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Promotor: dr hab. Wojciech Kalasa

Nanotechnologia znajduje  zastosowanie w medycynie, w farmacji m.in.
w transportowaniu lekow, wykrywaniu i hamowaniu rozwoju komérek nowotworowych czy
w diagnostyce obrazowej. Obok wielu korzysci wynikajacych z zastosowan nanotechnologii,
istniejg rOwniez pewne zagrozenia zwigzane np. z toksycznoscia —stosowanych
nanomaterialéw. Dotychczasowe badania koncentrujg si¢ przede wszystkim na eksponowaniu
wlasciwosci przeciwbakteryjnych i przeciwnowotworowych nanoczgsteczek. Niestety,
pomimo wielu badan, tylko niewiele grup badawczych skoncentrowalo si¢ na ocenie
toksycznosci nanomateriatow, szczegdlnie wzgledem komérek prawidlowych, w tym
komorek uktadu immunologicznego. W tym wysoce aktualnym, waznym 1 interesujagcym
nurcie kontrowersji naukowej osadzona jest rozprawa mgr inz. Edyty Wysokinskiej. Jej celem
bylo poznanie mechanizmoéw toksycznosci niepotaszczonych nanoczastek fluorku gadolinu
domieszkowanego  jonami  lantanowcéw  wobec  wybranych  komoérek  ukladu
odpornosciowego.

Cel badawczy jakiego podjeta si¢ Doktorantka jest w pelni uzasadniony 1 wazny,
Nanomaterialy sg szeroko stosowane w biomedycynie.

Przedlozona mi do oceny rozprawa pt.. ,,Mechanizm toksycznosci nanoczgstek
lantanowcéw wobec wybranych komorek ukiadu odpornosciowego™ liczy 103 strony 1 ma

klasyczny, typowy dla tego typu rozpraw uklad. Sklada si¢ ze spisu tresci, streszczenia
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w jezyku polskim i angielskim, wykazu skrotow oraz rozdzialow: Wprowadzenie, Cel pracy,
Materialy i Metody, Wyniki, Dyskusja i Wnioski. Skréty utworzone sg w oparciu 0 nazwy
angielskie. Bardziej korzystne byloby tworzenie skrotow wynikajacych z nazewnictwa
polskiego np.: nie ROS (reactive oxygen species) tylko RFT (reaktywne formy tlenu) i TK
(tomografia komputerowa) a nie CT (computed tomography). Praca pisana jest w jezyku
polskim a nie w angielskim, zatem wymaga polskiego stownictwa. Streszczenie umieszczone
na poczatku dysertacji znacznie utatwia recenzentowi ocen¢ dalszych rozdziatow pracy.

We Wprowadzeniu Doktorantka opisuje wlasciwosci nanomaterialow, mozliwosé
modyfikacji ich powierzchni, omawia wlasciwosci materiatéw upkonwertujgcych
testowanych do zastosowan biomedycznych. We Wprowadzeniu mgr inz. Edyta Wysokinska
przedstawia oddziatywanie nanomateriatbw z komoérkami i opisuje drogi wnikania
nanomateriatéw do wnetrza komorki, wskazujge jednoczesnie miejsca ich akumulacji
w komoérce. Ponadto opisuje jakie uszkodzenia organelli komoérkowych mogg by¢
indukowane przez badane zwiazki i wynikajace z tych uszkodzen drogi apoptozy i indukcje
autofagii. Na podstawie najnowszej literatury omawia toksycznos¢ lantanowcow in vitro
i ekspozycje organizméw zywych na metale ziem rzadkich. Do tej czgsei pracy nie mam
uwag. Jest ona dobrym wprowadzeniem do dalszych czgsci rozprawy. Dodatkowo czgs¢
opisowa Wprowadzenia jest poparta licznymi rycinami pozwalajacym na lepsze zrozumienie
przedstawionych zagadnien.

W rozdziale Cel pracy autorka krotko uzasadnia podjete przez nig badania i formuluje
jasno sprecyzowany cel. Cel pracy jaki wyznaczyla sobie doktorantka jest wasciwy.

Material i metody doktorantka opisuje poprawnie ale nie do konca precyzyjnie i jasno.
W podrozdziale 3.1 Doktorantka nie przedstawita przebiegu syntezy nanoczastek, jak rowniez
nie wymienia rodzaju nanomateriatéw uzytych do badan, co w znaczny sposéb utrudnia
pozniejsza analize wynikéw. Uwazam to za niewlasciwe. Doktorantka uzywa zamiennie
nazwy nanoczastki i nankrysztaty. Warto byloby wyjasni¢, ze nie wszystkie nanoczgstki moga
by¢ nankrysztatami. Te badane przez doktorantke akurat majg wiasciwosci nanokrysztalow.

W podrozdziale 3.2 doktorantka uzywa sformutowania ,.komoérki adherentne byly zbierane
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przy pomocy roztworu trypsyny”. Mysle, ze powinno by¢ ,,..byly odklejane od podioza przy
uzyciu roztworu trypsyny”. Mozna to jednak potraktowaé, jako skrot myslowy.
W podrozdziale 3.3 Doktorantka przedstawia jedynie w sposdb schematyczny przebieg
przeprowadzonych do$wiadczen. Wydaje mi sie, e nalezaloby opisaé przebieg
prowadzonych do$wiadczen, a ewentualnie dodatkowo zilustrowaé za pomoca schematéw.
Wedtug mnie, taki schematyczny sposob przedstawienia realizowanych do$wiadczen jest
bardzo skrotowy, niepelny i nieczytelny.

Dobrze byloby w tytulach podrozdziatéw podaé tak jak w podrozdziale 3.4 ,Ocena
zywotnos$ci/aktywno$ci metabolicznej komorek metoda MTS (test MTS) w pozostatych
rozdzialach Ocena np.: proliferacji komorek.......... metoda takg i takg. To znacznie
utatwiloby recenzentowi ocene doboru wlasciwych metod i materiatow.

Pomimo tych uwag stwierdzam, ze zastosowane metody badawcze, opisane w pracy
przez Doktorantke, zostaty dobrane adekwatnie do postawionego sobie celu badan. Jednak co
do doboru materialu mam pewne watpliwosci. Prosze, zeby Doktorantka uzasadnita, w jakim
celu przebadata cytotoksycznos¢ nanoczastek wzgledem tylu ludzkich linii komorek
prawidfowych i nowotworowych, poréwnujac uzyskane wyniki z mysimi makrofagami
i fibroblastami. Poréwnanie oddziatywania badanych nanoczastek na ludzkie i mysie
makrofagi nie jest do konca uzasadniony, ze wzgledu na nieco odmienny mechanizm
odpowiedzi immunologicznej, o czym doktorantka pisze w rozdziale ,, Dyskusja .

Przeprowadzone badania przyniosly interesujace wyniki. ,,Wyniki” przedstawiono
w postaci wykresow i tabel, ktore sg jasne i nie budza zastrzezen. Doktorantka w czesci
»Wyniki” zamiescita 38 rycin (w tym wykresy i fotografie) i 11 tabel jako dokumentacje
wykonanych prac oraz ich oméwienie. Bardzo dobra jakos¢ przedstawionej dokumentacji
swiadezy, ze doktorantka w sposob biegly postuguje si¢ stosowanymi w rozprawie metodami
1 swobodnie korzysta z aparatury badawczej.

W tej czesci dysertacji Doktorantka wykazata wysoka toksycznosé badanych,
niepolaszczonych nanoczastek fluorku gadolinu domieszkowanego jonami lantanowcow

wzgledem aktywnych mysich makrofagéw. Doktorantka dowiodla, ze nanoczastki wnikajace
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do makrofagéw wplywaly na wzrost zakwaszenia $rodowiska wewngtrzkomorkowego
makrofagdéw, co w istotny sposob zaburzalo homeostaz¢ mitochondrialng i proces autofagii.
Wiynikiem tych zaburzen byta aktywacja zaleznej od kaspaz apoptozy. Warto wspomnie¢, ze
regulacja apoptozy i autofagii na poziomie molekularnym czesto zachodzi z udziatem tych
samych biatek. Mozna zatem w aspekcie $mierci komorkowej wyrézni¢ trzy typy interakcji
miedzy apoptoza i autofagia. Mozemy przypuszczac, ze w przypadku badanych makrofagow,
traktowanych nanoczgsteczkami, domieszkowanymi jonami lantanowcéw mamy do czynienia
z interakcjg, w ktorej autofagia nie prowadzi do $mierci komorek ale posredniczy w indukeji
apoptozy. Istotne i nowatorskie jest krotkie podsumowanie kazdego podrozdziatu tej czgsei
rozprawy, ktére ma na celu zebranie czastkowych wynikéw z przeprowadzonych
doswiadczen. Szkoda tylko, ze Doktorantka umieszcza w rozdziale ,,Wyniki” to co powinno
by¢ opisane w rozdziale ,,Material i Metody”.

Kolejny rozdziat pracy to , Dyskusja”, ktéra stanowi 8-stronicowe omowienie
uzyskanych wynikéw na tle danych literaturowych. Doktorantka na poczgtku jeszcze raz
podkresla, co miaty na celu przeprowadzone badania i omawia po kolei rezultaty
przeprowadzonych do$wiadczen odnoszac si¢ do informacji pochodzacych z prac innych
badaczy. W tej czesci rozprawy Doktorantka umieszcza na dwoch ostatnich stronach dwie
ryciny, w ktorych zestawia swoje badania z badaniami innych autoréw, przedstawiajgce
mechanizmy toksycznoéci niepolaszczonych nanoczastek zawierajacych w swej strukturze
lantanowce. Uwazam to za ciekawe poréwnawcze przedstawienie badafn Doktorantki
7 badaniami innych autoréw. Moje uwagi nie rzutuja na wysoka warto$¢ przedtozonej mi do
recenzji.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska pt.: ”Mechanizm toksycznosci nanoczgstek
lantanowcéw wobec wybranych komdrek ukladu odpornosciowego” spelnia wymogi
okreslone w art. 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003r.o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.Nr 65, poz. 595, z p6z.zm.)
stawiane rozprawom doktorskim. Zwracam si¢ do Wysokiej Rady Instytutu im.
Ludwika Hirszfelda o dopuszczenie Pani mgr inz. Edyty Wysokinskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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