vivo, fluorescencyjne
obrazowanie narzadéw ex vivo metodg IVIS, test labiryntu wodnego Morrisa. Dob6r metod

nalezy uznac¢ za prawidtowy i adekwatny do postawionych celéw badawczych.

Przeprowadzona w pracy charakterystyka biofizyczna i ocena cytotoksycznosci
pozwolita wskaza¢ dendrymer G3Si PEG6000 jako optymalny nosnik sposréd czterech
badanych dendrymeréw. Badania interakcji z biatkami wykazaty szybkie tworzenie sie korony
biatkowej, ksztattowanej przez wielowartosciowe oddziatywania o entropowym charakterze,
ktérym towarzyszyty zmiany konformacyjne biatek osocza. Analiza hemokompatybilnosci
wykazata, ze utworzenie kompleksu z siRNA istotnie ograniczato hemolize oraz poprawiato
0g0lng zgodno$¢ nanosystemu z krwig. W neuro-naczyniowych modelach komérkowych
dendrypleks zwiekszat akumulacje siRNA w cytoplazmie oraz wykazywat nizszg
cytotoksycznosé w poréwnaniu z wolnym nosnikiem. W modelu bariery krew-mdzg wptyw na
integralnos¢ bariery zalezat od skompleksowania i stezenia, jednak zmiany te miaty na ogét
charakter przejsciowy, a nie trwale destabilizujgcy. W badaniach in vivo dendrypleks wydtuzyt
ogolnoustrojowg ekspozycje na siRNA oraz poprawit wyniki uczenia sie i pamieci
przestrzennej mysiego modelu choroby Alzheimera, podczas gdy wolne siRNA nie wykazato
analogicznego efektu. Uzyskane wyniki wskazujg, ze dendrypleksy G3Si PEG6000 stanowig
obiecujgcy nanosystem do dostarczania terapeutycznego RNA do osrodkowego uktadu
nerwowego. Otrzymane wyniki stanowig podstawe do dalszych etapéw badan, w celu

optymalizaciji terapii ukierunkowanych na choroby neurodegeneracyjne.

Do pracy zatgczono kopie pieciu powigzanych tematycznie artykutdw naukowych.
Czasopisma naukowe, w ktorych zostaty opublikowane artykuty majg wysoki wspotczynnik
oddziatywania, co potwierdza wysokg warto$¢ poznawczg i wysoki poziom naukowy
przedstawionej pracy doktorskiej. W zatgczonych pracach nie znajduje btedéw

merytorycznych, metodologicznych czy edytorskich.



Podsumowujgc, zaprezentowana praca doktorska z zatgczonym cyklem publikaciji
posiada wysokg wartos¢ merytoryczng i metodyczng, co jest wlasciwe dla przeprowadzenia

postepowania doktorskiego.
Ocena merytoryczna pracy

Poprawnosé¢ formutowania hipotez i zatlozen badawczych

Doktorant precyzuje zatozenia i cele pracy w prawidtowy sposob. W pracy doktorskiej
postawiono hipoteze stanowigcg, Zze stabilny kompleks PEGylowanego dendrymeru
karbokrzemowego z terapeutycznym siRNA umozliwia dostarczanie oligonukleotydu do
komérek przy zachowaniu hemokompatybilnosci i biokompatybilnosci w modelu bariery krew-
mozg in vitro oraz pozwalajg na wydtuzenie ekspozycji uktadowej i osiggniecie poprawy
wybranych parametréw behawioralnych in vivo. Cele pracy osiggnieto poprzez realizacje

nastepujgcych zadan badawczych:

1. Charakterystyka fizykochemiczna panelu kationowych dendrymerow karbokrzemowych iich

kompleksow z siRNA oraz wytonienie nosnika o najkorzystniejszym profilu do dalszych badan.

2. Analiza oddziatywan wybranego nosnika z reprezentatywnymi biatkami osocza i ztozonym
srodowiskiem osocza oraz okre$lenie hemokompatybilnosci, obejmujgce parametry

hemoreologiczne, immunologiczne i krzepnigcia.

3. Ocena wptywu dendrymeru i jego dendrypleksu na komorki jednostki neuronaczyniowe;j

oraz analiza integralnosci i przepuszczalnosci modelu bariery krew—mozg.

4. Okreslenie profilu biodystrybucji oraz weryfikacja skutecznoéci terapeutycznej dendrypleksu
siRNA w zakresie przywracania wybranych parametrow sprawnosci neurobehawioralnej w

modelu mysim.

Wszystkie etapy badawcze zostaty prawidtowo zaprojektowane i zrealizowane w
kontekscie spetnienia zatozonych celéw pracy doktorskiej. Cele badawcze pracy zostaty w
petni zrealizowane z zastosowaniem prawidtowo dobranych materiatéw i metod badawczych.
Dane biologiczno-doswiadczalne zostaty starannie opisane we wszystkich oryginalnych
publikacjach. Na podstawie uzyskanych wynikow prawidtowo sformutowano wnioski koricowe.

PiSmiennictwo jest wlasciwie dobrane i jest bezposrednio zwigzane z tematyka pracy.

Trafnosé doboru metod oraz poprawnosé opisu uzyskanych wynikéw i

sformutowania wnioskow



W pracy doktorskiej w sposob prawidtowy dobrano metody badawcze oraz prawidtowo
opisano uzyskane wyniki i sformutowano wnioski. W publikacjach wchodzgcych w sktad
rozprawy doktorskiej oraz w badaniach nieopublikowanych zastosowane metody i uzyskane

wyniki zostaty szczegotowo opisane.

W pierwszej pracy wchodzacej w skitad rozprawy doktorskiej pt. ,Synthesis and
biophysical evaluation of carbosilane dendrimers as therapeutic siRNA carriers” opublikowanej
w Sci. Rep. w 2024 przeanalizowano wifasciwosci biofizyczne dendrymeréw oraz ich
komplekséw z siRNA skierowanym przeciwko genowi apolipoproteiny E (APOE) w celu
wytonienia odpowiedniego nanonosnika, zdolnego do bezpiecznego transportu tadunku przez
bariere krew-mé6zg (BBB). Uzyskane wyniki dostarczyty cennych informacji na temat procesu
tworzenia kompleksow, ich stabilnosci w czasie, mechanizméw oddziatywania, wptywu
dendrymerdw na strukture przestrzenng oligonukleotydu oraz potencjalnej cytotoksycznosci
wobec ludzkich komodrek $rodbtonka naczyn wilosowatych mézgu. Na podstawie
przeprowadzonych analiz wskazano, ze dendrymer G3Si PEG6000 jest optymalnym
kandydatem do dalszych badanh jako nanonosnik umozliwiajgcy bezpieczne dostarczanie
substancji  terapeutycznych  przez  bariere = krew-mézg w leczeniu  choréb

neurodegeneracyjnych.

Druga praca pt: ,Structural and conformational rearrangements of human serum
albumin, transferrin, and blood plasma induced by carbosilane dendrimer therapeutic delivery
system” opublikowana w Sci. Rep. w 2025 roku dotyczyta analizy nowego dendrymeru G3Si
PEG6000. W pracy tej wykorzystujgc szeroki wachlarz technik analitycznych dokonano
charakterystyki kinetyki i termodynamiki wigzania tego dendrymeru oraz zbadano jego wptyw
na strukture albuminy surowicy ludzkiej, transferyny i ztozone $rodowisko osocza. Uzyskane
wyniki wskazujg, ze dendrymer ten wywotuje istotne zmiany konformacyjne zaréwno na
poziomie struktury trzeciorzedowej, jak i drugorzedowej, przy czym analizy termodynamiczne
dowodzg, iz oddziatywania te sg napedzane gtdwnie przez korzystne zmiany entropowe oraz

wigzanie wielowartosciowe.

W trzeciej pracy pt: ,Hemocompatibility of Carbosilane Dendrimers as a Therapeutic
siRNA Delivery System across Blood—-Brain Barrier” opublikowanej w ACS Appl. Mater.
Interfaces w 2026 roku oceniono hemokompatybilnos¢ pegylowanego dendrymeru G3Si
PEG6000 oraz tworzonego przez niego dendrypleksu, zaprojektowanego do transportu siRNA
przez bariere krew-mdzg. Uzyskane wyniki wskazujg, ze badany nanosystem wywotuje
zmiany w reologii krwi oraz wewnatrzpochodnej kaskadzie krzepniecia, jednak efekty te nie

przekraczajg wartosci granicznych wigzanych z klinicznie istotnymi dziataniami



niepozadanymi. W pracy tej nie stwierdzono niekorzystnego wptywu na parametry krwinek

czerwonych i ptytek krwi ani toksycznego oddziatywania na krwinki biate.

W czwartej pracy pt: ,Multilevel Assessment of Carbosilane Dendrimer—siRNA
Nanoplatform: Cellular Compatibility, Blood—Brain Barrier Model Integrity, and Murine Model
Biodistribution opublikowanej w czasopismie ACS Appl. Mater. Interfaces w 2026 roku
oceniono biokompatybilnos¢ i biodystrybucje pegylowanego dendrymeru G3Si PEG6000 oraz
tworzonego przez niego dendrypleksu z siRNA celujgcym w APOE4. Badania prowadzono w
oparciu o wieloetapowg strategie, obejmujgcg przejscie od monokultur komoérkowych istotnych
dla bariery krew-mo6zg (BBB), przez model BBB z przewagg naczyn wtosowatych, az po
badania biodystrybucji in vivo i ex vivo na myszach, zgodnie z aktualnymi wytycznymi
dotyczgcymi testowania nanomateriatow. Analiza profilu mitochondrialnego i redoks w
komérkach $rédbtonka, perycytach i astrocytach pozwolita okresli¢é zakresy tolerowanej
ekspozycji. Tworzenie komplekséw z siRNA zmniejszato obserwowang cytotoksycznos¢ we
wszystkich badanych typach komoérek. Badania in vivo z wykorzystaniem obrazowania catego
ciata wykazaty przediuzong ekspozycje ogolnoustrojowg na dendrypleks oraz jego dystrybucije
(potwierdzong analizg ex vivo) z dominacjg w nerkach i wtérng akumulacjg w watrobie. Dane
te wskazujg, ze kompleksowanie z siRNA poszerza zakres funkcjonalny w modelu BBB,
zapewniajgc czesciowo odwracalne efekty barierowe i lepszg ekspozycje ogdélnoustrojowa,
cho¢ nie eliminuje w znacznym stopniu reakcji zwigzanych ze stresem mitochondrialnym lub

oksydacyjnym.

W piatej pracy pt. ,Tiered Evaluation of Carbosilane—siRNA Nanoplatform from Single-
Cell Biocompatibility to Blood-Brain Barrier Model Dynamics, and Murine Alzheimer Model
Behavior Assessment” opublikowanej w czasopismie ACS Appl. Mater. Interfaces w 2026 roku
oceniono dendrymer G3Si PEG6000 oraz tworzony przez niego dendrypleks z siRNA, stosujgc
wieloetapowg strategie badawczg obejmujgcg analize internalizacji komérkowej, badania
przesiewowe pod katem uszkodzen DNA, ocene integralnosci i przepuszczalnosci modelu
bariery krew-mo6zg (BBB) oraz badania in vivo na mysim modelu choroby Alzheimera. Na
poziomie komérkowym dendrymer nasilat sygnat pochodzgcy od siRNA wewnatrz komorki, a
tworzenie kompleksu z siRNA ograniczato genotoksycznos¢ w poréwnaniu z samym
nosnikiem. W modelu tréjkulturowym BBB zachowano funkcje bariery bez trwatego spadku
przezsrodbtonkowego oporu elektrycznego (TEER), a wyniki pomiarow przeptywu znacznikéw
wykazaty zmiany nieliniowe, zalezne od czasu i rodzaju formulacji; zaobserwowano m.in. brak
korelacji miedzy parametrami TEER a przepuszczalnoscig, co wskazuje na nierbwnomierne
zaburzenia oraz zalezne od czasu zmiany w reakcjach parakomorkowych zwigzanych z
funkcjonowaniem bariery. U myszy typu knock-in APOE4 podanie dendrypleksu zwiekszyto

liczbe przekroczen strefy platformy w tescie pamieci przestrzennej w wodnym labiryncie
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Morrisa, podczas gdy w przypadku czasu przebywania w docelowej éwiartce basenu

odnotowano jedynie niewielki, nieistotny statystycznie trend.

Podsumowujgc wyniki wskazujg, ze tworzenie kompleksu z siRNA poprawia profil
bezpieczehstwa i skutecznosci dendrymeru G3Si PEG6000 w kontekscie bariery krew-mézg
oraz uzasadnia dalsze badania, ktére pozwolg bezposrednio powigza¢ ekspozycje mozgu i

oddziatywanie na cel molekularny z efektami w zakresie funkcji poznawczych.

W pieciu zatgczonych publikacjach oryginalnych dyskusja zostata napisana w sposéb
rzeczowy i wnikliwy. Dyskusja w petni ukazuje bardzo dobre zorientowanie Doktoranta w

aktualnej literaturze dotyczacej problemu badawczego.

Na podstawie uzyskanych wynikéw prawidtowo sformutowano wnioski kohcowe,

stanowigce, ze:

1. Spoéréd analizowanych kationowych dendrymerow karbokrzemowych najbardziej
korzystnym profilem wtasciwosci fizykochemicznych i bezpieczenstwa charakteryzowat sie
PEGylowany dendrymer G3Si PEG6000, ktéry wytoniono do dalszych etapéw oceny jako

nosnik terapeutycznego siRNA.

2. Wykazano, ze biologiczne zachowanie badanego nos$nika jest w istotnym stopniu
uwarunkowane jego interakcjami z biatkami osocza. Jednoczes$nie uzyskane wyniki wskazuja,
ze zjawisko to wymaga ostroznej interpretacji, poniewaz wigze sie takze ze zmianami

konformacyjnymi badanych biatek.

3. W modelach komoérkowych jednostki neuronaczyniowej oraz w modelu bariery krew-maézg
in vitro dendrypleks cechowat sie szerszym zakresem tolerowanych stezen niz wolny nosnik i
nie powodowat trwatego pogorszenia integralnosci bariery, chociaz obserwowano przejsciowe
zaburzenia wybranych parametrow przepuszczalnosci i utrzymujgce sie cechy stresu

mitochondrialnego.

4. Dendrypleks wykazywat korzystniejszy profil hemokompatybilno$ci i biokompatybilnosci niz
wolny nosnik, jednakze poprawa profilu bezpieczenstwa nie oznacza petnej obojetnosci
biologicznej badanego nanosystemu, poniewaz zaobserwowano stres mitochondrialny,
przejSciowe zaburzenia przepuszczalnosci bariery oraz zmiany hemoreologiczne i

koagulologiczne.

5. W badaniach in vivo wykazano, ze kompleksacja siRNA z dendrymerem wydtuza okres jego
obecnosci w uktadzie krgzenia wzgledem wolnego siRNA oraz czesciowg poprawe wybranych

parametrow neurobehawioralnych w modelu mysim.

Trafnosé problematyki badawczej i jej oryginalnosé



Problem badawczy podjety przez Doktoranta jest niezwykle wazny dla rozwoju terapii
w chorobie Alzheimera, ktéra jest nieuleczalng i postepujgcg chorobg neurodegeneracyjng
mozgu. Obecnie nie istnieje zadna skuteczna terapia dla pacjentéw z chorobg Alzheimera;
stosuje sie jedynie metody objawowe, kiére mogg opdzni¢ postep choroby. Strategia
zastosowana w pracy doktorskiej opiera sie na niezwykle oryginalnym i nowatorskim
podejsciu. Podjety w pracy doktorskiej kierunek badan wydaje sie by¢ obiecujgcy; w
przysztosci moze mie¢ znaczenie dla opracowania terapii w chorobach neurodegeneracyjnych

pod warunkiem przezwyciezenia ograniczen technologicznych i biologicznych.
Po przeczytaniu pracy, nasuwajg sie nastepujgce uwagi:

1. W pracy nalezatoby rozszerzyé¢ dyskusje dotyczgcg mozliwosci translacji wynikéw
do praktyki Kklinicznej. Przejscie z fazy badan przedklinicznych do realnego
zastosowania klinicznego u ludzi jest ogromnym wyzwaniem. Ludzka bariera krew-
mozg stanowi duze wyzwanie kliniczne poniewaz jest znacznie bardziej ztozona i
wykazuje inng ekspresje receptorow oraz transporterdow niz bariera mysia, co stanowi
jedng z gtéwnych przyczyn niepowodzenh wielu terapii neurologicznych w fazie badan
klinicznych. Ponadto w chorobie Alzheimera struktura BBB jest juz naturalnie
uszkodzona przez angiopatie amyloidowa. Nalezy rowniez przedyskutowac, czy
pasywny transport (wynikajacy z wiasciwosci biofizycznych i modyfikacji PEG)
wystarczy u ludzi, czy tez konieczne bedzie dotgczenie do dendrymeru konkretnego
ligandu celujgcego (np. przeciwciata przeciw receptorowi transferyny), aby wymusic

transcytoze receptorowa.

2. W pracy mozna byto szerzej oméwi¢ ograniczenia badan, przyktadowo:

a) Przejsciowa destabilizacja bariery krew-mézg. Badania wykazaty, ze wptyw
nanosystemu na integralnos¢ bariery zalezat od stezenia. Nawet przejsciowe
rozszczelnienie BBB in vivo niesie ryzyko niekontrolowanego przenikania toksyn z
krwi do tkanki mézgowej, co w stanach neurozwyrodnieniowych moze nasila¢ stan
zapalny.

b) Wptyw zmian konformacyjnych biatek osocza. Zmiany strukturalne biatek w
koronie biatkowej mogg odstania¢ ukryte epitopy, co z kolei moze prowadzi¢ do
nieprzewidzianych reakcji uktadu odpornosciowego lub szybszego wychwytu
nanoczastek przez makrofagi

c) Ograniczenia modeli mysich. Mysie modele choroby Alzheimera odtwarzajg
jedynie pewne aspekty patologii (np. nadekspresje amyloidu), nie oddajgc w petni
ztozonej, wieloczynnikowej patofizjologii ludzkiego mézgu. Sukces terapeutyczny u

myszy rzadko przektada sie 1:1 na skutecznos¢ u ludzi.



d) Ztozonos¢ i powtarzalnos¢ syntezy. Ddendrymery o modyfikowanej powierzchni
oraz ich kompleksy z siRNA to uklady wielokomponentowe. Skalowanie ich
produkcji do warunkéw przemystowych przy jednoczesnym zachowaniu
identycznej polidyspersyjnosci, stopnia skompleksowania i stabilnosci wigzan jest
duzym wyzwaniem technologicznym.

e) Zjawisko "PEG-dilemma". Chociaz dtuga gesta powtoka PEG6000 wydtuza czas
krazenia we krwi i poprawia hemokompatybilnosé, to jednoczesnie moze utrudniaé

uwalnianie siRNA z endosoméw juz wewnatrz komorki docelowe;.

3. Interesujgcym rozwinieciem bytoby zbadanie dtugoterminowej oceny toksycznosci
stosowanego dendrypleksu. Choroby neurodegeneracyjne wymagajg terapii
przewlektej dlatego konieczne sg badania oceniajgce wptyw wielokrotnego,
diugotrwatego podawania dendrypleksu na narzgdy wewnetrzne oraz zachowanie

zwierzat po kilku miesigcach od zakonczenia terapii.

Jednak nalezy podkresli¢, ze powyzsze uwagi nie obnizajg wartosci naukowej pracy, a raczej

wskazujg kierunki dalszych badan i potencjalnego rozwiniecia uzyskanych wynikow.

Znaczenie uzyskanych wynikéw dla nauki i praktyki

Uzyskane w ramach realizacji wyniki stanowig istotny wktad w dotychczasowg wiedze
naukowg dotyczgcg poznania wiasciwosci biofizyczne dendrymeréw karbokrzemowych i ich
zastosowania jako potencjalnych nosnikdw siRNA ukierunkowanego na wyciszenie allelu
APOE4, co stanowi nowatorskg strategie w opracowaniu terapii w chorobie Alzheimera.
Uzyskane w pracy wyniki sg niezwykle istotne z punktu widzenia poznawczego i aplikacyjnego,
poniewaz otwierajg mozliwosci praktycznego ich zastosowania w celu opracowania

skutecznych systeméw dostarczania siRNA przez bariere krew-mézg.
Whnioski koncowe

Prezentowana praca doktorska wskazuje na bardzo dobre przygotowanie teoretyczne
Doktoranta oraz opanowanie przez niego warsztatu badawczego. Wysoko oceniam wartosc
naukowg przedstawionej pracy doktorskiej. Rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego i prezentuje ogromng wiedze teoretyczng Doktoranta oraz

wskazuje na umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Rozprawa doktorska pt. ,Charakterystyka i ocena potencjatu dendrymerow
karbokrzemowych jako nosnikow siRNA przez modelowg bariere krew—mozg” w petni spetnia

warunki okreslone w art.187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
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nauce (Dz.U.2021 poz. 478 ze zm). Wnosze o dopuszczenie Pana mgra Serafina
Zawadzkiego do dalszych etapdéw postepowania doktorskiego. Jednoczesnie, z uwagi na

wysoka wartos¢ poznawczg i aplikacyjng prowadzonych badan pragne przedtozy¢ wniosek o

wyroznienie niniejszej pracy doktorskie;.

Prof. dr hab. n. med. Izabela Zawlik
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