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SEKRETARIAT Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest praca badawczo-
tel.: (+4832) 272 23 18 eksperymentalng, w ktorej Doktorant podjat si¢ préb syntezy i oceny

fax: (+4 2318 - . . . . . .
ax: (+4832) 212 cytotoksycznosci nanokrysztatow NaYFs domieszkowanych jonami erbu, iterbu i

biochemz@sum-edupl | heodymu, Szerokie mozliwosci zastosowania nanoczastek ze zmodyfikowang
powierzchnig w réznorodnych badaniach biologicznych, miedzy innymi w
obrazowaniu, detekcji zwiazkéw, sledzeniu dynamiki procesdéw biologicznych,
transporcie lekéw i innych czasteczek chemicznych, terapii fotodynamicznej i
optogenetyce przemawiaja za koniecznoscig prowadzenia szeroko zakrojonych
badan w tym kierunku. Nanoczastki konwertujgce energi¢ wzbudzenia w gore (ang.
upconverting nanoparticles, UCNPs), domieszkowane jonami lantanowcéw sa
przedmiotem intensywnych badan gdyz stanowig interesujgcg alternatywe dla
obecnie stosowanych metod obrazowania oraz detekcji struktur biologicznych.
Nanoczastki NaYFs4 mogltyby zastapi¢ klasyczne znaczniki takie jak zwigzki
organiczne czy biatka fluorescencyjne ze wzgledu na mozliwosé wzbudzania w
glebszych fragmentach tkanki, nizszy szum tla i wyzszg stabilnosé.

: Mozliwosci przenikania nawet 90% sygnatu do tkanki na gleboko$é 2 centymetrow
\r 1 wigcej wysoko pozycjonuje wykorzystanie znacznikow UC w rankingu metod

wrerrr norawn | obrazowania catego ciata. Przedstawione przez Doktoranta wyniki badan wytyczaja
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kierunek dalszych poszukiwan w zakresie nanoczastek konwertujacych energie
wzbudzenia w gore.
Koniecznoéé prowadzenia szeroko zakrojonych badan w kwestii zastosowania nanoczgstek
NaYFs jest warunkowana doniesieniami o ich cytotoksycznosci i innych potencjalnie
szkodliwych efektach ubocznych. Praca jest odpowiedzia na wiele niewiadomych i watpliwosci

zwigzanych z wykorzystaniem nanoczastek UC.

Charakterystyka ogélna pracy
Rozprawa liczy 105 stron i sktada sie nast¢pujacych rozdzialow: streszczenia w jgzyku
polskim i angielskim, wstepu, celow pracy, materiatdw i metodyki badan, wynikdéw, dyskusji,
wnioskow, pismiennictwa. Wszystkie istotne wyniki 1 przebieg eksperymentu autor
przedstawil na 48 rycinach i wykresach. Wykaz skrotow na poczatku rozprawy ulatwia jej

czytanie. Praca jest przejrzysta i starannie sformatowana.

Doktorant wnikliwie i szczegdtowo wprowadza czytelnika w podjety temat badawczy.
Rozdzial — Wstep - stanowi bardzo ciekawe i wyczerpujace opracowanie, ktore moze by¢
wykorzystane do napisania pracy pogladowej. Doktorant doglebnie analizuje rozlegly i ztozony
temat wykorzystania nanoczastek konwertujace energie wzbudzenia w gore (ang. upconverting
nanoparticles, UCNPs), domieszkowanych jonami lantanowcéw. Podjety przez doktoranta
temat wpisuje sie¢ w intensywnie rozwijajacy si¢ trend poszukiwania nowych i wydajnych
metod obrazowania oraz detekcji struktur biologicznych. Nanoczastki NaYFs majg jednak
istotng wade w postaci niskiej wydajnosci kwantowej. Wzbudzenie w widmie IR wymaga
intensywnego zrodta tego $wiatla. Rozwiazaniem problemu wydaje si¢ by¢ zastosowanie tak
zwanych powierzchniowych anten uczulajacych, ktore pochtaniajac promieniowanie IR,
przekazuja energie bezpromieniscie do nanoczastki. Ta dodatkowa energia zwigksza
intensywno$¢ luminescencji. Cyjaninowe barwniki organiczne takie jak IR-806, lub kropki

kwantowe nadajg si¢ do tej roli.

Zalozenia 1 cele badania zostaly prawidlowo postawione i jasno sprecyzowane.
Pierwszym celem byla synteza nanoczastek NaYFsq oraz plaszcza krzemionkowego na
nanokrysztalach NaYF4 o réznych wlasciwosciach, takich jak rozna srednica poréw i grubos¢
krzemionki. Drugim celem bylo badanie uzyskanej platformy jako potencjalnego systemu

dostarczania czgsteczek docelowych poprzez oceng skutecznosci, z jaka krzemionka moze
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chroni¢ lotny zwigzek w postaci barwnika cyjaninowego IR-806 przed degradacjg chemiczng i
fotofizyczna. Trzecim, koncowym celem byta ocena cytotoksycznosci badanych nanoczastek

na liniach komérkowych THP-1, MDA-MB-231 oraz A375.

Materiat 1 metody =zostaly opisane w sposéb bardzo rzetelny i wyczerpujacy.

Ro6znorodnosé wykorzystanych w przeprowadzonym eksperymencie wysokospecjalistycznych
technik laboratoryjnych $wiadczy o doskonalym opanowaniu warsztatu przez Doktoranta.
Badania zostaty przeprowadzone w ramach grantu SONATA 13 (2018/31/D/ST5/01328).
W niniejszej rozprawie przedstawiono wyniki wstepnych badan nad zasadno$cig zastosowania
nanoczastek core@shell typu B-NaYF4: Er*', Yb** @ B-NaYFs: Nd*', Yb**, 0 wymiarach 55
nm i 96 nm, pokrytych warstwa porowatej krzemionki bedacej platforma nos$nikowa dla
potencjalnych $rodkow terapeutycznych oraz wzmacniajacych luminescencije anten
uczulajacych, takich jak wykorzystany przez Doktoranta zwiazek IR-806.

Nanoczastki B-NaYFa: 2% Er**, 20% Yb** @ B-NaYFa: 30% Nd**, 20% Yb*" o rozmiarze
28 nm, ktorych syntez¢ przeprowadzil zespot w Instytucie Niskich Temperatur i Badan
Strukturalnych im. Wlodzimierza Trzebiatowskiego PAN we Wroclawiu, zostaly pokryte
warstwg krzemionki poprzez zmodyfikowana metod¢ Strébera u podstaw ktorej lezy
kondensacja krzemionki na drodze chemicznej degradacji prekursorowego zwigzku TEOS w
srodowisku zasadowym.

Potencjalne wiasciwosci ochronne powtoki krzemionkowej badano pod katem trzech
aspektow: ogolnej stabilnosci chemicznej IR-806 w czasie, stopnia degradacji pod wplywem
dziatania $wiatla poprzez naswietlanie promieniami UV o dlugosci 254 i 366 nm, oceny
skutecznosci w zapobieganiu utleniania IR-806 przez nadtlenek wodoru jako przedstawiciela
grupy reaktywnych form tlenu. |
Do eksperymentow badajacych cytotoksycznosé uzyto komorek linii makrotagowo-podobnych
THP-1, linii komoérek nablonkowo-podobnych MDA-MB-231 i nabtonkowo-podobnych
komorek linii A375 od pacjenta z przerzutowym czerniakiem. Zastosowano nanoczgstki
NaYF4 pokryte krzemionka o réznej grubosci jak tez nanokrysztaly NaYFs4 z usunietymi

ligandami kwasu oleinowego i bez otoczki krzemionkowe;j.
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Wyniki i wyciagniete na ich podstawie wnioski bardzo dobrze korespondujg z
zatozonymi celami pracy. Przedstawione w pracy zdjgcia i wykresy doskonale obrazuja kolejne
etapy przeprowadzonego eksperymentu. Doktorant wykazat, ze ptaszcz krzemionkowy chroni
barwnik przed promieniowaniem UV lecz nie chroni przed substancjami reaktywnymi.
Wykazal, ze czastki optaszczone krzemionkg o przekroju okoto 55 nm sg cytotoksyczne,
natomiast o wiekszym przekroju, okolo 96 nm nie sa cytotoksyczne, tak samo jak mniejsze
czastki ale bez plaszcza krzemionkowego. Nanoczastki NaYF4 pokryte krzemionkg o wielkosci
okoto 55 nm moga nadawaé sie do zastosowan biologicznych. Te wyniki, wraz z danymi
literaturowymi, sugerujg istnienie przedzialu wielko$ci nanoczastek w zakresie ktorego sg one
wysoce cytotoksyczne dla linii komoérkowych. Uzyskane wyniki wskazujg na zalezno$¢
cytotoksycznosci od wielkosci nanoczastek z mozliwoscig wzbudzania w glgbszych

fragmentach tkanki.

Doktorant zrealizowal zalozone cele pracy, a uzyskane wyniki 1 wyciggniete na ich
podstawie wnioski sg bardzo interesujace. Przedstawiona mi do recenzji rozprawa stanowi
cenne opracowanie przyczyniajace si¢ do poszerzenia naszej wiedzy o nanoczastkach UC i
stanowi kolejny cenny krok na drodze szerszego ich wykorzystania w medycynie.

Nalezy podkresli¢ rzetelno$é i dokiadno$é przeprowadzonych badan oraz wysokg jakosc
uzyskanych wynikow. Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska ma bardzo wysoka

wartos$¢ poznawczg, a perspektywie duzy potencjal aplikacyjny.

W dyskusji Doktorant omawia uzyskane wyniki w kontekscie aktualnego
pi$miennictwa. Doktorant dokadnie omawia wszystkie analizowane w pracy zagadnienia,
wykazujac si¢ po raz kolejny znakomitg znajomoscia tematu. Konfrontuje swoje obserwacje z
doniesieniami innych Autoréw, podkreslajac co jeszcze nalezaloby udoskonali¢ i w jakim

kierunku prowadzi¢ dalsze badania.

Pismiennictwo obejmuje 256 pozycji, dobranych prawidlowo, obejmujacych aktualne
pozycje w poruszanym przez Doktoranta temacie. Nalezy podkreslic ze 60% pozycji

literaturowych stanowi aktualna literatur¢ pochodzacg z ostatnich dziesigciu lat.

Warto podkresli¢, ze Doktorant jest autorem publikacji w Nanoscale Advances (IF 5.598)

i dwoch komunikatow jako pierwszy autor, na konferencjach zagranicznych.
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Podsumowujac stwierdzam, Ze przedstawiona mi do oceny dysertacja zawiera oryginalng
i nowatorskg koncepcje naukowo-badawcza. Doktorant bardzo dobrze opanowat warsztat pracy
eksperymentalnej, wykazal si¢ bardzo duza zdolnoscig postugiwania sie roéznorodnymi
technikami laboratoryjnymi: metodami syntezy chemicznej, wytwarzaniem nanoczastek,
metodami spektroskopowymi, mikroskopii elektronowej, technikami pracy z komorkami.
Praca wymagata od Doktoranta bardzo szerokiej wiedzy, wnikliwosci i poswiecenia ogromu
czasu. Mam nadziejg, ze bedzie to wstep do dalszych wytrwatych badan Pan mgr Michal Olka,
ktore beda prezentowaty podobnie wysoki poziom zaangazowania, rzetelnosci i dokladnosci

jak przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska.

Przedstawiona praca w pelni odpowiada kryteriom stawianym przed kandydatami do
stopnia doktora, spetnia warunki okreslone w art.187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668 z pdzn. zm.)

W zwigzku z tym mam zaszczyt zwrdcic si¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk z wnioskiem o
dopuszczenie mgr Michata Olka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na nowatorstwo uzyskanych wynikow oraz ztozonos¢ i olbrzymi wkiad
pracy Doktoranta zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk z wnioskiem o wyrdznienie

przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej.

7. wyrazami szacunku

PROFESOR SUM BADAWCZO-DYDAKTYCZNY
. Katedry i Zakiad iochemii
Slaskiego Uniwersytety Mgd Znego w Katowicach

o

dr hab. n. med. Ewa Romuk, prof. SUM



NV, m Slaski Uniwersytet

Medyczny w Katowicach



