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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
PANA MGR SERAFINA ALEXANDRA ZAWADZKIEGO
CHARAKTERYSTYKA I OCENA POTENCJALU DENDRYMEROW KARBOKRZEMOWYCH
JAKO NOSNIKOW siRNA PRZEZ MODELOWA BARIERE KREW-MOZG

Tematyka badawcza rozprawy doktorskiej mgr S. Zawadzkiego wpisuje si¢ w podejscie
terapeutyczne, ktore koncentruje si¢ na modulowaniu proceséw biologicznych
odpowiedzialnych za rozw6j choroby (DMT). Wspdtczesna medycyna coraz wyrazniej
odchodzi od modelu leczenia skoncentrowanego wytacznie na kontroli objawoéw. Zamiast tego
dazy do ingerencji w kluczowe mechanizmy patofizjologiczne, takie jak przewlekte zapalenie,
nieprawidlowa aktywacja uktadu odpornosciowego czy procesy neurodegeneracyjne. Takie
podejscie pozwala realnie zmienia¢ przebieg choroby, a nie tylko poprawia¢ komfort pacjenta
w krotkiej perspektywie. Terapia oparta na siRNA stanowi przyktad terapii modyfikujacej
przebieg choroby (DMT) i1 umozliwia precyzyjne i1 kontrolowane obnizanie ekspresji
wybranych gendéw, prowadzac do redukcji syntezy biatek kluczowych dla proceséw
patologicznych. Interwencja na poziomie mRNA pozwala ingerowa¢ w patogenez¢ chordb na
bardzo wczesnym etapie, co ma szczegdlne znaczenie w przypadku schorzen
neurodegeneracyjnych,  nowotwordéw, choréb  zapalnych 1  wirusowych, czy
hipercholesterolemii. Coraz wigksza rolg w rozwoju takich terapii odgrywaja nowoczesne,
wysoko modyfikowane nanoczastki dendrytyczne, ktére stanowia jedne z najbardziej
obiecujacych 1 innowacyjnych nosnikéw siRNA. Ich precyzyjnie kontrolowana, wielokrotnie
rozgateziona struktura umozliwia stabilizacje materialu genetycznego, ochrong przed
degradacja enzymatyczng, zwigkszenie biodostgpnosci oraz celowane dostarczanie do
wybranych komorek. Dzigki mozliwosci funkcjonalizacji powierzchni dendrymery tworza
zaawansowane platformy nanotechnologiczne, pozwalajace na kontrolowane uwalnianie
siRNA 1 znaczace zwigkszenie efektywnosci terapii DMT.

W tym kontekscie prezentowana praca doskonale wpisuje si¢ w aktualng tematyke badan nad
potencjalnymi terapiami opartymi na siRNA i nanono$nikach dendrytycznych, a uzyskane
wyniki wnosza nowa, wartosciowa wiedz¢ w kierunku opracowania bardziej efektywnych,
molekularnie ukierunkowanych strategii leczenia. Celem pracy byla kompleksowa ocena
wiasciwosci fizykochemicznych, biofizycznych, biokompatybilnosci oraz funkcjonalnosci
nanosystemu dendrymer-siRNA w modelach o narastajacej zlozonosci biologicznej, a
realizacja odpowiednio dobranych celow szczegdlowych, bezposrednio wynikajacych z
zatozonej hipotezy badawczej, umozliwita jej pelng weryfikacj¢ 1 potwierdzita osiggnigcie
zatozonego celu gtownego.



Praca doktorska zostata zrealizowana na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytet
Lodzki pod kierunkiem Pani dr hab. Katarzyna Mitowska, prof. UL.

Badania byty prowadzone w ramach prestizowych projektow badawczych, obejmujacych
M-ERA.NET 2019-2023 Nanoparticle transfer through endothelial barrier, finansowany
przez Narodowe Centrum Nauki oraz Komisje Europejska w programie Horizon 2020, a takze
miedzynarodowy projekt NAWA realizowany we wspoipracy miedzy Rzeczpospolita Polska a
Republikg Stowacka Dendrymery fosforowe jako potencjalne czynniki wspomagajgce proces
gojenia ran, co dodatkowo podkresla uznanie i znaczenie mig¢dzynarodowej wspotpracy
naukowej w realizacji tych badan.

Szczegolnie nalezy podkresli¢ szeroki zakres wspotprac naukowych, zaréwno krajowych, jak i
zagranicznych, ktore $wiadcza o wysokich kompetencjach Doktoranta w pracy w
migdzynarodowym zespole badawczym; wspoOtpraca obejmowata m.in. Katedre Chemii
Organicznej 1 Chemii Nieorganicznej Uniwersytetu w Alcald de Henares (Hiszpania), Katedre
Fizyki Jadrowej i Biofizyki Uniwersytetu Komenskiego w Bratystawie (Stowacja), Zaktad
Cytobiologii i Proteomiki Wydzialu Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego w Lodzi,
Katedre Neuromedycyny i Neuronauki Wydziatu Medycyny i Nauk o Zyciu Uniwersytetu
Lotwy w Rydze, Lotewskie Centrum Badaf 1 Studiow Biomedycznych w Rydze, Katedre
Chemii Fizycznej, Zaktad Chemii Biofizycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu £odzkiego,
Zespot Struktury Powierzchni Materii  Migkkiej Centrum Badan Molekularnych i1
Makromolekularnych PAN w Lodzi oraz Uniwersyteckie Laboratorium Naukowe CoreLab
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

Doktorant w pracy badawczej zastosowal szeroki wachlarz metod, §wiadczacych o dojrzatosci
naukowej 1 kompleksowym podej$ciu do tematyki tj. charakterystyka fizykochemiczna i
biofizyczna dendrymerow karbokrzemowych, analiza ich oddzialywan z biatkami osocza,
profilowanie biokompatybilnosci komoérkowej oraz badania integralnosci bariery krew-mozg.
Procedury badan in vivo przeprowadzono zgodnie z Europejska konwencja o ochronie zwierzat
kregowych wykorzystywanych do celow naukowych (Strasburg, 1986) oraz za zgoda Komisji
Etycznej Lotewskiej Stuzby Zywnosci i Weterynarii (nr 142/2023).

Podstawa do nadania stopnia doktora sa wyniki prac badawczych opublikowane w
prestizowych czasopismach naukowych, w ktorych Doktorant wykazat wyrazny,
udokumentowany i znaczacy wktad autorski. Prace te tworza spdjna, konsekwentnie rozwijang
tematyke badawcza, obejmujaca projektowanie, syntez¢ oraz badania nowoczesnych uktadow
dendrymerowych przeznaczonych do bezpiecznego 1 efektywnego transportu terapeutycznego
siRNA, a takze ich oddzialywanie z kluczowymi biomolekutami 1 barierami fizjologicznymi.
Dorobek Doktoranta bedacy podstawa do nadania stopnia doktora obejmuje trzy publikacje w
wysoko punktowanych czasopismach z listy JCR, o tacznej punktacji 480 pkt. MNiSW oraz
sumarycznym IF (2-letnim) 16,0 i IF (5-letnim) 17,1:
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Mitowska K. Tiered Evaluation of Carbosilane—siRNA Nanoplatform from Single-Cell
Biocompatibility to Blood—Brain Barrier Model Dynamics, and Murine Alzheimer Model
Behavior Assessment.

Nalezy podkresli¢ zastosowanie przez Doktoranta nowatorskiej strategii projektowania badan
w obszarze toksykologii nanometriatow tj. ITS/IATA (Intelligent Testing Strategy | Integrated
Approaches to Testing and Assessment), ktora minimalizuje niepewno$¢ 1 ogranicza potrzebe
klasycznych testow in vivo, wykorzystujac sekwencyjne, coraz bardziej ztozone modele oraz
taczenie dowoddw (weight of evidence). Podejscie to jest oficjalnie wiaczone do wytycznych
OECD 1 ISO, co oznacza, ze stanowi uznany standard toksykologiczny. Mam pytanie o
charakterze ogdlnym dotyczace systemu ITS/IATA oraz jego praktycznego zastosowania w
badaniach toksykologicznych. W szczeg6lnosci interesuje mnie, na ile wedtug Doktoranta
wystarczajgco reprezentatywne jest poleganie gtownie na modelach in vitro 1 in silico, biorac
pod uwagg ich ograniczong zdolno$¢ do odzwierciedlania petnej ztoZzono$ci biochemicznej i
fizjologicznej organizmow.

W trakcie dziatalnosci badawczej zwigzanej z realizacjg rozprawy Doktorant scharakteryzowat
cztery kationowe dendrymery karbokrzemowe o rdznej budowie, analizujac ich stabilnosc,
wlasciwosci powierzchniowe oraz zdolnos¢ tworzenia kompleksow z siRNA. DLS 1
potencjatem zeta okreslit wielko$¢ i elektrostatyke uktadow, a TEM/AFM — morfologie. Proces
kompleksowania opisano metodami fluorescencji, dichroizmu kotowego i elektroforezy,
wyznaczajac optymalny stosunek dendrymer:siRNA (1:2,5). Test MTT w komérkach HBEC-5i
zastosowano do oceny wilasciwosci cytotoksycznych. Na podstawie danych biofizycznych i
biologicznych wybrat dendrymer G3Si-PEG6000 jako najbardziej stabilny, najmniej toksyczny
1 najlepiej wigzacy siRNA, stanowigcy optymalny nos$nik do dalszych etapow badan. W



kolejnym etapie Doktorant skoncentrowat si¢ na analizie wlasciwosci biologicznych
wybranego uktadu, modyfikowanych w kontakcie z krwig. Zastosowano szeroki wachlarz
metod biofizycznych i biochemicznych, umozliwiajacych rzetelng werytikacje planowanych
aktywnosci biologicznych kompleksu siRNA-dendrymer w kontek$cie tworzacej si¢ korony
biomolekularnej. Tak ztozony uktad w sposob zasadniczy wptywa na biodystrybucje¢ badanego
nosnika, jego hemokompatybilnos¢ oraz aktywnos¢ biologiczng. Efekt dziatania dendrymerow
in vivo determinuje dynamiczna rownowaga pomi¢dzy ich zdolnoscig do koncentracji biatek, a
potencjatem do ich sekwestracji i stabilizacji, co szczegdtowo wyjasnia Doktorant. ROwnowaga
ta moze by¢ modulowana zaré6wno przez wlasciwosci chemiczne kompleksu siRNA-
dendrymer, jak rowniez towarzyszace im oddziatywania o charakterze fizycznym. Nowa
funkcjonalno$¢ dendrymeru, uzyskana przez Doktoranta dzigki jego modyfikacji jako no$nika
siRNA, istotnie poprawita hemokompatybilno$¢ uktadu w poréwnaniu z formg natywng
dendrymeru. Kompleksowanie siRNA zmienito profil oddzialywan powierzchniowych
nanono$nika, ograniczajac jego sklonno$¢ do nadmiernej sekwestracji biatek osocza i
stabilizacji niepozadanych kompleksow, co w efekcie przetozylo si¢ na bardziej korzystne i
bezpieczne zachowanie w S$rodowisku krwi. Do tej czeSci pracy mam pytanie na ile
obserwowany mechanizm poprawy hemokompatybilnosci po kompleksowaniu siRNA mozna
uzna¢ za uniwersalny dla dendrymerdéw kationowych o rdéznej generacji i r6znym stopniu
funkcjonalizacji powierzchni.

Kolejny etap badan dotyczyl analizy wlasciwosci cytotoksycznych wybranego uktadu.
Perycyty okazaly si¢ najbardziej wrazliwe na dziatanie dendrymeru i kompleksu siRNA-
dendrymer, podczas gdy astrocyty wykazywaty najwyzsza tolerancje. Jakie wedlug Doktoranta
sa przyczyny tej roznicy we wrazliwosci obu typow komorek, moze ma ona zwiazek z ich
aktywnoS$cig metaboliczng. Juz przy stezeniach subcytotoksycznych Doktorant zaobserwowat
depolaryzacje mitochondriow jako wczesny sygnal stresu komérkowego. Mimo podobnego
poziomu ROS, tylko wolny dendrymer wywolywal wyrazniejsza genotoksycznos¢, ktora
kompleksacja z siRNA istotnie ograniczata. Poprzez zastosowanie mikroskopii konfokalna
Doktorant potwierdzit, ze kompleksy siRNA-dendrymer akumulujg si¢ w cytoplazmie, a wolny
dendrymer lokalizuje si¢ w poblizu jadra, co sprzyja peknigciom DNA. W efekcie kompleks
dendrymeru z siRNA nie tylko poprawia dostarczanie siRNA, lecz takze ogranicza kontakt
nos$nika ze strukturami jadrowymi, zmniejszajac ryzyko indukowania uszkodzen genomu.

Cenna pod katem praktycznym jest wykonana przez Doktoranta ocena integralno$§¢ modelu
bariery krew—mozg, odtwarzajacego architekture jednostki neuronaczyniowej, co umozliwito
analize zmian jej przepuszczalnosci pod wpltywem badanych zwigzkoéw, w uktadzie dawka-
efekt. Ponadto badania in vivo wskazaly, Zze podanie siRNA w formie kompleksy z
dendrymerem znaczaco wydluza jego obecno$¢ w krazeniu, zwigkszajac prawdopodobienstwo
kontaktu z mikrokrazeniem moézgowym 1 potencjalnej interakcji z bariera krew—mozg.
Dodatkowo, badania o charakterze behawioralnym na modelu mysim, pokazuja, ze poprawa
funkcji poznawczych, nieobecna przy podaniu wolnego siRNA, zwigzana jest z jego
kompleksowaniem z dendrymerem. Opracowany uklad badawczy, wzbogacony o analizy
molekularne, stanowi warto$ciowe narzgdzie do oceny terapeutycznej przydatnosci



kompleksow siRNA—dendrymer. Potrzebe uzupetnienia powyzszego wnioskowania o ocen¢
wyciszania ekspresji gendw na poziomie molekularnym wskazuje Doktorat w planach na

przysztos¢, co $wiadczy o obiektywnym i krytycznym podejécie Doktoranta do prowadzonych
badan.

Podsumowujac, publikacje sktadajace si¢ na rozprawe doktorska Pana mgr Serafina
Zawadzkiego stanowi spojng tematycznie, interdyscyplinarng prac¢ badawcza, ktdora wnosi
nowg wiedze dotyczaca wilasciwosci biologicznych karbokrzemowych dendrymeréw jako
no$nikow siRNA przenikajacych przez modelowg barier¢ krew—mozg. Wnioskowanie oparte
na uzyskanych wynikach jest poprawne i1 $wiadczy o wysokiej dojrzalosci naukowe;j
Doktoranta. Zaprezentowane rezultaty badan zestawiono z najnowszymi publikacjami
dotyczacymi tej tematyki, pochodzacymi z prestizowych czasopism naukowych.

Ponadto, na catkowity dorobek naukowy Doktoranta sktadajg si¢ publikacje naukowe o taczny
IF wynoszacym 31,8 (860 pkt. MNiSW). Dorobek naukowy obejmuje 11 komunikatow
miedzynarodowych, 8 krajowych, 3 staze naukowe, w tym 2 zagraniczne bezposrednio
zwigzane z tematyka realizowanej rozprawy doktorskiej, liczne szkolenia oraz dwa stypendia
wyjazdowe (PROM NAWA oraz udziat w 48 Konferencji FEBS). Calo$¢ potwierdza
konsekwentng aktywno$¢ naukowa, obejmujaca zarowno udzial w prestizowych wydarzeniach
migdzynarodowych, jak i rozwdj kompetencji badawczych w ramach specjalistycznych stazy.
Doktorant prowadzil jednoczes$nie dziatalno$¢ popularyzatorska, obejmujaca warsztaty dla
dzieci i mtodziezy, aktywno$¢ w ramach Festiwalu Nauki i Techniki, wywiad ekspercki dla
portalu branzowego oraz regularne prowadzenie zaje¢ w Instytucie Kreatywnej Biologii i
podczas Nocy Biologéw. Dzialania te $wiadcza o =zaangazowaniu Doktoranta w
upowszechnianie wiedzy biologicznej 1 promocj¢ nauki w srodowisku akademickim oraz poza
nim.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr
Serafina Zawadzkiego Charakterystyka i ocena potencjatu dendrymerow karbokrzemowych
jako nosnikow siRNA przez modelowg bariere krew—mozg stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego 1 spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
Szkolnictwie Wyzszym 1 Nauce. Uwzgledniajagc udokumentowang zdolno$¢ Doktoranta do
samodzielnego prowadzenia badan naukowych oraz jego wysokie przygotowanie
merytoryczne w dyscyplinie nauki biologiczne, wnosz¢ do Komisji ds. Stopni Naukowych w
dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu
Lodzkiego o przyjecie rozprawy 1 dopuszczenie Pana mgr Serafina Zawadzkiego do dalszych
etapow postepowania doktorskiego.
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