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Ocena

rozprawy doktorskiej lek. Anny Lizon, pt.:
~Nanoczastki srebra jako narzedzie do badania oddziatywan
miedzybiatkowych”,
wykonanej pod kierunkiem Pana dr hab. Ryszarda Drozdza
w Zaktadzie Diagnostyki Medycznej, Wydziatu Farmaceutycznego, Collegium

Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego

W XXI wieku obserwujemy intensywny rozwdj réznych gatezi nanotechnologii,
wsrod ktérych wyrdznia sie nanomedycyna. Nanoczgsteczki coraz powszechniej
wykorzystywane sg do diagnozowania chordb, czy tez specyficznego dostarczania
srodkéw terapeutycznych. Wydaje sie, Zze nanoczasteczki w znaczacym stopniu

przyczynig sie do rozwoju medycyny spersonalizowanej.

Nanoczgstki metali w specyficzny sposdb, zalezny od ich budowy i wtasnosci
fizykochemicznych, oddziatujqg z rdéznymi czasteczkami, a w szczegdlnosci
z biatkami. Tworzenie tak zwanej biatkowej korony in vivo to niezwykle
skomplikowany proces, obejmujacy ztozong kinetyke i dynamike. Warstwa
zaadsorbowanych biatek na powierzchni nanoczastek moze wptywac¢ na zakfadany
cel zastosowania nanoczgstek, a zmiany strukturalne biatek, powstate na skutek
pofgczenia, mogq ogranicza¢ ich funkcje. W warunkach in vitro badania
oddziatywania pomiedzy biatkami z udziatem nanoczgstek umozliwiajg tworzenie
nowych celéw diagnostycznych, zwfaszcza dotyczacych chordb zwigzanych

z tworzeniem i odktadaniem sie w tkankach depozytdéw biatkowych.

Zrozumienie zmian konformacyjnych i procesu rozwijania sie biatek
i mechanizméw oddziatywania uktadu nanoczastka - biatka wydaje sie bardzo

istotne i wazne w aspekcie przyspieszenia biomedycznych zastosowan nanoczgstek
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w tworzacych sie nowych dziedzinach wspdiczesnej medycyny, takich jak

nanodiagnostyka, nanofarmakologia czy nanoonkologia.

Podjecie zatem przez Doktorantke badan nad nanoczastkami srebra
w aspekcie oddzialywan miedzybiatkowych uwazam za przedsiewziecie

aktualne, wazne i w peilni uzasadnione.

Nie bez znaczenia pozostaje fakt, ze badania wykonane przez Doktorantke
pochodzg z osrodka, ktéory ma doswiadczenie w badaniach nad nanoczgstkami,
a publikacje Doktorantki z lat 2018-2019 $wiadczg, ze jest Ona bardzo dobrze

przygotowana do tego typu badan.

Doktorantka stworzyta model badawczy, ktérego warunki umozliwity probe
zastosowania nanoczastek srebra do oceny oddziatywan miedzybiatkowych
w oparciu o model antygen - przeciwciato, a takze ocene spontanicznej agregacji
wolnych, lekkich fafncuchéw immunoglobulin. Doktorantka postanowita réwniez
dokona¢ oceny uzytecznosci réznych technik badawczych, stosowanych do badan
nad agregacjg biatek w stworzonym modelu. Kolejnym, ambitnym celem byto
podjecie proby opracowania podstaw metody umozliwiajacej wykrywanie agregacji

wolnych lekkich tancuchéw immunoglobulin.

Oceniana rozprawa obejmuje 97 stron maszynopisu, 33 ryciny oraz 154
pozycje pisSmiennictwa. Jest podzielona na typowe rozdziaty dla tego typu
opracowan, z zachowaniem wiasciwych proporcji. Rozbudowany spis skrotow,

zamieszczony na poczatku rozprawy, utatwia wnikliwg analize pracy.

W bogato ilustrowanym Wstepie Autorka w interesujgcy sposéb przedstawia
podstawowe informacje na temat wiasciwosci nanoczgstek, mozliwosci ich
potencjalnych modyfikacji i oddziatywan z biatkami - z wytworzeniem korony
biatkowej. W kolejnych podrozdziatach Wstepu przedstawia rézne metody syntezy
nanoczastek, opisuje zastosowanie nanoczastek srebra zaréwno w diagnostyce
laboratoryjnej, jak i w terapii. W ostatnim podrozdziale przedstawia opis
immunoglobulin, uwzgledniajagc réwniez metody oznaczania lekkich tancuchéw

immunoglobulin oraz opisuje zwigzane z nimi problemy metodyczne.

Cel pracy jest krétko i jasno sprecyzowany, z okresleniem szczegotowych

zadan badawczych.

W rozdziale Materiat i metody badawcze Doktorantka przedstawia sposéb

syntezy nanoczastek srebra, ocene ich stabilnosci, funkcjonalizacje za pomocg
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komercyjnie dostepnych przeciwcial oraz metode badan nad oddziatywaniem
optaszczonych na nanoczgstkach srebra przeciwciat anty-lambda
z komplementarnym antygenem. Materiatem biologicznym wykorzystywanym

w pracy byly préobki moczu pobrane od 19 pacjentéw z biatkomoczem Bence-Jonesa.

Do oceny oddziatywan miedzybiatkowych Doktorantka wykorzystywata
pomiary zmian widma powierzchniowego rezonansu plazmonowego, metode
obrazowania przy udziale transmisyjnego mikroskopu elektronowego, technike
dynamicznego rozpraszania Swiatta oraz autorskq metode obrazowania,
wykorzystujgcg rozpraszanie Swiatta laserowego. Cze$¢ badan Doktorantka
wykonata w Akademickim Centrum Materiatow i Nanotechnologii AGH w Krakowie.
To dodatkowo sSwiadczy, ze metodologia pracy uwzglednia wspodiczesne i wiasciwe
metody do realizacji zadania badawczego. Uwazam, ze znajomos¢ wspomnianych
metod, a zwilaszcza interpretacja uzyskanych wynikéw podkresla merytoryczng

wiedze i przygotowanie Doktorantki do prowadzenia badan.

Uzyskane wyniki Doktorantka przedstawita w sposdb w czytelny na 21, czesto
ztozonych, rycinach. Obejmujg charakterystyke nanoczastek srebra, ocene
stabilnosci, funkcjonalizacje przeciwciatami oraz oddziatywania przeciwciat anty-
lambda optaszczonych na nanoczgstkach srebra z komplementarnym antygenem -
wolnymi lekkimi tancuchami lambda. Kolejne ryciny prezentujg mozliwosci
wykorzystania nanoczastek srebra do badania procesu wzajemnego oddziatywania
wolnych monoklonalnych, lekkich fancuchéw immunoglobulin, pochodzacych

z probek moczu od pacjentdéw z biatkomoczem Bence-Jonesa.

W obszernej, ilustrowanej dyskusji Doktorantka uzasadnia celowos¢
wykonywanych eksperymentéw i konfrontuje wyniki badan wtasnych z obserwacjami
innych autoréw. Przedstawia zalety, wady czy ograniczenia stosowanych metod
badawczych. Szeroko uzasadnia mozliwo$¢ zastosowania nanoczastek srebra do
badan procesow agregacji lekkich fancuchéow immunoglobulin. Rozdziat ten réwniez

podkresla gruntowng wiedze Doktorantki w zakresie realizowanego tematu.

Sze$¢ wnioskow, z ktérych pierwszy jest bardzo ogdlny, ale zasadny
w kontekscie rozprawy oraz streszczenie, rowniez w jezyku angielskim,

podsumowuje rozprawe.

Zestaw cytowanego pisSmiennictwa obejmuje wiasciwe proporcje pomiedzy
piSmiennictwem wspdtczesnym a archiwalnym. Zwraca uwage zdecydowana

przewaga publikacji anglojezycznych.
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Oceniana rozprawa jest napisana poprawnym jezykiem, podczas jej lektury

znalaztem nieliczne btedy edytorskie, gtdwnie w piSmiennictwie.

W zasadzie nie mam zastrzezen merytorycznych, ale moja bardzo wnikliwa
analiza tresci rozprawy upowaznia do przedstawienia pewnych sugestii, ktére moga

by¢ uzyteczne w przygotowaniu publikacji do druku:

1. Nie w pefni zgadzam sie z czescig tresci ostatniego akapitu ze Wstepu rozprawy
ze str. 18:
Nieprawidfowe fatdowanie sie biatek prowadzi¢ moze do wytworzenia
zagregowanych form biatek (amyloidu) odpowiedzialnego za takie choroby

jak: choroba Alzheimera, Parkinsona, cukrzyca typu II czy AL amyloidoza [37]

W cukrzycy typu 2 opisany mechanizm odpowiada raczej za powiktania w tej

chorobie, a nie jest jej przyczyna.

N

. Proponuje ujednolici¢ pisownie wszystkich nazw czasopism zawartych

w stosownym rozdziale - albo skréty lub petne nazwy.

3. W kilku miejscach rozprawy Doktorantka opisuje prébki materiatu biologicznego
np.: .....charakterystyke moczy..... strona 38
W pracy wykorzystano 19 moczy..... strona 56.

Proponowatbym zamiast terminu moczy stosowac termin prébki moczu.

4. W rozdziale Wyniki przedstawione sg elektroforegramy, a nie odnalaztem opisu

metod elektroforez.

5. Nie odnalaztem zgody Komisji Bioetycznej, cho¢ nie jestem przekonany do konca,

Ze taka zgoda do tego typu badan jest konieczna.

Powyzsze moje sugestie i uwagi maja jedynie charakter polemiczny, nie

podwazajg merytorycznych zatozen rozprawy doktorskiej.

Reasumujac, stwierdzam, iz oceniana praca zostata zaplanowana,
wykonana i napisana poprawnie, swiadczy o wiedzy i dociekliwosci
naukowej Doktorantki. Jest oryginalnym i znaczacym osiqgnieciem

naukowym, wykazujacym charakter aplikacyjny.

Z powyzszych wzgledow uwazam, iz, rozprawa doktorska lek. Anny Lizon pt.:
~Nanoczastki srebra jako narzedzie do badania oddziatywan miedzybiatkowych”
w petni spetnia 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
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(Dz. U. nr 65, poz. 595, z pézn. zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia
3 lipca 2019r.

W zwiazku z powyzszym, z peinym przekonaniem, przedkiadam Panu
Przewodniczacemu Rady Dyscypliny Nauki o Zdrowiu, Uniwersytetu
Jagiellonskiego-Collegium Medicum wniosek o0 dopuszczenie wyzej

wymienionej do kolejnego etapu przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na, moim zdaniem, bardzo wysoki poziom rozprawy

zglaszam wniosek o jej wyroznienie.
Uwzgledniajac przedstawione wytyczne dla recenzentéw stwierdzam ze:

e praca znacznie przekracza przecietny poziom rozpraw doktorskich,

e obejmuje niezmiernie wazng i aktualng problematyke badawcza,

e W pracy zastosowano wspodtczesne, zaawansowane metody badawcze,

e praca ma istotne znaczenie poznawcze z elementami aplikacyjnymi,

e dodatkowym argumentem za wyrdznieniem jest opracowanie przez
Doktorantke metody z uzyciem lasera zielonego, zastosowanej do oceny
oddziatywan miedzybiatkowych,

e z baz internetowych wynika, ze Doktorantka jest pierwszym autorem dwéch
publikacji z IF - Materials 2019 i Przeglad Lekarski 2018.

e jest réwniez gtdwnym wykonawcg projektu realizowanego w Zaktadzie
Diagnostyki Medycznej, co wynika z informacji przedstawionej na stronie

internetowej Zaktadu.

Powyzsze spostrzezenia uzasadniajg wniosek o przyznaniu nagrody.

AN

prof. dr hab. Krzysztof Sobolewski



