tukasiewicz

PORT
ﬁﬁi‘j;ﬁsmde“ dr hab. inz. Jakub Siednienko Wroctaw dn. 21 grudnia 2023
Technologii Zespdt Badawczy Bioinzynierii

Ocena
rozprawy doktorskiej mgr Michata Olka

pt. ,Synteza i cytotoksycznosé¢ nanoczastek NaYF4 pokrytych warstwa porowatej
krzemionki.”

wykonanej pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Andrzeja Gamiana oraz promotora
pomocniczego dr Katarzyny Prorok

w Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu

Celem naukowym, przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej Pana mgr
Michata Olka, byta synteza i charakterystyka witasciwosci fizykochemicznych oraz okreslenie
stabilnosci nanomateriatéw optaszczonych krzemionka, opartych o jony pierwiastkow ziem
rzadkich oraz ocena ich toksycznego dziatania na wybrane linie komérkowe pod katem
okreslenia potencjalnego zastosowania w aplikacjach biologicznych i medycznych.
W tym aspekcie naukowcy szczegdlng nadzieje wigzgq z zastosowaniem nanoczgstek do
obrazowania komodrek i tkanek jako nosnikow lekéw, czy w celowanej terapii
przeciwnowotworowej. Niestety, pomimo imponujacej liczby przeprowadzanych badan w
laboratoriach na catym $wiecie i nadal pojawiajacych sie nowych doniesieniach naukowych,
wcigz pozostaje wiele otwartych pytan. Nie posiadamy petnej wiedzy na temat oddziatywan
nanoczastek z materiatem biologicznym. Dotad, nie zidentyfikowano wszystkich skutkow
ubocznych ekspozycji na nanoczastki, mechanizméw zaangazowanych w ich pobieranie przez
komérki, a takze mechanizmoéw ich usuwania z organizmu.
W tym $wietle tematyka podjeta w niniejszej rozprawie doktorskiej odnosi sie do zagadnien
aktualnych i stanowi uzupetnienie najnowszych informacji wspoétczesnej nanotechnologii.

Recenzowana rozprawa zostata napisana w jezyku angielskim, liczy 105 stron
maszynopisu w ukfadzie typowym dla rozpraw doktorskich i jest bardzo zwigzta. Doktorant
cytuje 256 pozycji piSmiennictwa obejmujgcego réwniez najnowsze doniesienia. Prace
poprzedza spis tresci i poreczny wykaz stosowanych skrotéow, cho¢ nie zawiera on kilku skrotow
wykorzystywanych w tresci maszynopisu (np. PDT czy PS, ktéry w tekscie odnosi sie zaréwno
do phosphatidylserine i photosensitizer). We wstepie Doktorant zwiezle wprowadza czytelnika
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w tematyke nanoczastek konwertujgcych energie w gére (UCNPs), nastepnie wyczerpujaco
opisuje wykorzystywane do modyfikacji powierzchni metody, a ich zrozumienie utatwiajg
przygotowane przez doktoranta ryciny. W kolejnych rozdziatach autor przechodzi do opisu
zastosowania nanoczgstek konwertujacych energie w gére do: bioobrazowania, biosensoryki,
Sledzenia dostarczania lekdw i czasteczek, terapii fotodynamicznej oraz optogenetyki. Wstep
pracy zamyka rozbudowany rozdziat dotyczacy cytotoksycznosci i biokompatybilnosci badanych
przez Doktoranta nanoczastek NaYFa.
W dalszej czesci pracy Doktorant definiuje cel badan i jasno precyzuje trzy zatozenia badawcze.
Rozdziat ,Materiaty i metody” przedstawia procedury badawcze opisane w sposdéb rzetelny i
wyczerpujacy. Nastepujace po sobie rozdziaty ,Wyniki” i ,Dyskusja” stanowig najistotniejszg
czes$¢ pracy, w ktérej Doktorant przedstawit rezultaty przeprowadzonych eksperymentéw, a
nastepnie omawia je w Dyskusji w bardzo zwiezty sposdb. Moim zdaniem w dyskusji zabrakto
szerszej polemiki z licznie dostepnymi publikacjami naukowymi. Cze$¢ merytoryczng pracy
podsumowuje pie¢ wnioskéw, popartych wynikami przeprowadzonych eksperymentéw.
Podsumowujac ocene formalng pracy - rozprawa zostata przygotowana starannie i
rzetelnie (cho¢ Doktorant nie ustrzegt sie kilku pomytek edytorskich i btednie przywotanej
ryciny 23 zamiast 26) i w petni umozliwia zapoznanie sie z warsztatem naukowym Doktoranta.
Napisana jest poprawnym jezykiem naukowym, rzeczowo przedstawione sg zagadnienia
teoretyczne oraz wyniki badan.

Z uwagi na roznorodne wtasciwosci chemiczne oraz fizyczne nanoczastek, w tym
nanokrysztatéw NaYFs, wymagajg one indywidualnego podejscia dla okreslania ich wptywu na
modelowe uktady biologiczne, narzady czy cate organizmy. Kluczowq role petnig tu: sktad
chemiczny, rozmiar oraz modyfikacja powierzchni. Celem pracy podjetej przez Doktoranta byto
zbadanie zasadnosci wykorzystania nanoczastek core@shell typu B-NaYFs: Er3*, Yb3+* @ B-
NaYFs: Nd3*, Yb3* do aplikacji biologicznych. Geneza podjetych eksperymentéw byty
wczeéniejsze badania dr Katarzyny Prorok z INTIiBS PAN we Wroctawiu opisujgce sposob
syntezy badanych UCNP oraz ich charakterystyke. Do badan Doktorant wykorzystat nanoczastki
o $rednicy 55 i 96 nm pokryte porowatg krzemionkg z antenami wzmacniajgcymi fluorescencije
w postaci barwnika IR-806.

Potencjalne ochronne wtasciwosci powtoki krzemionkowej zostaty przebadane w trzech
aspektach: 1) wptywu na ogdlng stabilnosé chemiczng IR-806 w czasie, 2) degradacje IR-806
pod wptywem promieniowania UV, 3) skutecznosci w ochronie przed utlenianiem IR-806 przez
nadtlenek wodoru. W dwoéch pierwszych Doktorant potwierdzit istotny wptyw powioki
krzemionkowej na hamowanie degradacji IR-806, powtoka nie chronita natomiast przed
chemiczng degradacja barwnika.

Nastepnie Doktorant skupit sie na badaniach cytotoksycznosci zmodyfikowanych nanoczastek
NaYFs wykorzystujac w tym celu ludzkie linie komoérkowe: monocytarng - THP-1 oraz
nabtonkowe - MDA-MB-231 i A375. W oparciu o otrzymane wyniki potwierdzajace zaleznos¢
toksycznosci badanych nanoczastek od ich rozmiaru Doktorant wysnut wniosek, ze zakres,
skupiony wokot srednicy 55 nm NaYF4 jest najbardziej toksyczny dla linii komoérkowych, co
powinno by¢ uwzgledniane podczas projektowania testow biologicznych.
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Reasumujac wyniki badan otrzymane przez Doktoranta, uwazam, Zze cele badan
wytyczone na wstepie pracy zostaty zrealizowane, a otrzymane wyniki dostarczajg wiedzy na
temat nowych mozliwosci wykorzystania nanoczastek NaYFa.

Pomimo, iz wyniki zaprezentowane w pracy sg przejrzyste, a ich rezultaty pozwolity
Doktorantowi na weryfikacje sformutowanych w celu pracy hipotez badawczych Ilektura
rozprawy nasuneta mi jednak nastepujace pytania:

1. W rozdziale materiaty i metody, w sekcji ,hodowle komodrkowe” Doktorant opisuje
standardowe warunki hodowli linii THP-1, nastepnie w sekcji ,ocena cytotoksycznosci” znajduje
sie informacja o réznicowaniu THP-1 (komdrek monocytarnych) w kierunku makrofagéw estrem
forbolu (PMA). Nie ma na ten temat zadnej informacji w opisie badan cytometrycznych oraz w
opisie wynikow prezentujacych zdjecia z odwréconego mikroskopu swietinego komérek THP-1
traktowanych UNCPs (str. 83). Rodzi sie zatem pytanie, czy wszystkie komorki byty
roznicowane? Jezeli nie, to zasadnym wydaje sie pytanie czym spowodowane byto takie
zaplanowanie eksperymentow? Moim zdaniem pobudzone nieswoistym réznicowaniem w
kierunku makrofagéw i adherentne THP-1 majg inne wifasciwosci pochtaniania czgstek niz
spoczynkowe monocyty.

2. Drugie pytanie pozostaje w zwigzku z punktem 1 i dotyczy obrazowania komédrek po
ekspozycji na nanoczastki. Z uwagi na witasciwosci fluorescencyjne badanych nanoczastek,
dodatkowo obsadzonych barwnikiem IR-806 stosownym wydaje sie zobrazowanie ich lokalizacji
wewnatrzkomoérkowej. Dlaczego nie zaplanowano takich eksperymentow? Szczegdlnie
interesujace wydaje sie to w aspekcie adherentnych linii nabtonkowych A375 oraz MDA-MB-
231

3. Ostanie pytanie zwigzane jest z wynikami analizy cytometrycznej aneksyny V w komérkach
THP-1, wskazujacych na zaleznos$c¢ aktywacji szlakow apoptotycznych od rozmiaru nanoczastki.
Z uwagi na fakt, ze komorki THP-1 sg komdrkami stosunkowo matymi (Srednica 2-10 ym)
prosze o zaproponowanie hipotetycznych mechanizmoéw indukcji $mierci komorki po interakcji
czastki z powierzchnig komérki lub po jej wniknieciu do wnetrza komoérki.

Powyzsze pytania czy uwagi nie umniejszajg w moim poczuciu duzej wartosci
przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej
W mojej ocenie, rozprawa doktorska Pana mgr Michata Olka spetnia wszystkie warunki
okres$lone w art. 187 ust. 1-4 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668 z
pozn. zm.).
Zwracam sie zatem do Wysokiej Rady Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie Pana mgr Michata

Olka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. _ 3
Signature Not Verified _f‘
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dr hab. inz. Jakub Siednienko
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