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Recenzja pracy doktorskiej mgr Elzbiety Okly pt. ,,Wlasciwosci biologiczne nanoczastek
ztota modyfikowanych polietylenoglikolem i ich zastosowanie jako potencjalnych

nos$nikow leczniczego siRNA w badaniach in vitro”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Elzbiety Okty zostata
wykonana pod kierunkiem Pana Prof. dr hab. Maksima lonova petnigcego role promotora.
Praca zostata wykonana w Katedrze Biofizyki Ogolnej na Wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu toédzkiego. Badania zostaly przeprowadzone w ramach
miedzynarodowego projektu badawczego M-ERA.NET 2019-2023 ”"Nanoparticle transfer
through endothelial barrier" UMO-2018/30/Z/NZ1/00911 finansowany przez Narodowe
Centrum Nauki oraz europejski program Horizon 2020

Ocena formalna i metodologiczna pracy
Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Elzbiety Okty stanowi zbiér trzech
oryginalnych powigzanych tematycznie artykutdw naukowych wysoko punktowanych o
zasiegu miedzynarodowym opublikowanych w prestizowych czasopismach w latach 2023-
2025. Wszystkie publikacje wchodzace w skiad rozprawy doktorskiej sg opracowaniami
zbiorowymi, w ktérych Pani mgr Elzbieta Okta jest pierwszym autorem. Sumaryczny
wspotczynnik oddziatywania (IF) publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej wynosi
12,7, a punktacja MEIN wynosi 380 pkt.

W rozprawie doktorskiej zawarto takze pozostaty dorobek publikacyjny Doktorantki,
ktory sktada sie z dwodch publikacji o zasiegu miedzynarodowym, dwdch publikacji
pokonferencyjnych z |IF, pieciu komunikatow zjazdowych oraz dwdoch manuskryptéw
wspotautorskich bedgcych w procesie redakcyjnym. Ponadto Doktorantka uczestniczyta w
realizacji trzech projektéw badawczych, a w latach 2021-2023 odbyta cztery krotkoterminowe

zagraniczne staze naukowe. Doktorantka posiada réwniez dorobek w zakresie dziatalnosci



organizacyjnej i promocyjnej. Catkowity dorobek naukowy Pani mgr Elzbiety Okty jest ogromny

biorgc pod uwage wczesny etap kariery naukowej Doktorantki.

W rozprawie doktorskiej zawarto rowniez os$wiadczenia wspotautorow artykutéw
wchodzgcych w sktad doktoratu, ktére jednoznacznie wskazujg na wiodacg role Doktorantki w
realizacji prac badawczych. Udziat Doktorantki we wszystkich przedstawionych pracach
wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej jest wysoki. Wkiad pracy mgr Elzbiety Okty zostat
okreslony w kazdej z prac w zakresie od 53% do 61%. Tak duzy udziat Doktorantki stanowi
niezaprzeczalnie podstawe do ubiegania sie o stopien naukowy doktora na podstawie
przedstawionego cyklu prac. Wszystkie publikacje stanowigce rozprawe doktorskg majg

wysokg wartos¢ merytoryczng i metodyczna.

Praca doktorska zostata wydana w formie oprawionego maszynopisu zawierajgcego
nastepujace rozdziaty: Zrodta finansowania, Wykaz publikacji wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej, Wykaz pozostatych publikacji, Wykaz komunikatow zjazdowych, Udziat w
projektach badawczych, Dziatalnos¢ organizacyjna i promocyjna, Staze naukowe, Wykaz
skrotow, Wstep, Cel pracy, Hipoteza badawcza, Materiaty, Metody, Omdwienie wynikow,
Wyniki nieopublikowane, Wnioski, Literatura, Streszczenie w jezyku polskim, Streszczenie w
jezyku angielskim. W pracy zatgczono rowniez publikacje wchodzgce w sktad rozprawy
doktorskiej oraz os$wiadczenia wspotautorow publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy

doktorskie;j.

Rozdziat Wstep stanowi o0golng analize aktualnego stanu wiedzy na temat
wykorzystania nanoczgsteczek ztota jako nosnikow dostarczania substancji terapeutycznych
do komdrek mozgu poprzez bariere krew-mozg. W rozdziale tym przedstawiono przyktadowe
zastosowania nanoczgstek ztota w medycynie oraz opisano rézne sposoby ich
funkcjonalizacji. Szczegdlnie ciekawa jest idea zastosowania nanoczgsteczek ziota jako
nosnikow substancji leczniczych opartych na czgsteczkach siRNA wyciszajgcych ekspresije
genu targetowego APOE ¢4, ktére mogtyby 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 pacjentéw z chorobg Alzheimera.

Obecnos$¢ genotypu APOE €4 jest zwigzana ze zwiekszonym ryzykiem choroby
Alzheimera o pdéznym poczatku (> 65 r.z.). 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 0osob bez tego allelu. Biatko APOE4
utrudnia oczyszczanie mézgu z blaszek amyloidowych, co prowadzi do ich szybszego

gromadzenia sie w poréwnaniu do wariantéw APOE3 lub APOEZ2. Dlatego zatozenie przyjete



w pracy doktorskiej, ze wyciszenie genu APOE4 moze ograniczy¢ ryzyko choroby, jest bardzo
nowatorskim i obiecujgcym kierunkiem w badaniach nad terapig pacjentéw z chorobg
Alzheimera. Nalezy pamietac, ze genotyp APOE4 stanowi najistotniejszy genetyczny czynnik
ryzyka zachorowania, jednak nie jest wystarczajgcy do rozwoju choroby Alzheimera. Na
rozwoj choroby Alzheimera wplyw majg réwniez czynniki srodowiskowe, styl zycia (dieta,

aktywnosc fizyczna) oraz inne choroby wspotfistniejgce.

W tym miejscu nalezy zauwazyc, ze we Wstepie pracy doktorskiej zabrakto opisu jakie
sg ograniczenia techniczne i biologiczne zastosowania komplekséw nanoczgstek ztota z
siRNA anty-APOE4 jako potencjalnej terapii u pacjentow z chorobg Alzheimera. Konieczne

jest wyjasnienie nastepujgcych kwestii:

1. sposobu dostarczania kompleksow do mézgu z ominieciem watroby (w ktérej
APOE ulega réwniez ekspresji);

2. ryzyko utraty fizjologicznej funkcji APOE: biatko APOE (w tym izoforma E4) pemni w
mozgu funkcje transportowe dla lipidow i wspiera naprawe neuronéw;
ryzyko wywotania reakcji zapalnej zwigzanej z immunogennos$cig organizmui;
problemu precyzyjnego wyciszania APOE4 w przypadku os6b z genotypem

heterozygotycznym (np. APOE €3/¢4).

Kluczowym czynnikiem w patogenezie choroby Alzheimera jest akumulacja w mdzgu
blaszek amyloidowych, skfadajgcych sie gtéwnie z peptydédw pochodzacych z biatka
prekursorowego amyloidu (APP), co prowadzi do neurodegeneracji i rozwoju objawdéw

otepiennych.

Dlatego nasuwa mi sie pytanie do Doktorantki: czy zna przyktady zastosowania
strategii terapeutycznej w chorobie Alzheimera opartej na kompleksach nanoczgsteczek z

siRNA anty-APP? Jakie bedg ograniczenia takiej strategii?

W nastepnym rozdziale przedstawiono w sposéb prawidtowy cele prowadzonych
badan i gtéwne zatozenia rozprawy doktorskiej. Celem niniejszej pracy byto zbadanie, czy
optaszczone PEG nanoczgstki ztota, AuNP14a i AuNP14b, rdznigce sie stosunkiem
dendrondow karbokrzemowych do PEG, bedg zdolne do tworzenia kompleksow z siRNA i
wnikania do komorek modelu bariery krew-mo6zg. W kolejnym rozdziale wyszczego6lniono
zastosowane materiaty i metody badawcze. W pracy wykorzystano szereg nowoczesnych
technik m.in. spektroskopie fluorescencyjng, transmisyjng mikroskopie elektronowa,
izotermiczng kalorymetrie miareczkowa, cytometrie przeptywowa, mikroskopie konfokalng,

testy oparte na systemie MAGPIX.



W kolejnych rozdziatach Doktorantka sprawozdaje w sposéb klarowny uzyskane wyniki
badan i prawidtowo formutuje wnioski w czterech punktach. W pracy doktorskiej oméwiono
réwniez nieopublikowane wyniki dotyczgce przebadania pegylowanych nanoczgstek ztota pod
katem ich potencjatu do przenoszenia terapeutycznego siRNA oraz zdolnosci przekroczenia
modelowej bariery krew-mézg, utworzonej z trzech réznych typéw komorek, w tym komorek
srodbtonka. W nieopublikowanych badaniach sprawdzono wptyw nanoczastek na integralnosé

utworzonej bariery oraz przezywalnos¢ zastosowanych komorek w hodowli in vitro.

W ramach realizacji pracy doktorskiej potwierdzono mozliwos$¢ kompleksowania AUNP
z siRNA (siApoE). Ponadto, wykazano, ze badane nanoczgstki oddziatujg z biatkami osocza
bez istotnych zaburzen ich struktury drugorzedowej oraz wchodzg w interakcje z btonami
lipidowymi. Zaobserwowano rowniez efektywnie wnikanie komplekséw AuNPs/siRNA do
komérek srédbtonka oraz ich akumulacje w komaérkach, gtéwnie w cytoplazmie. Co wiecej,
wykazano niskg cytotoksycznos¢ badanych nanoczgstek wobec komorek $rodbtonka,
astrocytow i perycytow. Genotoksycznos¢ AuNP i ich kompleksdw z siRNA byta stosunkowo
niska, a obserwowane zmiany poziomu reaktywnych form tlenu i potencjatu bfony
mitochondrialnej ulegaty normalizacji w ciggu 24 godzin. Otrzymane wyniki stanowig podstawe
do dalszych etapow badan, w celu opracowania skutecznych systemow dostarczania siRNA

przez bariere krew-mozg.

Do pracy zatgczono kopie trzech powigzanych tematycznie artykutéw naukowych.
Czasopisma naukowe w ktorych zostaty opublikowane artykuty majg wysoki wspotczynnik
oddzialywania, co potwierdza wysokg wartos¢ poznawczg i wysoki poziom naukowy
przedstawionej pracy doktorskiej. W =zatgczonych pracach nie 2znajduje btedow

merytorycznych, metodologicznych czy edytorskich.

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

postepowania doktorskiego.
Ocena merytoryczna pracy
Poprawnosé formutowania hipotez i zatozen badawczych

Doktorantka precyzuje zatozenia i cele pracy w prawidtowy sposob. W pracy
doktorskiej postawiono hipoteze stanowigca, ze nanoczastki ztota funkcjonalizowane PEG
stanowig bezpieczne i skuteczne narzedzie do dostarczania siRNA do komérek docelowych.
Cele pracy osiggnieto poprzez realizacje nastepujgcych zadan badawczych: 1. Ocene
zdolnosci nanoczgstek ztota AuNP14a i AuNP14b do tworzenia komplekséw z siRNA oraz

biofizyczna charakterystyka powstatych komplekséw; 2. Okreslenie charakteru interakciji



AuNP14a i AuNP14b z biatkami osocza oraz btonami lipidowymi; 3. Okreslenie
cytotoksycznosci i genotoksycznosci badanych nanoczastek ziota oraz ich komplekséw z
siRNA; 4. Ocene zdolnosci komplekséw AuNP/siRNA do wnikania do komorek oraz wptywu
tych kompleksow na przepuszczalnosé modelu bariery krew-mézg; 5. Weryfikacje poziomu
przeciwzapalnych i prozapalnych cytokin wydzielanych przez komérki PBMC po podaniu

nanoczgstek ztota i ich kompleksoéw z siRNA.

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

Pismiennictwo jest wiasciwie dobrane i jest bezposrednio zwigzane z tematykg pracy.

Trafno$¢é doboru metod oraz poprawnos¢ opisu uzyskanych wynikoéw i

sformutowania wnioskéw

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 wchodzgcej w skfad rozprawy doktorskiej pt. ,,Pegylated Gold
Nanoparticles Conjugated with siRNA: Complexes Formation and Cytotoxicity” opublikowanej
w International Journal of Molecular Sciences w 2023 roku okreslono optymalne stezenia, w
ktérych nanoczagstki AuNP14a i AuNP14b tworzg kompleksy z siRNA, a nastepnie
scharakteryzowano witasciwosci biofizyczne i biologiczne powstatych komplekséw oraz
okreslono cytotoksycznos¢ nanoczgstek ziota i ich komplekséw z siRNA z uzyciem linii
komorkowej Srédbtonka mikronaczyn mozgowych wyizolowanych z kory moézgowej (HBEC-5i)
i komérkach PBMC. Za pomocg szeregu technik tj. polaryzacji fluorescencji, dichroizmu
kotowego, dynamicznego rozpraszania Swiatta, pomiarow potencjatu zeta i elektroforezy
zelowej wykazano, ze AuNP tworzg stabilne kompleksy z siRNA. Ponadto, z zastosowaniem
testow cytotoksycznosci (MTT, LDH i Alamar Blue) potwierdzono bezpieczenstwo biologiczne
utworzonych komplekséw. W pracy okreslono efektywne stezenia nanoczasteczek ziota, w
ktorych kompleksy sg stabilne i nietoksyczne dla zdrowych komérek. Jedna z badanych

nanoczastek - AUNP14b, skompleksowana z siRNA nie wykazywata cytotoksyczno$ci.

Druga praca pt: , Pegylated gold nanoparticles interact with lipid bilayer and human
serum albumin and transferrin” opublikowanej w Scientific Report w 2024 roku dotyczyta analiz

interakcji badanych nanoczgstek AuNP14a i AuNP14b z biatkami surowicy krwi ludzkiej —
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albuming (HSA) i transferyng (Tf) oraz btonami lipidowymi. W pracy tej zastosowano
nastepujgce metody: dichroizmu kotowego, dynamicznego rozpraszania swiatta, pomiarow
potencjalu zeta, transmisyjnej mikroskopii elektronowej, testu wygaszania fluorescencji
tryptofanu, izotermicznej kalorymetrii miareczkowej i transmisyjnej mikroskopii elektronowe;.
Wykazano, ze AuNP14a/b oddziatuje z HSA i Tf, zmieniajgc ich wiasciwosci elektryczne,
termodynamiczne i strukturalne. Badane nanoczastki przeniknety rowniez przez liposomy
DMPC, co sugeruje ich zdolno$¢ do docierania do celu wewngtrz komorki. W wiekszosci badan
AuNP14b okazat sie by¢ skuteczniejszy niz AuNP14a, co moze wynika¢ z jego bardziej

dodatniego tadunku.

W trzeciej pracy pt: ,Crossing Barriers: PEGylated Gold Nanoparticles as Promising
Delivery Vehicles for siRNA Delivery in Alzheimer’s Disease” opublikowanej w Biomedicines
2025 roku oceniono zdolnosci utworzonych kompleksow AuNP/siRNA do wnikania do
komérek srodbtonka oraz okreslono efekty biologiczne wywotane przez badane nanoczastki.
W pracy tej z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej wykazano, ze wydajnos¢ wnikania
badanych komplekséw AuNP/siRNA do komorek linii HBEC-5i jest na wysokim poziomie. Za
pomocg mikroskopii konfokalnej zaobserwowano obecno$¢ komplekséw AuNPs/siRNA w
cytoplazmie badanych komoérek. Ponadto, w pracy tej za pomocag testu kometowego
wykazano, ze nanoczgstka AuNP14b nie wywotywata efektu genotoksycznego zaréwno w
stanie wolnym, jak i w kompleksie z siRNA. Badanie poziomu reaktywnych form tlenu z
wykorzystaniem fluorescencyjnego znacznika H2DCF-DA oraz badanie zmian potencjatu
mitochondrialnego za pomocg sondy JC-1 wskazaty, ze po 30 minutach komorki reagowaty
gwattownym wzrostem poziomu reaktywnych form tlenu, a efekt ten byt najbardziej
zauwazalny w obecnosci kompleksu AuNP14b/siRNA. W pracy tej wykazano roéwniez, ze
nanoczgsteczki AuNP14a wobec dwoch dodatkowych linii komorkowych: astrocytow (HA) i
perycytow (HBVP) wywolywalty zalezny od stezenia efekt cytotoksyczny, ktory byt tagodzony
przez tworzenie kompleksow z siRNA. Natomiast nanoczgstki AUNP14b wykazywaty bardziej

cytotoksyczny efekt w matych dawkach, szczegdlnie dla komoérek HBVP.

Badania, ktére nie zostaty opublikowane pozwolity na wykazanie, ze pegylowane
karbokrzemowe nanoczgstki ztota AuNP14a i AuNP14b skoniugowane z siRNA nie zaburzajg
integralnosci modelowej bariery krew-mézg i nie wywotujg istotnych efektow cytotoksycznych.
Ponadto wykazano ze, nanoczgstka AuNP14a i jej kompleksy z siRNA indukujg wyrazniejszg

odpowiedz immunologiczng w poréwnaniu z nanoczgstkg AuNP14b.

W trzech zatgczonych publikacjach oryginalnych dyskusja zostata napisana w sposéb
rzeczowy i wnikliwy. Dyskusja w peini ukazuje bardzo dobre zorientowanie Doktorantki w

aktualnej literaturze dotyczacej problemu badawczego.



Na podstawie uzyskanych wynikow prawidtowo sformutowano wnioski kohcowe,
stanowigce, ze: 1. Pegylowane nanoczastki ziota AuNP14a i AuNP14b tworzg stabilne
kompleksy z siRNA; 2. Nanoczgstki ztota wchodzg w interakcje z modelowymi i biologicznymi
btonami lipidowymi, a takze z albuming i transferyng, nie zmieniajgc w sposéb znaczgcy ich
struktury; 3. Nanoczastki ztota wykazujg niskg cytotoksycznos¢ wobec komérek srédbtonka,
astrocytow i perycytdow wchodzacych w skitad modelu bariery krew-mozg; 4. Kompleksy
AuNP/siRNA wnikajg do komorek srédbtonka, lokalizujgc sie gtéwnie w cytoplazmie i nie
wywotujg istotnych efektéw genotoksycznych; 5. Kompleksy nanoczastek ztota z siRNA nie
zaburzajg integralnosci komérek hodowli stanowigcej model bariery krew-mozg in vitro; 6.
Nanoczgstka ztota AuNP14a, w poréwnaniu do AuNP14b, cechuje sie wyzszg skutecznoscig
w dostarczaniu siRNA oraz wyrazniejszym potencjatem immunomodulujgcym, co czyni jg

bardziej obiecujgcym nosnikiem terapeutycznym.
Trafnos¢ problematyki badawczej i jej oryginalnosé

Problem badawczy podjety przez Doktorantke jest niezwykle istotny dla rozwoju terapii
w chorobie Alzheimera, ktora jest nieuleczalng i postepujacg chorobg neurodegeneracyjng
mozgu. Obecnie nie istnieje zadna skuteczna terapia dla pacjentéw z chorobg Alzheimera;
stosuje sie jedynie metody objawowe (farmakoterapia i fizjoterapia), ktére mogg opdznié
postep choroby. Strategia zastosowana w pracy doktorskiej opiera sie na niezwykle
oryginalnym i nowatorskim podejsciu polegajgcym na zastosowania nanoczgsteczek ztota jako
noénikdow substancji leczniczych opartych na czgsteczkach siRNA wyciszajgcych ekspresije
genu targetowego APOE4. W ramach realizacji pracy doktorskiej wykazano, ze pegylowane
nanoczastki ztota AuNP14a i AuNP14b spetniajg kluczowe kryteria kandydatow na nosniki
siApoE. Podjety w pracy doktorskiej kierunek badan wydaje sie by¢ obiecujacy; w przysztosci
moze mie¢ znaczenie dla opracowania terapii w chorobach neurodegeneracyjnych pod

warunkiem przezwyciezenia ograniczen technologicznych i biologicznych.
Znaczenie uzyskanych wynikéw dla nauki i praktyki

Uzyskane w ramach realizacji wyniki stanowig istotny wktad w dotychczasowg wiedze
naukowg dotyczgcg poznania wiasciwosci biologicznych nanoczgstek ztota modyfikowanych
polietylenoglikolem i ich zastosowania jako potencjalnych nosnikow siRNA ukierunkowanego
na wyciszenie genu APOE, 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 systemdéw dostarczania siRNA przez bariere krew-mozg.

Whioski koncowe



Prezentowana praca doktorska wskazuje na bardzo dobre przygotowanie teoretyczne
Doktorantki oraz opanowanie przez nig warsztatu badawczego. Wysoko oceniam wartos¢
naukowg przedstawionej pracy doktorskiej. Rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego i prezentuje ogromng wiedze teoretyczng Doktorantki we
wskazanej dyscyplinie naukowej oraz wskazuje na umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia

pracy naukowej.

Rozprawa doktorska pt. ,Wtasciwosci biologiczne nanoczgstek ztota modyfikowanych
polietylenoglikolem i ich zastosowanie jako potencjalnych nosnikow leczniczego siRNA w
badaniach in vitro” w petni spetnia warunki okreslone w art.187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2021 poz. 478 ze zm). Wnosze o dopuszczenie
Pani mgr Elzbiety Okly do dalszych etapow postepowania doktorskiego. Jednoczesénie, z
uwagi na wysokg wartos¢ poznawczg i aplikacyjng prowadzonych badan pragne przedtozy¢

whiosek o0 wyrdznienie niniejszej pracy doktorskiej.

Prof. dr hab. n. med. Izabela Zawlik
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