PAM - Iastytut Ex*r;aglmn;mi(égii

201

Wpi. dnia

foodr 7

Poznan 29.12.2018

Prof. dr hab. Anna Gozdzicka-J6zefiak

Instytut Biologii Eksperymentalnej
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu

OCENA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Edyty Wysokinskiej, zatytutowanej

Mechanizm toksycznosci nanoczgstek lantanowcéw wobec wybranych
koméorek uktadu odpornosciowego,

wykonanej pod kierunkiem dra hab. Wojciecha Katasa

w Laboratorium Immunologii Molekularnej Nowotworéw Instytutu Immuno-
logii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wro-
ctawiu.

Nanomateriaty ze wzgledu na swoje unikatowe witasciwosci, jak wielko$¢ na-
noczastek, mozliwos$ci ich modyfikacji oraz wtasciwos$ci biologiczne i fizykochemiczne
znalazly zastosowanie w nanodiagnostyce, nanofarmakologii i nanoonkologii. Materiaty
te stosowane w celach biomedycznych, nie powinny by¢ toksyczne dla organizmu oraz
wywotywac odpowiedzi immunologicznych, natomiast winny by¢ dobrze rozpuszczalne
w ptynach fizjologicznych, a po spetnieniu swojej funkcji - tatwo usuwane z organizmu.
Skuteczno$¢ dziatania nanomateriatéw zalezy takze od ich oddziatywania na komorki
i struktury wewnatrzkomoérkowe, szlaki przekazu sygnatu w komdrce, na co wplywa
wielko$¢ nanoczastek, potencjat elektrokinetyczny Zeta, czy materiat jakim sg pokryte.

Szczegllny typ nanoczgstek stanowig nanoczgstki up-konwertujgce, wykazu-
jace wla$ciwos$ci luminescencyjne i magnetyczne, stosowane w kontrastach w obrazo-
waniu struktur wnetrza organizmu metoda rezonansu magnetycznego (MRI), pozwala-
jace na poprawe kontrastu i lepsze obrazowanie. Sktadnikiem powszechnie stosowanym
w MRI jest gadolin, ktérego toksyczno$¢ wzgledem komérek nie zostata do korica po-
znana. Ponadto, gadolin, jak réwniez inne metale ziem rzadkich, jest szeroko wykorzy-
stywany w przemys$le oraz w przedmiotach towarzyszacych nam w zyciu codziennym.
Konsekwencje oddziatywania na organizm metali ziem rzadkich nie sg do koica wiado-
me.

Dane zawarte w literaturze przedmiotu sa sprzeczne i wskazuja, ze jony lan-
tanowcow nie sg toksyczne dla komdrek, z kolei inne sugeruja, ze mogg indukowa¢
zmiany w mitochondriach, zmienia¢ strukture i przepuszczalno$¢ btony mitochondrial-
nej, powodowac wzrost poziomu wolnych rodnikéw, czy wyptyw cytochromu. Zmiany te
zalezg od typu komorki oraz miejsca lokalizacji nanoczastek w komorce. Z powyzszych
wzgledéw cel badan wytyczony przez mgr inz. Edyte Wysokinska w recenzowanej pracy
- zmierzajacy do poznania mechanizmu toksyczno$ci nieoptaszczonych czgstek fluorku
gadolinu domieszkowanego jonami lantanowcéw(erbu i iterbu) wobec wybranych ko-
morek uktadu odpornos$ciowego - uwazam za stuszny i w pelni uzasadniony.



W badaniach Doktorantka wykorzystata nanoczastki gadolinu domieszkowa-
ne erbem i iterbem o réznych rozmiarach i zblizonej warto$ci potencjatu Zeta, ktérych
toksyczno$¢ badata wzgledem komérek pozyskanych z linii komérek ludzkich i mysich.
Komorki ludzkie pochodzity z: promielobalstycznej komorki z krwi obwodowej (linia
HL-60), migsni gtadkich aorty (linia TG/HA-VSMC), nabtonka zyty pepowinowej (linia
HUVEC), biataczki monoblastycznej wyizolowanej z chtoniaka (linia U-937), ostrej bia-
taczki monocytarnej wyizolowanej z krwi obwodowej (linia THP-1), ludzkich keratyno-
cytéw (linia CCD1106), ludzkich monocytéw oraz z makrofagéw pochodzacych ze $le-
dziony (linia MD), jak réwniez z krwi obwodowej (linia S.C.). Stosowane w badaniach
komorki mysie stanowity mysie makrofagi i monocyty pochodzace z wodobrzusza (linia
J774A.1 iRAW264.7) oraz mysie embrionalne fibroblasty (linia NIH3T3).

Pani mgr inz. Edyta Wysokiniska do komérek hodowanych w odpowiednich
mediach dodawata nanoczastki, gdzie nastepnie, po réznym czasie inkubacji, analizowa-
ta ich wnikanie do komérki, wptyw na zywotno$¢ komérek, proliferacje, apoptoze,
zmiany w strukturze btony komérkowej, aktywno$¢é kaspaz, odsetek komérek w sub-G1,
zmiany w potencjale btonowym komoérek oraz dokonata oceny stresu oksydacyjnego,
okreslata liczbe mitochondriéw i zmiany wewnatrzkomérkowego pH. Ponadto, z komé-
rek traktowanych nanoczgstkami izolowata biatka i rozdzielata je za pomoca techniki
elektroforezy. Biatka po rozdzieleniu w zelu PAA przenosita na btone PVDF (poli(fluorku
winylidenu}, po czym identyfikowata z wykorzystaniem przeciwciat skierowanych prze-
ciw biatku Bax, Bcl-2, CHOP, LC3Bi.

W swoich badaniach Doktorantka wykorzystata najnowsze metody badaw-
cze, z zastosowaniem najnowszych technik mikroskopowych i cytometrii przeptywowej,
ktore zostaty odpowiednio dobrane do wytyczonych celéw badawczych. Wszystkie do-
Swiadczenia byty starannie zaplanowane i konsekwentnie realizowane. Wyniki badan
mgr inz. Edyta Wysokiniska doktadnie udokumentowata oraz opracowata statystycznie.

Swoje badania Doktorantka rozpoczeta od analizy wplywu up-
konwertujacych nanoczastek gadolinu, domieszkowanych erbem i iterbem, na komérki z
wybranych linii komérkowych: ludzkich monocytarno-makrofagowych S.C. i MD, mysich
monocytarno-makrofagowych ]J774A.1 i RAW264.7, komérki pochodzace z biataczek
ludzkich, komorki endotelialne (HUVEC), kerarynocyty (CCD 1106 KERTr), komoérki
mig$ni gladkich aorty (TG/HA-VSMC) oraz fibroblasty mysie (NIH3T3). W badaniach
stosowata sferyczne nieoptaszczone nanoczastki NaGdF4:Yb3*/Er3+ o $rednicy 3,5nm
(S1) i 16,6nm (S2) oraz niesferyczne o $rednicy 250nm i 103 nm (S3). Wszystkie nano-
czgstki miaty réwniez okre$long $rednice hydrodynamiczng oraz potencjat Zeta.

Toksyczno$¢ nanoczastek wzgledem komorek pochodzacych z réznych linii
komodrkowych Doktorantka badata, okreslajac aktywno$¢ mitochondrialnych dehydro-
genaz, stosujac test MTS oparty na zdolnoSci dehydrogenazy mitochondrialnej do prze-
ksztatcania pomaranczowej, rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej (MTT lub MTS)
do formazanu, bedgcego kolorowym produktem powyzszej reakcji. Wyniki tych badan
wykazaty, Ze stosowane w badaniach nanoczastki gadolinu w réznych stezeniach (od
1 ug/ml do 100 ug/ml) nie sg toksyczne dla wiekszosci badanych komérek, natomiast sg
toksyczne dla mysich makrofagéw w linii: RAW264.7 i ]774A.1. w granicach stezen od
1ug/ml do 4,02 ug/ml. Ponadto, toksyczno$¢ nanoczastek byta odwrotnie proporcjo-
nalna do ich wielkosci.

Na podstawie wynikéw tych analiz Doktorantka do dalszych badan nad me-
chanizmem toksyczno$ci nanoczastek gadolinu domieszkowanych erbem i iterbem wy-
brata przede wszystkim komoérki mysich makrofagéw RAW 264.7 i ]774A.1, dla ktérych
nanoczgstki okazaty si¢ najbardziej toksyczne. Nastepnie Pani mgr inz. Edyta Wysokin-



ska wykazata, ze za obserwowang toksyczno$¢ nanoczgstek gadolinu nie sa odpowie-
dzialne jony gadolinu i fluoru, ktére moga by¢ z nich uwalniane, jak réwniez rozpusz-
czalniki uzyte podczas ich syntezy. Kolejne badania przeprowadzone przez Doktorantke
z wykorzystaniem skaningowego mikroskopu elektronowego i fluorescencyjnego wyka-
zaly, ze badane czgstki gadolinu domieszkowane erbem i iterbem w komérkach mysich
makrofagow ]774A.1 i RAW 264.7. lokalizowaly sie w poblizu btony komérkowej oraz
wewnatrz komarki, natomiast nanoczastki S2 i S3 wnikaty do komérki, ale nie lokalizo-
waty si¢ w jadrze komérkowym. Podobnie nanoczastki te lokalizowaty sie w keratyno-
cytach oraz komérkach $rédbtonka, ktére nie byty dla tych komérek toksyczne, ale nie
whnikaly do komérek S.C. Wyniki tych badan zostaty przedstawione na zdjeciach wyko-
nanych skaningowym mikroskopem elektronowym przy napieciu 10kV i 30kV lub fluo-
rescencyjnym.

Pod wplywem nanoczastek zawartych w komoérkach mysich makrofagéw
Doktorantka stwierdzita wzrost zakwaszenia w lizosomach, zaleznego od rodzaju nano-
czastek (najwyzsze dla S1 i podobne dla S2 oraz S3), jak tez czasu inkubacji, ktére zda-
niem Doktorantki mogty by¢ przyczyng obserwowanych zmian cytotoksycznych w ba-
danych komérkach. Potwierdzenie tej sugestii stanowity wyniki badan Doktorantki, w
ktérych komoérki przed ekspozycja na nanoczastki byly inkubowane z Bafilomycyna A1l
(BA1), inhibitorem wakuolarnej H*ATPazy lub lizosomotropowg zasadg - chlorkiem
amonu. W komorkach takich mgr inz. Edyta Wysokiniska stwierdzita redukcje cytotok-
syczno$ci pod wptywem nanoczastek S1, jak réwniez spadek apoptozy. W badanych
komorkach Doktorantka nie obserwowata natomiast zmian w poziomie biatka CHOP, po
6 godzinach ich inkubacji z nanoczasteczkami. Biatko to jest jednym z markeréw stresu
w retikulum endoplazmatycznym. Badane nanoczgstki powodowaly wzrost ilosci anio-
rodnika ponadtlenkowego, natomiast nie zmienialy ilo$ci rodnikéw hydroksylowych
oraz anionéw peroksynitrylu ONOO-.

Na podstawie wynikéw tych badan mgr inz. Edyta Wysokiniska przystapita do
realizacji dalszych badan, ktérych celem byto sprawdzenie, w jaki spos6b nanoczastki
wplywajg na funkcjonowanie mitochondriéw. Analiza biatek proapoptotycznych i anty-
apoptotycznych zaleznych od mitochondriéw w komérkach traktowanych badanymi
nanoczgsteczkami gadolinu wykazata spadek poziomu antyapoptycznego biatka Bcl-2
oraz wzrost proapoptycznego biatka Bax, ktory byt zalezny od stezenia nanoczastek.
Wyniki te sugerowaty, ze obserwowane zmiany moga wptywac na potencjat btonowy
mitochondriéw, co Doktorantka postanowita zanalizowa¢ stosujgc swoisty barwnik Jec-1,
gromadzgcy si¢ w mitochondriach oraz cytometrie przeptywowa. W obu badanych ko-
morkach linii J774A.11 RAW 254.7 nanoczgstki S1 powodowaty spadek potencjatu btony
mitochondrialnej, natomiast nanoczastki S2 nie miaty wplywu na potencjat btony mito-
chondrialnej w komoérkach J774A.1, ale obnizaty go w komérkach RAW264.7. Podobne
zmiany obserwowano w komérkach pod wplywem nanoczagstek S3. Réwnocze$nie
uszkodzeniom mitochondriéw pod wptywem nanoczastek towarzyszyt wzrost ich liczby
w komorce. Obserwowane zmiany w badanych komérkach pod wptywem nanoczastek
sktonity Doktorantke do podjecia dalszych badan nad ich wptywem na autofagie tych
komorek oraz apoptoze. Do badania autofagii wykorzystata analize biatka LC3B, ktére
podczas tego procesu ulega przemianie i translokacji w komérce. W wyniku inkubacji
komorek z nanoczgsteczkami stwierdzita zmiany w poziomie obu form tego biatka -
cytoplazmatycznej i lipidowej, co moze wplywaé na przebieg autofagii. Badane nano-
czgstki indukujg takze apoptoze w traktowanych nimi komérkach, ktéra jest zalezna od
kaspazy 3 i 7. Najwyzszy odsetek komdrek apoptotycznych Doktorantka stwierdzita w
komorkach traktowanych nanoczgsteczkami S2.



Wieloetapowe badania mgr inz. Edyty Wysokinskiej na komorkach réznych
linii wykazaty wysoka toksyczno$¢ nanoczastek gadolinu domieszkowanych wzgledem
mysich makrofagéw linii Raw264.7 i J77A.1. Ponadto, Doktorantka okreslita kolejno$¢
zdarzen za to odpowiedzialnych. Dane te wskazuja, ze 6w proces jest indukowany zmia-
nami w zakwaszeniu lizosoméw pod wptywem nanoczgstek, co kolejno prowadzi do
zaburzenia mitochondrialnej homeostazy, procesu autofagii oraz indukcji apoptozy za-
leznej od kaspaz.

Dla licznych komoérek linii komérkowych nanoczastki te nie byly toksyczne,
co prawdopodobnie wynika z niskiej efektywnos$ci w nich endocytozy. Toksycznoé¢ na-
noczgstek mozna obnizy¢, optaszczajgc je PEG lub krzemionka.

Wyniki badan Doktorantki oceniam bardzo wysoko. Stanowig efekt wielu
pracochtonnych analiz, staranne zaplanowanych i konsekwentnie realizowanych. Po-
stawiony na wstepie pracy cel badan zostat w peini zrealizowany. Doktorantka wykaza-
ta sie znajomo$cia i umiejetnoscig wykorzystania réznorodnych technik badawczych. Na
uwage zastuguje takze Jej umiejetno$¢ wspétpracy z innymi badaczami. Proponowane
przez mgr inz. Edyte Wysokinska wieloetapowe badania stanowia w mojej ocenie dobry
schemat postgpowania, ktéry bedzie mozna stosowaé do sprawdzania toksycznoéci in-
nych nanoczasteczek. Cze$¢ wynikéw tych badan Doktorantka opublikowata w Toxico-
logy in vitro w 2016 roku, natomiast pozostale znajdujg sie na etapie przygotowan
luwazam, Ze niebawem zostang zaprezentowane w publikacjach o szerokim zasiegu
miedzynarodowym.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Edyty Wysokinskiej zostata przedstawio-
na w formie 103-stronicowego wydruku komputerowego, o typowym uktadzie dla tego
typu prac. Czg¢$¢ doSwiadczalng poprzedza krétkie streszczenie pracy w jezyku polskim
i angielskim oraz wstep, w ktérym Doktorantka doskonale wprowadza czytelnika w za-
gadnienia stanowigce przedmiot Jej dalszych badan. Cel badari Doktorantka przedstawia
w sposob jasny i zrozumiaty. Dobrze opisane sg réwniez metody badawcze stosowane w
pracy, chociaz Autorka nie ustrzegta sie¢ w nich zargonu laboratoryjnego, jak np. ko-
morki zbierane przez trypsyne (s. 34), czy drobnych niejasnosci, ze np. Zel po transferze
barwiono roztworem btekitu Coomasie w celu skontrolowania poprawnosci rozdziatu
biatek (s. 32). Uwazam, Ze chodzito o sprawdzenie transferu biatek z Zelu na btone. Ko-
morki, moim zdaniem, nie byly odrywane od podtoza, ale tagodnie oddzielane za pomo-
cg trypsynizacji. Na niejasnoSci te zwracam uwage z obowigzku recenzenta, jakkolwiek
nie majg one wptywu na mojg wysoka ocene merytoryczng pracy mgr inz. Edyty Wyso-
kinskiej.

Na uwagg zastuguje cz¢$¢ doSwiadczalna pracy. Wyniki badan zostaty przed-
stawione przez Doktorantke na licznych fotografiach oraz schematach, a efekty z po-
szczegoblnych ich etapéw sg krétko podsumowane w kazdym podrozdziale, co znacznie
utatwia lekture pracy. Czeé¢ te koncza jasno sprecyzowane wnioski. Wyniki wtasnych
badan mgr inz. Edyta Wysokinska dyskutuje z najnowszymi danymi z literatury przed-
miotu, a dyskusja rozprawy obrazuje znakomita znajomo$¢ Autorki badanych zagad-
nien. Pracg konczy spis literatury. Wszystko to sprawia, ze rozprawe doktorskg mgr
inz. Edyty Wysokinskiej czyta sie z duzym zainteresowaniem i przyjemno$cia.

Reasumujgc, recenzowana rozprawa doktorska dotyczy bardzo waznych
i znaczacych dla nanotechnologii, jak réwniez nanomedycyny zagadnien. Doktorantka
prowadzgc wieloetapowe analizy wptywu nanoczgstek na komérki uktadu odporno-
Sciowego wskazata, jakie mogg by¢ przyczyny ich cytotoksyczno$ci, przedstawiajac
rownocze$nie sposoby ich badania. Biorgc pod uwage zakres badan Doktorantki oraz



sposob ich realizacji, uwazam, ze rozprawa ta ma nie tylko istotne znaczenie poznawcze,
ale réwniez aplikacyjne.

W mojej ocenie, praca doktorska Pani mgr inz. Edyty Wysokinskiej spelnia
wszystkie kryteria okre$lone w Ustawie MNiSW z 18.03.2011 roku o stopniach nauko-
wych i tytule naukowym (DzU nr 204). Z powyzszych wzgledéw zwracam sie zatem do
Wysokiej Rady Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie Pani mgr inz. Edyty Wysokinskiej
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Réwnoczesnie, majgc na uwadze wysokg warto$¢ merytoryczng rozprawy
oraz jej znaczenie aplikacyjne, zwracam si¢ do Wysokiej Rady Instytutu Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda o wyr6znienie ocenianej pracy stosow-
ng nagroda. \ - i
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