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RECENZJA

wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego dr Annie Florczak-Substyk

w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne

Recenzje sporzadzono na podstawie zatagczonych dokumentéw wnioskodawcy i Uchwaty nr
2/2025 Kapituty Kolegium Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu z dnia 23 stycznia 2025 roku w sprawie powotania komisji
habilitacyjnej w postgpowaniu habilitacyjnym dr n. med. Anny Florczak-Substyk
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne.

Stwierdzam, ze przedstawione do recenzji dokumenty przygotowano wedlug wymogow ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. art. 219 (Dz. U. z 2023 r. poz.
742, ze zm.).

1. Przebieg edukacji i kariery zawodowej

Dr n. med. Anna Florczak-Substyk ukonczyta studia wyzsze na Uniwersytecie
Przyrodniczym im. Augusta Cieszkowskiego w Poznaniu na Wydziale Rolniczym uzyskujac
tytul magistra inzyniera biotechnologii w 2009 roku na podstawie wyrdznionej pracy
magisterskiej pt. ,,Wybrane czynniki apoptotyczne u chorych z padaczka leczonych lekami
przeciwpadaczkowymi”. Stopien doktora nauk medycznych w zakresie biologia medyczna
uzyskata na Wydziale Lekarskim II, Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w  Poznaniu w 2015 roku na podstawie wyrdéznionej rozprawy doktorskiej, pt.
Biodegradowalne jedwabne bionanokompozyty (SBC) do terapii celowanej i diagnostyki
NOWotworow”

W latach 2010-2014 dr Anna Florczak-Substyk byta stuchaczem studium doktoranckiego
w Centrum Nanobiomedycznym na Wydziat Fizyki Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu. W latach 2014-2018 zostata zatrudniona jako asystent w Zaktad Immunologii
Nowotwordw, Katedra Biotechnologii Medycznej na Uniwersytecie Medycznym im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu. Od 2015 jest zatrudniona na stanowisku adiunkta w Zaktadzie
Immunologii Nowotwordéw, Katedry Biotechnologii Medycznej na Uniwersytecie Medycznym
im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu.



2. Ocena osiggniecia naukowego

Zgloszone przez dr Anne Florczak-Substyk osiagnigcie naukowe stanowiace podstawe
do ubiegania o nadanie stopnia doktora habilitowanego, stanowi cykl czterech powigzanych
tematycznie artykutow naukowych pod wspdlnym tytulem ,,Ukierunkowany system
dostarczania lekéw na bazie funkcjonalizowanego jedwabiu pajeczego w terapii nowotworow
piersi”. Prace te zostaty opublikowane w latach 2018-2020 w czasopismach: Journal of
Biomedical Materials Research Part A; International Journal of Nanomedicine; Journal of
Nanobiotechnology (2 artykuty). Laczny wspdlczynnik oddziatywania (IF) zgloszonych do
postgpowania habilitacyjnego prac wynosi 29,206 (455 pkt MNiSW). W trzech artykutach dr
Anna Florczak-Substyk jest pierwszym autorem a w jednym drugim. Zalaczone do
dokumentacji o$wiadczenia wspotautoréw potwierdzaja wiodaca role Habilitantki
w opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu i wykonaniu zdecydowanej wigkszosci
eksperymentow, analizie statystycznej wynikdw, przygotowaniu figur i tekstow
manuskryptow.

Gtownym celem badawczym dr Anny Florczak-Substyk, realizowanym w ramach
osiagnigcia zgloszonego do postgpowania habilitacyjnego, byto opracowanie i rozwoj systemu
umozliwiajacego selektywne dostarczanie substancji czynnych do wybranych komorek
nowotworowych.

Na poczatku merytorycznego omowienia swojego osiagnigcia naukowego dr Anna
Florczak-Substyk podkresla znaczenie problematyki, ktorg podjeta w swoich badaniach,
koncentrujac si¢ na nowoczesnych strategiach leczenia chorob nowotworowych. Szczegolng
uwage poswigca zagadnieniu precyzyjnego dostarczania lekéw do komodrek za pomoca
nosnikéw. Habilitantka przedstawia rowniez zalety wykorzystania bioinzynierowanych biatek
jedwabiu jako innowacyjnych systemow transportujgcych doksorubicyne do komorek
nowotworowych charakteryzujacych si¢ nadekspresja receptora Her2.

W publikacji pt. “Optimization of spider silk sphere formation processing conditions to
obtain carriers with controlled characteristics” Habilitantka podjeta si¢ opracowania nowej
metody wytwarzania i oczyszczania nosnikow lekow, sfer zbudowanych z biatek jedwabiu o
okreslonym rozmiarze i zdolnosci do rozpoznawania receptoréw komdrkowych. Opracowana
metoda pozwolita na uzyskanie sfer o optymalnych wtasciwosciach do celéw biomedycznych

oraz na automatyzacj¢ i istotne skrocenie procesu produkcji. Ponadto Habilitantka
przetestowala otrzymane preparaty nosnikéw wykorzystujac testy biologiczne oparte na Her2-
pozytywnych komorkach nowotworowych (SKBR3, SKOV3) i wykazala, ze

funkcjonalizowane sfery wiazaly si¢ selektywnie oraz byly internalizowane przez komorki z
nadekspresja receptora Her2. Habilitantka pokazuje w tej pracy, ze nowa metoda wytwarzania
i oczyszczania sfer nie zaburzala aktywnosci domeny funkcyjnej i zdolnosci rozpoznawania
receptorow komorkowych przez funkcjonalizowane jedwabne nosniki.

W drugiej publikacji pt. ,,Cellular uptake, intracellular distribution and degradation of
Her2-targeting silk nanospheres.” dr Anna Florczak-Substyk przeprowadzita badania nad
mechanizmem odpowiedzialnym za wychwyt, wewnatrzkomérkowy transport oraz degradacije
jedwabnych nanosfer wigzacych si¢ do receptora Her2 w komérkach nowotworowych. Wyniki
Habilitantki dostarczyly dowodow na stopniowa akumulacj¢ jedwabnych sfer w lizosomach po
ich wniknieciu na drodze endocytozy do komérki oraz wykazaty kluczowg role lizosoméw w
enzymatycznej degradacji jedwabnych nanoczastek w zywych komorkach. Przy uzyciu
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cytometrii przeptywowej oraz mikroskopii konfokalnej oraz inhibitorow endocytozy
Habilitantka udowadnia, Ze jedwabne sfery byly pobierane przez komoérki na drodze
endocytozy zaleznej od klatryny i kaweoliny, a nastgpnie byly kierowane do lizosomow.
Ponadto pokazuje, ze szlak wydzielniczy z udziatem egzosomoéw nie byt zaangazowany w
usuwanie funkcjonalizowanych jedwabnych sfer z komorek.

W trzeciej publikacji pt. ©* Drug affinity and targeted delivery: double functionalization
of silk spheres for controlled doxorubicin delivery into Her2-positive cancer cells.”
Habilitantka przedstawita wyniki doswiadczen, w ktorych otrzymata nanoczastki jedwabiu
o ulepszonych wiasciwosciach fadowania i uwalniania leku przez potaczenie dwbch typow
jedwabiu, funkcjonalizowanych dwoma peptydami. Peptyd H2.1 nadawal sferom
specyficznosé, a peptyd DOX zwigkszat poziom tadowania doksorubicyny przy jednoczesnym
zmniejszeniu uwalniania leku w krwiobiegu. Dzieki temu sfery skuteczniej dostarczaly lek do
docelowych komorek.

W czwartej publikacji pt. "Functionalized silk spheres selectively and effectively deliver
a cytotoxic drug to targeted cancer cells in vivo™ Habilitantka podjeta si¢ oceny skutecznosci
dziatania funkcjonalizowanych jedwabnych sfer jako systemu dostarczania lekow w terapii
nowotworéw w modelach mysich. W badaniach wykorzystano dwa modele mysiego raka
piersi, odzwierciedlajace zarowno zmiany pierwotne, jak i przerzutowe, z komorkami Her2-
dodatnimi  oraz Her2-ujemnymi. Analiza biodystrybucji  jedwabnych no$nikow,
przeprowadzona za pomocg przyzyciowego obrazowania in vivo, wykazata, ze lokalizacja
zmiany nowotworowej miata istotny wptyw na akumulacje¢ nanosfer. W modelu guza Her2-
dodatniego funkcjonalizowane nanosfery skuteczniej dostarczaty aktywna formg¢ leku w
poréwnaniu do nanosfer kontrolnych. Selektywne rozpoznanie komorek i internalizacja sfer
byty kluczowe dla zapewnienia znaczacego toksycznego efektu dostarczonego leku. Podawanie
roznych ilosci sfer oraz zwigkszone dawki sfer nie powodowaty zadnych makro- ani
mikroskopowych skutkéw ubocznych. Habilitantka udowodnita, ze funkcjonalizowane sfery
jedwabne stanowig obiecujace narzedzie do ukierunkowanego dostarczania lekéw. Ponadto jej
badania wykazaly, ze podawanie jedwabnych sfer, zarowno z doksorubicyna (Dox), jak i bez
niej, nie wywolywato skutkéw ubocznych u modeli mysich, niezaleznie od rodzaju
zastosowanych sfer, czestotliwosci podan czy dawki. Dodatkowa analiza histopatologiczna nie
wykazata zadnych niepozadanych efektow zwiazanych z akumulacja jedwabnych nosnikéw w
watrobie i ptucach testowanych myszy.

Podsumowujgc wyniki przeprowadzonych badan, Habilitantka w swoim osiagnigciu
naukowym zaprezentowata prace nad nowatorskim systemem dostarczania substancji
aktywnych do komorek nowotworowych, opartym na funkcjonalizowanych rekombinowanych
biatkach jedwabiu pajeczego. Opracowata nowa, zautomatyzowang metode produkcji i
oczyszczania nanosfer w kontrolowanych, powtarzalnych warunkach. Integracja tej technologii
ze strategia precyzyjnego mieszania dwoch réznych typdéw jedwabi umozliwita doktadne
sterowanie wiasciwosciami powstajacych nanoczastek i uzyskanie nos$nikéw o optymalnych
parametrach fizykochemicznych. Otrzymane funkcjonalizowane nanosfery posiadaty na swojej
powierzchni eksponowane domeny funkcyjne, ktore rozpoznawaly swoiste receptory, co
umozliwiato ich internalizacj¢ do komorek na drodze endocytozy zaleznej od klatryny i
kaweoliny. Nastepnie ulegaly enzymatycznej degradacji w lizosomach, co sprzyjato
skutecznemu uwalnianiu leku. Ponadto Habilitantka wykazala, ze umieszczenie liganda na
powierzchni nosnika o specyficznym powinowactwie do okreslonego receptora znaczaco
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zwieksza akumulacje i wchlanianie nanoczastek w obrgbie guza, co czyni t¢ strategie
obiecujacym podejsciem w terapii nowotworowej. Optymalizacja ta pozwala na bardziej
efektywne dostarczanie doksorubicyny do komérek nowotworowych poprzez wykorzystanie
liganda Her2. Zwigksza to akumulacj¢ leku w mikrosrodowisku guza oraz modyfikuje
mechanizm jego transportu do komoérek nowotworowych, co przeklada si¢ na wyzsza
skutecznos¢ terapii przy jednoczesnym ograniczeniu jej toksycznosci. Dodatkowo Habilitantka
opracowata innowacyjny system oparty na podwojnie funkcjonalizowanych rekombinowanych
biatkach jedwabiu pajeczego, ktory faczyt dwie kluczowe wiasciwosei: precyzyjne
dostarczanie leku dzieki specyficznemu wigzaniu z komorkami docelowymi oraz zwigkszona
zdolnos¢ do efektywnego tadowania doksorubicyny (Dox), co dodatkowo wzmacnia jego
potencjat terapeutyczny.

Badania przeprowadzone przez Habilitantk¢ potwierdzity ogromny potencjal
jedwabnych nosnikow w precyzyjnym dostarczaniu lekéw do specyficznego mikrosrodowiska
guza. Wyniki przedstawione w osiagnieciu naukowym moga przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia
skutecznosci terapii nowotworowych oraz opracowania nowych, bardziej efektywnych metod
leczenia opartych na celowanym dostarczaniu lekéw biologicznych i matych czasteczek
aktywnych. Dodatkowo, innowacyjnos¢ tych nosnikow moze znaczaco wplyna¢ na rozwdj
technologii dostarczania lekow oraz znalez¢ zastosowanie nie tylko w onkologii, lecz takze w
terapii innych schorzen. Zaprezentowana przez Habilitantke technologia umozliwia réwniez
wprowadzenie innych domen funkcyjnych, takich jak domeny skierowane na inne typy
nowotwordw lub na komorki wspierajace rozwdj nowotworu, np. fibroblasty, komorki uktadu
odpornosciowego czy komorki srodbtonka naczyn krwionosnych i limfatycznych

W mojej opinii, przedstawione prace maja wysoka warto$¢ naukowa i aplikacyjna,
znaczgco poszerzajac aktualny stan wiedzy na temat nowatorskich metod inzynierii
genetycznej w kontekscie celowanej onkoterapii. Wyniki badan zostaty opublikowane w
czterech renomowanych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym.

W mojej opinii przedstawione prace majg wysoka wartos¢ naukowa i aplikacyjna, istotnie
przyczyniajgc si¢ do poszerzenia aktualnego stanu wiedzy na temat nowatorskich metod
inzynierii genetycznej w kontekscie celowanej onkoterapii. Uzyskane wyniki badan
Habilitantki stanowig znaczacy wklad w rozwdj strategii terapeutycznych i zostaly
opublikowane w czterech renomowanych czasopismach o migdzynarodowym zasiggu.

Dorobek naukowy dr Anny Florczak-Substyk potwierdza jej biegtos¢ w stosowaniu
zaawansowanych metod badawczych, umiej¢tnosé rzetelnego planowania 1 realizacji
eksperymentow oraz trafnej interpretacji uzyskanych wynikéw. Swiadczy to o jej
doswiadczeniu i kompetencjach, ktore umozliwiaja jej prowadzenie samodzielnych badan
naukowych.

Podsumowujgc dorobek badawczy Habilitantki, stwierdzam, ze formalny wymog
ustawowy: ,,posiada w dorobku osiagnigcia naukowe stanowigce znaczny wklad w rozwaj
okreslonej dyscypliny naukowej” zostal spelniony.

3. Ocena dorobku naukowego

Zgodnie z analiza bibliometryczna przygotowana przez Bibliotek¢ Gtowng Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (zatgcznik 6) to poza pracami, ktore
wchodza w skfad osiggnigcia habilitacyjnego dr Anna Florczak-Substyk jest autorem 20
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