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Intensywny rozw6j nanotechnologii przypada na XXI wiek, Wyzwaniem dla
nanotechnologii jest synteza nanoczastek o réznej wielkodci, ksztalcie, skiadzie chemicznym
oraz potencjale aplikacyjnym w przemysle, biologii i medycynie. Szczegdlny postgp dotyczy
wykorzystania nanoci;istek jako znacznikéw i wskaznikéw w testach diagnostycznych
(nanodiagnostyka), systeméw noénikowych dla lekdw i tworzenia nowych nanolekow
(nanofarmakologia), w terapii przeciwnowotworowej (nanoonkologia). Wykorzystuje si¢
wlasciwosci  bakteriobdjcze nanoczastek, co byé moze stanie si¢ alternatywa  dla
antybiotykoterapii przy coraz czgéciej pojawiajacych sie szczepach bakteryjnych opornych na
antybiotyki. Dostrzezono réwniez immunomodulacyjne wlasciwodci nanoczagstek i
nanomaterialéw, co poszerza mozliwosci ich zastosowania w terapii poprzez dzialanie na
uktad odpornosciowy.

Przedstawiona do oceny dysertacja zawiera na 156 stronach wszystkie wymagane
rozdziaty. We Wstepie Doktorant charakteryzuje nanotechnologie jako nows dziedzine nauki,
opisuje wybrane metody otrzymywania nanoczastek metali metodami fizycznymi,
chemicznymi oraz w procesach biosyntezy z wykorzystaniem zywych organizméw (bakterie,
rosliny) oraz przedstawia ich cechy biologiczne . Autor wskazuje na takie wlasciwosei
nanoczastek, ktére mogg by¢ wykorzystane w procesie gojenia ran: bakteriobdjcze,
cytotoksyczne oraz fizyko-chemiczne odpowiedzialne za ich zdolnosé do penetracji skory.
Wlasciwosci bakteriobdjcze jonéw srebra znane sa i wykorzystywane od dawna. Autor

rozprawy zwraca uwage na wazng role skéry w kontakcie organizmu ze s$rodowiskiem



zewngtrznym 1 obronie przed patogenami. Skora stanowi wazny element pierwszej linii
obrony organizmu dlatego jej integralno$¢ jest waznym czynnikiem uvtrzymania réwnowagi.
Autor rozprawy szczegdtowo opisuje budowe skéry ze szczegdlnym uwzglednieniem jej roli
w odpornosci oraz w procesie gojenia ran, w ktérym reakcje odpornodciowe z udziatem
komérek skory uznawane sa za kluczowe. W niektérych stanach chorobowych, takich jak
cukrzyca, niedobory odpornosci, choroby z objawami réznych typéw nadwrazliwosci, skéra
jest szczegoblnie narazona na uszkodzenia. Celem badan prowadzonych przez Doktoranta bylo
okreslenic roli nanoczgstek metali szlachetnych w procesie gojenia ran z wykorzystaniem
modeli doswiadczalnych in vitro i in vivo. Zwazywszy przeciwzapalne wlasciwosei kwasu
taninowego i jego wykorzystanie do gojenia ran, zbadano role nanoczastek srebra i ztota
modyfikowanych tym kwasem. W zatozeniach i celu pracy Autor zamiescit szczegdtowy liste
badaf z wykorzystaniem wybranych linii komérkowych i zwierzat dos$wiadczalnych.
Charakterystyka badanych nanoczgstek oraz zastosowane techniki badawcze zostaty
szczegblowo opisane w rozdziale Materialy i metody. Wykorzystanie nanoczastek w
medycynie budzi uzasadniong troske o mozliwe skutki uboczne trudne do przewidzenia i
trudne do oceny ze wzgledu na brak wystandaryzowanych metod. Organizm czlowieka jest
wrazliwy na kontakt z naturalnic wystepujacymi w s$rodowisku czastkami znacznie
wigkszymi od nanoczgstek. Przedostaja si¢ one przez blony $luzowe, skére i wplywaja na
aktywnos¢ uktadu odpornosciowego i powigzanych z nim czynnosciowo uktadéw i narzadow.
Nanoczgstki charakteryzujg si¢ o wiele wigksza przenikalnogcia, tym bardziej ich wplyw na
komérki uktadu odpornosciowego i czynnosciowo z nim zwiazane komérki tkanek moze by¢
wigkszy. Zapewne z tego powodu zaplanowany przez Autora rozprawy doktorskiej zakres
badan jest tak rozlegly. Nalezy przypuszczaé, e przed przystapieniem do badan opracowano
kryteria wyboru zaréwno szczepu myszy jak i ustalonych linii komérkowych. W rozprawie
nie znalazlam uzasadnienia wyboru ani zwierzat, ani linii komérkowych. Zrodlem Hnii
komérkowych s rézne szczepy myszy, inne niz szczep wykorzystany w badaniach in vive.
Zastanawia mnie réwniez uzasadnienie wyboru niektérych metod, ktére mialy postuzyé do
okreslenia aktywnosci biologicznej badanych nanoczastek:

- W celu okreslenia ekspresji TLR wykonano analize RT-PCR. Czy poziom mRNA
bezposrednio koreluje z poziomem biatka? Czgsto takiej korelacji na poziomie biatka nie ma
z powodu post-transkrypcyjnej modyfikacji mRNA czy post-translacyjnej modyfikacji biatka,
ktéra moze skutkowaé jego degradacija

- zdolnos¢ do proliferacji uzytych do badan in vitro komérek ustalonych linii

okresiano na podstawie ekspresji Ki-67. Dokladna rola tego biatka w cyklu komérkowym nie



jest poznana. Ulega ono ekspresji we wszystkich fazach cyklu komérkowego poza fazg GO.
Ekspresja Ki-67 nie jest zatem markerem proliferacji komérek.

- ConA, kiedy$ powszechnie stosowana jako poliklonalny aktywator limfocytéw T,
zostata uzyta do indukcji proliferacji splenocytéw i limfocytéw weztdw chionnych. Jakie jest
uzasadnienie uzycia aktywatora poliklonalnego o niespecyficznym dziataniu aktywujgcego
wiele réznych komorek uktadu odpornosciowego? '

- do oznaczania odsetka komérek nekrotycznych i apoptotycznych zastosowano
standardowsg metode znakowania AnV i PI. Dilaczege komérki AnV+PI+ uznano za
nekrotyczne? Jaki jest aktualny poglad na przydatnosé tego znakowania do oceny nekrozy i
apoptozy?

Wyniki badan przedstawionol na 37 rycinach i 10 tabelach. Na szczegolng uwage
zastuguje bardzo dobra dokumentacja ultrastruktury komérek eksponowanych na dziatania
nanoczgstek wykonana za pomocg skaningowej mikroskopii elekironowej oraz mikroskopii
Swietlnej z kontrastem fazowym, a takze analiza lokalizacji nanoczastek w komoérkach z
wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowe;.

Wazng i dojrzalg czescig pracy jest przeprowadzona na 19 stronach dyskusja wynikéw
w oparciu o bogate piSmiennictwo, 301 pozycji literaturowych. Autor rozprawy
wszechstronnie analizuje uzyskane wyniki przy zachowaniu duzej ostroznosci przy ocenie
potencjatu aplikacyjnego badanych nanoczastek w procesie gojenia ran, w ktérym istotnym
elementen jest stan zapalny. Autor formuluje wnioski koficowe w écistym powiazaniu z
uzyskanymi wynikami badan. Jak z perspektywy kilkuletnich badad wlasnych oraz wynikow
badaft innych autoréw, mozna oceni¢é mozliwosci standaryzacji metod do oceny
oddzialywania nanoczastek z ukladem odpornosciowym, w celu ich wykorzystania w
modulacji proceséw, w ktérych udzial komérek odpomosciowych jest kluczowy‘?

Z obowigzku recenzenta musze zwréci¢ uwage na pare niescistosei terminologicznych
i bledéw redakcyjnych komplikujacych $ledzenie wykonywanych badan i analize ich
wynikow: tytuly podrozdzialéw w Materiatach i metodach cechuje brak konsekwencji, raz
odnoszg si¢ badanego procesu np. Testy cytotoksycznosci, a raz do stosowanej techniki np.
znakowania komérek (Znakowanie zewnatrz- i wewngtrzkomérkowe) niezaleznie od tego czy
znakowanie zostanie wykorzystane do analizy fenotypu badanej komérki czy funkeji
biologicznej. Nalezato wybraé jednolity schemat opisu odnoszaey si¢ do stosowanych technik
lub badanych proceséw, markeréw komérek itp. ; Autor w rozdziale Wyniki popetnia dog¢
powszechny blgd polegajacy na stosowaniu terminu ,.ekspresja” jednoczesnie dla okreslenia

odsetka komérek pozytywnych wykazujacych ekspresje danego markera jak dla oznaczenia



poziomu ekspresji badanego markera mierzonego wartoscig MFI (Ryc. 35, 36); nie stosuje sig
terminu ,,uklad APC” (str. 112), komoérki prezentujace antygen to termin odnoszacy sie do
jednej funkeji zwigzanej ze zdolnoscia do przetwarzania i prezentowania antygenu
limfocytom w kontekécie MHC II, ktéra cechuje niewiele komérek rozniacych si¢ nawet
pochodzeniem. Inne, drobne bledy edytorskie bez zwiazku z wartoscia merytoryczna
rozprawy catkowicie pomijam. Wedlug mojej opinii przedstawiona do recenzji rozprawa nie
posiada istotnych stabych stron.

Praca, pomingwszy wyzej wyszczegdlnione usterki, napisana jest starannie, logicznie, a
poziom merytoryczny $wiadczy o duzej wiedzy Autora i umiejgtnosci jej wykorzystania przy
formufowaniu zatozen pracy i dyskusji wynikéw. Analiza biczacej literatury wskazuje, ze
pomyst zastosowania nanoczastek metali szlachetnych modyfikowanych kwasem taninowym
nie jest powszechny wéréd badaczy i publikacje autora rozprawy zajmuja pierwszoplanowg
pozycje.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa jest oryginalnym i wartosciowym dorobkiem
pana Piotra Ortowskiego. Wedlug mojej oceny spelnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 1. o Stopniach Naukowych i Tytule
Naukowym oraz o Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595).

Na podstawie zalaczonego w rozprawie spisu publikacji i doniesient konferencyjnych moge
stwierdzi¢, ze Pan Piotr Ortowski jest aktywnym badaczem, z dorobkiem naukowym w
postaci 9 prac oryginalnych (zdecydowana wigkszo$¢ w bardzo dobrych czasopismach z listy
filadelfijskiej), 2 rozdziatbw w monografiach oraz 16 doniesien konferencyjnych (4
prezentowane zagranicg, 12 na konferencjach krajowych).

Dlatego z gl¢bokim przekonaniem skiadam do Rady Wojskowego Instytutu Higieny i
Epidemiologii im. K. Kaczkowskiego w Warszawie wniosek o dopuszczenie mgr Piotra
Orlowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, na podstawie rozprawy,
zatytulowanej  ,Immunotropowe  whasciwosci  nanoczastek metali  szlachetnych
modyfikowanych kwasem taninowym w stosunku do komérek biorgcych w procesie gojenia
ran”. Pomimo szeregu uwag zamieszczonych w recenzji, wnioskuje o wyrédznienie rOZprawy
doktorskiej pana Piotra Ortowskiego stosowna nagroda ze wzgledu na jej zalety poznawcze i

wartos¢ merytoryczng opublikowanych juz prac oryginalnych.
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