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Recenzja
rozprawy doktorskiej
Pani mgr inz. Anety Magiery
pt. Badanie internalizacji czgsteczek chemicznych i biologicznych
do wnetrza Zywych komorek
zrealizowana pod opieka
prof. dr hab. Roberta Holysta oraz dr inz. Kariny Kwapiszewskiej
w Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie

1. Ocena trafnosci tematu i celu rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anety Magiery zostala przygotowana w ramach
Warszawskiej Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i BioMedycznych w Instytucie Chemii -
Fizycznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Wyniki badan zaprezentowane w niniejszej
rozprawie zostaly dofinansowana z projektu LIDER/10/0033/L-9/17/NCBR/2018 (NCBiR)
kierowanego przez promotora pomocniczego, dr inz. Karing Kwapiszewska.

Doktorantka jest wspotautorka czternastu wysoko punktowanych publikacji naukowych
o wysokim wskazniku wptywu i zasiegu migdzynarodowym. Sze$¢ z nich zostato wskazanych,
jako powiazane z rozprawa doktorska, a trzy stanowig publikacje pierwszoautorskie.
Dodatkowo dwie wymienionych prace zostaty wyr6znione oktadkami czasopism Journal of
Colloid and Interface Science oraz Analyst. Doktorantka ma w swoim dorobku réwniez patent,
cho¢ w zestawieniu dorobku, nie wskazano jego pelnego numeru, tj. PL 242705 BI.
Dorobek naukowy mgr inz. A. Magiery swiadczy o jej wysokich kompetencjach badawczych
i imponujgcym zaangazowaniu naukowym.

Rozprawa doktorska dotyczy badan nad mechanizmami internalizacji wybranych lekéw,
nukleotydéw oraz wyznakowanych biatek do wnetrza komorek, co wpisuje si¢ w aktualne
trendy badan w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki chemiczne
1 stanowi wysoka warto$¢ poznawcza.

Praca koncentruje si¢ na tematyce nowotwordw, w tym potrdjnie ujemnego raka piersi
i raka szyjki macicy, oraz sposobéw ich efektywnego leczenia. Problematyka obu tych
nowotwordw wcigz stanowi powazne wyzwanie diagnostyczne i terapeutyczne, wymagajace
dalszych intensywnych badan. Dane statystyczne wskazujg, ze wéréd nowotworéw ztosliwych
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wystepujacych u kobiet, rak piersi zajmuje czotowe miejsce pod wzgledem czgstosci
zachorowan. Jego potrdjnie ujemny podtyp (TNBC) stanowi okolo 10-15% przypadkéw
i cechuje si¢ wyjatkowo agresywnym przebiegiem. Rak szyjki macicy réwniez pozostaje
jednym z najczesciej diagnozowanych nowotworéw kobiecych, zwlaszcza w populacjach
o0 ograniczonym dostepie do badan profilaktycznych.

Zrozumienie mechanizméw internalizacji jest kluczowe do opracowania skutecznej terapii
celowanej, i pozwoli na okreslenie potencjatu terapeutycznego badanej substancji juz na etapie
badan podstawowych.

Temat rozprawy jest aktualny, naukowo uzasadniony i dobrze osadzony w Swiatowej literaturze
przedmiotu. Doktorantka przeprowadzila bardzo interesujgcqg dyskusje, a wyniki
zaprezentowane w rozprawie zostaly w znaczqcej wigkszosci opublikowane w prestizowych
czasopismach. Ponadlto, jednym z efektéw jest zgloszenie patentowe, ktore wskazuje
na aplikacyjny charakter realizowanego projektu.

2. Ocena merytoryczna rozprawy

Zakres pracy obejmowal szereg badan eksperymentalnych, a takze analiz teoretycznych
i obliczeniowych, pozwalajagcych na zrozumienie mechanizméw wnikania wybranych
modelowych czasteczek do wnetrza komarki, przy wykorzystaniu techniki FCS wspomaganej
mikroskopia konfokalng oraz FLIM i metody wnikania opartej na szoku osmotycznym.
Praca ma przejrzystq i uporzqdkowang strukture.

W rozdziale 1, oméwiono przyktady celowanych metod leczenia nowotworéw piersi i raka
szyjki macicy, m.in. opartych na przeciwcialach anty-Trop, inhibitorach VEGF czy EGRF.
Autorka podjeta rowniez dyskusje na temat potrzeby weryfikacji i zrozumienia mechanizméw
internalizacji terapeutykéw na etapie badan laboratoryjnych, z uwagi na r6zne umiejscowienie
celu molekularnego komadrek nowotworowych, jak i samg strategie leczenia. Zaprezentowala
metody badawcze stosowane do badan nad internalizacjg, m.in. mikroskopi¢ konfokalna,
obrazowanie fluorescencyjne, spektroskopi¢ Ramana, cytrometi¢ przeptywowa i wskazata
technike FCS (Spektroskopia Korelacji Fluorescencji), jako kluczowa w badaniach nad
wnikaniem czasteczek do komoérek. W rozdziale oméwiono réwniez metody dostarczania
czasteczek do wnetrza komoérek, w tym technike szoku osmotycznego.

Na koncu znajdujemy podsumowanie wskazujagce na istote problemu, a wiec choroby
nowotworowe oraz zalety techniki FCS w badaniach nad wnikaniem czasteczek, takich jak leki,
biatka czy dinukleotydy do komérek nowotworowych.
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Rozdzial 1 jest logicznie skonstruowany i uporzqdkowany, niemniej jednak cel pracy nie zostat
w nim wyraznie okreslony. Cho¢ mozna go wywnioskowaé ze wstgpu i dyskusji wynikéw,
brakuje jego bezposredniego przedstawienia wraz z celami szczegétowymi.

W rozdziale 2, zaprezentowano metodyke badawcza, uwzgledniajac odczynniki wykorzystane
do przeprowadzenia eksperymentéw, wybrane linie komérkowe, szczegélowe opisy aparatury
oraz metodyke prowadzenia pomiar6w i sposoby analizy wynikéw. Autorka zastosowata
zestaw nowoczesnych metod badawczych odpowiednio dobranych do badan internalizacji
komdrek, w tym mikroskopie konfokalng, obrazowanie FLIM i pomiary FCS. Wszystkie metody
zostaly dobrane adekwatnie do zatozonych hipotez badawczych.

Rozdziat 3, poswigcony omowieniu wynikéw, zawiera obszerng dyskusje dotyczacg wnikania
olaparibu, bewacyzumabu, terapeutycznych dinukleotydéw, ferrytyny, hemoglobiny oraz
barwnika YO-PRO-1 do wnetrza komoérek ludzkich. Wykazano, ze w przypadku leczenia
inhibitorami PARP najskuteczniejszy efekt terapeutyczny uzyskuje si¢ w potréjnie ujemnym
raku piersi bez mutacji BRCA, co wynika z braku $ciezki naprawczej uszkodzen DNA
w obecnosci olaparibu. Istotnym spostrzezeniem jest obecno$é biatka PARP1 zaréwno w jadrze
komorek nowotworowych, jak i w cytoplazmie, przy czym ekspresja w cytoplazmie
nie korelowala z cytotoksycznoscia.

W przypadku bewacyzumabu (leku dziatajacego zewngtrzkomérkowo, wigzacego czynnik
VEGF), wykluczono jego obecnosé¢ wewnatrz zywych komorek oraz wykazano, ze znakowanie
leku wplywa na jego potencjat terapeutyczny. Niewyznakowany bewacyzumab nie wykazywal
dziatania cytotoksycznego wobec obu testowanych linii komérkowych. Ponadto lek nie jest
uwalniany z pecherzykéw do cytoplazmy, a obserwowane endosomy wynikajg
prawdopodobnie z konstytutywnej endocytozy zachodzacej w sposéb ciagty.

Do badan nad terapeutycznymi dinuklotydami wykorzystano koniugaty dinukleotydéw cap
z kwasem foliowym i cholesterolem. Oba koniugaty wnikaty do komérek nowotworowych,
w postaci wolnej oraz zwigzanej z komponentami komérkowymi, po uptywie zaledwie godziny
inkubacji.

Co istotne, Autorka wykorzystata technike FCS do okreslenia formy oligomerycznej biatek
wewngtrz komorki, na przykladzie ferrytyny oraz hemoglobiny. Wykazano, ze 25-75%
czasteczek obecnych wewnatrz komorki to duze oligomery oraz ze w komérkach Zernych nie
nastegpuje calkowita degradacja ferrytyny i hemoglobiny.

Badania nad wnikaniem barwnika YO-PRO-1 wskazaly na jego zdolno$é do wnikania
do jaderka, blony jadrowe;j i cytoplazmy oraz ze moze zostaé zastosowany do barwienia IRNA
i tRNA zywych komorek.
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Ostatnim elementem dyskutowanym w rozprawie sg badania nad mechanizmami dostarczania
wewnatrzkomorkowego za posrednictwem szoku osmotycznego. Wyniki wskazujg, ze
efektywnos¢ dostarczania wzrasta wraz ze wzrostem wielko$ci polimeru budujagcego cisnienie
osmotyczne w rezimie splatania fancuchéw polimerowych. Splatanie tanicuchéw zapewnia lize
pecherzykow pinocytarnych i uwolnienie substancji do wnetrza komoérki.

Nalezy podkresli¢, ze zaprezentowane wyniki zaowocowaly opracowaniem odczynnika
Cell-IN, umozliwiajacego przekroczenie blon komoérkowych, ktéry stat sie przedmiotem
komercjalizacji w ICHF PAN, co zastuguje na duze uznanie.

Rozprawe koncza dwa rozdziaty: wnioski koncowe i podsumowanie, wskazujace
na najistotniejsze wyniki badan nad mechanizmami i efektywnoscig wnikania czasteczek
do komérki, formy w jakiej czasteczka wystepuje oraz jej st¢zenia, dystrybucji migdzy jagdrem
komérkowym a cytoplazma, a takze zaletami techniki FCS w badaniu internalizacji komorek.

3. Strona formalna i jezykowa

Praca ma przejrzystq strukture i logiczny uklad. Sklada si¢ z szesciu gltownych rozdziatéw,
obejmujqcych: wstep literaturowy, czes¢é metodologiczng, dyskusje wynikéw, wnioski koricowe,
podsumowanie oraz obszerng bibliografie zawierajgcq 187 pozycji literaturowych.
Dodatkowo, zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz stosowanych
skrotow. Wyniki badan z rozdziatu trzeciego zostaty zaprezentowane na 39 rycinach i w 26
tabelach.

Praca zostala napisana poprawnym, zrozumialym jezykiem naukowym. Tekst jest klarowny,
logiczny i wolny od powazniejszych uchybien redakcyjnych. W rozdziale 1, Autorka uzyta kilku
okreslen, tj. fotowypalanie, fotouszkodzenie materiatu oraz kompartmenty komoérki. W mojej
ocenie nalezaloby wuzy¢ sformutowania fotowybielanie (ang. fotobleaching) oraz
fotodegradacja materialu. Podobnie z ,kompartmentami komorki”, bardziej odpowiednie
byloby obszary subkomérkowe lub przedziaty komérkowe. Wskazane przyktady nalezy uznaé
za drobiazgi, ktore nie wptywaja na warto$¢ naukowsg pracy.

4. Oryginalno$¢ rozprawy

Rozprawa wnosi istotny wkiad w rozwoj wiedzy w zakresie nauk $cistych i przyrodniczych,
w dyscyplinie nauki chemiczne. Osiggni¢te wyniki sa dobrze udokumentowane i poparte
analizg literaturowa.

Do oryginalnych osiagni¢é Autorki z pewnoscig nalezy zaliczy¢ nowatorskie zastosowanie
techniki FCS do iloSciowej analizy terapeutykow do komorek nowotworowych, a takze
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uwzglednienie modelu nanolepkosci do oceny mobilnosci tych molekut w jadrze komérkowym
i cytoplazmie.

W badaniach nad mechanizmami wnikania terapeutycznych substancji wykazano, ze
akumulacja leku w jadrze nie zawsze koreluje z efektem terapeutycznym, co jest bardzo istotng
obserwacja w kontekscie projektowania systeméw dostarczania lekow i wskazuje, jak istotna
jest pelna charakterystyka loséw lekéw dostarczanych do zywych komérek.

W rozprawie zaprezentowano rowniez pierwsze iloSciowe analizy potwierdzajace obecno$é
biatka PARP1 (oraz jego kompleksu) nie tylko w jadrze komérkowych, ale takze w cytoplazmie
komérek HeLa i ujawnily réznice w lokalizacji biatka PARP1 migdzy komérkami nowotworu
raka szyjki macicy a potrdjnie ujemnym rakiem piersi.

Wsréd oryginalnych osiggnie¢ o duzej wartosci poznawczej nalezy wskazaé takze
zaproponowanie i zweryfikowanie mechanizmu wprowadzania substancji aktywnej
z wykorzystaniem rezimu splatania lancuchéw polimerowych oraz samo opracowanie
mechanizmu dostarczania terapeutykow za pomoca szoku osmotycznego.

Istotnym odkryciem jest takze wykazanie YO-PRO-1, jako selektywnego narze¢dzia
do barwienia tRNA i rybosoméw wewnatrzkomérkowo, daje to nowe mozliwosci w badaniach
dynamiki RNA w komérkach.

S. Uwagi i sugestie

Wyniki uzyskanych badan sg oparte w duzej mierze na technice FCS. Prosze zatem
0 uzupelnienie nast¢pujacych informacji:

e prosz¢ o wskazanie ograniczen techniki FCS, jakie nalezy uwzgledni¢ interpretujac
wyniki internalizacji w zywych komoérkach;

o jakie artefakty moga wystapié w pomiarach FCS i c¢zy mozemy je
minimalizowaé/ograniczaé?

Ponadto prosz¢ o wyjasnienie:

e dlaczego znakowany bewacizumab wykazuje efekt cytotoksyczny, a niewyznakowany
nie?
e jaka role pelnig onkosomy w opornosci na cytostatyki?
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6. Podsumowanie i wniosek koncowy

Podsumowujgc, rozprawa doktorska mgr inz. Anety Magiery, stanowi samodzielne, oryginalne
opracowanie naukowe, ktdre wnosi nowq wartos¢ poznawczq w dziedzinie nauk Scistych
i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki chemiczne .

W mojej ocenie praca spelnia wymagania okre$lone w art. 187 ust. 1 Ustawy z dnia 20 lipca
2018, Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 r., poz. 1571 ze zm.) oraz
w Regulaminie Warszawskiej Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i BioMedycznych.

Whnioskuje o dopuszczenie Pani mgr inz. Anety Magiery do publicznej obrony rozprawy
doktorskie;j.

Z uwagi na imponujgcy dorobek naukowy doktorantki oraz wysoki poziom naukowy
prezentowanych wynikéw i ich aplikacyjny charakter, wnioskuj¢ réwniez o wyrdznienie
rozprawy.
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