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Niniejsza recenzja zostala sporzadzona na zlecenie Rady Naukowej Wojskowego
Instytutu Higieny i Epidemiologii im. gen. Karola Kaczkowskiego w Warszawie z

dnia 20 maja 2015. Prace otrzymatam po 6 miesigcach, dnia 26 listopada 2015.

Recenzja rozprawy doktorskiej

mgyr Piotra Orlowskiego

Immunotropowe wiadciwosci nanoczgstek metali szlachetnych modyfikowanych
kwasem taninowym w stosunku do komorek biorgcych udziat w procesie gojenia

skory

Juz w starozytnosci dowiedziono bakteriobdjczego dzialania metali zwlaszcza
srebra, miedzi, olowiu czy rteci. Srebro stosowano w celach leczniczych juz
4000 lat przed naszg era, przede wszystkim w leczeniu otwartych ran. W
medycynie ajurwedyjskiej, ktéra tradycja siega kilka tysiecy lat wstecz,
srebro jest stosowane po dzi§ dzien. Przechowywanie zZywnosci w
naczyniach ze srebra czy dodawanie do mleka i wody pitnej srebrnych
monet zapobiegalo ich zepsuciu. Obecnie, w nowoczesnych chlodziarkach
stosuje si¢ tworzywa sztuczne wzbogacone solami srebra tworzace tzw.
powloke antybakteryjng. Ze wzgledu na ograniczong, warunkowana
gtownie zasobami materialnymi, dostepnosé, srebro okreslane byto mianem

santybiotyku ludzi bogatych”.



W ubiegtym wieku nastgpit renesans terapeutycznego stosowania srebra,
poczgtkowo miejscowo jako srodka stymulujacego gojenie skory i tkanek migkkich.
W latach 70 XX wieku dowiedziono wplywu jonéw srebra na blokowanie
aktywnosci enzymoéw oddechowych w komoérkach mikroorganizméw, w latach 90 w
badaniach epidemiologicznych powigzano wzrost zapadalnosci na choroby o
etiologii wirusowej, bakteryjnej czy grzybicze] z niskim stezeniem srebra w
surowicy. Zwigzki srebra sa toksyczne dla komoérek bakterii, wiruséw i grzybow, ale
rowniez dla komérek ludzkich. Nadmiar srebra powoduje m.in. szare, przechodzace
z czasem w blgkit zabarwienie skéry i stad swoj rodowdd wywodzi okreglenie
przynaleznodci do arystokracji , blekitna krew”.

Od lat trwajg badania nad wyja$nieniem mechanizmu toksycznosci zwigzkow
srebra. Udowodniono miedzy innymi, iz reaktywne jony srebra moga zmienia¢
strukture $ciany komorkowej bakterii, mogg tez wigza¢ bakteryjne DNA czy RNA
blokujgc replikacje komoérki.

W nurt poszukiwania mechanizméw dziatania metali szlachetnych wpisuje
si¢ rozprawa doktorska autorstwa mgr Piotra Orlowskiego zatytulowana:
~mmunotropowe wilasciwosci nanoczastek metali szlachetnych modyfikowanych
kwasem taninowym w stosunku do komorek biorgcych udzial w procesie gojenia

skory.”

Praca zostala dostarczona do recenzji w postaci oprawionego maszynopisu
liczgcego 156 stron, w tym 46 rycin (nr 43 zostal nadany dwoém niezaleznym
rycinom), 13 tabel oraz 301 pozycji pi$miennictwa. W sposéb typowy dla prac
doktorskich tekst rozprawy podzielony zostal na rozdzialy obejmujace wstep, cel
pracy, materiat i metodyke, wyniki, dyskusje, wnioski, streszczenie i piSmiennictwo
uporzadkowane wedlug numerycznego stylu Vancouver. Prace zamyka spis
publikacji i doniesieri kongresowych wspolautorstwa mgr Piotra Orfowskiego.

W liczacym 19 stron wstepie przyblizyt Autor czytelnikowi pojecie
nanotechnologii, opisal metody syntezy nanoczastek i ich mikrobojcze wlasciwosci,
w sposob scholastyczny opisal budowe histologiczng skéry 1 jej role w odpornosci
nieswoistej. Zilustrowal to 5 rycinami, gdzie 4 i 5 niepozbawione s3 bledéw tak
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graficznych, jak i interpretacyjnych. Rycina 4 i jej opis nie oddaje istoty warstwy
podwéinej, a jony hydratowane to 6 czgsteczek wody, nie osiem. Podobne uwagi
odnosza sie do ryciny 3, ktéra nie ttumaczy powstawania potencjatu zeta (brak fazy
dyfuzyjnej).

Celem pracy bylo, cytujg: ,okreslenie wladciwosci nanoczgstek  srebra
modyfikowanych kwasem taninowym w stosunku do komaorek skory pod katem ich
zastosowania w procesach gojenia”. Szczegotowe cele pracy, bedace raczej metodami
prowadzacymi do realizacji zatozonego celu, przedstawit Doktorant na stronach 37 i
38 rozprawy. Metody te rozbudowat o poréwnawcza ocene wplywu nanoczastek
zlota na oceniane parametry laboratoryjne. W badaniach in wivo uzupelnit o
dodatkowg ocene wplywu nanoczastek, prawdopodobnie srebra, modyfikowanych i
niemodyfikowanych kwasem taninowym na blong §luzowg pochwy.

Kolejny rozdziat rozprawy - Material i metody - w podrozdziale Nanoczastki
charakteryzuje procesy otrzymywania nanoczgstek zlota 1 srebra o réznej wielkosci,
podaje ich charakterystyke elektrokinetyczng wyrazong wielkoscia potencjatu zeta. Z
podanej charakterystyki wynika, iz zarowno potencjal zeta, jak i proporcje azotanu,
cytrynianu i kwasu taninowego nie roznily si¢ w sposob znamienny w przypadku

nanoczastek srebra o §rednicy 33 nm i 46 nm.

Na stronie 41 na przedstawionym wykresie Lrozktadu sdredniego wielkosci
nanoczastek” - nanoczastki modyfikowane kwasem taninowym o $rednicy 13 nm na
cytowanym histogramic 6A nawet si¢ do tej wielkosci nie zblizaja, wigkszos¢ z nich
ma wielkos¢ 9-10 nm. Byé moze rzetelny opis parametréw nanoczastek z
uwzglednieniem $rednicy Sautera, odsetkowej zawartodci nanoczastek o
najmniejszej i najwigkszej $rednicy w ich mieszaninie oraz odsetkowej zawartosci
kazdej z tych frakcji z podaniem odsetka nanoczastek o $rednicy ponizej srednicy
najmniejszej 1 powyzej najwiekszej, pozwolitoby na rozwianie powyzszych
watpliwosci. Na marginesie uwaga redakeyjna - potencjal zeta wyrazamy w mV nie,

jak to napisat Autor na stronie 39 w nm.



Na stronie 42 pisze Autor, iz ,badane koloidy nanoczastek charakteryzowaty
sie duzg stabilnoscig w stosowanych mediach biologicznych”. Pojawia si¢ pytanie o

zrédio tej wiedzy, a zatem metody w oparciu o ktdre stabilno§¢ oceniano.

Na tejze stronie podaje Doktorant, iz ,Nosnik dla nanoczagstek srebra....
stanowil wodny roztwoér cytrynianu sodu (4,2g, 4%) kwasu taninowego (0,63g, 5%)
oraz bromowodorku sodu (0,7g, 2%) w 100 g”. W zawigzku z powyzszym pojawia
sie  pytanie, czy kwas taninowy, ktérym z zalozenia ~modyfikowane byly
nanoczastki byt jednoczesnie ich nosnikiem ? Watpliwosci dotyczgce przyjetych
zatozen metodologicznych potwierdza sam Doktorant, piszac str. 116 w rozdziale
~Dyskusja”, iz ,kwas taninowy znajdujacy sie w wolnej formie w badanych
nognikach nie jest dobrym systemem odniesienia dla procesow indukowanych przez
modyfikowane kwasem taninowym nanoczgstki. ...duza powierzchnia nanoczastek
powoduje wigksza dostepnos¢ kwasu taninowego, ktéry pochianiany jest wraz z
pobieranymi ze $rodowiska nanoczgstkami”. Wobec cytowanych powyzej
stwierdzen modyfikowanie kwasem taninowym mozna uzna¢ zatem za wielkos¢
niestandaryzowang, a ocena wplywu kwasu taninowego na oceniane w pracy

parametry wydaje sie co najmniej problematyczna.

W podrozdziale 4.3 opisuje Doktorant testy toksycznosci. Cytotoksycznosé
nanoczastek oceniano testem wychwytu czerwieni obojetnej; w  ocenie
cytometrycznej analizowano odsetek komérek wykazujgcych ekspresje aneksyny V
koniugowanej z fluorochromem, ktérym byl prawdopodobnie izotiocyjanian
fluoresceiny (FITC) 1 komorek wykazujgcych ekspresje jodku propidyny. W opisie
cytogramOw uzywa si¢ pojecia  komorki np. aneksynopozytywne lub
aneksynododatnie nie ,komoérki pozytywne pod wzgledem aneksyny” (str. 44 i
kolejne). Na stronie 45 przedstawil Autor bledng interpretacje cytogramu w postaci
tzw. dot plot. Wedltug przyjetych standardéw komorki z kwadrantu gérnego prawego
okre§la si¢ mianem poZnoapoptotycznych nie nekrotycznych, dla ktérych z kolei
zarezerwowany jest kwadrant goérny lewy. Wobec bledow interpretacyjnych

cytogramu pojawia si¢ pytanie o wiarygodnoé¢ opisywanych w rozdziale , Wyniki”



rezultatow oceny cytogramow obrazujacych stopieti apoptozy i nekrozy ocenianych

subpopulacji komérkowych.

Poza oceng stopnia apoptozy 1 nekrozy analizowano potencjal
mitochondrialny prawdopodobnie ocenianych populacii monocytow, keratynocytow
i fibroblastow. W populacjach, prawdopodobnie wymienionych powyzej, oceniano
réwniez  produkcje reaktywnych form  tenu i ekspresjg receptorow
powierzchniowych i wewnatrzkomorkowych. Powtarzane przez autora kilkukrotnie
stowo okreslajgce mechanizm dziurawienia blony czy sciany komoérkowej to

permeabiliacja nie permablizacja.

Receptory dla fragmentu Fc immunoglobuliny G blokowane byly przez
przeciwciala CD16 i CD32. Poniewaz ekspresja czasteczki CD16, receptora o niskim
powinowactwie dla fragmentu Fc immunoglobuliny G (FeyRIll), wystepuje na
komorkach NK, neutrofilach, monocytach i makrofagach, a ekspresja CD32 (FeyRID)
charakteryzuje komorki dendrytyczne, monocyty/ makrofagi, limfocyty T i limfocyty
B, komérkami na ktorych blokowano receptory Fc byly w niniejsze} pracy
prawdopodobnie monocyty i komorki dendrytyczne, czego w podrozdziale nie
podano. Podobna uwaga dotyczy metody opisujacej oceng stopnia ekspresji
antygenéw wewnatrzkomorkowych. Znowu w opisie metody oceny cytometrycznej
standardem jest podawanie liczby komorek poddanych ocenie, np. kazdorazowo
oceniano 105 komorek. Do oceny populacji wychwytujacych dane przeciwciato
skoniugowane z okreslonym fluorochromem stosuje si¢ rowniez kazdorazowo tzw.
kontrole izotopowo negatywng lub ocenia sie FMO (Fluorescence Minus One), co,

poza zamieszczong tabela, powinien zawiera¢ rowniez opis metody.

Kolejny podrozdziat opisuje , wykrywanie cytokin w mediach hodowlanych”
tytul moze nieco niefortunny, lepiej brzmiatby zapewne jako ocena stezenia cytokin

w mediach hodowlanych. W podrozdziale nie podano jakie cytokiny , wykrywano” ?

Réwniez podrozdzial opisujacy wplyw (powinno by¢ raczej ocena wplywu)
nanoczastek na proliferacje splenocytow w odpowiedzi na miogen niepozbawiony

jest bledow. I tak splenocyty hodowano w medium ,oraz/bez 2,5 mg/ml AgNF lub
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AuNP - powinne by¢ chyba oraz z/bez itd. Podawany do hodowli mitogen to
konkanawalina nie, jak podaje Autor konkawalina. ,Hodowle prowadzono przez 72

A

godziny po czym zmierzono emisje fluorescencii” itd. - pytanie czego emisje

fluorescencji mierzono ?

W dalszych etapach ocenie poddat Doktorant poziom ekspresji receptorow
TLR wediug metody Real Time PCR, w mikroskopie kontrastowo-fazowym oceniat
morfologie komorek poddanych dzialaniu nanoczastek, a w mikroskopie
elektronowym ocenial ultrastrukture ich powierzchni. Inaczej niz w hodowlach
komoérkowych preparaty do transmisyjnej mikroskopii elektronowej komoérek
RAW264.7, 291.03C poddawano 24 godzinnej inkubacji w medium zawierajacym
nanoczastki, w opisie hodowli komérkowych byla to ekspozycja 48 godzinna (str.

43). Czy byt to zabieg zamierzony ?

W badaniach in vive w modelu rany cigglej skéry i modelu bfony $luzowej
ocenial wplyw nanoczgstek na histologi¢ ocenianych tkanek. Podane zwierzetom
doswiadczalnym roztwory nanoczgstek wystepujg tu w stezeniu innym niz w ocenie
in vitro. Pytanie zatem, czy stosowane stezenie poparte jest wezesniejszymi
doswiadczeniami wilasnymi czy tez wynika z prazyjetych zatozen opisanych w

literaturze, czego tu nie podano ?

Takie samo pytanie dotyczy oceny bezpieczenstwa stosowania nanoczastek na
skore, gdzie wykorzystano zmodyfikowany test lokalnych wezléw chlonnych (str.
52). Stosowano tu stezenia 25 pg/ml koloidu nanoczastek; w  hodowlach

komérkowych stosowano stezenia od 2,5 do 10 pg/ml.

Poniewaz w zZadnym z podrozdzialéw rozdziatu ,Materiat i metody” nie
podano literatury nasuwa sig pytanie czy stosowane metody byly metodami

autorskimi Doktoranta ?

Duzym mankamentem rozdziatu i calej pracy jest brak liczby hodowli
komérkowych czy tez liczby zwierzat poddanych kolejnym eksperymentom, o

kiorych pisze Autor, iz kazdy ,wykonywano w co najmniej trzech powtérzeniach.”

6



Czy znaczy to, ze dla kazdej wielkosel 1 stezenia ocenianych nanoczgstek uzyskano
tylke po trzy wyniki ? Jest to o tyle interesujace, iz dalej, w podrozdziale , Analiza
statystyczna”, pisze Autor o tzw. dopasowaniu rozkladu i obliczeniach w oparciu

m.in. o test t-Studenta.

Rozdzial wyniki obejmuje analize zywotnosci poddanych dziataniu
nanoczgstek linii keratynocytéw, fibroblastoéw i monocytow w teScie wychwytu
czerwieni obojetnej oraz tescie barwienia aneksyng i jodkiem propidyny w odezycie
cytometrycznym. Obowigzujgcym 1 zarazem eleganckim sposobem prezentacji
wynikéw cytometrycznych jest poprzedzenie oceny np. dwukolorowej, w tym
wypadku aneksyna V - FITC i jodek propidyny, oceng dwuparametrowa obrazujacy
wietkosé (FS) 1 ziarnistosé (SS) ocenianych subpopulacji. Pozwala to czytajacemu
oceni¢ rodzaj komorek poddanych ocenie i uwiarygodni¢ dalsze procedury ich

analizy.

7 przedstawionych na stronie 54 rezultatdw wynika, iz o toksycznosci
nanoczastek w gléwnej mierze decydujg kwas taninowy 1 no$nik, ktorym rowniez
jest m.in, kwas taninowy. Same nanoczgstki, niezaleznie od ich wielkosci efektu
cytotoksycznego na oceniane komorki linii keratynocytow, fibroblastow czy
monocytéw nie wywieraly. Poniewaz w metodach statystycznych nie stosowano
testow oceniajacych korelacje - zdanie ,toksyczno$é rosta wraz ze zmniejszeniem
rozmiaru, zwiekszeniem stezenia nanoczastek i byla zalezna od modyfikacji kwasem
taniowym” jest nieuprawnione. Podobnie nieuprawnione jest zdanie ze strony 63 -
,badanie zmian potencjalu mitochondrialnego .... wykazalo spadek potencjatu

wprost proporcjonalny do wzrastajacego stezenia nanoczastek”, kolejno str. 98 byt

Lodwrotnie proporcjonalny ..." itd.

W analizie cytometrycznej udowodnil Autor, iz cytotoksycznosé nanoczastek

srebra manifestowala sie gldwnie poprzez wplyw na linie monocytow.

Na keratynocyty linii 291.03C Cytotoksycz??e wplyw wywieraly nanoczgstki
srebra niezaleznie od modyfikacji kwasem taninowym, a obserwowanym typem

émierci komorki byta wedlug Autora nekroza, co potwierdzaja zamieszczone na
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stronie 57 cytogramy. Mierng apoptoze fibroblastéw potwierdzong cytogramami
zamieszczonymi na stronie 58 mozna natomiast thumaczy¢ niewlasciwym, przyjetym
przez Autora sposobem jej oceny. Mechanizm apoptozy obserwowany w przypadku
fibroblastow to tzw. ,nietypowa apoptoza”. Poza fibroblastami mechanizm ten
dotyczy réwniez np. komérek epitelialnych. W tych przypadkach tzw. zlotym
standardem oceniajagcym apoptoze jest nadal analiza mikroskopowa potwierdzajgca

charakterystyczne cechy morfologiczne komorek.

Na stronie 60 ocenia Doktorant wplyw nanoczastek srebra na rodzaj $émierci
monocytow piszace, 1z ,inkubacja monocytéw ze wazrastajgcymi  steZeniami
nanoczastek zazwyczaj skutkowala wyzszym odsetkiem komoérek nekrotycznych niz
apoptotycznych”. Kolejno na tejze stronie ,natomiast ekspozycja komorek linii RAW
2647 skutkowala wzrostem odsetka komoérek apoptotycznych raczej niz
nekrotycznych”. W rozprawie naukowej, jaka jest dysertacja doktorska uzywanie

zwrotéw niemierzalnych jak ,zazwyczaj” czy ,raczej” nie powinno miec miejsca.

W kolejnym podrozdziale ocenia Autor wplyw nanoczgstek na poziom
potencjalu mitochondrialnego ocenianych linii komoérkowych. W przypadku kazdej
z poddanych ocenie linii komoérkowych, znamienny wplyw na wielkoé¢ potencjatu
mitochondrialnego mialy wedlug Autora: wielkodci nanoczastek oraz ich

modyfikacja kwasem taninowym.

W kolejnym podrozdziale szacowano wielko$é dawki toksycznej TC50 w
odniesieniu do ocenianych linii komérkowych. W cytowanym podrozdziale pisze
Doktorant, np., iz ,dawki TC50 samych noénikéw nanoczgstek okazaly si¢ wyzsze
niz badanych NP.” Wobec wynikéw przedstawionych w tabelach obserwacja ta
wydaje si¢ by¢ prawdziwa, trudno jednak o jednoznaczny osad w sytuacji kiedy nie
podano liczby obserwacji i nie poparto powyzszej analizy zadng oceng statystyczna.
Tego typu obserwacja stanowi¢ moze jedynie zachegte do prowadzenia dalszych

badan i przeprowadzenia wnioskowania statystycznego.

W kolejnym podrozdziale prezentuje Autor wplyw nanoczastek na morfologie

ocenianych linii komorkowych. Podrozdzial zostal opracowany starannie, a
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zmieszczone zdjecia z mikroskopu kontrastowo-fazowego 1 elektronowego
pozwalajg na ocene depozyci nanoczastek w  wodniczkach, mitochondriach,
cytoplazmie czy jadrze komérkowym ocenianych linii komérkowych. Bezposredni
opis pod zdjeciami, wyjatkowo skromny, nie pozwala natomiast na pelnag oceng

obserwowanych zjawisk.

Cickawe, mogace mie¢ bezposrednie przeloZenie praktyczne, informacje
zawarl Doktorant w podrozdziale dotyczacym oceny wplywu nanoczastek na
wielkoé¢ syntezy cytokin w ocenianych liniach komoérkowych fibroblastow,
monocytéw 1 keratynocytow. Jednak znowu, jak poprzednio uzywanie zwrotéw np.
Jspadek odsetka komorek z ekspresjg IL-1B byl odwrotnie proporcjonalny do

stezenia NP, z racji braku oceny korelacji, jest nieuprawnione.

Uzupelnieniem pracy jest ocena wplywu nanoczgstek na morfologie i
aktywnosé komorek dendrytycznych linii JAWSIL. W doswiadczeniach dodatkowo
uzywano, jako ukladu odniesienia dla nanoczastek srebra, nanoczgstki zlota.
Zgodnie z rozdzialem Materiat i metody (str. 41 i 42) $rednica nanoczastek srebra
modyfikowanych kwasem taninowym to 13, 33 i 46 nm e i 10-65 nm dla
niemodyfikowanych, dla nanoczastek zlota to 10, 33 i 65 nm - wszystkie
modyfikowane kwasem taninowym. Z racji chociazby réznej srednicy nanaoczastek
obu metali, co w sposéb oczywisty przeklada sig na zmiang ich powierzchni np.
530,9 nm? przy $rednicy 13 nm Ag i 314,2 nm? przy §rednicy 10 nm Au, oraz
modyfikacje kwasem taninowym, analizowane w podrozdzialach wyniki

poréwnawcze nie do korica noszg znamiona obiektywizmu.

W pierwszym etapie oceny analizuje Doktorant cytotoksycznosc i dawke TC50
nanoczastek obu metali wobec ocenianej linii komoérek dendrytycznych. I tu znowu,
jak poprzednio uzywa nieuprawnionych, z racji braku oceny korelacji, podsumowan
w rodzaju ,spadek potencjatu byt odwrotnie proporcjonalny do rozmiaru
nanoczgstek”. Zaprzeczeniem powyzszej obserwacji jest chociazby rysunek 32 A,

gdzie owej zaleznosci liniowej nie obserwowano dla nanoczastek srebra w stezeniu

10 ug/ml. W ocenie wplywu nanoczastek obu metali modyfikowanych kwasem
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taninowym na ultrastrukture powierzchni komoérek dendrytycznych linii JAWSII

grednice nanoczastek mianuje Doktorant jako 5 pg/mi (str. 93).

W kolejnym etapie oceny bada Doktorant wplyw nanoczgstek obu metali na
stopienn ekspresji wykladnikéw dojrzaloéci komérek dendrytycznych. Ocenia
powierzchniowa ekspresje antygenéw MHC kI I i II, ekspresjg czasteczek
kostymulacyjnych -~ CD40, antygendéw z rodziny B-7 - CD80 i CD8&6.

Po 24 godzinnej ekspozycji komoérek dendrytycznych na nanoczastki
obserwowano cytuje ,istotne zmniejszenie odsetka komérek pozytywnych pod
wzgledem tego markera (p<0,01)”. Graficznie opisany fenomen przedstawiono na
ryc. 35 A1 B, gdzie nanoczgstki opisywane sg jako 5, M 1 L - prawdopodobnie male,
srednie i duze ? Kolejna uwaga dotyczaca nieuprawnionego podsumowania -
~wzrost ekspresji ...odwrotnie proporcjonalny do wielkoséci”, jak wyzej - nie poparto
rzetelng analizg statystyczng w oparciu o oceng korelacji. W opisie wplywu
ocenianych nanoczgstek na stopiert powierzchniowej ekspresji receptora CID86 pisze
Doktorant: ,co ciekawe, stymulacja 33 nm AgNP powodowala o$miokrotny wzrost
ekspresji CD86 (do 80,4613,48%) (p=0,000) ... w poréwnaniu do nieeksponowane;
kontroli (13,78+0,96%).” Dzielagc 80,46 na 13,78 otrzymujemy wynik 58 nie 8,0.
Trudno réwniez wnosi¢ o istotnosci réznic w zakresie obserwowanych wartosci

érednich nie znajac np. liczby pomiardw.

Ostatnim etapem analizy wplywu nanoczastek obu metali na komérki
dendrytyczne byla ocena ekspresji TLR 2,4, 1 9 w oparciu o test RT-PCR oraz ocena
stezenia wybranych przez Doktoranta cytokin, a nie jak pisze Autor ,wplyw
nanoczgstek ... na profil wydzielanych cytokin”. I tu znowu, jak na ryc. 35

nanoczgstki definiowane sg jako S, Mi L.

Dodatkowo, niejako obok gléwnego nurtu pracy przedstawil w omawianym
rozdziale , wplyw nanoczgstek srebra i zlota modyfikowanych kwasem taninowym
na aktywacje splenocytéw. W podsumowaniu stwierdzil, iz 24 inkubacja
splenocytow z nanoczastkami obu metali ,skutkowala znaczacym obnizeniem

zdolnosci do aktywacji w odpowiedzi na miogen”. Kolejno , obserwowano istotnie
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silniejsze zahamowanie aktywacji” wobec braku rzetelnej analizy statystycznej z

podaniem liczby obserwacji wydaje sie w tym miejscu nieuprawnione.

W badaniach in vivo oceniano wplyw nanoczastek, juz tylko srebra, na
indukcje miejscowego odezynu zapalnego ocenianego testem lokalnych weziow

chtonnych.

Najciekawszg obserwacja niniejszej pracy z jej praktycznymi implikacjami
wydaje si¢ potraktowana przez Doktoranta troche marginalnie ocena wpltywu
podazy nanoczgstek na gojenie ran skory w modelu rany ciagglej. W ciekawych
doswiadczeniach dowiedziono wplywu stosowanych nanoczgstek srebra na
zmniejszanie nacieku zapalnego skory skutkujgcego szybszym, niz w kontroli
naskérkowaniem ran. Obserwowany mechanizm zilustrowano ciekawymi zdjeciami

wykonanymi technika autometalografii.

Uzupelnieniem badan in vivo byla ocena podazy nanoczastek srebra na bione
sluzowg pochwy. Efekty owej podazy obserwowano w  preparatach
mikroskopowych oceniajgc histologie blony sluzowej i lokalizacje nanoczastek w jej

komorkach.

Liczaca sobie 19 stron ,,Dyskusja” stanowi prébe interpretacii i podsumowania
otrzymanych wynikéw. Prowadzi¢ ma réwniez konsekwentnie do uzasadnienia
przyjetego w pracy celu, ktérym byto ,okreslenie wiasciwodcei nanoczgstek srebra
modyfikowanych kwasem taninowym w stosunku do komorek skory pod kgtem ich

zastosowania w procesach gojenia”.

W rozdziale uzasadnia Autor wybor metod badawczych pozwalajgcych na
ocene wplywu nanoczastek srebra, kolejno zlota na komorki biorgce udzial w
procesach prezentacji antygenu. W kolejnych akapitach omawia uzyskane wyniki i

przedstawia ich interpretacje w konfrontacji z danymi literaturowymi.

Wienczacych prace 7 wnioskow jest bardziej podsumowaniem uzyskanych w

pracy wynikow.

11



Najciekawszym aspektem przedstawionej mi do recenzji pracy jest préba
udowodnienia udziatu keratynocytéw w procesie zapalnym, poprzez sygnalizowany
szlak aktywacji zaréwno w drodze prezentacji antygenu, jak i kostymulacji. Wyniki
przedstawione przez mgr Piotra Orlowskiego stang si¢ zapewne przyczynkiem do
dalszych badan nad rolg keratynocytéw w indukowaniu procesu zapalnego. Badania
za$ oceniajace immunotropowe wiasciwosci nanoczastek metali, z definiowaniem
ich lokalizacji w komoérkach i jej poszczegolnych organellach staé si¢ moga

przyczynkiem do opracowania ewentualnych aplikacji klinicznych.

Prace doktorska mgr Piotra Orlowskiego oceniam pozytywnie, pomimo
wskazanych wczesniej uwag, watpliwosci i pytari. Uzyskane wyniki korespondujg z
zalozonym celem pracy.

Podsumowujgc, rozprawa doktorska mgr Piotra Orlowskiego spelnia warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595,
z pézn. zm.), zatem przedkladam Wysokiej Radzie Naukowej Wojskowego Instytutu
Higieny i Epidemiologii w Warszawie wniosek o dopuszczenie mgr Piotra

Orlowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Lacze wyrazy szacunkuy,

KIERQWNIK

logit Kliniczne]

profdr hab.nmed. Anna Stasiak-Barnla
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