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Ocena pracy doktorskiej mgr Patrycji Anny Talarskiej-Markiewicz

pt. ,, Wplyw nanoczastek na reaktywno$¢ ludzkich leukocytéw krwi obwodowe;j”

Pojecie nanotechnologia pojawito sie¢ juz na poczatku minionej dekady. W 1959 r.
noblista Richard Feynman. na zjezdzie Amerykanskiego Towarzystwa Fizykow w referacie
,»There is plenty of room at the bottom” przedstawil prognoze, ze rozwoj nauki umozliwi
konstruowanie sztucznych struktur zlozonych =z pojedynczych atomdéw. Obecnie
nanotechnologia -rozwijajaca si¢ interdyscyplinarng nauka, scala osiggniecia z dziedziny
chemii, fizyki i informatyki, otwierajac nowe mozliwo$ci poznawcze, prowadzac nas w strone
sterowania strukturag materii na poziomie pojedynczych atoméw i molekul. Rozwdj
nanotechnologii otwiera réznorodne mozliwosci aplikacyjne, w szczegdlnosci pozadane w
ochronie zdrowia i ekologii. Jak wynika z doniesien literaturowych, wsérod najbardziej
popularnych nanostruktur stosowanych w medycynie oraz w kosmetologii, oprdcz znanych i
czesto stosowanych nanoczastek srebra i zlota, coraz czesciej wykorzystuje sie nanoczastki
innych metali bloku d, m.in. takich jak platyna, pallad czy ruten.

Od 2006 prowadzony jest Project on Emerging Nanotechnologies przeznaczony do tworzenie
spisu wszystkich nanoproduktéw konsumenckich dostgpnych na rynku §wiatowym. Obecnie
na rynku $wiatowym obserwujemy ponad 1400 nanoproduktow, z ktérych ponad polowa
znajduje zastosowanie w obszarze zdrowia i fitness. Stale jednak powinni$my mie¢ na uwadze,
ze wprowadzanie nowych materialéw do naszego $rodowiska wymaga ich oceny pod katem
potencjalnych zagrozen zwigzanych z ich kumulacjg w naszym otoczeniu. Obserwujemy
wzrost liczby badan naukowych skupionych na ocenie toksycznos$ci nowych nanomaterialow,
gdyz ciagle niewiele jest potwierdzonych naukowo danych na temat wywolywania przez

nanoczastki 1 nanomateriaty skutkow toksycznych u ludzi i zwierzat. Brak jest rowniez



regulacji prawnych, ktére normowalyby projektowanie, wytwarzanie i1 koncowe
wykorzystywanie produktéw nanometrycznych. W celu bezpiecznego stosowania
zaawansowanych nanotechnologii, konieczne jest zintensyfikowanie badan w kierunku
kompleksowego wplywu nanoobiektdw zaréwno na zdrowie czlowieka, jak i na nasze
srodowisko naturalne.

W $wietle przytoczonych faktéw wybdr tematu pracy doktorskiej mgr Patrycji Anny Talarskiej-
Markiewicz pt. ,,Wplyw nanoczastek na reaktywnosé ludzkich leukocytow krwi obwodowej”
jest istotny, aktualny i interesujacy, o duzych walorach praktycznych. Uktad przedstawionej do
recenzji pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich, z podzialem na rozdziaty: wstep, materiat
badawczy, cele pracy, materialy i metody, wyniki, podsumowanie, wnioski, streszczenie w
jezyku polskim i angielskim, spis rycin i tabel i pi$miennictwo Rozprawa doktorska mgr
Patrycji Anny Talarskiej-Markiewicz liczy 153 strony tekstu, w ktorych zawartych jest 21 rycin
1 49 tabel. Tabele i ryciny umieszczono w tekscie, co znacznie ulatwia korzystanie z nich w
czasie czytania. Doktorantka postuguje si¢ zwigztym jezykiem naukowym, swobodnie
poruszajac si¢ w terminologii omawianych zagadnien. Pi$miennictwo liczy 155 pozycji
literaturowych, obejmuje publikacje z ostatnich lat i jest wlasciwie dobrane i cytowane.

We wstepie pracy Doktorantka wprowadza czytelnika w $wiat nanotechnologii
przedstawiajac informacje naswietlajace zakres tematyczny podjetych badan. W rozdzialach
tych Autorka omawia zagadnienia dotyczgce charakterystyki, zastosowania i wchtaniania
nanoczgstek srebra i zlota. Druga czes$¢ wstepu dotyczy wybuchu oddechowego, za$ trzecia
czgs¢ odnosi sie do procesu pyroptozy. Wstep pracy doktorskiej jest dobrym wprowadzeniem
czytelnika do dalszej czg$ci dysertacji.

Celem pracy doktorskiej mgr Patrycji Anny Talarskiej-Markiewicz pt. ,,Wplyw
nanoczgstek na reaktywno$¢ ludzkich leukocytow krwi obwodowej” byto zbadanie wptywu
nanoczgstek srebra i zlota w zaleznosci od ich rodzaju, stezenia i czasu inkubacji na aktywnosé
wybuchu oddechowego oraz na proces pyroptozy monocytéw i granulocytéw krwi ludzkie;.
Do badan wykorzystano ludzka heparynizowana petna krew obwodowa, pozyskang od 120
potencjalnie zdrowych dawcéw z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
(RCKiK) w Poznaniu. Wpltyw badanych nanoczastek srebra i ztota na indukcje procesu
pyroptozy monocytéw 1 granulocytdw zbadano poprzez pomiar aktywnoS$ci kaspazy-1 oraz
stezenia interleukiny-1p.

Kuliste nanoczgstki zlota zostaly otrzymane zmodyfikowang metodg Turkevicha. Opis
syntezy kulistych nanoczastek zlota zostal przedstawiony w zalgczniku 2. Synteza

pretopodobnych nanoczastek zlota zostata przeprowadzona metoda in situ bottom-up (zatacznik




3). Kuliste nanoczastki srebra przygotowano zgodnie z artykulem: Bigall, N., Reitzig, M.,
Naumann, W., Simon, P., van Pée, K.-H. and Eychmiiller, A. Fungal Templates for Noble-
Metal Nanoparticles and Their Application in Catalysis (zalacznik 4). Przeprowadzona
charakterystyka otrzymanych nanostruktur metoda spektroskopows (w obszarze UV-Vis) i
mikroskopowa (wysokorozdzielczego mikroskopu transmisyjnego, HRTEM, ang. High
Resolution Transmission Electron Microscopy) umozliwity wyznaczenie ksztaltu i rozmiaru
kulistych nanoczastek zlota i srebra. Synteze, funkcjonalizacje oraz badania fizykochemiczne
uzytych w pracy nanoczastek, w tym widma UV-VIS dolgczone w opisie zastosowanych
nanoczastek przeprowadzono w Zakladzie Fizyki Molekularnej na Wydziale Inzynierii
Materiatowej i Fizyki Technicznej Politechniki Poznanskiej oraz Wielkopolskim Centrum
Zaawansowanych Technologii w Poznaniu. Pomiary mikroskopowe — morfologie oraz
wymiary nanoczastek wykonano przy pomocy wysokorozdzielczego mikroskopu
transmisyjnego (HRTEM) (JEOL ARM-200F) w Centrum NanoBiomedycznym Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Doktorantka w swoich badaniach zastosowala
nastgpujgce nanoczastki: Aul- kuliste nanoczastki zlota o rozmiarze ok. 13,24 nm, wykazujace
maksimum absorpcji przy dtugosci fali A=525 nm zawieszone w wodzie. Au2 - kuliste
nanoczastki ztota o rozmiarze ok. 13,24 nm, wykazujgce maksimum absorpcji przy dhugosci
fali =525 nm, sfunkcjonalizowane tiomonometylowym glikolem polietylenowym (PEG 200)
zawieszone w wodzie. Au3- kuliste nanoczastki ztota o rozmiarze ok. 13,24 nm, wykazujace
maksimum absorpcji przy dlugosci fali A=526 nm, sfunkcjonalizowane tiomonometylowym
glikolem polietylenowym (PEG 2000) zawieszone w 0,9% NaCl. Au4- pretopodobne
nanoczastki zlota o rozmiarze ok. 31,92 x 11,85 nm, wykazujace maksimum absorpcji przy
dlugosci fali A=683 nm zawieszone w wodzie. Au5- pretopodobne nanoczastki zlota o
rozmiarze ok. 31,92 x 11,85 nm, wykazujace maksimum absorpcji przy dtugosci fali A=685 nm
sfunkcjonalizowane tiomonometylowym glikolem polietylenowym (PEG 2000) zawieszone w
wodzie. Au6- pretopodobne nanoczastki zlota o rozmiarze ok. 31,92 x 11,85 nm, wykazujace
maksimum absorpcji przy dlugosci fali A=685 nm, sfunkcjonalizowane tiomonometylowym
glikolem polietylenowym (PEG 2000) zawieszone w 0,9% NaCl oraz Ag- kuliste nanoczastki
srebra o rozmiarze 8,5 nm, wykazujace maksimum absorpcji przy dlugosci fali A=397 nm
zawieszone w buforze. W pracy doktorskiej o ile przedstawiony opis badan eksperymentalnych
nie budzi wigkszych zastrzezen to jednak Recenzentka nie znalazta informacji jaki bufor
zastosowano do sporzadzenia roztworow nanoczastek srebra. Rodzi sie takze pytanie: dlaczego
nie zastosowano tutaj jako rozpuszczalnika wody, czy soli fizjologicznej, jak to miato miejsce

w przypadku nanoczastek ztota?



Aktywno$¢ wybuchu oddechowego zostala zmierzona przy pomocy cytometru
przeptywowego z wykorzystaniem komercyjnego testu Phagoburst, ktéry zawiera 12-
mirystynian 13-octanu forbolu (PMA) bedacy silnym $rodkiem stymulujacym wybuch
oddechowy, a takze dihydrorodaming 123 (DHR) uzyts, jako fluorogeniczny substrat.
Granulocyty i monocyty stymulowane PMA wytwarzaja reaktywne formy tlenu. Reaktywne
formy tlenu sg niezbedne do prawidlowego funkcjonowania organizmu, pelnig role
przekaznikoéw sygnatu, regulujg procesy naprawcze w komoérkach i ekspresje genéw, biora
udzial w reakcjach redoks w lancuchu oddechowym, odtwarzaniu zwiazkow
wysokoenergetycznych (ATP), transporcie tlenu przez hemoglobine, ponadto aktywuja
cytochrom P450 i fagocytoze drobnoustrojow. Reaktywne formy tlenu mogg jednak wywieraé
dziatanie szkodliwe, nadmiar RFT powoduje stan permanentnego stresu oksydacyjnego
prowadzacego do uszkodzenia sktadnikéw komorki i zaburzenia jej funkcji, poprzez m.in.
utlenianie zwigzkow niskoczasteczkowych (glutation, askorbinian), degradacje kolagenu,
depolimeryzacje kwasu hialuronowego, utlenianie hemoglobiny, inaktywacje enzyméw i
biatek transportowych, uszkodzenia DNA, peroksydacje lipidéw bton komérkowych, rozpad
erytrocytéw i zmiany morfologii komoérek. Liczni autorzy dowodzg, ze nanoczgstki wptywaja
takze na indukcje¢ stresu oksydacyjnego i zachwianie rownowagi redox komérek.

Autorka dysertacji przeprowadzila ilo§ciowa ocene zmian aktywno$ci wybuchu oddechowego
monocytéw 1 granulocytéw krwi ludzkiej pod wplywem nanoczgstek kulistych i
pretopodobnych zlota oraz kulistych nanoczastek srebra. Doktorantka zastosowala dwa czasy
inkubacji nanoczastek we krwi: 30 i 60 minut w stezeniach 20, 100, 200 pg/ml. Na podstawie
przeprowadzonych badaf Doktorantka stwierdzita bardzo mate réznice w warto$ciach sredniej
intensywnosci fluorescencji rodaminy wsréd zaréwno granulocytéw, jak i monocytow bez
stymulacji PMA, miedzy wszystkimi probami inkubowanymi zaréwno z nanoczgstkami ztota,
jak i srebra w poréwnaniu do proby kontrolnej. Natomiast po stymulacji PMA nanoczastki ztota
(szczeg6lnie kuliste nanoczastki Au3 sfunkcjonalizowane tiomonometylowym glikolem
polietylenowym PEG 2000) powodowaty wzrost $redniej warto$ci fluorescencji, gtéwnie w
granulocytach. Uzyskane wyniki nie w pelni pokrywaja si¢ z danymi literaturowymi, co sama
Doktorantka przyznaje w swojej rozprawie doktorskiej. Zdaniem Recenzentki w tym miejscu
nalezatoby podja¢ dyskusje naukowa thumaczaca rozbieznosé uzyskanych wynikéw z danymi
literaturowymi. Mam nadzieje, ze w trakcje publicznej obrony pracy Doktorantka ustosunkuje
si¢ do tego zagadnienia. W tabelach 7, 8 czy 43 probki sg oznaczona jako ,bufor do Au”,

pojawia si¢ pytanie, czy sg to proby kontrolne?




Nanoczastki srebra, szczegélnie w stgzeniu 20 pg/ml przy czasie inkubacji 60 min,
powodowaty spadek intensywnosci fluorescencji granulocytow po stymulacji PMA , co jest
zgodne z wynikami badan innych naukowcow. W kolejnym etapie badan Doktorantka ocenita
wplyw nanoczastek srebra i ztota Au3 (kuliste nanoczastki zlota o rozmiarze ok. 13,24 nm,
sfunkcjonalizowane tiomonometylowym glikolem polietylenowym (PEG 2000) zawieszone w
0,9% NaCl) i Au6 (pretopodobne nanoczgstki zlota o rozmiarze ok. 31,92 x 11,85 nm,
sfunkcjonalizowane tiomonometylowym glikolem polietylenowym (PEG 2000) zawieszone w
0,9% NaCl) na indukcje procesu pyroptozy monocytéw i granulocytow krwi ludzkiej poprzez
cytometryczny pomiar aktywnosci kaspazy-1 oraz pomiar st¢zenia interleukiny-1p metods
immunoenzymatyczng.

Proces pyroptozy jest typowy dla makrofagdéw, jednak moze dotyczyé rowniez komoérek po
zakazeniu bakteriami, wirusami, uszkodzeniami wywotanymi przez czynniki fizyczne czy po
dhugotrwalej terapii cytostatykami. Funkcjg kaspazy-1 w pyroptozie jest przeksztalcanie
nieaktywnych proform cytokin prozapalnych (IL-1B i IL-18) do aktywnych czynnikéw, w
wyniku czego pojawia si¢ stan zapalny, ktory w zdecydowany spos6b odréznia pyroptoze od
apoptozy. Interleukina 1B wplywa na pobudzenie migracji leukocytow oraz aktywuje
dodatkowo panel cytokin i chemokin dziatajacych wielokierunkowo podczas rozwoju stanu
zapalnego. Z kolei IL-18 aktywuje limfocyty T oraz makrofagi do produkeji IFN-y, IL-1a, IL-6
oraz TNF-a, ktére utrzymuja lokalny stan zapalny.

W swoich badaniach Doktorantka wykazata spadek odsetka komorek pyroptotycznych
zar6wno w monocytach, jak i w granulocytach pod wplywem nanoczastek srebra, w
pordwnaniu z proba kontrolng. Uzyskane wyniki badan nie koreluja z doniesieniami
literaturowymi innych autoréw. W prébach inkubowanych z nanoczastami srebra, procent
komorek pyroptotycznych byt nieco nizszy (od 2,95% do 3,99%) niz w probach kontrolnych
(4,31%). Wyjatkiem byly proby granulocytéw inkubowanych przez 60 min z nanoczastkami
stebra o stezeniu 20 pg/ml, gdzie stwierdzono 8,85%+20,53 komérek pyroptotycznych.
Wysoka wartos¢ odchylenia standardowego, rodzi pytanie o statystyczne znaczenie tych
wynikow. Ponadto, czy sumaryczna ilos¢ komoérek prawidtowych i pyroptotycznych w kazdej
probie nie powinna wynosi¢ 100% (tabela 36)? Potwierdzono korelacje pomiedzy spadkami
aktywnosci kaspazy-1 i IL-1B. Obserwowano spadek stezenia interleukiny-1 beta w
porownaniu z probg kontrolng przy 24-godzinnej inkubacji z nanoczastkami srebra. Najwiekszy
spadek stezenia IL-1B wystepowat w probkach, do ktorych dodano nanoczgstki Ag w stezeniu
100 i 200 pg/ml. Wykazano roznice istotne statystycznie dla wszystkich uzytych stezen w

poréwnaniu z probg kontrolng. Prosz¢ o dyskusj¢ podczas obrony pracy doktorskiej nad



stwierdzeniem ze str. 124 ,,Obserwowany w badaniach brak wzrostu w aktywnosci kaspazy-1
i stezenia interleukiny-1f odbiegaja od danych literaturowych. Brak uzycia LPS
(lipopolisacharydu) bedacego bodzcem prozapalnym i prowadzgcym do wytwarzania IL-1,
moze thumaczy¢, dlaczego w badaniach wtasnych nie zaobserwowano wzrostu stezenia IL-1p.”

W badaniach przedstawionych w recenzowanej pracy doktorskiej we wszystkich probach
granulocytow, jak réwniez granulocytow inkubowanych z kulistymi nanoczastkami zlota Au3
wystepowal niewielki wzrost odsetka komorek wykazujgcych pyroptoze, w poréwnaniu z
probg kontrolng. Nanoczastki ztota Au3 oraz Au6 inkubowane prze 24-godziny z krwia w
niewielkim stopniu powodowaty wzrost stgzenia interleukiny-1B w poréwnaniu z prébami
kontrolnymi. Chcialabym, aby Doktorantka podjeta dyskusje, czy nie nalezatoby zbadaéd
wplywu badanych nanoczastek na stezenie interlukiny IL-18, ktora odgrywa ogromng role w
procesie pyroptozy? Przygotowujac prace do druku, czy nie warto zastanowié sie,
nadrozpatrzeniem innych rodzajéw $mierci, czy nie nalezalo zrobi¢ np. badania
cytometyrycznego z Aneksyng V i jodkiem propidyny?

W rozdziale “Dyskusja” Doktorantka przeprowadzita analize uzyskanych wynikow
oraz dokonala konfrontacji badan wiasnych z osiagnigciami innych zespotéw badawczych.
Praca doktorska mgr Patrycji Anny Talarskiej-Markiewicz zdaniem recenzentki ma charakter
nowatorski i wnosi istotny wktad w badania nad nanoczgstami srebra i ztota.

Z obowigzku recenzenta chce zwrdci¢ uwage na drobne btedy edytorskie, np. str. 19
,jednoelektrodowa redukcja tlenu”, str. 73 tabela 16 - bledna kolejnos$é stezenia i czasu
inkubacji; str. 43 Autorka stwierdzita: ,,zmierzono zawiesing komérkows”, co powtarza w
wielu miejscach w swoim doktoracie (str. 45, 49, 51), oczekuje propozycji poprawy tego
niefortunnego sformutowania. Na str. 43 znajdujemy okreslenie ,,laser wzburzajacy”, opis do
wielu tabel jest na jednej stronie, a sama tabela z wynikami na stronie nastepnej, co znacznie
utrudnia analiz¢ wynikéw. Rozdziat 1.2.2. nosi tytul: ”Poréwnanie w obrebie komorek
wykazujacych stan zapalny.” — prosz¢ o komentarz o jakim stanie zapalnym méwimy? Na str.
61 niejasne jest sformuowanie ,,wykonano 22 powtérzenia badaf, przy uzyciu 22 probek krwi”,
czy rzeczywiscie kazde badanie powtarzano 22-krotnie? W paragrafie 2.4.2 dotyczacym opisu
techniki immunoenzymatycznej ELISA, prosz¢ o bardziej szczegbtowe sprecyzowanie jaki
»bufor” zostal wykorzystany w badaniu. Prosz¢ o odniesienie si¢ Doktorantki do nastepujacych
sformutowan: substrat enzymatyczny (str.38), preparat antygenu (str.52), brak zabarwienia
wskazuje na brak enzymu (str.38). Stezenie interleukiny 1B zostato zbadane za pomoca
gotowego zestawu odczynnikow i wyniki przedstawione w formie statystyki opisowe;.

Recenzentka sugeruje, ze lepszg forma przedstawienia wynikow bylby w tym przypadku




wykres obrazujacy Srednig warto$¢ stezenia i warto$ci p. Nasuwajg sie tez dwa pytania
metodyczne: w jakiej temperaturze przechowywano supernatant do oznaczenia IL-1p oraz jaki
byl zakres stgzen krzywej standardowej? Doktorantka bardzo wnikliwie przeanalizowata
wyniki badan pod katem statystycznym. Zostaly one przedstawione w 49 tabelach, w tym w
wiekszosci sa to statystyki opisowe. Nalezaloby zastanowi¢ sie, czy przynajmniej czesci
wynikow nie przedstawi¢ w postaci wykresow, czy cytogramdéw. Dysertacja uzyskalaby
wowczas wiekszg czytelnosé i bytaby bardziej przejrzysta.

Wszystkie wczes$niej wymienione uwagi nie wptywaja na warto$¢ merytoryczna pracy.
Mgr Patrycja Anna Talarska-Markiewicz wykonala ogromng prace eksperymentalng, badania
przeprowadzita na 120 prébach krwi, zbadala 6 rodzajow nanoczastek ztota, nanoczgstki srebra
przy zastosowaniu trzech stezen i dwdch czaséw inkubacji. Opracowanie merytoryczne, jak i
statystyczne tak znacznej ilo$ci wynikéw bylo wielkim wyzwaniem poznawczym. Przy
szerokim stosowaniu nanoczastek metali w przemysle, ochronie zdrowia, kosmetologii
zachodzi pilna konieczno$¢ oceny ich wptywu na $rodowisko naturalne. W tym konteks$cie
dysertacja mgr Patrycji Anny Talarskiej-Markiewicz jest bardzo dobrym zaczynem takich
badan.

Nalezy rowniez podkreslicé dorobek naukowy mgr Patrycji Anny Talarskiej-
Markiewicz, jest Ona jest wspolautorem 10 znaczacych prac naukowych o wysokich
wspolczynnikach oddziatywania IF, wynoszacym tacznie 11,565, 403 punktéw MNiSW oraz
sze$ciu komunikatow zjazdowych.

Reasumujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Patrycji Anny
Talarskiej-Markiewicz pt. ,,Wplyw nanoczastek na reaktywnos$¢ ludzkich leukocytéw krwi
obwodowej cechuje si¢ istotnymi walorami, do ktérych zalicza si¢ adekwatng do postawionych
zadan metodyke, aktualnos¢ i wartos¢ praktyczna uzyskanych wynikéw oraz warto$ciowa
dyskusje dowodzaca wiedzy i opanowania tematu przez Doktorantke. Rozprawe doktorska
oceniam Wwysoko, uwazam za niezwykle interesujgca oraz nowatorska. Stanowi ona
samodzielny dorobek naukowy i w pelni spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w Art. 13 ust. 1 z dn. 14 marca 2003r. o stopniach i tytule naukowym z pdzniejszymi
poprawkami z 2014r. (Dz.U. Poz. 1852).
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