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RECENZJA
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Promotor prof. dr hab. inz. Ilony Wandzik
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Recenzja zostata opracowana na podstawie uchwaty
Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Slqskiej
z dnia 3 lipca 2024 i zlecenia Przewodniczacej Rady Dyscypliny
Nauki Chemiczne Prof. dr hab. inz. Doroty Neugebauer.

W ostatnich latach prowadzi sie coraz wiecej badan nad
nowymi systemami dostarczania lekdéw i substancji biologicznie
aktywnych, ktére maja na celu poprawe ich skutecznosci
farmakologicznej, przy zachowaniu odpowiedniego poziomu
bezpieczenstwa dla pacjentéw. W tym zakresie rozwijana jest
nanomedycyna, a wiec wykorzystanie nanotechnologii
i nanomateriatow, ktore dzieki swoim rozmiarom nanometrycznym
sq W stanie oddziatywa¢ z komérkami i tkankami na poziomie
molekularnym. Takie nanoobiekty mogg przenika¢é w sposéb
kontrolowany przez btony biologiczne do zmienionych chorobowo
komorek, dostarczajac leki, ktére sa np. nietrwate w sSrodowisku
biologicznym.

Pan mgr inz. Ali Maruf w swojej pracy doktorskiej podjat sie
opracowana nowych systemoéw dostarczania trehalozy do komoérek
i tkanek w celu stymulowania autofagii. Doktorant zatozyt w swojej
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pracy, ze poprzez odpowiedni dobdr sktadu substratow i warunkéw
syntezy bedzie w stanie otrzymaé nanozele polimerowe jako
potencjalne nosniki lekdw, w tym trehalozy. Uwazam wiec, ze wybor
tematyki rozprawy doktorskiej jest trafny, aktualny i wtasciwie
uzasadniony.

Praca doktorska pana Ali Marufa to cykl jednotematyczny
pieciu publikacji, ktére zostaty juz opublikowane w recenzowanych,
prestizowych czasopismach anglojezycznych o] zasiegu
miedzynarodowym i wysokim wspotczynniku oddziatywania (Journal
of Medicinal Chemistry, Molecules - 2 prace, Biomaterials Advances,
Journal of Nanobiotechnology). Czasopisma, w ktorych wydano
artykuty, s umieszczone na liscie Journal Citation Report a ich
wspoétczynnik oddziatywania IF wynosi od 4,6 do 10,2. Artykuty
zostaty opublikowane w latach 2022-2023; we wszystkich artykutach
Doktorant jest pierwszym autorem. Ponadto Doktorant jest
wspoéfautorem zgtoszenia patentowego. Tematem przewodnim
analizowanych prac s badania nad opracowaniem systemoéw
dostarczania trehalozy opartych na reagujacych na bodzce
nanoczgstkach hydrozelowych. Jednakze oprécz realizacji celu
gtdwnego udato sie autorowi wykaza¢ przydatnos¢ opracowanych
systemow jako nosnikdéw doxorubicyny i miRNA a takze rozwigzad
problemy praktyczne dotyczace znakowania fluorescencyjnego
opracowanych nanoczgstek, co pozwolilto na ich wizualizacje
i potwierdzenie aktywnosci biologicznej.

Tytut dysertacji doktorskiej “Trehalose releasing nanogels for
autophagy stimulation” zostat wiasciwie sformutowany i wskazuje, ze
praca dobrze wpisuje sie w dyscypline nauki chemiczne.

Oprocz zataczonych artykutow, streszczenia w jezyku polskimi
i angielskim, listy skrétow uzytych w pracy, dysertacja skrétowo
przedstawia cele badawcze i zakres pracy (1 strona) i przeglad
literatury (8 stron). Ponadto zawiera ona opis wynikéow (30 stron),
podsumowanie i wnioski (2 strony) oraz spis piSmiennictwa (w sumie



90 pozycji z czego 5 pozycji stanowig prace doktoranta ujete w cyklu
publikacji). Dofaczone =zostaty tez oswiadczenia doktoranta
potwierdzajace jego wkilad w powstanie 5 powyzszych artykutow
naukowych, potwierdzone dodatkowo przez promotora. Praca speftnia
wiec podstawowe wymagania ustawowe i zwyczajowe dla prac
doktorskich.

Nastepnie doktorant przedstawit liste swoich osiggniec
naukowych z ostatnich czterech lat, tj. gdy pracowatl nad swoim
doktoratem, w tym liste prezentacji konferencyjnych (9 wystgpien),
zgtoszenie patentowe, odbyte staze i przyznane nagrody, jak réwniez
aktywnos$é w charakterze recenzenta artykutéw. Podkresli¢ nalezy, ze
doktorant jest wspdtautorem 16 innych prac naukowych,
niezwigzanych z doktoratem, ktére byty opublikowane w latach 2018-
2022. Doktorant moze pochwali¢ sie wiec imponujgcym dorobkiem
jak na ten etap rozwoju naukowego.

W przegladzie literatury doktorant pokrétce opisat zagadnienia
dotyczace wykorzystania nanoczgstek jako systeméw dostarczania
lekow i uktadédw wspierajacych diagnostyke réznych choréb. Opisat
ich rodzaje, metody funkcjonalizacji oraz zamykania w nich lekdéw
i czastek biologicznie aktywnych. Dalej skupit sie na nanoczastkach
hydrozelowych (nanozelach) opisujagc metody ich syntezy, oraz
doniesienia literaturowe na temat wykorzystania do leczenia chordob
centralnego uktadu nerwowego. Nastepnie opisat role i wykorzystanie
trehalozy w technologii zywnosci i w zastosowaniach biomedycznych.
Wykazat, ze zgodnie z najnowszymi doniesieniami literaturowymi
trehaloza jest w stanie indukowac procesy autofagii, co moze by¢
zastosowane do leczenia réznych choréb, takich jak np. cukrzyca
typu 2, choroba Parkinsona, choroba Alzheimera. Problemem jest
jednak podatnos$¢ trehalozy na degradacje enzymatyczng, stad
uzasadniona wydaje sie jej enkapsulacja, aby mozna byto sterowad
jej uwalnianiem. Badania dotyczace enkapsulacji trehalozy sq
nowatorskie o czym $Swiadczy stosunkowo mata liczba
opublikowanych prac, ktére zaczety pojawiac sie w literaturze dopiero



w ostatnich kilku latach. Nie ma tez zgody w literaturze jaki jest
mechanizm stymulacji autofagii przez nanoczastki zatadowane
trehaloza. I tu nasuwa mi sie pytanie do dyskusji w czasie publicznej
obrony: Jaki mechanizm stymulacji autofagii przez nanoczgstki
zatadowane trehalozq - z kilku opisanych - jest wedtug doktoranta
dominujacy w Swietle jego studiow literaturowych
i przeprowadzonych badarn wtasnych?

W rozdziale zatytutowanym Wyniki (Results) autor najpierw
opisat rezultaty swoich badan nad syntezg nanozeli metodqg
fotoinicjowanej polimeryzacji wolnorodnikowej prowadzonej
w odwréconej emulsji. Bardzo podoba mi sie schemat, w ktérym
w syntetyczny sposdb na Rys 3B doktorant przedstawit kluczowe
parametry syntezy nanozeli i droge jakg przeszedt aby uzyskac probki
o0 najkorzystniejszych witasciwosciach. Wykazat sie przy tym wiedzg
i umiejetnosciami jak ksztattowac strukture tych nanozeli aby miaty
wilasciwosci kationowe lub anionowe. W tym celu przeprowadzit
badania nad enkapsulacja modelowych lekéw: doksorubicyny
w nanozelu anionowym i miRNA w nanozelu kationowym. W dalszej
czesci skupit sie juz na nanozelach zawierajacych trehaloze, ktoéra
bytaby kowalencyjnie zwigzana z matrycg polimerowa poprzez
wigzanie estrowe i np. mogtaby by¢ uwalniana pod wptywem zmiany
pH. Doktorant uzyskat nanozele o $rednicy od ok. 50 do ponizej 300
nm, stabilne koloidalnie, o kontrolowanym potencjale zeta (ujemnym
lub dodatnim), zaleznym od budowy fancuchéw polimerowych.
Opracowane nanozele stymulowaty autofagie warunkach in vitro i in
vivo.

W rozdziale Podsumowanie i wnioski (Summary and
conclusions) doktorant w sposéb syntetyczny podsumowat uzyskane
wyniki i stwierdzit, ze cechuje je duzy stopien nowatorskosci, z czym
jako recenzentka w zupetnosci sie zgadzam.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze ta cze$¢ pracy
doktorskiej mgr. inz. Ali Marufa zostata bardzo dobrze zredagowana
i nie mam do niej zastrzezen.



Teraz chciatabym odnies¢ sie do zataczonych artykutow
doktoranta, ktore stanowig cykl publikacji.

W publikacji 1, przegladowej, pt. Trehalose-Bearing Carriers to
Target Impaired Autophagy and Protein Aggregation Diseases. J.
Med. Chem. 2023, 66, 15613—15628. DOI: 10.1021/acs.jmedchem.
3c01442, (IF2022 = 7.300, MEIN = 200 pkt.) doktorant przedstawit
stan wiedzy na temat nanonosnikéw trehalozy, w ktorych jest ona
albo chemicznie skoniugowana albo zaenkapsutowana fizycznie
i wykazat, ze takie formulacje mogq w przysziosci poprawic
skuteczno$¢ terapii chordéb, ktorych przyczyng sq zaburzone
mechanizmy autofagii. W koncowej czesci artykutu nakreslit dalsze
kierunki badawcze w tym zakresie, ktére z jednej strony powinny
udowodnié¢ skuteczno$¢ i bezpieczenstwo nanonosnikow trehalozy,
a z drugiej strony mozliwos¢ ich sterowanego dostarczania np.
przekraczania bariery krew-modzg w leczeniu choréb
neurodegeneracyjnych a takze selektywnego oddziatywania jedynie
na komorki i tkanki zmienione chorobowo.

W publikacji 2, pt. pH and Reduction Dual-Responsive
Nanogels as Smart Nanocarriers to Resist Doxorubicin Aggregation
Molecules. 2022, 27, 5983. DOI: 10.3390/molecules27185983.
(IF2021 = 4.927, MEIN = 140 pkt.) doktorant opisat rezultaty badan
wiasnych nad opracowaniem degradowalnych anionowych nanozeli
akrylowych reagujacych na bodzce. Autor zaprojektowat strukture
polimeru w taki sposéb aby umozliwi¢ jego oddziatywanie
elektrostatyczne z dodatnio natadowana doksorubicyng i wysoka
efektywnos$¢ enkapsulacji. Ponadto zatozyt, ze lek bedzie uwalniat sie
preferencyjnie przy obnizonym pH i podwyzszonym stezeniu
glutationu, a wiec w srodowisku typowym dla guza nowotworowego.
Postawiona przez niego hipoteza zostata zweryfikowana
eksperymentalnie i potwierdza jego kompetencje w zakresie syntezy
polimerdw i ich przetwarzania w nanoczastki.

W publikacji 3 pt. Simple Synthesis of Reduction-Responsive
Acrylamide-Type Nanogels for miRNA Delivery. Molecules. 2023, 28,
761, DOI: 10.3390/molecules28020761. (IFz022 = 4.600, MEIN = 140



pkt.), doktorant potwierdzit kolejny raz swoje kompetencje
w zakresie syntezy polimerdéw, tym razem opracowujac degradowalne
kationowe nanozele akrylamidowe. W tym przypadku opracowane
polimery byty w stanie oddziatywac¢ elektrostatycznie z ujemnie
natadowanymi oligonukleotydami i zostaty przetworzone w postac
nanozeli zatadowanych miRNA. Opracowane nanozele byty
pochtaniane przez komodrki nowotworowe, co wskazuje na ich
potencjat w kontekscie terapii raka.

Prace nad opracowaniem nanozeli akrylowych zatadowanych
trehalozg doktorant opisat w kolejnym swoim artykule, mianowicie
w publikacji 4 pt. Trehalose-releasing nanogels: A step toward
a trehalose delivery vehicle for autophagy stimulation. Biomater. Adv.
2022, 138, 212969. DOI:10.1016/j.bioadv.2022.212969 (poprzednia
nazwa czasopisma Mater. Sci. Eng. C z IF2021 = 7.328, MEIN = 140
pkt). W pracy tej opréocz doktadnego zaprojektowania struktury
polimeru zastosowat bardzo eleganckie podejscie modyfikujac
trehaloze aby poprawi¢ jej kompatybilnos¢ z matryca hydrozelowa.
Jego badania wykazaty, ze opracowane nanozele cechuje wysoki
wspotczynnik zatadowania trehaloza (niemal 60%). Nanozele tworzg
stabilne emulsje rowniez w sSrodowisku wzbogaconym w surowice
i uwalniajq trehaloze w sposob kontrolowany, zalezny od ich skfadu
chemicznego i zatadowania. Przeprowadzone badania wykazujg, ze
najbardziej obiecujgca formulacja nie byta cytotoksyczna wzgledem
komorek srdédbtonka, nie wykazywata wiasciwosci hemolizujacych
wzgledem erytrocytow ale miata wtasciwosci sprzyjajace autofagii, co
stwierdzono w badaniach na modelach dania prgzkowanego i larwy
muszki owocowej Drosophila melanogaster.

Ostatnia praca z cyklu publikacji pt. Nanogels with covalently
bound and releasable trehalose for autophagy stimulation in
atherosclerosis. J.  Nanobiotechnol. 2023, 21, 472. DOI:
10.1186/512951-023-02248-9 (IF2022 = 10.200, MEIN = 140 pkt.)
prezentuje badania nad wykorzystaniem nanozeli z trehalozg
w kierunku usuwania ztogdw miazdzycowych w naczyniach
krwionosnych. Autor wykazal, ze opracowane przez niego nanozele



zawierajace niemal 60% kowalencyjnie zwigzanej trehalozy maja
wielkos¢ ok. 50-60 nm, tworzg stabilne emulsje w s$rodowisku
wodnym wzbogaconym w biatka osocza, dzieki czemu mogq by¢
podawane dozylnie, zapewniajg kontrolowane, jednorodne uwalnianie
trehalozy, a takze nie wykazujg dziatania hemolizujacego na
erytrocyty. Przeprowadzone badania na modelu mysim wykazaty, ze
opracowane formulacje sg w stanie zredukowa¢ nawet o 60%
wielkos$¢ ptytki miazdzycowej.

Po zapoznaniu sie z dysertacjg nasuwa mi sie drugie pytanie
do dyskusji w trakcie publicznej obrony: Jakie kolejne badania
powinny by¢ przeprowadzone, aby dostarczy¢ dalszych dowoddw na
aktywnos¢ biologiczng, bezpieczenstwo i skutecznos¢ opracowanych
przez niego nanozeli z trehaloza w dwdch aplikacjach
przedstawionych w artykutach 4 i 5, czyli w leczeniu np. chordb
centralnego uktadu nerwowego i leczeniu miazdzycy?

Stwierdzam, ze dysertacja doktorska pana mgr. inz. Ali Marufa
pt. U Trehalose releasing nanogels for autophagy stimulation” bardzo
dobrze wpisuje sie w dyscypline nauki chemiczne, gdyz dotyczy
opracowania metody otrzymywania nowej generacji nowych
nanosystemow dostarczania trehalozy do komoérek i tkanek zdolnych
do stymulowania autofagii, co moze by¢ wykorzystane do leczenia
choréb takich jak nowotwory czy miazdzyca, a w przysztosci réwniez
choréb neurodegeneracyjnych. Autor dodatkowo wykazat, ze poprzez
odpowiednie zaprojektowanie struktury tancucha polimerowego jest
w stanie otrzymac¢ nanozele kationowe lub anionowe, ktére bedg
nadawaty sie do dostarczania innych lekéw. Rozprawa spetnia tez
wymagania stawiane rozprawom doktorskim wg. Ustawy z dnia 3
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. poz.
1669, z podzn. zm.). Praca doktorska oraz artykuty naukowe
stanowigce cykl publikacji zostaty przygotowane bardzo starannie
i cechuje je bardzo wysoka jako$¢ naukowa. Dodatkowo, to ze
zostaty opublikowane w bardzo dobrych czasopismach dowodzi, iz



przeszty juz wnikliwy proces recenzji a nawet zdobyty uznanie

srodowiska naukowego objawiajace sie cytowaniami.

W zwigzku z powyzszym wnosze O przyjecie rozprawy
doktorskiej oraz dopuszczenie pana mgr. inz. Ali Marufa do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora. Biorgc pod uwage
nowatorskie podejscie doktoranta do tematu oraz koncowy efekt
polegajacy na udowodnieniu potencjatu aplikacyjnego otrzymanych
nanformulacji, a takze upowszechnienie swoich wynikédw w postaci
artykutow w bardzo dobrych czasopismach - wnosze o wyrdznienie

rozprawy.
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