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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Zajdel pt.
" Ocena funkcjonalnosci i cytotoksycznosci luminescencyjnych nanoczgstek NaYF,:Yb* ,Er** do
zastosowarn bio-medycznych”

Przedfozona do oceny praca dotyczy tematyki zwigzanej z rozwojem nanomateriatéw
nieorganicznych do diagnostyki medycznej. Praca ta ma wysoce interdyscyplinarny charakter i zawiera
wyniki badan z zakresu fizyki, chemii, inzynierii materiatéw, biologii oraz medycyny.

Ocena tematyki podjetych badan

Autorka stusznie zauwaza, ze w tematyce tej wcigz pozostaje wiele otwartych pytan i nie
posiadamy petnej wiedzy na temat oddziatywadh nanoczastek nieorganicznych z materiatem
biologicznym. Jak dotad, nie zidentyfikowano wszystkich skutkéw ubocznych ekspozycji uktadéw
biologicznych na nanoczastki, mechanizméw zaangazowanych w ich pobieranie przez komérki, a takze
mechanizmow ich usuwania z organizmu bad? tez ich neutralizacji. W mojej opinii, problemem jest tez
brak sp6jnej metodologii oraz wspélnych standardéw, do ktérych odnosi¢ by mozna wyniki podobnych
badar otrzymane dla réznych nanomateriatéw. Uwazam, ze tematyka poruszana w pracy jest bardzo
aktualna. Dyskutowane w pracy zagadnienia sg nie tylko ciekawe i aktualne ale takie wazne. Jest to
takze tematyka badawcza, w ktdrej nadal mozna znalezé przestrzef na wtasny rozwdj badawczy i mie¢
swoj wiasny wkiad do dziedziny. W mojej ocenie, wyniki otrzymane w ramach przedtozonej do oceny
pracy z caty pewnoscig stanowig istotny wkiad do dziedziny badan zwigzanych z badaniami
oddziatywan nanomateriatéw nieorganicznych z uktadami biologicznymi. Nie s3 mi znane 7adne prace
przegladowe z tak systematyczng i wnikliwg analizg procesu internalizacji nanoczgstek z konwersjg
promieniowania w gore (UPC), w szczegdlnosci z wykorzystaniem metod mikroskopii elektronowe;j,

Podejmowana przez autorke pracy tematyka jest takze tematyka stosunkowo nowg, bardzo
obszerng oraz wielodziedzinowa, przez co tematyka doé¢ ztozong i trudng w realizacji ze wzgledu na
trudnosci w interpretacji otrzymywanych wynikéw i poszukiwanie relacji przyczynowo-skutkowych.
Prowadzenie tego rodzaju badari wymaga od badacza doé¢ specyficznych umiejetnosci i predyspozycji,
w szczegolnosci umiejetnosci pracy w interdyscyplinarnym zespole oraz umiejetnosci wychodzenia
poza ograniczajgce stereotypy myélowe charakterystyczne dla réznych dziedzin. Osoby podejmujace
sig tego rodzaju badari nie tylko powinny posiadaé widze z zakresu biologii, chemii i fizyki materiatéw
ale rownie dobrze rozumie¢ metody pomiaréw oraz aspekty medyczne, rozumiejac jaka jest realna
potrzeba wykorzystania rozwijanych przez nie materiatow. Podsumowujac, jest to takie bardzo
ambitna i wymagajgca tematyka badawcza.



Ocena celu pracy

Jak autorka pisze: Celem naukowym rozprawy doktorskiej byta synteza i charakterystyka
wiasciwosci fizykochemicznych (morfologicznych i spektroskopowych) otrzymanych nanomateriatéw
opartych o jony pierwiastkow ziem rzadkich, oraz ocena ich toksycznego dziatania i funkcjonalnosci w
uktadach biologicznych na poziomie in vitro, pod katem okreélenia mozliwosci aplikacyjnych w naukach
biologicznych i medycznych.

Aby osiggnac¢ ten cel autorka przeprowadzita synteze nanoczgstek, modyfikacje ich powierzchni,
badania cytotoksycznosci komodrek (stosujgc wiele réinych testéw), badania nad internalizacjg
nanoczastek do komaérek (wykorzystujac réznego rodzaju sposoby blokowania réznych mechanizméw
wchfaniania nanoczgstek przez komarki) wykorzystujgc wiele technik pomiarowych oraz opracowujac
wiele wtasnych protokotéw tak, aby uzyskac wiarygodne, ilosciowe i powtarzalne wyniki.

W mojej opinii nie jest to najlepszy opis celu tej pracy, poniewaz tak zdefiniowany cel nasuwa
podczas jej czytania wiele pytan, na ktére nie znajduje sie w niej jasnych odpowiedzi. Uwazam, e cel
pracy powinien by¢ jeden i bardziej precyzyjnie zdefiniowany. Po przeczytaniu pracy uwazam, ie
gidownym celem pracy byly podstawowe badania odziatywarn nanomaterialéw nieorganicznych z
komérkami, w szczegdlnosci nanoczgstek UCNPs z komdérkami Hela i HEK293 oraz w szczurzym modelu
organotypowej hodowli skrawkéw hipokampa (OHSC). Uwazam, ze ten cel pracy zostat zrealizowany
w sposob bardzo profesjonalny i na bardzo wysokim poziomie. Uwazam, ze w tym zakresie praca Pani
Karoliny Zajdel wnosi najwigekszy wktad do dziedziny i wiadnie w tym zakresie autorka wykazata sie
najwieksza kreatywnoscig. Na podstawie wynikdw otrzymanych w tym zakresie uwazam, ze praca
zastuguje takze na wyréznienie.

Autorka jako najwazniejsze swoje osiggniecia, uzupetniajgce istniejgcy stan wiedzy, wskazata (str.23):

1. Opracowanie szczegbétowej dokumentacji ultrastrukturalnej dotyczacej analizy wptywu
obecnosci nanoczastek B-NaYFq.:20%Yb*,2%Er** na komdérki w dwoéch modelach in vitro, z
uwzglednieniem ich subkomarkowej lokalizacji;

2. Opisanie mechanizméw pobierania nanoczastek przez komorki Hela;

3. Opracowanie modelu efektywnego podania nanoczgstek B-NaYF.:20%Yb**,2%Er®* w
organotypowe]j hodowli skrawkdw hipokampa oraz wykazanie, ze sg one internalizowane
przez komarki w obrebie tkanki hipokampa;

4. Wykazanie, ze badany typ nanoczgstek B-NaYFs:20%Yb*,2%Er* spetnia cechy atrakcyjnego
narzedzia pod katem przysztych zastosowar nano-biotechnologicznych i bio-medycznych, ze
wzgledu na relatywnie niska cytotoksycznosc¢ i bardzo dobre wiasciwosci luminescencyjne w
materiale biologicznym.

Trzy pierwsze osiggniecia idealnie wpisujg sie w cel jakim mogtyby by¢ jedynie badania podstawowe
oddziatywari nanomateriaty — komérki. Nie uwazam jednak aby w pracy znajdowaly sie wyniki
potwierdzajgce osiggniecie zawarte w punkcie czwartym.



Ocena merytoryczna wykonanej pracy

Praca napisana jest w bardzo przejrzysty i precyzyjny sposob. Po jej przeczytaniu jestem pod duzym
wrazeniem dojrzatosci zawartej w niej dyskusji merytorycznej oraz opracowanej metodologii i logice
prowadzonych badan. llos¢ pracy wiozonej w uzyskanie przedstawionych rezultatéw jest ogromna,
prowadzona dyskusja jest bardzo dojrzata i poparta wiarygodnymi i dobrze zaplanowanymi badaniami,
poziom nowosci wynikéw otrzymanych w czesci dotyczacej zastosowan biologicznych w zupetnosci
spetnia oczekiwania stawiane rozprawg doktorskim. Poziom wynikéw w czesci dt. syntezy materiatéw
Swiadczy o dobrze opanowanym rzemiosle w zakresie syntezy nanoczgstek UCNPs. Wyniki te
przedstawiajg jakos$¢ nie odbiegajaca od standarddw s$wiatowych. Podsumowujac, praca z catg
pewnoscig spetnia wymagania stawiane rozprawg doktorskim i zastuguje na wyréznienie.

W dalszej czgsci recenzji doktadniej oméwione zostang gidwne osiggniecia prezentowane w pracy
oraz moje uwagi oraz komentarze dotyczace zawartych w pracy wynikéw oraz wnioskow. Jakakolwiek
jednak krytyka zawarta w tej czesci nie ma wptywu na moja pozytywna opinie nt. pracy oraz nt. mojego
przekonania o wysokich kompetencjach Pani Karoliny Zajdel oraz jej predyspozycjach do pracy
naukowca.

Prace mozna podzieli¢ na dwie czgsci. Czes¢ pierwsza zawiera wprowadzenie do tematyki pracy,
opis uzytych metod eksperymentalnych oraz opis syntezy, modyfikacji i wtasciwosci stosowanych w
dalszej czeéci pracy nanostruktur. W drugiej czesci pracy zawarte s wyniki dotyczace badar
oddziatywania nanoczgstek UCNPs z komdrkami.

Czesc |
Opis tresci zawartej w czesci pierwszej

Otrzymane nanoczgstki UCNPs NaYFs:20%Yb*',2%Er** zostaly scharakteryzowane pod katem
‘morfologicznym, strukturalnym ioptycznym, za pomocg metod i technik fizykochemicznych, takich jak:
transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM), skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM),
spektroskopia  dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego (EDS), spektroskopia
luminescencyjna (PL), spektometria mas ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ICP-MS),
dyfraktometria rentgenowska (XRD). Przeprowadzono réwniez pomiary wartoéci ich potencjatu
powierzchniowego.

Mocne strony:

e Wstep jest napisany w bardzo przystgpny i precyzyjny sposéb. Szczegélnie wartoéciowe w tej
czgsci sg tabele 1 oraz 2 o charakterze poréwnawczym cech réznego rodzaju nanoczgstek pod
katem ich zastosowania w medycynie.

* Praca zawiera bardzo rzetelne i precyzyjne opisy prowadzonych eksperymentéw, $wiadczac o
bardzo dobrym przygotowaniu metodologicznym autorki do prowadzonych badari.

e Wramach prowadzonych badan zostato opracowanych wiele procedur dt. preparatyki prébek,
co jest kluczowe dla prowadzenia wiarygodnych serii pomiardw.

e Otrzymane nanoczastki charakteryzowaty sie waska dystrybucjg rozmiaru, doé¢ niewielkim
rozmiarem (ok. 20 nm) oraz pozadang, ze wzgledu na wtasciwosci optyczne, heksagonalna fazg
krystalograficzng.

.



Pytania recenzenta:

Prosha o padanie czystosci roztworu koloidalnego po procesie czyszczenia tj. wt.% wolnych
liganddw oraz podanie informacji o stabilnosci takiego koloidu po tym procesie.

Autorka pisze, ie ,Opracowana synteza byta efektywna i powtarzalna (str.57)”. Prosba o
informacje nt. dystrybucji HRTEM, widma DLS oraz informacje o PLQY (lub chociaz stosunku
emisji czerwonej do zielonej) dla nanoczastek wykonanych w funkcji wykonanych syntez (np.
w odstepie > 24h).

Odnoszgc sie do powyzszego zdania ze str. 57 prosba o informacje o efektywnosci syntezy. Jaka
byta i jak byta liczona efektywno$¢ syntezy?

Jedng z glownych zalet nanoczastek UCNPs, o ktorej autorka takie pisze we wstepie, jest
mozliwos¢ obrazowania multimodalnego. Cecha ta jest chyba jedng z dwdch, razem z
odcieciem sie od autofluorescencji, realnych zalet tego rodzaju nanoczgstek w zastosowaniach
biologiczno-medycznych. Dziwi zatem opracowanie protokotdw syntezy nanoczgstek do
multimodalnego obrazowania in vivo bez Gd*. Jaki byt zatem powdd wyboru kompozycji bez
gadolinu?

Autorka pokazata swietnej jakosci nanoczastki UCNPs, ktére zsyntezowata we wspodtpracy z
Laboratorium Fizyki Biologicznej Instytutu Fizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.
Laboratorium to pochwali¢ moie sie wynikami podobnej jakosci nanostrukturami
otrzymanymi juz znacznie wczesniej np. Nanoscale 2017, 9, 14259. Interesujgcym bytoby
wskazanie czy w ramach realizacji doktoratu autorka wniosta jakis wtasny znaczacy wktad do
rozwoju istniejacych protokotdw syntezy — jaki?

Jak liczona byta gestos¢ mocy? Jako moc wystana czy jako moc zaabsorbowana przez uktad? |
dlaczego tak.

W pracy stosowano moc lasera w zakresie 1.3 — 15 W/cm?. Czy nie s3 to juz moce powodujace
uszkodzenia tkanek? Jakie sg normy dt. dopuszczalnych mocy laseréw NIR stosowanych
klinicznie? Informacja ta moze by¢ istotna, poniewaz posrednim celem pracy jest opracowanie
znacznika do badar in vivo.

Strona 57: ‘W zwiqzku z tym, jednq z gldwnych strategii dotyczqcych modyfikacji powierzchni
nanoczgstek jest usunigcie z ich powierzchni liganda organicznego.’ Nie zgodze sie, ze jest to
giowna strategia — jest to raczej najrzadziej spotykana strategia. Takie podejscie powoduje
silng agregacje nanoczastek po czasie. Dlatego prosha o przedstawienie wynikow DLS dla
takich czastek (po usunieciu ligandow) w funkcji czasu np. po usunieciu liganddw, po 24 h, po
kilku dniach.

Autorce udato sie uzyskac bardzo wysokiej jakosci pokrycie SiO; tj. bardzo cienkie. Tak cienkie
pokrycia sg jednak czesto niestabilne w czasie i czesto powodujg ‘klejenie sie’ nanoczgstek
UCNPs w agregaty. Na stronie 82: Rycina 14, zamieszczone zdjecia sugerujg tworzenie sie
mostkéw krzemionkowych pomiedzy ptaszczami poszczegélnych nanoczastek, co w
konsekwencji prowadzi do tworzenia sie klastrow jakie sg widoczne na Rycinie 14. To jest
bardzo niepoiadana sytuacja. Chcac bowiem takie materiaty stosowaé w praktyce mamy
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bowiem nawet mikrometrowe klastery, ktére z pewnoscig bedy stanowity zagrozenie dla
organizmu. Prosba o przedstawienie wynikdw DLS dla nanoczastek pokrywanych warstwa SiO,.

e Strona 87: ‘Przeprowadzone pomiary wykazafy, Zze nanoczgstki charakteryzujq sie wysokqg
wydajnosciq konwersji energii w gére, ktéra przekfada sie na ich intensywng, zielong i
czerwonq luminescencje.” Co to znaczy wysoka konwersja, czyli jaka? Prosba o podanie
wydajnosci kwantowej emisji.

e Strona 89: ‘Pomiary potencjatu zeta dla nanoczastek przyjmowaty warto$¢ dodatnig, ktéra
wynosita ~44,74 + 1,5 mV ({ = 45 mV). Prosba o podanie ktdrych to czastek dotyczyto. Przed
czy po funkcjonalizacji?

Whioski zawarte w czesci pierwszej:

e Otrzymane metodg wspotstragcania nanoczastki posiadaty heksagonalng strukture, niewielki
rozmiar (~20 nm), dobrg dyspersje w fizjologicznych roztworach wodnych i wykazywaty
intensywng luminescencje (zielong i czerwong).

e Potencjat zeta analizowanych nanoczastek po usunigciu liganda kwasu oleinowego byt dodatni
(44,7+1,5 mV).

Czesc Il
Opis tresci zawartej w czesci drugiej

W tej czesci pracy przeprowadzono badania wewngtrzkomdrkowej akumulacii i toksycznoéci
in vitro wobec komdrek linii Hela i HEK293 oraz w szczurzym modelu organotypowej hodowli
skrawkow hipokampa (OHSC). W celu identyfikacji mechanizmow internalizacji nanoczastek UCNPs do
komorek przeprowadzono analize mikroskopowo-elektronowg oraz przy pomocy mikroskopu
konfokalnego. Badania internalizacji przeprowadzono przy uzyciu kilku inhibitoréw.

Komentarz: Przy zdefiniowanym jak we wstepie celu pracy, recenzent ma problem z logikg
prowadzonych w pracy badan. Autorka planuje wykorzysta¢ swoje nanomaterialy do badan
medycznych (multimodalne znaczniki in vivo), jednak zawarte w pracy badania zaczynaja sie od konica,
zamiast od poczatku. Jest to niestety powszechny problem lub putapka, w ktérg wpadajg takze
doswiadczeni badacze chcacy aby ich badania podstawowe miaty uzyteczny charakter. Jak pisze
autorka we wstepie, docelowym zastosowaniem dla tego rodzaju nanoczgstek jest obrazowanie in vivo
i to raczej rozumiane jako obrazowanie wielomodowe tzn. przy wykorzystaniu réinych technik
obrazowania. W mojej ocenie, nanoczgstki UCNPs w obrazowaniu in vitro przegrywajg z innymi
nanomateriatami. Jezeli autorka jest innego zdania, w pracy powinny sie znalezé argumenty
eksperymentalne potwierdzajace przewage nanoczastek UCNPs nad np. kropkami kwantowymi w
obrazowaniu in vitro. Zastosowanie nanoczastek UCNPs w pewnych specyficznych przypadkach
obrazowania in vivo moze rzeczywiscie dawac przewage nad innymi materiatami. Pierwszym zatem
eksperymentem, po zsyntezowaniu tego rodzaju nanoczastek powinno by¢ sprawdzenie czy takie
nanoczastki sg w stanie sprosta¢ tak trudnym wymaganiom spektralnym jak obrazowanie $wiatla
widzialnego wychodzacego z gtebi tkanek i przy jakich warunkach jest to mozliwe? Jezeli nie, do dalsze
badania nad toksycznoscig takiego materiatu na poziomie komdrkowym czy badania wchtaniania



nanoczastek przez komdrki nie majg wiekszego sensu - w kontekscie uczynienia z UPC narzedzia
diagnostycznego, nie w kontekscie badan podstawowych. W takim przypadku, nalezy tak
optymalizowac materiat aby odpowied? byta TAK. Dopiero tak zoptymalizowany materiat powinien
by¢ poddany szczegotowym badaniom toksycznosci — krok po kroku, zaczynajgc od
immunotoksycznosci i koniczac na cytotoksycznosci. Niestety, w wiekszosci przypadkoéw zaczyna sie
tego rodzaju badania od sprawdzania cytotoksycznosci, ktdrej brak czyni nanomateriat “...promising for
medical in vivo applications’. Trudno$¢ jaka czesto pojawia sie w zaplanowaniu tego rodzaju badan jest
taka, ze nalezy od samego poczatku dobrze wiedzie¢ jakie jest koncowe przeznaczenie znacznika.
Wiadomym jest bowiem, Ze rézne tkanki majg rdzne wiasciwosci optyczne, a obrazowane obiekty
mogg byé na réznej glebokosci. Rézne moga by¢ takie mechanizmy dostarczania to tego miejsca
nanoczastek, a co za tym idzie rézne bariery biologiczne do pokonania (rézne ligandy). Dlatego w moje;j
ocenie cytotoksycnosé powinna by¢ badana na samym koricu testowania przydatnosci nanomateriatu
do zastosowan medycznych. Zanim bowiem dojdzie sie do cytotoksycznosci musimy uporac sie z
niekontrolowanym body clerance, immunotoksycznoscig, niekontrolowang biodystrybucjg
nanoczgstek i wieloma rodzajami toksycznosci wynikajgcymi z agregacji nanoczagstek z uwagi na
degradacje ich organicznej powierzchni, ktéra moze by¢ efektem cisnienia krwi, roznych srodowych
(pH) przez jakie przychodzi przechodzi¢ nanoczgstka czy réznych barier biologicznych w organizmie
jakie intencjonalnie lub nieintencjonainie przyjdzie im pokonac.

Mozliwosci kontroli i wymogi jakie muszg spetni¢ nanoczastki, gdy wprowadzane sg do
komorek na szalce pod mikroskopem, sg zdecydowanie inne, niz te gdy podajemy je dozylnie czy
doustnie i dotrze¢ one muszg samodzielnie do badanych komérek.

Kolejny problem jaki ma recenzent z tym rodzajem badan, to sam fakt badania pokonywania
bariery komoérkowej przez nanoczgstki UCNPs oraz badania ich cytotoksycznosci w kontekscie
planowanej docelowej aplikacji. Jezeli tego rodzaju nanoczastki stosowane majg by¢ do obrazowania
in vivo np. nowotwordw, to przeciez nie bedziemy ich uzywac do badania in vivo mitochondriéw w
pojedynczych komdrkach nowotworowych np. w jelicie, tylko raczej do identyfikacji masy
nowotworowej oraz granic nowotworu. Dla takiego zatem zastosowania tak nalezy zaprojektowac
nanoczastki (ligandy, fadunek powierzchniowy, ksztatt, rozmiar) aby nanoczastki nie wchodzity do
komdrek - bo po co? W mojej opinii samo wchodzenie takich nanoczastek do komérek eliminuje je z
zastosowan in vivo bo stwarza dodatkowe powaine ryzyka — m.in. cytotoksycznosci. Wchodzenie
nanoczgstek do komorek, bez ich uszkodzenia czy zaburzenia proceséw wewnatrzkomaorkowych,
potrzebne jest do badar nad biologig komérki, ktére sg badaniamiin vitro i dla ktérych jest wiele innych
lepszych znacznikéw.

Komentarz ten jest wynikiem zbyt szeroko zdefiniowanego celu pracy, o czym byta mowa we
wstepie. Gdyby podkres$lono, ze celem pracy sg podstawowe badania oddziatywania nanoczastek
nieorganicznych z komdrkami, powyzszy komentarz nie miatby zastosowania.

Mocne strony pracy:

e Zastosowanie unikalnej i s$wietnie dopasowanej do celu badan techniki do analizy proceséw
przenikania nanoczgstek przez btony komaérkowe.

e Bardzo dobrze opracowane i dostosowane procedury/metodologia prowadzonych badan
toksycznosci araz przechodzenia nanoczastek przez btony komarkowe.

e Skomplikowany proces przenikania nanoczgstek przez btony komédrkowe zostat opisany w
bardzo przejrzysty i przekonywujacy sposdb.



Pytania recenzenta:

* Jezeli w badaniach in vitro stosujac wysokiej klasy mikroskop konfokalny, nalezato podac 10 micro
g to jakie beda stezenia nanoczastek jakie nalezy poda¢ do krwiobiegu tak, aby nanoczgstki byty
widoczne w obrazowaniu in vivo? Jak te stezenia sie majg do obecnych norm stosowanych dla
klinicznego stosowania nanomateriatéw np. Fe;03 czy Si0,?

* Nie do korica jasna jest dla mnie rola badan przy wykorzystaniu mikroskopu fluoroscencyjnego.
Zabrakto mi tutaj gtebszej dyskusji w jakim stopniu mikroskopia fluoroscencyjna uzupetnia
badania TEM i jakie sg zalety wykorzystania w obrazowaniu komérek tg technikg przy
wykorzystaniu nanoczastek UCNPs. Czy poza tym, ze obrazy z mikroskopu fluoroscencyjnego
potwierdzajg, ze nanoczgstki UCNPs s3 gdzie$ w komdrkach wynika coé wiecej?

e Strona 135, Rycina 72. Prosha o wnikliwszy komentarz co z niej wynika? Czy mozina zobaczyd
zdjgcia Z-skan potwierdzajace co weszto do $rodka, a co jest na powierzchni?

e Zabrakfo mi tez w tej czeéci zwartego podsumowania, co praktycznego wynika z tych badan nad
transportem nanoczgstek do wnetrza komorki. Proéba o komentarz.

e Autorka pisze, ze nie byto istotnych zmian strukturalnych po wprowadzaniu UPC do komérek. Ze
zdje¢ HTEM widac jednak, ze UCNPs formowaty agregaty w komérkach. W jaki sposob zaburza to
prace komorki, np. komunikacje pomiedzy organellami itp.? Agregaty te stanowig istotny %
objetosci komarki wigc trudno uwierzy¢, ze nie majg one wptywu na funkcjonowanie komarki.

e Jak planowane jest dostarczanie nanoczastek UCNPs do komdrek neuronowych w obrazowaniu in
vivo? Prosba o komentarz w tej kwestii i dlaczego ma sie to udac.

¢ Naile sam proces wykonania pomiaru HRTEM ma wptyw na zmiany w morfologii oraz zachowaniu
komérek?

Whioski zawarte w pracy w czesci drugiej:

e Na podstawie obserwacji mikroskopowo-elektronowych stwierdzono, ze interakcje nanoczgstek
UCNPs z komdrkami przebiegaty wedtug tego samego, powtarzalnego schematu (UCNPs
internalizowane byly na drodze endocytozy, nastepnie transportowane w pecherzykach
endocytarnych do endosomdéw wezesnych, endosomdw péznych, a w korficu lizosomoéw i zostawaty
usuwane z komaérki). Wyniki byty powtarzalne bez wzgledu na dtugos¢ czasu ekspozycji komorek
na UCNPs.

e Pokazano, ze pobieranie nanoczastek byto procesem zaleznym od energii, a jego zahamowanie
znaczgco ograniczato ich pobieranie przez komérki Hela.

e Pokazano, ze UCNPs, aby wejs¢ do komorek mogly wykorzystywa¢ kilka szlakéw endocytarnych
jednoczesnie.

" H



Zaobserwowano dwa gtéwne mechanizmy endocytozy, przebiegajgcej z udziatem klatryny oraz z
udziatem kaweoli. Bardziej efektywne dziatanie w hamowaniu tego procesu wykazywata
dansylokadaweryna, niz powszechnie stosowana chloropromazyna.

Obecnos¢ nanoczagstek obserwowano w zagitebieniach biony komdrkowej, we wczesnych
endosomach, w péinych endosomach przemieszczajgcych sie okolice okoto jagdrowa oraz w
lizosomach.

Obserwacje mikroskopowo-elektronowe wykazaly, ie nanoczastki bylty przekazywane z
endosomoéw do lizosomdw, co moze wskazywac na mechanizm obronny komarki, w celu usuniecia
nanoczastek z jej wnetrza.

Nie zaobserwowano dowoddw na akumulacje nanoczgstek w innych organellach komarkowych
np. mitochondriach, co moze sugerowac brak znaczgcego zakiécenia w funkcjach biologicznie
zwigzanych z metabolizmem komarki.

Obecnos¢ roztworu sacharozy obnizyta internalizacje UCNPs o ~30% w porownaniu do komoérek
kontrolnych.

UPC nie ulegaty rozktadowi, ani tez nie uwalniaty ze swojej struktury jondw pierwiastkow
lantanowcow po internalizacji przez komorki Hela.

Prowadzono réwniez badania wptywu inhibitorow takich jak: nystatyna, cytochalazyna D,
genisteina i nokodazol na internalizacje UCNPs. Nystatyna w ~50% hamowata endocytoze z
udziatem kaweoli (okres inkubacji 30 minut).

Istotnym wynikiem byto takie obnizenie internalizacji UCNPs w komodrkach po 1-godzinnej
inkubacji z nystatyna, genisteing, MBcD, chloropromazyng, nokodazolem, cytochalazyng D oraz
amilorydem.

UCNPs nie wykazaty takze istotnego wptywu na zywotnos¢ komdrek Hela w zakresie stezen 0,1-10
pg/ml. Zywotnoé¢ komoérek obnizyta sie o ~17,6% przy najwyiszym stosowanym stezeniu
nanoczgstek UCNPs, ktére wynosito 50 pg/ml i efekt ten byt istotny statystycznie.

Pokazano, e wptyw analizowanych nanoczgstek UCNPs na indukcje reaktywnych form tlenu (ROS)
oraz nadtlenkéw jest nieznaczny.

Przy wyzszych stezeniach nanoczastek (ok. 10 pg), obserwowano w neuronach zwiekszong liczbe
lizosomdw, co sugeruje, Ze ich duze stezenie moze wptywac na indukcje proceséw autofagii w
komarkach.

Obserwacje wykazaty efektywng internalizacje nanoczgstek przez komérki i umozliwity okreslenie
ich doktadnej lokalizacji wewngtrzkomérkowej. UCNPs gromadzity sie jedynie w wybranych
organellach komaérkowych jak endosomy wczesne, endosomy pdzne oraz lizosomy, a nastepnie
usuwane byty na drodze egzocytozy. Ponadto, doswiadczenia z wykorzystaniem wybranych



chemicznych inhibitoréw endocytozy potwierdzity jej udziat w internalizacji UCNPs i pomogty
wytypowac kilka mechanizméw w nig zaangazowanych. Gtéwnym mechanizmem internalizacji
UCNPs w komorkach Hela byfa endocytoza za posrednictwem klatryny.

e Wykazano, Ze cytotoksycznos¢ analizowanych UCNPs wzgledem komérek prawidfowych i
nowotworowych (badana testami MTT, PrestoBlue, Live/Dead), wyrazana obnizeniem zywotnosci
komorek, byta niewielka i zalezata od stezenia nanoczastek. Odpowied: komérkowa (zmiany
ultrastrukturalne zwigzane z degeneracjg mitochondriéw) byta nasilona tylko dla bardzo wysokich
stezen (100 pug/ml), znacznie przewyiszajacych ustalone, optymalne do badan stezenie (1 pg/ml),
okreélone na podstawie analizy mikroskopowo-elektronowe;j.

e Ponadto, ekspozycja na wybrane stezenia UCNPs wykazata brak istotne] indukcji wybranych
markerdw stresu o Badania ex vivo umozliwity opracowanie efektywnego modelu podania UCNPs
do hodowli skrawkéw hipokampa. Przeprowadzone obserwacje potwierdzity efektywng
internalizacjg UCNPs do komdrek hipokampa, ich dystrybucje oraz gromadzenie sie w endosomach
i lizosomach. Barwienie jodkiem propidyny i analiza TEM nie potwierdzity nasilonego,
negatywnego wptywu UCNPs na przezywalno$c¢ i morfologie skrawkéw. ksydacyjnego, ktérej nie
towarzyszyty zmiany ultrastrukturalne w komédrkach.

* Pokazano dowody sugerujace, ze nanoczastki na poczatku pobierane moga by¢ szybko, po czym
po osiggnigciu swojego maksimum wysycenia, pobierane sg duzo wolniej lub wcale.

Podsumowujgc, bazujgc na zawartych w pracy wynikach eksperymentalnych oraz na dyskusji
merytorycznej zawartej w pracy stwierdzam, ze rozprawa spetnia wymogi zwigzane z uzyskaniem
stopnia doktora. W zwigzku z tym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego, Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Pani mgr Karoliny
Zajdel do dalszych etapdw procedury doktorskiej w celu uzyskania stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych,

Ponadto, ze wzgledu na obszernoé¢ przeprowadzonych badan, ich interdyscyplinarnoé¢ i
wyrazny indywidualny wkiad do badari nad oddziatywaniem nanoczastek nieorganicznych z
komaérkami, przy wykorzystaniu unikalnego podejécia mikroskopii elektronowe] wnioskuje o
wyroznienie pracy.

A.Pﬂodhorodecki






