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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Anety Magiery pt.:
»BADANIE INTERNALIZACJI CZASTECZEK CHEMICZNYCH I

BIOLOGICZNYCH DO WNETRZA ZYWYCH KOMOREK?”
wykonanej pod opiekg prof. dr hab. Roberta Holysta oraz dr inz. Kariny Kwapiszewskiej
w Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk
w ramach Warszawskiej Szkoly Doktorskiej Nauk Scislych i BioMedycznych.

Mozliwos¢ skutecznego leczenia choréb nekajacych ludzkos$é stanowi wyzwanie
towarzyszgce naszej cywilizacji od tysigcleci. Obecnie Zyjemy w czasach, w ktorych postep
naukowy pozwala zapobiega¢ wielu schorzeniom dzigki szczepieniom, lub leczy¢ je za pomocg
rozwinigtych procedur medycznych i nowoczesnych terapii farmakologicznych. Jednak nawet
najlepiej zaprojektowane czasteczki, wykazujace potencjalna skuteczno$é terapeutyczna in
vitro, nie spetnia swojej roli, jesli nie bedziemy umieli ich efektywnie dostarcza¢ do
wlasciwych miejsc w organizmie, w ktorych bedg aktywnie zwalcza¢ czynniki
chorobotworcze.

Z tego wzgledu metody ukierunkowanego transportu lekow stanowia jeden z
kluczowych obszaréw badan zwigzanych z rozwojem terapii. Badania te maja uzasadnienie nie
tylko naukowe i kliniczne, lecz takze ekonomiczne. Negatywne wyniki wstgpne mogg
uzasadnia¢ przerwanie dalszych, kosztownych i czasochtfonnych prac nad dang czasteczka, jej
przeprojektowanie lub skierowanie uwagi na inne rozwigzania, bardziej obiecujace z
perspektywy skutecznego dotarcia kandydata na lek do tkanek lub komorek zmienionych
chorobowo.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Anety Magiery doskonale wpisuje
sic w ten nurt badawczy, w szczegdlnosci w aspekcie monitorowania dostarczania czgsteczek
o potencjale terapeutycznym do miejsc docelowych zlokalizowanych na zewnatrz lub
wewnatrz komorek. W badaniach wykorzystano technik¢ FCS wsparta obrazowaniem
konfokalnym/FLIM, a uzyskane wyniki interpretowano z zastosowaniem modelu nanolepkosci
zaleznej od skali dlugosci. Zastosowane podejscie umozliwia nie tylko sledzenie transportu,
lecz takze rozréznianie form organizacji oraz interakcji czgsteczek in vivo.

Badania zostaly przeprowadzone w laboratorium prof. Holysta, ktory od lat zajmuje si¢
zastosowaniem zaawansowanych technik spektroskopowych do badania ruchu, dyfuzji i



oddziatywan makroczasteczek w komorkach. Jego wsparcie merytoryczne i metodologiczne
zapewnia wysoka jakos¢ uzyskanych wynikow.

W ramach dorobku naukowego, na podstawie ktorego powstala niniejsza rozprawa
doktorska pani Aneta Magiera przediozyla 6 publikacji opublikowanych w renomowanych
czasopismach miedzynarodowych. W trzech z nich wystepuje jako pierwszy autor, co
podkresla jej znaczacy wklad w prowadzone badania. Prace zostaly opublikowane w
czasopismach o wysokim impact factor (5,23- 9,97) oraz ministerialnej punktacji od 100 do
200 punktéw.: Nanoscale Horizons (pierwszy autor), Journal of Physical Chemistry Letters
(pierwszy autor), Chemical Science — 200 p.; Cell Communications and Signaling — 140 p.;
Journal of Colloid and Interface Science (pierwszy autor), Analyst — 100 p. Pani magister
inzynier Aneta Magiera jest rowniez wspétautorkg kolejnych o$miu publikacji oraz patentu.
Powyzszy dorobek na tym etapie kariery naukowej uwazam za wybitny.

Gtéwnym celem pracy bylo ilosciowe zbadanie internalizacji réznych czasteczek do
komoérek nowotworowych i ich dalszych losow. Dodatkowe zadanie jakie przed sobg postawila
doktorantka dotyczylo opracowania mechanizmu wprowadzania molekut do komoérek za
pomoca szoku osmotycznego.

Wybor obiektdw badawczych obejmujacy rozne klasy czasteczek o odmiennych
rozmiarach i mechanizmach dziatania (mafa czasteczka organiczna, przeciwciato,
dinukleotydy, biatka, barwnik), pozwalajacy na pordwnanie réoznych $ciezek wnikania i loséw
zewnatrz- i wewnatrzkomdrkowych uwazam za wlasciwy i niezwykle interesujacy. Rowniez
wybdr FCS jako techniki badawczej wspartej obrazowaniem konfokalnym/FLIM jest
szczeg6Olnie trafny, poniewaz umozliwia iloSciowe rozréznienie frakcji swobodnie
dyfundujacych lub zwigzanych na poziomie pojedynczych komorek, oraz okreslenie ich
lokalizacji przestrzennej. Wykorzystanie modelu nanolepkosci zaleznej od skali diugosci
nadaje interpretacjom solidne, biofizyczne uzasadnienie.

Tre$¢ rozprawy ma typowy dla prac dyplomowych podziatl na rozdzialy. Pierwszy,
liczacy 27 stron rozdziat - to obszerny Wstep wprowadzajgcy czytelnika w tematyke badawcza
i dotychczasowe dokonania na jej polu. Rozdziat drugi opisuje szczegétowo zastosowane
odczynniki, warunki pomiaréw, techniki badawcze i modele zastosowane do interpretacji
danych eksperymentalnych. Nastepnie od strony 61 rozpoczyna si¢ rozdziat trzeci stanowiacy
cz¢$¢ gléwna rozprawy, w ktorej w siedmiu podrozdziatach opisano i zinterpretowano wyniki
przeprowadzonych badan. Kolejne rozdziaty to Wnioski Koficowe i Podsumowanie. Prace
konczy Bibliografia obejmujaca 187 pozyciji literaturowych z lat 1975-2025.

W pierwszym z omawianych rozdziatéw autorka przekonujaco uzasadnia wybor
zagadnienia 1 zastosowanych narzedzi badawczych, trafnie podkreslajac znaczenie
internalizacji jako kryterium oceny potencjatu terapeutycznego badanych czgsteczek.

Rozdziat otwiera omowienie zalet terapii celowanych w poréwnaniu z chemioterapig i
radioterapia. Doktorantka wskazuje, ze analizie poddano m.in. leki 0 odmiennym miejscu
dziafania: olaparib (wewnatrzkomérkowo) i bewacizumab (zewngtrzkomoérkowo) oraz linie
komérkowe MDA-MB-231 i HeLa. Nastgpnie omawia metody badania internalizacji, w tym
mikroskopi¢ konfokalng i cytometri¢ przeptywowa, akcentujgc ich ograniczenia w ilosciowej
ocenie lokalizacji oraz mechanizméw wnikania i dziatania czgsteczek. Wprowadza dyfuzje
jako podstawe spektroskopii korelacji fluorescencji (FCS) — gléwnej metody pracy — oraz



opisuje sposob analizy danych w oparciu o model nanolepkosci zaleznej od skali dtugosci.
Podkresla, ze FCS jest technika nieinwazyjna, umozliwiajaca analize dynamiki i interakcji
czasteczek w warunkach zblizonych do fizjologicznych. Na koncu omawia metody
dostarczania zwigzkéw do komorek, takie jak mikronastrzyki i elektroporacja oraz uzasadnia
wybdr szoku osmotycznego jako rozwijanej przez nig strategii.

Wstep spdjnie taczy dwie perspektywy: kliniczng, dotyczaca realnych potrzeb
terapeutycznych w roku piersi i raku szyjki macicy, oraz biofizyczno-metodologiczna,
ukierunkowana na ilosciowe zrozumienie transportu i zachowania czasteczek w zywych
komérkach. Autorka udowadnia, ze internalizacja stanowi jedno z kluczowych kryteriow
wartosciowania terapii celowanych. Problem badawczy jest istotny, aktualny i dobrze
uzasadniony, a sposob jego wprowadzenia w tekscie swiadczy o wysokiej swiadomosci
ograniczen pomiaru i interpretacji dziatania lekow w srodowisku komorkowym.

Opisany we Wstgpie model nanolepkosci zaleznej od skali diugosci jest podstaws
wnioskowania w kolejnych rozdziatach rozprawy. Wigkszo§¢ praw fizycznych opisanych
modelami matematycznymi ma pewne ograniczenia. W trakcie obrony prosze omowic ten
model, odpowiadajac na pytania:

Jaki jest zakres stosowalnosci modelu nanolepkosci zaleznej od skali dlugosci? Jak
wrazliwe sq kluczowe wnioski na niepewnosci tego modelu? Jakie zatozenia staly za
wyznaczaniem krzywej nanolepkosci i kiedy mogq one przestac¢ obowigzywac?

Jedna z najwazniejszych technik badawczych stosowanych w pracy byta spektroskopia
korelacji fluorescencji.

Jakie sq glowne ograniczenia tej techniki w zastosowaniu do zywych komorek i jak je
minimalizowano w pracy? W jaki sposob kontrolowano artefakty takie jak wypalanie, czy
heterogenicznos¢ komorkowa?

Rozdziat ,,Metody” jest napisany bardzo szczegotowo, co w eksperymentalnej pracy
doktorskiej nalezy uznacé za istotny atut. W sposdb wiasciwy rozdzielono czesci dotyczace
odczynnikéw, materialu biologicznego, aparatury oraz procedur in vitro i in vivo.
Konsekwentne podawano producentéw, numery katalogowe, warunki przechowywania i
kluczowe parametry pomiaréw. Precyzyjnie opisano warunki przygotowania materialu do
eksperymentéw, w tym procedury znakowania badanych czasteczek oraz hodowle okreslonych
linii komérkowych. Taka praktyka sprzyja odtwarzalnosci i znaczgco podnosi wiarygodnosc
badan. Metody badawcze sg dobrane w logiczny sposdb: jakosciowa weryfikacja wnikania
zwigzkow oparta o obrazowanie konfokalne i FLIM, nast¢pnie ilosciowe pomiary dyfuzji,
stezen i jasnosci molekularnej metoda FCS. Z punktu widzenia kompletnosci protokotow
bardzo dobrym elementem jest wiaczenie testow cytotoksycznosci (MTT i alamarBlue).

Mam kilka pytan i komentarzy dotyczacych tego rozdziatu:

Czy Histag po oczyszczeniu biatka PARP1 byt odcinany, a jesli nie to czy jego obecnosé
mogta wpbhwacé na wyniki pomiaréw?

W pomiarach in vivo analizowano 10 komorek, wykonujgc co najmniej 3 pomiary na
komorke. Ile byto niezaleznych eksperymentow biologicznych (np. czy komdérki
pochodzily z niezaleznych pasazy/hodowli w rozne dni)?



Z uwagi na to, ze mechaniczne techniki przenikania mogq wplywac na kondycje
komorek, prosze¢ o informacje, jakie byly wartosci parametrow zywotnosci lub
integralnosci btony po szoku osmotycznym?

W modelu FCS.: podano, ze k ,,zawsze z zakresu 5,5—6,5". Co to oznacza? Czy jest to
wartos¢ ustalana w kalibracji dla kazdego dnia/pomiaru, czy przyjeta jako stata
aparaturowa?

Wskazane bytoby ujednolicenie notacji symboli oraz jednostek, poniewaz przy
ilosciowym charakterze pracy precyzja zapisu rownan i definicji ma kluczowe znaczenie
merytoryczne. Przyklady to.niespojny zapis tego samego symbolu objetosci detekcji: V0
(zero) / Vo (litera o) (np. w rownaniach (2.3), (2.7), (2.8)). To drobiazg graficzny, ale
w rownaniach moze sugerowac rozne wielkosci. Inny przyktad: w tekscie pojawiajq si¢
rownolegle zapisy stezen M, mol/L oraz g/L. Przy tak duzej liczbie porownan warto
utrzymac jeden standard.

Podsumowujac, rozdziat ,,Metody” zawiera liczne szczegoty techniczne, ktore reainie
umozliwiaja powtdrzenie badan, a jednoczesnie pokazuje, ze autor/ka Swiadomie faczy
podejscie jakosciowe (konfokal/FLIM) z ilosciowym (FCS, jasno$¢ molekularna, modele
dyfuzji i nanolepkosci). Pomimo moich pytan i drobnych uwag uwazam, ze juz w obecnej
postaci stanowi on profesjonalny fundament dla przedstawionych dalej wynikéw i wnioskow.

Kolejny rozdziat ztozony z siedmiu podrozdziatéw opisuje wyniki przeprowadzonych
badan.

Uktad rozdzialu 3 jest dobrze zaplanowany: autorka przechodzi od opisu sposobu
wyznaczania nanolepkosci cytoplazmy komoérkowej (3.1), przez systematyczne studia
przypadkow obejmujace zwiazki o potencjale terapeutycznym: mate czasteczki, przeciwciala,
dinukleotydy i biatka (3.2-3.5), po pokazanie zastosowania metody w analizie nietypowych
uktadéw biologicznych (3.6). W ostatnim podrozdziale (3.7) zaprezentowano wykorzystanie
FCS do oceny skutecznosci celowego dostarczania zwigzkéw do wnetrza komorek metoda
szoku osmotycznego.

Staranne rysunki, tabele, dobrze opisane wykresy, powtarzajacy si¢ schemat rozdzialow
(obrazowanie, badania in vitro, przewidywania w oparciu o nanolepkos$¢, pomiary in vivo,
omdwienie wynikow, podsumowania po kazdym z podrozdzialéw). nadajg rozprawie spéjny,
uporzadkowany charakter.

Rozdziat 3.1 petni funkcje wprowadzenia metodycznego. Autorka prezentuje wyniki
pomiaréow nanolepkosci cytoplazmy komérek MDA-MB-231 dla probnikéw o réznych
promieniach. Porownujac dane z wczesniejszymi pomiarami dla linii komorkowej Hela
pokazuje, ze nanolepko$¢ zalezy zarowno od wielkosci probnika jak i od badanego typu
komorki. Tym samym udowadnia, Zze zastosowanie modelu nanolepkosci zaleznej od skali
dtugosci jest warunkiem poprawnej analizy czasow dyfuzji uzyskiwanych dla badanych
czasteczek. Te wstgpne informacje wzmacniajg wiarygodnos¢ calej dalszej czesci rozprawy,
poniewaz ograniczaja ryzyko nadinterpretacji danych FCS w sytuacjach, gdy obserwowane
roznice czasow dyfuzji wynikaja z wilasciwosci srodowiska, a nie z realnych przemian
badanych czgsteczek.



W Rozdziale 3.2. autorka analizuje zachowanie fluorescencyjnej pochodnej olaparibu —
PAPRPi-FL. (inhibitora biatka PARPI1) - w dwodch liniach komoérkowych. Szczegotowo
poréwnuje jej subkomorkowa lokalizacje (gldwnie jadro komorkowe w Hela i cytoplazma w
MDA-MB-231), efektywnos$¢ wnikania wyrazong wspotczynnikiem podziatu (okolo 30%
wigksza dla HeLa niz dla MDA-MB-231), udziat zidentyfikowanych frakcji (,PAPRPi-FL,
PAPRPi-FL-PARP1 i PAPRPi-FL-PARP1-RNA) w jadrze i cytoplazmie oraz réznice
cytotoksycznosci (komorki raka szyjki macicy wykazujag wigkszg opornosé na fluorescencyjng
pochodng olaparibu). Wyniki pozwalajg na sformutowanie wniosku, ze sama akumulacja leku
w miejscu docelowym nie musi przektadac si¢ wprost na oczekiwany efekt biologiczny. Jest to
istotna obserwacja z perspektywy farmakologii celowane;j.

Rozdziat 3.3 stanowi kontynuacje badan nad internalizacja zwiazkow terapeutycznych,
przenoszac punkt cigzkosci z matoczgsteczkowego inhibitora na przeciwciato monoklonalne
bewacizumab, ktérego cel dziatania - czynnik wzrostu komorek s$rodbionka naczyn
krwionos$nych (VEGF) znajduje si¢ w przestrzeni zewnatrzkomérkowej. Z tego wzgledu
wrnikanie przeciwciata do komorki jest w tym przypadku zjawiskiem niepozadanym. Badania
wykazaly, ze stezenie zwigzku wewnatrz pecherzykéw wewnatrzkomérkowych byto okoto 10°
razy mniejsze niz w srodowisku zewnatrzkomérkowym. Doktorantka interpretuje ten wynik
ostroznie, zaznaczajgc, ze po stosunkowo dlugim czasie prowadzonych badan przeciwciato
mogto ulec degradacji, a rejestrowany sygnat moze pochodzi¢ gléwnie od samego znacznika
fluorescencyjnego. Istotnym spostrzezeniem jest to, Zze wyznakowany fluorescencyjnie
bewacizumab wykazuje cytotoksycznos$¢ wobec komérek Hela, w przeciwienstwie do MDA-
MB-231 i do leku niewyznakowanego w obu liniach. Wskazuje to na istotng modyfikacje jego
wiasciwosci farmakologicznych. Potgczenie FCS z obrazowaniem FLIM/konfokalnym w
zywych komoérkach umozliwito okreslenie skfadu frakcji wewnatrzkomoérkowych oraz roznic
w mechanizmach transportu olaparibu i bewacizumabu.

Rozdzial 3.4 poswigcony terapeutycznym dinukieotydom w kompetentny sposob
rozwija watek przenikania czasteczek do komorek. Autorka pokazuje, ze zmodyfikowane
dinukleotydy - koniugaty z cholesterolem lub kwasem foliowym - efektywnie wnikaja do
komorek potrdjnie ujemnego raka piersi i lokalizujg si¢ w cytoplazmie. Mocna strong tej cz¢sci
Jjest osadzenie rezultatdéw w szerszym kontekscie biologicznym - hamowania inicjacji translacji
przez zmodyfikowane dinukleotydy posiadajace zdolno$¢ do samodzielnego wnikania do
komorek.

Rozdziat 3.5 rozszerza zastosowanie FCS na zagadnienie oligomeryzacji biatek o
potencjale terapeutycznym po transferze z makrofagbw do komoérek nowotworowych.
Ferrytyna i hemoglobina sa przekazywane z komoérek zernych do komorek raka piersi MDA -
MB-231 i nie ulegaja catkowitej degradacji. W przypadku ferrytyny w komoérkach dominowaty
duze oligomery o szerokim rozkladzie rozmiaréw, a dla hemoglobiny glownie forma
tetrameryczna, przy jednoczesnej obecnosci monomeréw i dimeréw dla obydwu bialek.
Czgsciowy rozpad ferrytyny i hemoglobiny autorka wigze z obnizonym pH w endosomach,
ktore petnia role nosnikéw w transporcie biatek z makrofagéw do komoérek nowotworowych;
Wprowadzenie parametru czasu inkubacji jako czynnika krytycznego w przypadku
hemoglobiny jest przyktadem dobrej praktyki eksperymentalnej. Wyniki potwierdzaja, ze FCS
umozliwia ilosciowa oceng form oligomerycznych biatek terapeutycznych wewngatrz komoérek
nowotworowych po ich transferze z makrofagow.



Rozdziat 3.6 stanowi wartosciowe i logiczne domkniecie czgsci pracy poswieconej
zastosowaniom techniki FCS w badaniu internalizacji oraz losow wewnatrzkomorkowych
réznych czasteczek. Doktorantka rozszerza analiz¢ poza klasyczne zwigzki terapeutyczne
wiaczajac przyklady o odmiennym ,,statusie” biologicznym: barwnik YO-PRO-1 oraz biatko
regulatorowe PRMT1. Taki dobor materialu wzmacnia przekaz metodologiczny rozprawy,
pokazujac uniwersalnos¢ FCS jako narzedzia do iloSciowej oceny procesow zachodzacych w
zywych, pojedynczych komdrkach

Potaczenie FCS z obrazowaniem konfokalnym wykazato, ze YO-PRO-1 moze
samodzielnie wnika¢ do komorek raka szyjki macicy i potrdjnie ujemnego raka piersi.
Wewnatrz komorki tworzy kompleksy gldwnie z tRNA i podjednostka LSU rybosomu, obecne
w cytoplazmie i jadrze. Pozwolito to po raz pierwszy wyznaczyé¢ promien hydrodynamiczny
LSU in vivo.

Potwierdzono przydatnos¢ FCS do badania oligomeryzacji i dystrybucji bialek w
komérkach badajac rozmieszczenie form oligomerycznych PRMT1 w komérkach HelLa.
Zauwazono zwigzek miedzy formag oligomeryczng PRMTI a jego lokalizacjg
wewnatrzkomorkowa: warianty z dominacja dimeru preferencyjnie akumulowaty si¢ w jadrze,
tetramer przewazal w cytoplazmie, a monomer byl rozmieszczony rownomiernie.

Rozdziatu 3.7 stanowi zwienczenie czgsci eksperymentalnej rozprawy, poszerzajgc
zakres dotychczasowych analiz z zagadnien ,,samodzielne;j” internalizacji na problem kluczowy
dla biologii komorki i badan translacyjnych, czyli kontrolowane dostarczanie czgsteczek
nieprzenikajacych przez btong. Najwazniejszym osiggnigciem opisanym w tym rozdziale jest
wykazanie, ze krytycznym parametrem warunkujagcym skuteczne dostarczanie metoda szoku
osmotycznego jest obecnos¢ roztworu hipertonicznego, w ktérym stezenie dtugotancuchowego
polimeru (PEG, dekstran, Ficoll) jest na tyle duze, ze nastgpuje splatanie lancuchow
polimerowych. Sprzyja to przerwaniu blony pinocytéw i uwolnieniu zawartosci do cytoplazmy.
Wiyniki te pozwolily zaproponowaé metod¢ dostarczania czgsteczek do komodrek za pomocg
szoku osmotycznego oraz stanowity podstawe do opracowania zoptymalizowanego odczynnika
Cell-IN.

Mam nastepujgce pytania i komentarze do rozdziatu 3:

Jakie mogq by¢ przyczyny réznic w lepkosci cytoplazmy dwdch badanych typow
komorek nowotworowych?

Podane dodatnie wartosci In(Dcytoplazma/Dwoda) w Tabeli 3.1.2. sugerowalyby, ze
dyfuzjaw cytoplazmie jest szybsza niz w wodzie, co jest sprzeczne z podstawowgq intuicjg
Sizykochemiczng dotyczgcg lepkosci srodowiska komorkowego. Proszg o wyjasnienie
tego zapisu.

W 3.2. rozdziale pojawia sig informacja sugerujgca, ze najlepszych efektow leczenia
inhibitorem PARP nalezatoby oczekiwaé u pacjentek z potréjnie ujemnym rakiem piersi
pozbawionym mutacji BRCA. Z drugiej strony lek zostat zatwierdzony do stosowania u
chorych z zaburzeniami w szlaku naprawy DNA zaleznym od BRCA. W trakcie
prezentacji pracy prosze o podsumowanie informacji oznaczeniu genu BRCA w
badaniach efektu terapeutycznego.



Znakowanie fluorescencyjne ma wphw na wiasnosci badanych czgsteczek, jak w
przypadku bewacizumabu. Zmiana cytotoksycznosci powoduje, ze czegs¢ wnioskow
transportowych dotyczy , zmodyfikowanego leku”, co ogranicza mozliwosé
bezposredniego przeniesienia wynikow na formy natywne. Jakie kontrole i badania
dodatkowe nalezaloby wykonad, aby z duzq dozqg pewnosci przenies¢ wyniki uzyskane
dla zmodyfikowanej czgsteczki na farmaceutyk zaakceptowany do leczenia? Jak mozna
wyjasnic fakt, ze znakowanie zmienia cytotoksycznos¢ bewacizumabu?

Czy i o jakie pomiary autorka rozszerzylaby w przyszlosci swoje badania, gdyby byto
to mozliwe?

Pod wzgledem edytorskim i graficznym praca doktorska mgr inz. Anety Magiery zostata
przygotowana niezwykle starannie. Sporadycznie pojawiajg si¢ bledy interpunkcyjne i
edytorskie (patrz nizej), jednak ich liczba jest niewielka i nie wptywaja na ogdlna oceng pracy.

Str. 41:

Wyktadnik a jest mniejszy od | dla roztworéw zblizonych do sztynwnych kuli.

... do ilosciowej interpretacji wynikéw FCS be-posrednio = wnetr-u Zywych komorek.

Str. 49:

... Zastosowano medium RPMI-1640 pozbawione plodowej surowica bydlecej (FBS)

Str. 61:

... jakim interakcji wewngtr=komérkowych ulega

... ktore nie sq prze= niepobierane samod-ielnie.

Str. 62:

ujednolicenia wymaga nazwa linii komérkowej (MDA-MB-231 vs MD-MB-231).

Str. 63:

W opisie dopasowania modelu w tekscie rozdzialu autorka deklaruje estymacje parametrow A, ¢, R_H i

a, natomiast w Tabeli 3.1.3 pr-edstawiono jedynie & R_H i a.

Str. 89

Warto podkresli¢ takze , e uzyskane wyniki cytotoksycznosci (spacja przed ,,ze”)

Str. 99:

... pomiary rozpoczeto od oceny jakoSciowej, czy badane konjugatow = cholesterolem i kwasem foliowym

wnikajg do wnetr=a komdrek

Str.129:

... media hipertoniczne —awierajgce sacharoze byly skutec-ne tylko wtedy, gdy opieraly sie na obecnosci

duzych polimerach

Analizowane rozdzialy przedstawiajg bogaty, dobrze zintegrowany materiat
eksperymentalny, ktory przekonujaco demonstruje, ze FCS — zwlaszcza w potgczeniu z
obrazowaniem FLIM/konfokalnym i logicznie zbudowanym zapleczem modelowym — jest
narzedziem o wyjatkowej wartosci w ilosciowej biologii komoérki i badaniach nad terapiami
celowanymi. Autorka opisuje zjawiska internalizacji, pokazujac zaréwno potencjat poznawczy,
jak i aplikacyjny metody. W efekcie rozdziaty 3.1-3.7 tworzg mocny, spojny rdzen rozprawy,
uzasadniajgcy gltéwne tezy pracy i nadajacy jej wyrazny wymiar naukowej dojrzatosci oraz
praktycznej uzytecznosci.

Podsumowujac, przedstawione badania sg istotne zaréwno z perspektywy poznawczej,
jak 1 aplikacyjnej, a ich wyniki te moga by¢ wykorzystane zaréwno w badaniach



fundamentalnych, jak i w projektowaniu nowych narz¢dzi terapeutycznych, np. przy
konstruowaniu no$nikow lekow.

Przedstawiona rozprawa doktorska magister inzynier Anety Magiery, przygotowana w
Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk pt.: ,,Badanie internalizacji czasteczek
chemicznych i biologicznych do wnetrza zywych komorek” stanowi wartoSciowy wkiad w
rozwdj badan nad metodami celowanego wprowadzania farmaceutykow do komorek oraz
kontrolowania tego procesu. Zawarto$¢ rozprawy jest nowatorska, oparta na solidnych
podstawach eksperymentalnych i §wiadczy o wysokiej kompetencji autorki w zakresie badan
spektroskopowych i ich analizy oraz przygotowywania i kontroli jakosci probek biologicznych.
Udowadnia réwniez umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych przez
doktorantke. Zgloszone uwagi nie wplywaja na mojg wysoka ocene pracy.

Stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa spetnia zardwno ustawowe (ustawa z dnia 20
lipca 2018 roku — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, Dz. U. 2018 poz. 1668 z
pdzniejszymi zmianami) i zwyczajowe wymagania stawiane pracom doktorskim.

W zwiazku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Warszawskiej Szkoty Doktorskiej
Nauk Scistych i BioMedycznych o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Anety Magiery
do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na oryginalny wktad autorki w rozwéj
metody badania internalizacji réznego typu czasteczek do komodrek wnosz¢ réwniez o
wyroznienie tej rozprawy.

Beata Wielgus-Kutrowska



