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pod tytulem

sMolekularne mechanizmy aktywnos$ci nanoczastek srebra na poziomie komérkowym”

Przestawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Mariusza Zuberka zostata
wykonana pod kierunkiem Pana Prof. dr hab. Grzegorza Bartosza oraz opieka promotora
pomocniczego Pani dr Agnieszki Grzelak w Katedrze Biofizyki Molekularnej Instytutu
Biofizyki Uniwersytetu Lodzkiego. Praca doktorska zostala wykonana przy wsparciu
finansowym pochodzacym z funduszy Narodowego Centrum Nauki, Projektu POIG oraz
srodkéw Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £.6dzkiego.

Na rozprawe doktorska Pana mgr Zuberka sklada sie cykl spéjnych tematycznie prac
opublikowanych w trzech bardzo dobrych czasopismach naukowych: Journal of
Nanobiotechnology, Redox Biology oraz Mechanisms of Ageing and Development. We
wszystkich trzech pracach Pan mgr Zuberek jest pierwszym autorem, z wiodgcym
niebudzacym zastrzezen recenzenta udzialem. Doktorant dotaczyt o$wiadczenia, w ktérych
opisal precyzyjnie swoj wklad w powstanie prac wchodzacych w cykl rozprawy doktorskie;j,
wskazujac w nich na swdj udzial w wykonaniu eksperymentéw, analizie danych oraz
przygotowaniu manuskryptow. Nalezy jednak zaznaczyé istotng pomoc promotora
pomocniczego w powstaniu wszystkich publikacji, co wskazuje na autentyczne
zaangazowanie Pani dr Grzelak w opieke nad doktorantem podczas pracy laboratoryjne;j.

Problematyka pracy doktorskiej dotyczy poznania molekularnych mechanizméw
odpowiedzi ludzkich komérek nowotworu watrobowo-komérkowego (HepG2) i1 ludzkiej linii
komoérek $rodmoédzgowia (LUHMES) na nanoczastki srebra o $rednicy nominalnej 20 nm.
Rozprawa doktorska w szczeg6lnosci koncentruje si¢ na poznaniu roli aktywnosci
metabolicznej komoérek zaleznej od stezenia glukozy, stresu oksydacyjnego, stresu

nitrozacyjnego w determinowaniu cytotoksycznosci nanoczastek srebra.



W zwigzku z intensywnym rozwojem nanotechnologii w pelni uzasadnione jest
stawianie pytan dotyczacych zagrozen, ktére si¢ z nim wigzg. Tym samym zagadnienia
zwigzane z poznaniem mechanizméw toksycznosci réznych nanomaterialow sg wcigz
przedmiotem wielu opracowan naukowych, a branzowe czasopisma, ktére zajmujg sie tg
tematyka odznaczaja si¢ w wiekszosci bardzo wysokimi wspdtczynnikami oddziatywania
(tzw. Impact Factor).

Doktorant dokonal wyboru nanoczagstek srebra jako obiektu swoich wieloletnich
badan. W dostgpnych bazach (m.in. PubMed) mozna znalez¢é wiele opracowan naukowych
poswigconych zagadnieniu toksycznosci nanoczastek srebra, niemniej ich wyjatkowe
wilasciwosci  fizyko-chemiczne, sposoby otrzymywania, potencjalne aplikacje oraz
zagadnienia zwigzane z biokompatybilnoscia sg wcigz aktualne i warte badan.

Nanoczastki srebra sg gléwnie otrzymywane dla przemystu elektronicznego oraz
chemicznego. Natomiast ich wyjatkowe wiasciwosci fizyko-chemiczne zwigzane sg z duzym
stosunkiem powierzchni aktywnej do objetosci sprawiajg, ze majg one takze zastosowanie
w medycynie. Niezwykle wazng cechg nanoczastek srebra jest wykazywanie aktywnosci
biologicznej nawet przy stosowaniu bardzo matych stezen. Jedna z takich powszechnie
wykorzystywanych  aktywnosci nanoczgstek srebra jest ich przeciwbakteryjne,
przeciwgrzybicze i przeciwwirusowe dziatanie. W ostatnich latach na rynku medycznym
pojawily si¢ takze linie produktéw opatrunkowych otrzymane z wykorzystaniem nanoczgstek
srebra, ktore charakteryzuja si¢ dziataniem przeciwbakteryjnym i lepsza penetracja w glab
martwiczych tkanek. Dodatkowo ze wzgledu na swoje unikalne wiasciwosci
przeciwbakteryjne nanoczastki srebra wykorzystuje si¢ rowniez w ortopedii, chirurgii
szczgkowo-twarzowej 1 chirurgii stomatologicznej. Stosowanie nanoczgstek srebra
postrzegane jest takze jako jedna z alternatywnych metod zmierzajacych do ograniczenia
stosowania antybiotykdéw oraz zapobiegania rozprzestrzenianiu réznych mikroorganizmow.

Dlatego poznanie jak najszerszego spektrum mozliwych interakcji miedzy
nanomaterialtami a komorkami organizméw jest niezwykle wazne dla wielu dziedzin
gospodarki.

Rozprawa doktorska Pana mgr Zuberka zawiera nastepujace rozdziaty: informacje
wprowadzajagce z wykazem zrédet finansowania oraz wykazem dorobku naukowego

doktoranta, streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim obejmujgce nastepujgce
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podrozdzialy: wstep, cele, metody, wyniki oraz wnioski, o$wiadczenia wspotautoréw,
zalaczone prace wchodzace w sklad rozprawy.

., Wstep” streszczenia rozprawy jest krotkim opracowaniem poswieconym glownie
mechanizmom stresu oksydacyjnego oraz nitrozacyjnego. Pewnym mankamentem tego
rozdzialu w mojej ocenie jest brak zwieztych, ale konkretnych informacji wskazujacych
zasadnos¢: a) wyboru nanoczastek srebra jako przedmiotu badan, co jest w szczegdlnosci
istotne ze wzgledu na ilo$¢ dostgpnych publikacji, m.in. na temat cytotoksycznosci
nanoczgstek srebra, b) wyboru modelow komoérkowych. W podrozdziale streszczenia
zatytutowanym ,,Cel pracy” doktorant sprecyzowal trzy cele szczegélowe. Nalezy jednak
odnotowa¢ brak sformulowanego wyraznego celu gléwnego pracy doktorskiej.
W podrozdziale streszczenia zatytulowanym ,.Metody” doktorant opisal modele komérkowe
oraz uzyte metody w pracach wchodzacych w sktad rozprawy. Z kolei w podrozdziale
streszczenia zatytulowanym ,,Wyniki” doktorant opisal syntetycznie wyniki otrzymane
w trzech powigzanych tematycznie pracach wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej.
Koncowy podrozdzial streszczenia zatytulowany ,,Wnioski” obejmuje sze$¢ wnioskow
koncowych sformutowanych na podstawie otrzymanych wynikéw eksperymentalnych.
W streszczeniu polskim nalezy wspomnie¢ o kilku zauwazonych przez recenzenta
niefortunnych sformutowaniach np. ,,przeZnictwa sygnatéw” (str. 9), czy ,.stres azotowy” (str.
5) - poprawnym stosowanym sformulowaniem powinno byé ,stres nitrozacyjny”,
.»Zapostulowano” (str. 9). W pracy zauwazono takze btedy interpunkcyjne.

Analogiczny opis zaprezentowany w streszczeniu polskim zostal zawarty
w streszczeniu  angielskim, ktére dodatkowo zostalo zakonczone spisem literatury
obejmujacym jedynie 5 pozycji.

Pierwsza praca wchodzaca w cykl rozprawy opublikowana w 2015 roku w Journal of
Nanobiotechnology dotyczy mechanizmu toksycznosci nanoczgstek srebra zaleznego od
stezenia glukozy. Przeprowadzone badania na linii komérkowej HepG2 wykazaly, ze
toksyczno$¢ nanoczastek srebra byla wyzsza w obecnosci wyzszego stezenia glukozy.
Doktorant zaobserwowat takze, ze nizsze st¢zenie glukozy stymulowalo mechanizmy obrony
antyoksydacyjnej na poziomie ekspresji niektérych gendéw, a takze wzrostu aktywnosci
enzymatycznej katalazy, S-transferazy glutationowej, dysmutazy ponadtlenkowej czy
reduktazy glutationowej, co z kolei wedtug doktoranta efektywnie chronito komérki przed

stresem wywolanym okreslonymi st¢zeniami nanoczastek srebra. Doktorant wysunal



hipotezg, iz obnizona ilos¢ glukozy stymuluje proces fosforylacji oksydacyjnej, co skutkuje
indukcja systemu obrony antyoksydacyjne;.

Prosze¢ doktoranta o podanie uzasadnienia czym byl podyktowany wybér linii
komorkowej HepG2 do tej czgsci badan. W ocenianej pracy zabraklo niestety kilku waznych
eksperymentoéw, ktére pozwolilby na lepsze uzasadnienie dla sformulowanej hipotezy.
Wedlug recenzenta w pracy zabraklo analizy oceny poziomu uszkodzen mitochondriéw przez
nanoczgstki srebra, np. poprzez analiz¢ potencjatu blony mitochondrialnej, a takze podania
réoznic w produkcji ATP w komdrkach w poszczegdlnych uktadach eksperymentalnych.
Dlatego proszg¢ o pelniejszy komentarz na jakiej podstawie doktorant stwierdzil, ze w jego
ukladzie eksperymentalnym przy obnizonej glukozie w medium hodowlanym rzeczywiscie
nastepuje indukcja fosforylacji oksydacyjnej?

W drugiej pracy opublikowanej w 2017 roku w Redox Biology doktorant opisat
zjawisko wzrostu nitracji bialek wywotane egzogennym nadtlenoazotynem w komoérkach
HepG2 hodowanych w medium o obnizonym stezeniu glukozy. Doktorant wysungt hipoteze,
1z nitrowane biatka sa szybciej usuwane w komorkach hodowanych w medium o wyzszym
stgzeniu glukozy, co jest zwigzane z wigkszg aktywnoscig systemu ubikwityna-proteasom.
Nanoczastki srebra dodane do medium z obnizong zawartoscig glukozy wedtug doktoranta
wywolywaly podobny efekt, tj. indukowaly wzrost aktywnosci systemu ubikwityna-
proteasom na drodze szlaku sygnatowego NRF2.

Proszg doktoranta o komentarz na jakiej podstawie twierdzi, ze efektem dziatania nanoczastek
srebra jest wzrost aktywnosci systemu ubikwityna-proteasom, poniewaz w zalgczonej
publikacji nie ma danych eksperymentalnych na ten temat?

W ostatniej z cyklu trzech prac, opublikowanej w 2018 roku w Mechanisms of Ageing
and Development doktorant w oparciu o model komérkowy ludzkiej linii komoérek
srédmézgowia LUHMES ocenit wplyw nanoczastek srebra na profil transkrypcyjny 32
genéw kodujacych biatka transporteréw ABC. Doktorant zaobserwowal najwigksze zmiany
w transkryptomie genéw z rodziny 4BCA, migdzy innymi dla genu ABCAI. Na tej podstawie
doktorant zaproponowal mechanizm, w ktérym internalizacja fragmentéw blony bogatej
w cholesterol towarzyszy endocytozie nanoczastek srebra, prowadzac do zwigkszenia ogélnej
puli cholesterolu w komérce dostepnego dla reaktywnych form tlenu. Doktorant stwierdzit
takze, ze komorki intensywnie proliferujace poddane dziataniu nanoczastek srebra wykazuija

profil ekspresji mRNA dla biatek ABC analogiczny do tego, ktéry zwigzany jest z procesem
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réznicowania si¢ w dojrzate neurony dopaminergiczne. Swiadczyé to moze o tym, ze stres
wywolany przez nanoczastki w komoérkach proliferujagcych moze prowadzi¢ do zaburzenia
réznicowania w ptodowych komérkach neuronalnych.

W zwiazku z tym, iz doktorant w swojej pracy wnioski oparl wylgcznie o analize
profilu transkrypcji genéw ABC prosze o komentarz dotyczacy znanych mechanizmow

regulacji potranskrypcyjnej genéw w odpowiedzi na nanoczastki srebra.

Whiosek koncowy
W podsumowaniu recenzji chciatbym stwierdzi¢, iz mimo moich uwag, pozytywnie oceniam
przedstawiong prace doktorskg Pana mgr Mariusza Zuberka oraz stwierdzam, ze spelnia ona
wymogi ustawowe stawiane pracom doktorskim. Wnioskuje do Rady Wydziatu Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £.6dzkiego o dopuszczenie Pana mgr Mariusza Zuberka

do dalszych etapé6w przewodu doktorskiego.
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