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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Patrycji Paciorek pt. ,,Rola miRNA w

toksycznosci nanoczastek srebra”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Patrycji Paciorek zostata wykonana
pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Grzelak w Katedrze Biologii Nowotworéw i Epigenetyki
Instytutu Biofizyki Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £.odzkiego. Badania
bedace podstawa pracy zostaly sfinansowane w ramach programu ,Diamentowy Grant”
Ministerstwa Edukacji i Nauki.

Problematyka pracy doktorskiej dotyczy mechanizméw toksycznosci nanoczastek srebra
w komorkach ssakéw oraz roli mechanizmu interferencji RNA w tym procesie. Nanotechnologia
to jedna z najbardziej obiecujacych technologii XXI wieku. Zajmuje si¢ ona projektowaniem,
wytwarzaniem oraz wykorzystaniem obiektow w skali nanometrycznej. Duze nadzieje wiaze sig
z wykorzystaniem zdobyczy nanotechnologii m.in. w medycynie jako czynnikéw
diagnostycznych i terapeutycznych. Rosnace wykorzystanie nanomateriatdw w réznych gatgziach
medycyny i przemystu rodzi potrzebe szczegdtowego poznania mechanizméw ich oddziatywania
z uktadami biologicznymi, w tym ich wptywu na organizm cztowieka. Badania w tym zakresie
prowadzone sg na calym $wiecie od lat, jednak wiele aspektéw oddzialywania nanomateriatow na
organizmy zywe wciaz pozostaje niejasnych. Szczegolnie intensywne badania prowadzone sag w
zwigzku z projektowaniem nowych, bazujacych na osiagnigciach nanotechnologii, terapii

antynowotworowych i metod diagnostyki onkologicznej.



Stosunkowo stabo poznanym aspektem oddzialywania nanomateriatéw z organizmami
zywymi jest udzial mechanizméw epigenetycznych w tym procesie. Mechanizmy epigenetyczne
warunkujg powstawanie modyfikacji fenotypu komorki, ktore mogg by¢ dziedziczone choé nie sa
zwigzane ze zmianami sekwencji DNA. Przyktadami takich mechanizméw sg: metylacja DNA,
modyfikacje histondéw, oraz ekspresja niekodujacego RNA, ktérego jedna z klas sg czgsteczki
miRNA regulujace ekspresj¢ gendéw w procesie tzw. interferencji RNA. Wiadomo, ze czynniki
srodowiskowe, w tym ksenobiotyki, moga modyfikowaé epigenom komorek co z jednej strony
moze przyczyniac¢ si¢ do rozwoju réznych schorzen, ale z drugiej strony moze by¢ wykorzystane
do opracowania nowych lekéw i terapii dajacych nadzieje na skuteczniejsze leczenie m.in.
choréb nowotworowych, ktére sa obecnie ogromnym problemem zdrowotnym w skali globalnej.
Wiadomo, Ze nanomaterialy, w tym nanoczastki srebra, mogg wywotywaé zmiany metylacji
DNA, modyfikacji histonéw oraz ekspresji miRNA, jednak znaczenie i konsekwencje tych zmian
dla funkcjonowania komoérek i organizmoéw nie zostaly jeszcze do konca wyjasnione. Celem
recenzowanej pracy bylo zbadanie znaczenia wybranych miRNA w odpowiedzi na nanoczastki
srebra w komoérkach o r6znym fenotypie metabolicznym oraz przetestowanie hipotezy méwiace;j,
ze modyfikacja poziomu wybranych miRNA jest sposobem na modulacje odpowiedzi komorek
na nanomateriaty. Wybor nanoczastek srebra jako modelowego nanomateriatu jest bardzo trafny,
gdyz jest to jeden z najczesciej wykorzystywanych nanomaterialéow z ogromny potencjatem
zastosowania w przemysle i biomedycynie. Uwazam, ze opisana powyzej tematyka oraz
zwigzane z nig cele recenzowanej pracy sg niezmiernie waznymi i aktualnymi zagadnieniami
badawczymi, wobec czego wybdr przez Doktorantke tematyki badan uwazam za bardzo
interesujacy i w petni uzasadniony.

Przedstawiona do oceny rozprawa przygotowana jest w sposdb klasyczny i sktada sie ze
spisu tresci, wykazu skrotow, wstepu zakonczonego wyszczegdlnieniem celdw pracy, rozdziatow
o materiatach i metodach, opisu wynikéw oraz ich dyskusji zakonczonej wnioskami. Na koricu
pracy znajduje si¢ dobrze dobrana i bogata bibliografia obejmujaca 304 pozycje, potwierdzajaca
bardzo dobre obeznanie Autorki z literaturg przedmiotu. Rozprawa zawiera rowniez suplement ze
szczegbtowymi wynikami oznaczenia ekspresji miRNA w tkankach zwierzat, ktérym podawane
byly nanoczastki srebra. Dotaczone do pracy streszczenia w jezyku polskim i angielskim dobrze

oddaja jej charakter i nie budzg zastrzezen.



We wstepie Doktorantka wprowadza czytelnika w tematyke pracy zaczynajac od historii
odkrycia czasteczek miRNA, mechanizméw ich dziatania, oraz ich potencjatu diagnostycznego i
terapeutycznego. Nastepnie przechodzi do charakterystyki nanomateriatow i ich wpltywu na
homeostaze komorkowa, po czym omawia zjawisko stresu oksydacyjnego oraz jego role jako
czynnika sygnatowego. Wstep pracy jest w wigkszosci napisany jasno, przejrzyscie i dobrze
przygotowuje czytelnika do zapoznania si¢ z wynikami pracy. Miejscami nie jest jednak do
kofica jasne w jaki sposob poszczegélne podrozdziaty tacza si¢ ze sobg. Przykladowo,
Doktorantka powinna bardziej uwypukli¢ fakt, ze przejscie do omdwienia stresu oksydacyjnego
tuz po omowieniu wptywu nanomaterialdéw na homeostaze wynika z faktu, ze nanomateriaty
moga wywotywaé stres oksydacyjny. Wstep bylby réwniez bardziej przystepny i tatwiejszy w
odbiorze, gdyby Autorka pokusita si¢ o wykorzystanie schematow, rysunkéw lub tabel aby
przedstawi¢ w formie graficznej omawiane mechanizmy (np. mechanizm interferencji RNA) lub
podsumowa¢é przytoczone dane. Doktorantka nie ustrzegta si¢ kilku drobnych niescistosci i

niejasnych stwierdzen ktore przytaczam ponizej:

e Na stronie 18 mgr Paciorek stwierdza, iz ,Metylacja DNA polega na przylaczeniu grup
metylowych do DNA w obszarach wysp CpG”. Nie jest to stwierdzenie precyzyjne,
poniewaz metylacja DNA moze zachodzi¢ réwniez poza wyspami CpG.

e Niejasne jest nastepujgce stwierdzenie ze strony 19: ,,zniesienie ekspresji inhibitorow cyklu
komérkowego inicjacji apoptozy”. Czym sa inhibitory cyklu komoérkowego inicjacji
apoptozy?

e Na str. 30 Doktorantka stwierdza, ze ,,w komorkach wyksztatcity si¢ systemy pobierania
nanoczastek uwzgledniajace ich cechy fizyczne i chemiczne”. Czy rzeczywiscie istniejg
specyficzne systemy komoérkowe dedykowane pobieraniu nanoczastek jak sugeruje
przytoczone zdanie? Na tej samej stronie Autorka stwierdza, iz ,,potencjal terapeutyczny
zaowocowal wykorzystaniem nanosrebra w produktach i urzadzeniach medycznych, ale
rowniez w przemysle np. w tkaninach oraz opakowaniach na zywnos$¢”. Wedlug mojej
wiedzy, popularno$¢ nanosrebra jest zwigzana gldwnie z jego wilasciwosciami
antybakteryjnymi, co niekoniecznie jest rownoznaczne z potencjatem terapeutycznym,

chyba, ze mamy na mysli wykorzystanie nanosrebra do leczenia infekcji bakteryjnych.



Wstep dysertacji zakonczony jest wyszczegélnieniem trzech celéw pracy, ktére sg
sformutowane poprawnie. Pojawia si¢ tu informacja, ze badania bedg prowadzone na komérkach
o roznym fenotypie metabolicznym ale brak wyjasnienia na czym te roznice polegajg. Moim
zdaniem, informacja na temat tego o jakie roznice chodzi i dlaczego mogg one by¢ istotne w
kontekscie toksycznosci nanoczastek srebra powinna znalezé sie we wstepie pracy aby ufatwié
czytelnikowi podgzanie za tokiem rozumowania Autorki. Ponadto, przy okazji opisu celéw pracy
Doktorantka stwierdza, iz ,,zaplanowane doswiadczenia pozwolity na okreslenie nastepujgcych
celow pracy”. Jest to sformutowanie niefortunne, poniewaz to okreslone cele pracy powinny by¢é
punktem wyjscia do zaplanowania doswiadczen a nie na odwrot.

W rozdziatach 3 i 4 pracy, mgr Paciorek bardzo szczegdétowo opisata stosowane przez
siebie techniki badawcze, co ulatwilo pdzZniejsze $ledzenie otrzymanych wynikéw. Moja
konsternacj¢ wzbudzit tylko jeden aspekt zwigzany z wykonaniem testu zdolnosci do tworzenia
kolonii opisanego na str. 46. Doktorantka stwierdza tam, ze ,,Hodowle kontynuowano przez
kolejne cztery doby. Przez caly czas trwania eksperymentu medium kondycjonowane
wymieniano na swieze co 24 godziny”. Czy codzienna zmiana medium w trakcie testu nie
skutkuje rozsiewaniem komorek i sztucznym zwigkszeniem liczby obserwowanych kolonii?

Dokumentacja otrzymanych wynikéw zajmuje 50 stron, na ktorych autorka szczegétowo
przedstawia rezultaty swoich badan zaczynajac od analizy toksyczno$ci nanoczastek srebra, a
nastgpnie przechodzac do badania ekspresji miRNA oraz oceny mozliwosci modulowania
odpowiedzi komoérek na nanoczastki srebra poprzez zmiang poziomu wybranych miRNA.
Wyniki sg przedstawione w wigkszosci jasno i klarownie z wykorzystaniem licznych tabel i

wykresow. Moje uwagi do tej czesci pracy sg nastepujace:

e W tabeli 1 zestawiono wartosci IC50 dla komérek poddanych dziataniu nanoczgstek srebra
w roznych pozywkach. W opisie tabeli jest informacja, ze wyniki byly porownywane testem
t-Studenta, ale nie zostala podana wartos¢ ,p” otrzymana jako wynik tego testu, co
pozostawia czytelnika w niepewnosci co do statystycznej istotnosci obserwowanej roznicy.

o Waznym etapem prowadzonych badan byta analiza ekspresji miRNA pod wplywem
nanoczgstek srebra opisana na str. 66-68. Z uwagi na znaczenie tej analizy dla dalszych
etapow badan, opis jej wynikéw powinien by¢ uzupelniony o tabel¢ pokazujgcg zmiane
ckspresji dla kazdego badanego miRNA. Ulatwitoby to czytelnikowi szybkie

zidentyfikowanie tych miRNA, ktére maja najwigksze znaczenie dla efektow odziatywania



nanosrebra na komorki. Ponadto, na stronie 68 Doktorantka stwierdza, ze do dalszych badan
wytypowano miRNA, ktorych ekspresja ulegla obnizeniu pod wplywem dziatania
nanoczastek ale nie podaje ktore konkretnie miRNA ma na mysli.

Na stronie 69, Autorka stwierdza, ze ,,zmiany w przezywalnosci komorek poddanych
dziataniu nanoczgstek srebra zaczeto zauwaza¢ dopiero przy 30 nmol/dm? stezeniu
niektérych z syntetycznych analogéw miRNA” ale nie przedstawia zadnych danych na
ktorych oparte jest to stwierdzenie. Nie jest rowniez jasne, w jaki sposob stwierdzenie to
wigze si¢ z zamieszczong ponizej tabela, gdyz tabela ta nie zawiera zadnej legendy i nie jest
jasne jak nalezy jg rozumiec.

Na str. 71 Doktorantka stusznie stwierdza, ze niezwykle wazng rzeczg jest potwierdzenie na
poziomie docelowych biatek efektywnosci transfekcji i skutecznosci dziatania
wykorzystywanych syntetycznych analogéw miRNA. Doktorantka testowata skutecznosé
dziatania uzywanych analogéw miRNA poprzez analiz¢ poziomu biatek markerowych
wytypowanych na podstawie kwerendy literaturowej oraz baz danych. Co zaskakujace,
spadek poziomu bialek markerowych zaobserwowano jedynie w przypadku dwdch analogéw
miRNA. Mysle, ze warto byloby uzupehic t¢ analize o pomiar poziomu mRNA zwigzanego
z badanymi biatkami markerowymi oraz wykorzystanie kontroli negatywnej, czyli miRNA,
ktdre nie wycisza zadnego genu (tzw. scrambled miRNA).

Na str. 76 Autorka stwierdza, ze miRNA dzialaja na mechanizmy komdrkowe
synergistycznie, ale nie przytacza zadnych danych ani odno$nikéw literaturowych
potwierdzajacych to stwierdzenie.

Zbyt duzym skrétem myslowym jest stwierdzenie zawarte w opisie Rys. 15, méwigce iz
przedstawia on intensywno$¢ przejscia epitelialno-mezenchymalnego. Rysunek ten
przedstawia wyniki testu zarastania rysy mierzacego zdolno$¢ komoérek do migracji, co
niekoniecznie jest rownoznaczne z przejsciem epitelialno-mezenchymalnym.

W niektérych przypadkach nie jest jasne, czy obserwowane réznice miedzy badanymi
grupami sg istotne statystycznie. Jest tak np. w przypadku wynikéw analizy cyklu
komoérkowego przedstawionych na Rys. 23 i omdowionych na str. 97-98. Podobnie sytuacja
ma si¢ z danymi przedstawionymi na Rys. 25, gdzie nie jest jasne czy réznica w odsetku

komorek apoptotycznych jest istotna statystycznie czy tez nie.



e Nastr. 111, przy opisie wynikéw analizy ekspresji miRNA in vivo, brak informacji na temat
tego jaki byt czas traktowania nanoczastkami. Opis doswiadczenia na str. 61 wskazuje, ze
zwierzeta byly poddawane eutanazji w pierwszym, siodmym, lub 28 dniu do$wiadczenia ale

nie podano informacji, ktéry punkt czasowy byt wybrany do analizy ekspresji miRNA.

Dyskusja wynikéw zawarta jest w 22-stronnicowym omdwieniu, w ktérym Doktorantka
w sposob dojrzaly interpretuje wlasne wyniki i odnosi je do badan innych autoréw. Nie ustrzegta
si¢ jednak pewnych niejasnosci np. nie jest dla mnie jasne co miata na mysli stwierdzajac na str.
120, iz ,,Spadek liczby komorek w potaczeniu ze wzrostem liczby kolonii w odpowiedzi na
dziatanie nanoczastek srebra moze by¢ zwigzany z promowaniem przez nanoczastki srebra
przejscia epitelialno-mezenchymalnego”. W jaki sposob przejscie epitelialno-mezenchymalne
moze powodowac wzrost liczby kolonii przy jednoczesnym spadku liczby komoérek? Dyskusja
wynikéw konczy si¢ bardzo dobrze napisanym podsumowaniem, w ktérym Doktorantka zwraca
uwage m.in. na fakt, ze ,znajdujace si¢ w literaturze opisy wielu komdrkowych procesow
metabolicznych dotycza konkretnego stanu metabolicznego, a przy braku informacji na temat
warunkéw hodowlanych, sa trudne w interpretacji i mogg by¢ przyczyng pozornych
sprzecznosci”. Nalezy w tym kontekscie wskaza¢ na istotng zalete ocenianej pracy polegajaca na
wykazaniu, ze odpowiedZz komoérki na czynnik toksyczny moze sie¢ znacznie réznié¢ w zaleznosci
od jej profilu metabolicznego. Opisane przez Doktorantke réznice w odpowiedzi komoérek na
nanoczastki zwigzane ze zmianami st¢zenia glukozy mogg by¢ istotne w kontekscie stosowania
technik diagnostycznych i terapeutycznych opartych na nanoczastkach u chorych na choroby
cywilizacyjne takie jak cukrzyca.

Dysertacja konczy si¢ sformulowaniem w sposéb jasny i przejrzysty 7 wnioskow z
przeprowadzonych badan, z ktérych najistotniejszym wydaje sie by¢ potwierdzenie mozliwosci
modulowania odpowiedzi komoérek na nanoczastki poprzez sztuczng zmiang poziomu
odpowiednich miRNA.

Nalezy ubolewaé, Zze wyniki opisanych w pracy badan nie zostaly do tej pory
opublikowane, gdyz z pewnoscig spotkatyby si¢ z zainteresowaniem spofecznosci naukowe;j
zajmujacej si¢ badaniem mechanizméw oddziatywania nanomateriatéw z ukladami
biologicznymi. Pozostaje mi mie¢ nadzieje, ze niedociggniecie to zostanie wkrétce naprawione i

wyniki zostang opublikowane, do czego goraco Doktorantke i jej wspotpracownikéw zachgcam.



Whiosek koncowy

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska pani mgr Patrycji Paciorek stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego wzbogacajace nasza wiedze¢ o mechanizmach
oddziatywania nanomateriatow z komérkami ssakéw, a w szczegélnosci o udziale miRNA w tym
procesie oraz o mozliwosci modulowania odpowiedzi komoérek na nanomateriaty poprzez
manipulowanie poziomem miRNA. Autorka wykazata si¢ wnikliwoscig badawcza, umiejetnym
wykorzystaniem szerokiego spektrum technik eksperymentalnych oraz umiej¢tnoscia
interpretacji wynikow. Rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedzg teoretyczng kandydatki w
dyscyplinie oraz umiej¢tnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Mimo
przedstawionych uwag krytycznych, rozprawa spetnia wszystkie warunki okreslone w ustawie
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 roku (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z
p6zn. zm.). W zwigzku z powyzszym, wnioskuje o dopuszczenie mgr Patrycji Paciorek do

dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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