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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr. Aliego Marufa
pt.: , Trehalose releasing nanogels for autophagy stimulation”

Podstawa przygotowania recenzji i informacje ogdlne dot. pracy doktorskiej

Niniejsza recenzja zostata przygotowana w odpowiedzi na pismo prof. dr hab. inz. Doroty Neugebauer,
Przewodniczacej Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Slaskiej, z dnia 3 lipca 2024 r., informuja-
ce o powotfaniu mnie poprzez Rade Dyscypliny Nauki Chemiczne na recenzenta rozprawy doktorskiej

pana mgr. Aliego Marufa.

Przedtozona do recenzji praca doktorska pana mgr. Aliego Marufa pt.: , Trehalose releasing nanogels for
autophagy stimulation” przygotowana zostata na Wydziale Chemicznym Politechniki Slaskiej, pod kie-

runkiem prof. dr hab. inz. llony Wandzik. Promotorem pomocniczym byta dr inz. Matgorzata Milewska.

Rozprawa doktorska obejmuje badania nad otrzymywaniem, funkcjonalizacjg oraz wtasciwosciami fizy-
kochemicznymi i biologicznymi nanozeli polimerowych do stymulowania autofagii - procesu ,,samo-

oczyszczania” komoérek z nieprzydatnych i szkodliwych komponentow.
Omowienie uktadu pracy i jej ocena formalna

Praca doktorska zostata przedstawiona w formie jednotematycznego cyklu pieciu publikacji (oznaczo-
nych P1-P5), z czego cztery to publikacje z badan wtasnych, a jedna to artykut przeglagdowy. Rezultatem
badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej jest rowniez zgtoszenie patentowe w Urzedzie
Patentowym RP. W przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej zamieszczono kolejno nastepujace roz-
dziaty: streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis tresci, wykaz uzytych skrétéw i liste publikacji
stanowigcy podstawe jej przygotowania. Nastepnie, po przedstawionym celu pracy doktorskiej, mozna

wyszczegdlnié trzy gtdéwne rozdziaty: wprowadzenie literaturowe, oméwienie wynikdw badan, odnosza-
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ce sie do monotematycznego cyklu publikacji stan oraz wnioski i podsumowanie. Na koncu znajduje sie
bibliografia(90 pozycji literaturowych) i dorobek naukowy Doktoranta. Integralng czescig pracy sg

oswiadczenia doktoranta i promotora o udziale wspoétautoréow publikacji, a takze kopie publikacji P1-P5.

W opisie celu pracy Autor uzasadnit potrzebe poszukiwania nowych rozwigzan syntetycznych do budowy
nanonosnikdow polimerowych, umozliwiajgcych dostarczanie do komérek trehalozy - disacharydu wspie-
rajgcego proces autofagii. Gtdwne cele pracy, jakimi byto otrzymanie i wszechstronna charakterystyka
wielofunkcyjnych uktadéw nanozelowych, zdolnych do tworzenia wigzan kowalencyjnych z réznymi cza-
steczkami (bio)aktywnymi, zostaty jasno sformutowane i pozwolity czytelnikowi zapozna¢ sie z zatoze-
niami pracy, ktdérej istotg byto ich potencjalne wykorzystanie w systemach kontrolowanego dostarczania
lekéw. Gtéwne czesci pracy doktorskiej zostaty podzielone na rozdziaty ze scisle uporzadkowang trescia.
Pierwszy z nich zawierat wstep teoretyczny, logicznie zaplanowany i adekwatny do zagadnienia. Przed-
stawione w dalszej czesci wyniki badan uzyskane przez Doktoranta ujete zostaty przejrzyscie, wraz z
odniesieniami do odpowiednich publikacji. Zwiernczeniem rozprawy byto precyzyjne okreslenie wnio-
skow i wytypowanie grupy koloidalnie stabilnych, nietoksycznych nanozeli o znacznej zawartosci treha-
lozy, ktére najefektywniej uwalniaty ten zwigzek w okreslonym pH, wptywajac w ten sposéb na modelo-

we procesy autofagii.

Praca zostata napisana w jezyku angielskim. Jezyk rozprawy pod wzgledem merytorycznym i stylistycz-
nym jest niezwykle dojrzaty. Nalezy nadmieni¢, ze Autorowi prawie catkowicie udato sie unikna¢ litero-

wek, co swiadczy o naprawde wielkiej starannosci przy edycji pracy.
Omowienie istotnosci badan

Tematyka podjetych przez Autora badan jest bardzo interesujgca, w tym zaréwno pod wzgledem synte-
tycznym, jak i istotna ze wzgledu na potencjalne zastosowanie uzyskiwanych materiatéw polimerowych
do kontrolowanego dostarczania i uwalniania substancji bioaktywnych. Podstawowym celem pracy pana
mgr. Aliego Marufa byto takie zaprojektowanie struktur nanozeli na poziomie molekularnym, aby spetniaty

one co raz to wieksze wymagania stawiane polimerowym nosnikom lekéw.

Wyzwania stawiane przez nowoczesng nanomedycyne systemom dostarczania lekéw (DDS) to m.in.
rozmiar nosnika, tworzenie biokompatybilnych systemoéw polimerowych, stabilnos$¢ in vivo, rownomier-
na dystrybucja leku i jego doktadne uwalnianie w miejscu docelowym. Waznym aspektem jest rowniez
rodzaj interakcji miedzy polimerem a substancjg aktywng, co w konsekwencji wptywa na szybkos¢ i sku-
tecznosc jej podawania. W wiekszosci przypadkéw polimerowych DDS, leki sg ,,uwiezione” przez fizyczng
enkapsulacje wewnatrz nosnika. Jednak brak jednorodnosci dystrybucji leku w nosniku polimerowym i
staba kontrola ilosci zatadowanej substancji mogg wptywac na jego stabilnos¢ i skutecznos¢ transferu
leku. Immobilizacja chemiczna (koniugacja) substancji czynnych z polimerami za pomocg np. wigzan

kowalencyjnych lub jonowych wydaje sie by¢ korzystniejsza niz enkapsulacja fizyczna. Tworzenie stabil-



nych wigzan miedzy przenoszonymi farmaceutykami a polimerem zapobiega niepozgdanej migracji sub-

stancji wewnatrz nosnika i zapewnia kontrole nad iloscig wprowadzanego leku.

Zaletg nanozeli, bedacych przedmiotem tej rozprawy, w poréwnaniu do innych systeméw polimero-
wych, jest to, ze oferujg one idealne tréjwymiarowe srodowisko dla biomolekut. Ich zdolno$é do pochta-
niania duzych ilosci wody, porowata struktura, stabilnos¢ osiggana dzieki usieciowaniu i mozliwos¢ mo-
dyfikacji sprawiajg, ze sg idealnymi kandydatami dla DDS. Znaczny stopien zatadowania nanozelu mozna
osiggnaé w stosunkowo tagodnych warunkach, zachowujgc aktywnos$é biologiczng labilnych lekéw i bio-
makroczgsteczek. Wszystkie te unikalne witasciwosci nanozeli wzbudzity rosngce zainteresowanie ich
wykorzystaniem w wielu obszarach biologii i medycyny. Niektdre z uzyskanych uktadéw petnig kilka
funkcji jednoczesnie, np. umozliwiajg precyzyjny transport leku do danego miejsca lub umozliwiajg dia-
gnostyke schorzenia. Mozliwosci otrzymywania takich spersonalizowanych materiatéw sg niezwykle
inspirujgce dla chemikéw zajmujgcych sie polimerami do zastosowan medycznych. Wielu badaczy,
wspotpracujgcych w dalszych etapach badan ze specjalistami z zakresu biologii i medycyny zauwaza jed-
nak, ze juz niewielkie zmiany wtasciwosci fizykochemicznych opracowywanych nosnikéw polimerowych,
wywotane procesami agregacji w $rodowiskach wodnych zawierajgcych réznego typu dodatki, mogg
znaczaco wptynaé na uzyskiwane wyniki w procesach tadowania i uwalniania substancji aktywnej, a tak-

ze mie¢ wptyw na przezywalnos¢ komérek w obecnosci nosnika.

To wifasnie w tym miejscu pojawia sie istotnos¢ badan podjetych przez Doktoranta. Zaprojektowanie
skutecznie dziatajgcego nanonosnika polimerowego do transportu i uwalniania w odpowiednich warun-
kach substancji o dziataniu terapeutycznym, jak réwniez doktadne scharakteryzowanie uzyskanych na-
nozeli, nie tylko w wodzie ale przede wszystkim w mediach stosowanych w testach biologicznych, sta-
nowito z catg pewnoscig duze wyzwanie. Znalezienie odpowiednich korelacji pomiedzy wielokierunkowa
funkcjonalizacjg uzyskiwanych nanostruktur, a ich wtasciwos$ciami w roztworze i aktywnoscig biologiczna
pokazaty w rezultacie, jak wiele czynnikow moze mie¢ wptyw na uzyskanie nietoksycznego nosnika o
wydajnym dziataniu. Takie podejscie jest niezwykle cenne, a otrzymane wyniki, w duzej mierze interdy-
scyplinarnych badan, opublikowane w cyklu prac wnoszg istotny wktad z punktu widzenia zaréwno nauk

podstawowych jak i przysztych aplikacji.
Omoawienie i ocena zawartosci merytorycznej

We wprowadzeniu literaturowym Autor zawart zaréwno najwazniejsze informacje dotyczace wykorzy-
stania réznego typu nanoczgstek do dostarczania lekdw, z szczegdlnym uwzglednieniem nanozeli, jak i
skupit sie na gtdéwnym problemie badawczym jakim jest efektywne dostarczenie do komdrek za pomoca
wybranych nosnikéw trehalozy, ktéra okazuje sie by¢ niezwykle obiecujgcym zwigzkiem wspierajgcym
proces autofagii. Szczegétowy opis danych literaturowych dotyczacych no$nikéw tego zwigzku, jak i moz-
liwosci jego wykorzystania do leczenia réznego typu schorzen, w tym chordb neurodegeneracyjnych,

autor przedstawit z kolei w publikacji przeglagdowej P1. Na podstawie analizy tej czesci pracy mozna zde-
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cydowanie stwierdzi¢, ze badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej s3 w petni uzasadnione i no-

watorskie.

W nastepnej czesci Doktorant przedstawit wyniki badan wtasnych, zawarte w cyklu publikacji stanowig-
cych osiggniecie naukowe (P2-P5), wraz z ich dyskusjg. Czes$¢ ta obejmuje wyniki, mozna powiedzieé
»wstepne”, dotyczgce opracowania warunkdw syntezy nanozeli polimerowych metoda fotoinicjowanej
wolnorodnikowe] polimeryzacji prowadzonej w odwrdconej emulsji. Nanozele postuzyty jako nosniki
wybranego modelowego leku — doksorubicyny (DOX) (praca P2) i do otrzymywania tzw. poliplekséw
poprzez kompleksowania kwasu nukleinowego miRNA (praca P3). Doktorant zademonstrowat prostg i
wydajng metode przygotowania anionowych lub kationowych nanozeli N,N-dimetylakrylamidu zdolnych
do elektrostatycznych oddziatywan odpowiednio z chlorowodorkiem DOX lub grupami grup fosforano-
wymi miRNA. Skupit sie na optymalizacji warunkéw otrzymywania uktadéw nanozelowych, badajac jak
wptywa sktad komonomerdéw na wiasciwosci uzyskanych struktur, takie jak rozmiar i sktonnosé do agre-
gacji w roztworach wodnych. Opracowane wyniki syntetyczne stanowity podstawe do przeprowadzenia
dalszych badan w celu uzyskania nanozeli z chemicznie skoniugowang trehalozg. Rezultaty tych badan
zostaty przedstawione w pracach P4 i P5. Bardzo istotne i ciekawe dla potencjalnego zastosowania
otrzymywanych materiatow byto wykorzystanie do otrzymywania takich nanozeli (met)akrylanowych
monomerdw z wbudowang w ich strukture trehalozg, co umozliwito jej pdzniejsze uwalnianie w odpo-
wiednich warunkach srodowiska. Doktorant bardzo szczegétowo zbadat jak rézny sktad komonomeréw
wptywa na wtasciwosci fizykochemiczne nanozeli i szybkos$é uwalniania trehalozy. Wyznaczyt rozmiary
nanozeli, wartosci potencjatu zeta, zbadat ich zachowanie w roztworach wodnych i co wazne zbadat ich
stabilnos¢ w mediach stosowanych w testach biologicznych. Tak zaplanowane podejscie do badan po-
zwolito Doktorantowi na znalezienie optymalnego sktadu nanozelu i wykorzystania go do badan biolo-
gicznych. Uzyskane rezultaty jasno pokazaty, ze docelowe systemy nanozelowe pozwalajg na wydtuzone
uwalnianie trehalozy w pH=7,4. Co wazne, badania na liniach komérkowych i ocena aktywnosci uwal-
nianej z nanozeli trehalozy w procesie autofagii na wybranych organizmach stanowig w pracy doktor-

skiej doskonaty dodatek pozwalajgcy na potencjalne wykorzystanie takich nanozeli w medycynie.

Pan mgr Ali Maruf wykazat sie bardzo duzg wiedza, zaréwno teoretyczng, jak i praktyczng co znalazto
swoje odbicie w odpowiednim zaplanowaniu badan i ich systematycznej realizacji. Wszystkie rezultaty
prac zostaty zebrane w jasny dla czytelnika sposéb, a wyprowadzone wnioski zostaty poparte poprzez
szczegdtowg charakterystyke. Na wielkie uznanie zastuguje imponujgca liczba wykonanych syntez i
szczegdtowa charakterystyka uzyskanych nosnikéw polimerowych. W swoich badaniach Doktorant wy-
korzystat miedzy innymi nowoczesne metody analityczne, w tym techniki rozpraszania swiatta, przepro-
wadzat testy cytotoksycznosci i hemokompatybilnosci oraz przygotowywat prébki do badan mikrosko-
powych. Co wazne, uzyskane w pracy wyniki zostaty ze sobg doktadnie skorelowane, pomimo jej wielo-

watkowosci i co z tym zwigzane bardzo duzej liczby przeprowadzonych eksperymentéw. Chce podkre-
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§li¢, ze taka analiza stanowi bardzo duze osiggniecie, ktére pozwolito na wytypowanie najbardziej efek-

tywnych systemow nanozelowych, ktédre mogg by¢ przekierowane do dalszych badan.

Rezultaty przeprowadzonych prac ukazaty sie w czterech bardzo dobrych artykutach. O nowatorstwie i
innowacyjnosci badan swiadczy rowniez fakt ich dofinansowania ze srodkéw Narodowego Centrum Na-
uki i Narodowej Agencji Wymiany Akademickiej. Podsumowujgc, w mojej ocenie przedstawiona rozpra-
wa doktorska stanowi bardzo wartosciowe osiggniecie naukowe, zawierajace istotne elementy nowosci

naukowej.

W wyniku analizy pracy, niezaleznie od mojego uznania dla wysokiej wartosci merytorycznej, chciatabym

poprosi¢ Doktoranta o wyjasnienie kilku fragmentéw dyskusyjnych:

e We wprowadzeniu literaturowym, w rozdziale 2.1, na stronie 10 Autor podsumowuje: ,However,
despite extensive research on the development of nanocarriers, their presence in the market remains

limited.” Uwazam, ze warto by byto wyjasni¢ dlaczego dostepnosé takich produktdw jest ograniczona.

e W publikacji P3, w abstrakcie pojawia sie stwierdzenie, zdaniem recenzenta wymagajgce dopre-
cyzowania: ,Successful miRNA loading was confirmed by dynamic light scattering (DLS) and electro-
phoretic light scattering (ELS) measurements.” Czy zdaniem Doktoranta zmiana srednicy hydrodyna-
micznej i potencjatu zeta jest bezposrednim dowodem skompleksowania kwasu nukleinowego z na-

nozelem?

e Str. 22, publikacja P3 - dlaczego do badan wybrano stosunek grup aminowych polimeru do fosfora-
nowych kwasu nukleinowego N/P zakresie od 2 do 10? Czy N/P=10 to stosunek przy ktérym nastgpito
catkowite zwigzanie kwasu z polimerem? Skuteczng metoda oceny efektywnosci petnego skomplek-
sowania kwasu nukleinowego z polimerem kationowym jest elektroforeza na zelu agarozowym, ktdra
pozwala precyzyjnie okresli¢ warto$é N/P, przy ktorej zanika prazek migrujgcego (niezwigzanego z po-
lipleksem) kwasu nukleinowego. Czy taka analiza zostata przeprowadzona? Obecnos$¢ w prébce za-
réwno wolnego (nieskompleksowanego) kwasu nukleinowego, jak i nadmiaru polimeru kationowego

moze miec znaczenie dla wynikéw transfekcji komorek z wykorzystaniem takiego wektora.

e Autor pracy wykazat, ze zsyntetyzowane przez niego nanozele skutecznie uwalniajg kowalencyjnie
zwigzang trehaloze, w PBSie w 37 °C. Czy te warunki mozna odnies¢ do warunkéw przeprowadzenia

eksperymentu in vivo, w ktérym indukowano z wykorzystaniem takich nanozeli proces autofagii?

e - Czy dla proponowanych systeméw nanozelowych sensowne bytoby rozwazenie wprowadzenia in-

nych monomerdéw lub dodatkéw w celu poprawy ich stabilnosci?

e W niektérych miejscach jezyk rozprawy mogtby byé bardziej skoncentrowany na indywidualnym
wktadzie kandydata. Zawiera kilka niepotrzebnych okreslen, takich jak ,,we hypothesize” (strona 15)

lub ,,our group” na stronach 24 i 25.



Chce podkresli¢ tutaj, ze moje uwagi i spostrzezenia w najmniejszym stopniu nie podwazajg wartosci

merytorycznej pracy.

Whioski kornicowe

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze dobdr prac stanowigcy jednotematyczny cykl publikacji zostat dokonany
spéjnie i logicznie. Przedstawiona rozprawa doktorska pana mgr. Aliego Marufa obejmuje bardzo istotne
zagadnienia badawcze z zakresu nowoczesnych materiatéw polimerowych o duzym potencjale aplika-
cyjnym w biologii i medycynie. Uwagi zawarte w recenzji dotyczg spraw drugorzednych lub majg wytgcz-
nie charakter dyskusyjny i nie podwazajg wartosci osiggnietych i ujetych w pracy wynikdéw, dlatego prace
doktorskg mgr. Aliego Marufa oceniam pozytywnie.

Chciatabym réwniez podkresli¢ wyrdzniajacy dorobek naukowy Doktoranta, ktory jest wspodtautorem
ponad dwudziestu publikacji, w tym pieciu publikacji zwigzanych bezposrednio z pracg doktorska, z kté-
rych w czterech jest pierwszym autorem. Prace te ukazaty sie w bardzo dobrych czasopismach recenzo-
wanych. Jest rdwniez wspdtautorem zgtoszenia patentowego, gtéwnym wykonawcy projektu finanso-
wanego ze zrédet NCN i laureatem wielu stypendiéw naukowych i nagréd. Taki dorobek w petni po-

twierdza dojrzato$¢ naukowg Doktoranta.

Stwierdzam, ze przedstawiona praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz po-
twierdza ogdlng wiedze teoretyczng i praktyczng kandydata w dyscyplinie naukowej Nauki Chemiczne
wraz z umiejetnosciami samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Praca spetnia formalne wymaga-
nia stawiane przewodom doktorskim i warunki okre$lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. -
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce w odniesieniu do rozpraw doktorskich. W zwigzku z tym wnosze
do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Slaskiej o dopuszczenie pana mgr. Aliego Marufa do

dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Ponadto, w kontekscie osiggnie¢ badawczych udokumentowanych w rozprawie, a takze z uwagi na wy-
rdzniajacy sie dorobek naukowy Doktoranta wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki
Slaskiej o rozwazenie wyrdznienia rozprawy. Wniosek o wyréznienie uzasadniam przede wszystkim bar-
dzo wysoka jakoscig merytoryczng przedstawionej pracy. Rozprawa zawiera elementy nowosci nauko-
wej i wnosi istotny wktad w rozwdj dyscypliny nauki chemiczne w obszarze badan nad syntezg i poten-
cjalnym zastosowaniem materiatéw bazujgcych na nanozelach polimerowych w kontrolowanym dostar-

czaniu lekow.
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