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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Michala Olk

pt. .,Synthesis and cytotoxicity of NaYF4 nanoparticles coated in a layer of porous silica”

Rozprawa doktorska mgr Michata Olk powstala w Laboratorium Mikrobiologii
Lekarskiej Zaktadu Immunologii Chordéb Zakaznych w Instytucie Immunologii i Terapii
Dos$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroclawiu, pod
kierunkiem Promotora prof. dr hab. Andrzeja Gamiana oraz Promotora pomocniczego dr
Katarzyny Prorok z Instytutu Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych PAN we
Wroclawiu. Praca zostala wykona w dwoch ww. jednostkach. Synteze nanoczastek i ich
pochodnych oraz ich badania chemiczne wykonano w INTiBS PAN, a badania
cytotoksycznosci tych produktow w IIiTD PAN we Wroctawiu.

Celem pracy Doktoranta byto uzyskanie zmodyfikowanych lantanowcami nanoczgstek
Na¥YFa, oplaszczonych warstwg krzemionki, z zaadsorbowanym barwnikiem cyjaninowym
IR-806 i zbadanie ich trwatosci oraz cytotoksycznosci.

Nanoczastki konwertujace energie w gore (zjawisko zwane up-konwersja), znajduja
zastosowanie w réznych dziedzinach nauki i techniki, takze w biologii i medycynie m.in. do
diagnostyki i obrazowania oraz terapii fotodynamicznej. Nanoczgstki domieszkowane
lantanowcami charakteryzuja si¢ lepszymi wlaSciwosciami w tym wzgledzie. Ich
wykorzystanie w polaczeniu z zastosowaniem ww. barwnika jako anteny pochtaniajacej
widmo bliskie podczerwieni, stwarza mozliwosci uzyskania lepszych znacznikow
luminescencyjnych, potrzebnych w badaniach biologicznych i medycznych. Mgr Michal Olk
podjal si¢ zadania uzyskania takich nanoczastek i zbadania ich wilasciwosci, w tym
cytotoksycznosci. Ten niekorzystny efekt dziatania nanoczastek jest znany od dawna i proby

uzyskania nanoczastek i pochodnych o mniejszej cytotoksycznosci sg warte zabiegow.



Mgr M. Olk material matrycowy zbudowany z NaYFs optaszczyt porowatg powlokg
krzeminkowg o réznej $rednicy pordéw i grubosci. Nastepnie zbadal na ile platforma ta moze
shuzy¢ jako podstawa skutecznie chronigca barwnik cyjnaninowy IR-806 przed degradacjg
chemiczng i pod wplywem $wiatla.. Barwnik ten moze by¢ stosowany jako antena
molekularna do wytwarzania nanosgd. W kolejnym etapie pracy zajgl si¢ ustalaniem
mozliwosci zastosowania in vivo nanoczgstek NaYFs oplaszcznych krzemionka. Zbadal ich
cytotoksyczno$¢ na wybranych liniach komorkowych. Cele te zrealizowano w trzech
zadaniach badawczych:

1) Syntezie pokrytych krzemionkg nanoczastek B-NaYFs: 2% Er*’, 20% Yb*"@p-

NaFY4:30% Nd**, 20% Yb*,

2) Ocenie whasciwosci protekeyjnych powtoki krzemionkowej dla barwnika IR-806,

3) Badaniach cytotoksycznosci nanoczastek NaYFs powleczonych krzemionkg z

wykorzystaniem kultur tkankowych.

Oceniana rozprawa doktorska mgr M. Olk zostata napisana w jezyku angielskim. Ma
uktad typowy dla eksperymentalnych prac doktorskich i sklada si¢ z nastgpujacych
rozdziatdbw: Wstepu, Celu badan, Materiatéw i metod, Wynikow, Dyskusji, Wnioskow i
Literatury. Rozdzialy te uzupelniaja Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, Wykaz
skrotéw oraz Spisy rycin i tabel.

W obszernym Wstepie Autor przedstawit proces up-konwersji i historig jego badan,
ilustrujac struktury - kubiczng i heksagonalna oraz t¢ ostatnig z wymienionych z naniesiong
powloka z lantanowcami. W dalszej czesci Wstepu Mgr M. Olk przedstawil modyfikacje
nanoczastek NaYFs m.in. zastapienie kwasu oleinowego przez ligand o r6znej strukturze i
wlasciwosciach; optaszczenie powierzchni nanoczastki z kwasem oleinowym przez
naniesienie innej amfifilnej czasteczki, co daje podwodjng warstwe; utlenienie
powierzchniowego kwasu oleinowego; usunigcie kwasu oleinowego; modyfikacj¢
powierzchni nanoczastki przez jej oplaszczenie obojgtnym lub kwasnym polimerem, po
usunieciu kwasu oleinowego; zastosowanie metody ,layer-by-layer assembly” {j. przez
naniesienie dwoch warstw oplaszczajacych o roznych ladunku; zwigzanie przez kwas
oleinowy makrocyklicznych czastek np. cyklodekstryn jako elementdw uktadoéw ,,host-guest”
(gospodarz-go$é) funkcjonujacego w uktadach biologicznych i przylaczenie do nich ligandow
z hydrofobowymi lub aromatycznymi pieécieniami; silinizacj¢ tj. opfaszczenie warstwa
krzemionki. W kolejnym fragmencie Wstgpu Autor wymienil mozliwe wykorzystanie
nanoczastek konwertujgcych energie w gore. Mogg by¢ wykorzystane: jako bioczujniki, do

ujawniania i $ledzenia zmian w komorkach i tkankach oraz biomolekul, do dostarczania
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lekow i molekut, w terapii fotodynamicznej oraz optogenetyce, gdzie zmodyfikowana
nanoczastka up-konwertujgca odgrywa role induktora $wiatloczutego biatka, tworzacego
kanal jonowy w blonie cytoplazmatycznej komodrki, do ktorej uprzednio wprowadzono gen
kodujacy to biatko. We Wstepie przedstawiono tez zagadnienie wzmocnienia whasciwosci
luminescencyjnych nanoczastek barwnikiem uczulajgcym oraz mozliwosci wykorzystania
tego zjawiska. W literaturze jest czesto podnoszony problem cytotoksycznosei i szkodliwych
skutkéw ubocznych stosowania up-konwertujacych nanoczastek. To ogranicza wdrazanie
zastosowania takich produktéw w medycynie. Zagadnienie to réwniez podnosi Doktorant w
czescl teoretycznej pracy. Pisze o procesach absorpcji nanoczastek przez komorki, o ich
dystrybucji w organizmie i akumulacji w tkankach. Mgr M. Olk zwraca tez uwagg na
zjawisko apoptozy, ktore nalezy uwzgledni¢ w badaniach nanoczastek, bowiem zjawisko ich
endocytozy zaleznej od kaweolin i klatryn jest powigzane ze szlakami apoptycznymi.

Przeglad informacji zaprezentowanych we Wstepie s$wiadczy o dobrym
przygotowaniu teoretycznym Doktoranta do podjetych badan doswiadczalnych. Wykazal sie
dobra znajomos$cig literatury, przedstawiajgc kompleksowo metody otrzymywania i
modyfikacji nanoczastek konwertujacych energic w gore, a takze mozliwosci ich
zastosowania oraz ograniczen w tym zakresie, wynikajacych z ich cytotoksycznosei 1 innych
dziatan wobec makroorganizmu.

W pracy doktorskiej wykorzystano techniki adekwatne do realizacji postawionych
celéw badawczych. Nanoczgstki NaYF4 otrzymano na drodze termicznej dekompozycji
(termolizy) 1 modyfikacji powierzchni przez wprowadzenie lantanowcoéw. Uzyskano
nanoczgstki B-NaYFs: 2%Er’", 20% Yb**@B-NaFY4:30%Nd**, 20% Yb**, ktére pokryto
warstwa krzemionki. Warstwa ta miala petli¢ role ochronng dla barwnika IR-806
zaadsorbowanego do powierzchni kompleksu nanoczastki z krzemionkg. Zbadano stabilnosé
tego kompleksu w czasie, wptywu UV oraz zapobieganie utlenianiu IR-806 przez dziatanie
nadtlenku wodoru. Poréwnano dzialanie tych czynnikéw na IR-806 zwigzany z
nanoczastkami oraz w pozostaly w roztworze wodnym. Cytotoksyczno$¢ otrzymanych
produktow badano postugujac si¢ liniami komoérkowymi: THP-1 (linia komorek
monocytarno-makrofagowych), MDA-MB-231 (linii ludzkiego gruczolakoraka piersi), A375
(ludzka linia komorkowa nowotworu skory) i SKOV (linia komorkowa ludzkiego raka
jajnika). Linie komoérkowe uzyskano z macierzystego instytutu. W badaniach zastosowano
test MTT 1 cytometri¢ przeplywowa.

Przeprowadzono 194 syntezy nanoczastek, 21 jeden syntez uznano za udane.

Otrzymane nanoczgstki z osadzonym na nich barwnikiem IR-806 byly badane pod kagtem ich
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stabilnos$ci w czasie 2, 6 i 13 dni. Poréwnano stabilno$¢ barwnika w tych warunkach w
roztworze. Ustalono, iz po dwodch tygodniach 21% optycznie aktywnego barwnika IR-806
pozostatlo w roztworze, podczas gdy 74% barwnika bylo zwigzane z krzemionka. 7-
miesieczny okres przechowywania nanoczgstek w ciemni pokazal podobng zaleznos¢, 16%
barwnika osadzonego na krzemionce wykazywalo aktywno$¢, podczas gdy barwnik w
roztworze praktycznie ulegt degradacji. Mgr M. Olk badal fotostabilno$¢ uzyskanych
produktow po ich ekspozycji na dziatanie $wiatta w zakresie UV o dlugosci fali 254 1 366 nm
w czasie 20, 60, 120 1 200 minut. Wykazal, iz po 200 min. naswietlania, barwnik IR-806 w
wodzie w catosci ulegl degradacji, natomiast w tych warunkach 27% czasteczek barwnika
zwigzanego z krzemionka degradacji nie uleglo. Inaczej bylo z wptywem H>O2 na badane
produkty. Wykazano, iz powloka krzemionkowa nie chroni barwnika IR-806 przed
dziataniem nadtlenku wodoru. Barwnik w formie wolnej oraz zwigzanej byt w jednakowym
stopniu  degradowany. Badaniami cytotoksycznosci objeto nanoczagstki NaYFs pokryte
krzemionka o roznej wielkosci, nanokrysztaty NaYFs z usunigtymi ligandami oleinowymi
oraz nanoczgstki bez otoczki krzemionkowej. W analizach uzyto je w st¢zeniach w zakresie
20-200 pg/ml. Wykazano dziatanie proliferacyjne nanoczastek NaYFs 1 tych produktéw
modyfikowanych lantanowcami w stosunki do linii THP-1. Takiego efektu nie
zaobserwowano w badaniach na liniach MDA-MB-231. Nanoczastki optaszczone krzemionka
o grubosci 55 nm okazaty sie byé cytotoksyczne. Zywotnos¢ komorek linii THP-1 w hodowli
po stymulacji takimi nanoczgstkami spadta do odpowiednio 16% i 49 % dla linii THP-1 i
MDA-MB-23, w poréwnaniu do kontroli. Takiego efektu nie obserwowano, kiedy badano
komorki stymulowane nanoczastkami o grubosci 96 nm. Nie wykazano tez dodatkowego
efektu cytotoksycznego preparatow nanoczastek z barwnikiem IR-806 osadzonym na
krzemionce. Wyniki analizy cytometrycznej potwierdzity wyniki badan cytotoksycznych
wyzej przedstawionych. Nanoczgstki NaYFs o grubosci 55 nm pokryte krzemionka byty
zdolne indukowa¢é apoptoze juz po 24 godzinach inkubacji z linig THp-1, co poglebilo si¢ po
dtuzszej inkubacji w okresie do 48 godzin. Doktorant konkluduje t¢ obserwacje sugestia, iz
jest przedzial wielkosci nanoczgstek w zakresie ktorego, sa one wysoce cytotoksyczne lub
charakteryzujg si¢ mniejszg cytotoksycznoscig. W dyskusji okresla t¢ wielkos$¢ na 50 nm.
Dyskusja wynikow jest krétka, ale uwzglednia najwazniejsze problemy zwigzane z
realizacjg rozprawy doktorskiej i otrzymanych wynikéw. Wnioski znajduja potwierdzenie w
uzyskanych danych. Bibliografia bogata, zestawienie literatury w liczbie 256 pozycji

obejmuje najnowsze publikacje, ktére zostaly zacytowane wlasciwie.



Otrzymane przez mgr M. Olk dane znaczgco wzbogacajg nasza wiedze nie tylko o

nanoczastkach jako takich, sposobach ich modyfikacji i analizy, ale przede wszystkim

problemach ich wykorzystania w szeroko rozumianych badaniach biologicznych, czy w

praktyce w medycynie. Ponizej uwaga i pytania do Doktoranta.

1.

Niektore sformutowania w Streszczeniu w jezyku polskim sg niezbyt zreczne (str.
7:”...metody takie mikroskopie 1 spektroskopie sa jednymi z najbardziej
popularnych technik™; ,,...nanoczastki...stalty si¢ przedmiotem intensywnych
badan w ciggle rozwijajagcym si¢ polu poszukiwan ...... s str. 101 ,,eksperymenty
sugeruja”). Oczywiscie praca jest przygotowana w jezyku angielskim, moja uwaga
wigc nie powinna by¢ odebrana jako powazny zarzut.

Stabilno$¢ nanoczgstek sprawdzano w czasie 2, 6, 13 dni i po 7 miesigcach.
Dlaczego wybrano takie przedziaty czasowe badan, czy wynika to z danych
literaturowych ?

W Dyskusji Autor wskazuje na potrzebe dalszych badan nanoczgstek. Badania
miatyby na celu opracowanie bardziej efektywnej metody syntezy nanoczgstek,
czy wyjasnienia mechanizméw zaangazowanych w ich cytotoksyczno$¢ oraz
uzyskania takich produktow, ktére moglyby by¢ wykorzystane w diagnostyce, czy
terapii. Prosz¢ o informacje czy Doktorant bedzie prowadzit takie badania i jesli,

to jakim kierunku kontynuacja badan bedzie przebiegala.

Stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Michata Olk pt.

»Synthesis and cytotoxicity of NaYF4 nanoparticles coated in a layer of porous silica” spetnia

warunki okreslne w art. 187 ust.1-4 Ustawy ,,Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce”

(Dz.U. 2018, poz 1668z pozn. zm) i zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu

Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we

Wroctawiu z uprzejmg prosbg o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.






