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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Y*zysztofa Wierzbickiego pt.

,,Nanocz4stki alotropowych form wggla jako czynniki moduluj4ce mechanizmy
rozwoj u naczy h krwiono Snych"

wykonanej pod kierunkiem promotora, prof. dr hab. Ewy Sawosz Chwalib6g oruz dr
Marty Grodzik - promotora pomocniczego w Katedrze Zywienia i Biotechnologii
Zwierz4t, Wydziatu Nauk o Zwierzgtach, SGGW w Warszawie.

Osi4gnigcia ostatnich lat okreSlane wsp6lnym mianem nanotechnologii
umozliwiaj4ce wytwarzanie na skalg przemyslowg nanocz4stek o jednolitym ksztalcie,
wielko5ci i skladzie chemicznym nadaty nowy impet w wielu dziedzinach nauki w tym
w medycynie przyczyniaj4c sig do rozwoju nowych metod diagnostycznych oraz terapli
chor6b nowotworowych. Szczeg6lnie istotnym elementem jest wielkoSd nanocz1stek,
kt6ra odzwierciedla parametry struktur kom6rkowych, organelli i biomolekul
znajduj1cych sig wewn4trz Zywych kom6rek organizmu ludzi i rwierz4t" przez co
um ozl iwi a oddziatywani e terap e uty czne na p oziomie molekularnym.

Mgr Mateusz Krzysztof Wierzbicki w ocenianej rczprawie doktorskiej podj4l
wahny zteoretycznego,jak r6wnieZ potencjalnie kliniczrrego punktu widzenia temat
badawczy nad wptywem nanocz1stek r62nych form alotropowych wggla na rozrv6j i
funkcjonowanie ukladu krwionoSnego na modelu zarodkakury. Celem tych badari bylo
ustalenie czy taki wptyw istnieje, a ponadto poznanie na ile to moZliwe mechanizm6w
rozwoju i funkcjonowania naczyn krwionoSnych. Angiogeneza (czyli tworzenie
nowych naczyfr krwionoSnych) jest procesem, kt6ry dotyczy kuhdego zywego
organizmu i towarzyszy mx na etapach rozwoju embrionalnego oraz somatycznego jak
r6wniez jest kluczowym elementem procesu gojenia ran. Zabwzenia procesu

angiogenezy zkoleilowaruysz1licznymprocesom patologicznym i w przypadku takich
patologii jakzawal migsnia sercowego, udar, nefropatie, choroby neurodegeneracyjne
wymagaj4 wspomagania (stosowania czynnik6w proangiogennych) natomiast w
przypadku chor6b nowotworowych, proces6w zapalnych. logicznym wydaje sig

stosowanie terapii antyangiogennej. DoSwiadczalne zahamowanie procesu angiogenezy

skutkuje szybk4 martwic4 nowotworu pozbawionego tlenu i substancji odzywczych
dostarczanych normalnie poprzez l<rew. Stqd tez medycyna poklada duhe nadzieje w
badaniach nad mechanizmami angiogenezy poszukujqc moZliwoSci jej kontroli z



hamowaniem procesu wlqcznie. Dotychczasowe badania mechanizmu tworzenia
naczyh krwionoSnych doprowadzi\y do poznanialicznychbialek funkcjonuj4cych jako
czynniki wzrostowe, a takle ich receptor6w. Stanowi4 one l4cznie potencjalny cel
terapii antyangiogennej. Glowne grupy czynnik6w aktlwnych w procesie angiogenezy
to rodzina bialek VEGF (vascular endothelial growth factor) - czynnik wzrostu
Sr6dbtonka naczyniowego reguluj4cych m.in. homeostazQ naczyniow4, rodzina
czynnika wzrostu fibroblast6w - FGF (fibroblast growth factor) odpowiedzialnych
gl6wnie za integralnoSd naczyn krwionoSnych, bialka spokrewnione z
plytkopochodnym czynnikiem wzrostu - PDGF ( platelet-derived growth factor)
reguluj4ce r6znicowanie i podziaty kom6rki, kadheryny-biatrka adhezyjne ulatwiaj4ce
przyleganie kom6rek do siebie i tworzenie po*yczefi pomigdzy p4czkuj4cymi
naczyniami i inne. Liczne pr6by terapii antyangiogennej przy pomocy specyficznych
przeciwcial bqdL skojarzonych z nimi inhibitor6w poprzez wplywanie na drogi
sygnalowe w kt6rych zaangtzowane sA wymienione powyZej biatrka proangiogenne nie
przyniosly spodziewanych efekt6w m.in. zuwagi na skutki uboczne, toksycznoS6 itp.
Migdzy innymi przeciwcialo anty-VEGF w postaci leku o nazwie bevacizumab
(Avastin, Genentech) byto pierwszym specyfikiem zatwierdzonym przez FDA jako
Srodek antyangiogenny w leczeniu raka okrgznicy.

Niezadowalajqce wyniki terapii antyangiogennej opartej na pr6bach
wybi6rczego oddziatywania na cytokiny proangiogenne powoduj4, 2e intensywnie
poszukuje sig nowych dr6g terapeutycznych. W ostatnich latach duze zainteresowanie
wzbtdza nanobiotechnologia. Jako zalety nanocz4stek wymienia sig mozliwoS6
selektywnego oddzialywania na kom6rki nowotworowe i relatywnie nisk4 toksycznoSd
w stosunku do calego organizmu. PoSr6d licznych material6w takich jak biopolimery,
lipidy, polisacharydy czy tez metale szlachetne, alotropowe formy wggla r,l' postaci
nanoczqstek o wymiarachod okolo 3 do 50 nm stanowiqbardzo obiecuj4cy obiekt badah
z moZliwoSci4 potencjalnego wykorzystania w chemioterapii, terapii chor6b
neurodegeneracyjnych, jako innowacyjne materialy do transportu lek6w przy
wybi6rczym niszczeniu kom6rek nowotworowych czy Srodk6w kontrastuj4cych w
diagnostyce medycznej. Nanocz4stki wggla w postaci nanorurek, nanowt6kienek czy
tez fulerenu cechuj4 sig unikalnymi wlaSciwoSciami jak wysok4 reaktywnoSci4 w
przeliczeniu na jednostkg powierzchni, latwoSciqchemicznej lub fizycznej koniugacji z

biomolekuLami, biokompatybilnoSci4, vtrytrzymaloSci4 mechaniczn4 i prawdopodobnie
niewielk4 toksyczno5ci4 dlatego s4 obecnie preferowane w por6wnaniu do innych grup
nanocz4stek. Z uwagi na te wlaSciwo$ci mohna domniemywaQ 2e nanocz4stki wggla
mog4 oddziatywat na szersze spektrum regulator6w angiogenezy w por6wnaniu do

lek6w stosowanych dotychczas w leczeniu antyangiogennym. Ta hipoteza stal.a sig

punktem wyjScia dla szeregu doSwiadczeri prowadzonych przez mgr Mateusza
Ikzysztofa Wierzbickiego wraz ze wsp6lpracownikami, kt6rych wyniki staly sig

podstaw4 pracy doktorskiej.
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska nie ma ukladu klasycznego,

natomiast jej integralnq czg(;(, stanowi sp6jny tematycznie zbiSr ftzech artykul6w
opublikowanych w czasopismach naukowych, z kt6rych dwa posiadaj4 wysoki

wsp6lczynnik wptywu (IF). Takaforma rozprary doktorskiej jest dopuszczalna zgodnie

z ustawq z dnia z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz

o stopniach i tytule w zakresie sztuki, afi. L3 ust. 2 i a (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z po2n.



zm.) zatem moze byd podstaw4 ubiegania sig kandydata o nadanie stopni naukowego
doktora. Publikacje stanowiEce rozprawg doktorskq majq charakter loautorski,
jednak gl6wny udzial mgr Wierzbickiego w realizacji prac, potwierdzony
oSwiadczeniami wsp6lautor6w, nie budzi w4tpliwoSci. Prace stanowiq
doktorsk4 zostaLy opublikowane w latach 2012 -2013 i s4 to:

I

Wierzbicki M, Sawosz E, GrodzikM, Prasek M, Jaworski S, Chwalibog A.
of anti-angiogenic properties of pristine carbon nanoparticles. Nanoscale re
20L3,8, 195.

Comparison
rch letters

Wierzbicki M, Sawosz E, Grodzik M. Caveolin-l localization in ch en embryo
chorioallantoic membrane treated with diamond and graphite nanoparti s. Annals of
Warsaw University of Life Sciences - SGGW 201.2,51, 1"33-138.

rozpraw9

, Sawosz F,

blast growth
factor in the heart during embryogenesis. International Journal of Nano
8,3427-35

icine 2013,

Wsp6lczynnik wptywu (IF) dw6ch z tych czasopism tj. N e Research
lrtters oraz International Journal of Nanomedicine w roku 2012 wyniosl
2,5 oraz 3,5, zal sumaryczna punktacja zalyczonych prac wynosi 6.

powiednio

Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego zawarta jest migdzy 2 a 35
. Punktacja
punkt6w, w

sumie 72.
Przytoczone wskaZniki po$rednio wskazuj4 na walory i wy ki poziom

2e kahda zmerytoryczny publikacji stanowiqcych pracA. Nalezy przy tym pami
publikacji wl1czonych do pracy doktorskiej ,zanimukazaLasig w druku m ialauzyska(,
pozytywne opinie ekspert6w w danej dziedzinie, a zatem obecna nzja pracy
doktorskiej napisanej w takiej formule skupia sig na merytorycznej oceni catoksztattu

Wierzbicki M, Sawosz E, Grodzik M, Hotowy A, Prasek M, Jaworski
Chwalibog A. Carbon nanoparticles downregulate expression of basic fibr

wynika, ze pomoc tamialacharakter gl6wnie merytoryczny (nale?y dom
r6wniez koncepcyjny) nad prowadzonymi doSwiadczeniami co jest

akceptowane jako wlaSciwa rola promotora, a takhe polegata na

przygotowaniu i zlohenir publikacji do druku. W zal4czonych oSwiadcze
procentowego okreSlenia udzialu poszczegolnych wsp6lautor6w w

jako pomoc przy wykonaniu niekt6rych zadah. Zatem bior4c to pod uwa
fakt, ze autor dysertacji doktorskiej jest w zal4czonych publikacjach

badari ujgtych w zalqczonym cyklu prac oraz osobistego wkladu Dok
powstanie.

Z zal1czonych do rczprawy doktorskiej oSwiadczeri wynika, 2e klad pracy
wigkszoSci wsp6lautor6w w liczbie od 2 do 7 w zale2noSci od publi
cz4stkowym udziale w stosowanych procedurach badawczych jak np
przygotowaniu zawiesin nanomateriat6w, preparat6w nanocz4stek,

nta w ich

i polegal na
pomocy w
implant6w

jak r6wnie2
pierwszym

bibulowych i Zelatynowych, pomocy w przeprowadzaniu oznaczen bi emicznych,
projektowaniu starter6w do reakcji RT-PCR oraz obsludze mikroskopu k fokalnego.
W przypadku jednego z autor6w r6wniez pomoc w przygotowaniu publi ii do druku.
Z kolei z oSwiadczenia promotora pracy, pani prof. dr hab. Ewy Sa -Chwalib6g

temywac, ze

wszechnie
pomocy w
iach brakuje

likacjach
natomiast majq one charakter opisowy. Wsp6lautorzy okreSlaj4 sw6j N wyNqcznie



miejscu jest oczywiste, ze jego wktad na kaZdym etapie realizacji cyklu zal1czonych
publikacji mial charakter dominuj4cy.

W zwiqzku z faktem, 2e zasadniczE czES(, rozprawy doktorskiej stanowi4 trzy
sp6jne tematycznie publikacje naukowe tym samym klasyczny uklad pracy obejmuj4cy
wstgp, hipotezg i cel pracy, metodykg, wyniki, wnioski oraz bibliografig (w sumie 23
strony tekstu) zostal przedstawiony bardzo syntetycznie i ma na celu przede wszystkim
wprowadzenie do istoty problematyki szczeg6lowo przedstawionej w zal4czonych
publikacjach, a tak2e streszczenie istotnych element6w wymienionych rozdziatrow,
zwr6cenie uwagi na osi4gnigcia bgd4ce rezultatem przeprowadzonych doSwiadczen
oraz wnioski z nich wyplywajqce. Pierwsza (klasyczna) czES(, rozprawy doktorskiej
stanowi zatem element lqczqcy bez kt6rego trudno byloby w petni ocenid caloksztah
przeprowadzonych do$wiadczeri jako logiczny ci4gzadanbadawczych realizowanych
z zamiarem empirycrrcgo potwierdzenia bqdL zaprzeczenia slusznoSci postawionych
wcze5niej hipotez.

W rozdziale 1. ,,Wstgp" Autor w syntetyczrry spos6b scharakteryzowal proces

angiogenezy podkreSlaj4c rolg kluczowych cytokin i regulator6w tego procesu. W
dalszej czglci om6wil sytuacjg zwiEzan4 z problemami terapii niekontrolowanej
angiogenezy oraz mechanizmy oddzialywania niekt6rych dostgpnych lek6w
antyangiogennych jak r6wnie2 zwiELle uzasadnil powody dla kt6rych wzrasta ostatnio
zainteresowanie nanocz4stkami, w tym nanocz4stkami wggla jako potencjalnymi
biomaterialarni przydatnymi w terapii antyangiogennej. Wstgp dowodzi bardzo dobrej
znajomoSci problematyki zwiqzanej z obszarem podjgtych badari. R6wniez przywotane
piSmiennictwo jest jak najbardziej aktualne i dobrze uzasadnia cel pracy. Syntetyczny
charakter wstgpu jest w pelni uzasadniony, gdy? druga czES(, pracy doktorskiej sklada

sig z kompletnych publikacji naukowych, zktorychkuzda zawiera wlasne uzasadnienie

konkretnego zadaniawrazz odwolaniem sig do szeroko przytaczanej literatury z danego

obszaru badawczeeo. Dlatego teZ wstgp do pracy doktorskiej mana celu jedynie og6lne

wprowadzenie do tematyki badawczej i polEczenie poszczeg6lnych zagadniefr, kt6re

zostaty nastgpnie zrealizowane jako kolejne doSwiadczenia, w jedn4 caloSi. Pomimo

syntetycznego z zalohenia podejScia Autorowi udalo sig przybliLy(, w spos6b

wyczerpuj4cy najwahniejsze fakty z obszarubadah naukowych obejmuj4cych tematykg
pracy i uzasadniaj4cych przyjgt1nastgpnie hipotezg badawczq i cel pracy.

Hipoteza badawcza (rozdziat 2.) zaldadajqca, 2e nanocz4stki r6znych form
alotropowych wggla indukuj4 mechanizmy zaburzaj1ce rozw6j i funkcje naczyh
krwionoSnych miala moim zdaniem wystarczaj4ce oparcie w nielicznych danych
literaturowych. Jak nastgpnie udowodniono w toku realizacji pracy niekt6re nanocz4stki
wggla rzeczywiicie hamuj 4 rozw6j naczyn krwionoSnych nie wykazuj1c przy tym
dzialaniatoksycznego. R6wnie2celpracy zostalprzejrzyScie okreSlony a jego realizacja
zostata zaplanowana w postaci trzech logicznie ulozonych zadan, ktSrych kolejna
rcalizacja stanowila podstawg dla kolejnego zadania.

Rozdzial3. ,,Metodyka badari" jest podzielony na cztery podrozdziaty w kt6rych
scharakteryzowano zastosowane nanoczEstki, uklad doSwiadczeri, metody analityczne
oraz testy statystyczne. Syntetyczny uklad sprawia, 2e rozdzial ten jest bardzo czytelny
i klarowny i nie zawiera nadmiaru niepotrzebnych szczegolow. Takie przedstawienie



metodologii mogloby byi powodem do zastrzehen w klasycznym ukladzie pracy
doktorskiej, natomiast w obecnej formule jest jak najbardziej prawidlowe, gdyz
szczeg6ly metodyczne nie ujgte w tej czgSci mohna znaleilc w stosownych rozdzialach
za\qczonych publikacji. Rozdzial rozpoczyna omowienie roZnych form alotropowych
nanocz4stek wggla stosowanych w pracy natomiast ich szczeg6lowa charakterystyka
frzyczna znalazla sig w tabeli co niew4tpliwie zwigksza przejrzystosl tej
charakterystyki, a w przyszlofici umozliwi zainteresowanym badaczom szybkie
odtworzenie warunk6w doSwiadczenia i ewentualne por6wnanie wynik6w. R6wnieZ
rozdzial opisuj4cy uklad doSwiadczefi str. 17 -20 jest napisany przejrzyScie azalqczona
ryc. 1. dodatkowo ulatwia zrozumienie intencji i zamierueri Autora jeSli chodzi o
przeslanki kolejnych doSwiadczeri, kt6rych byto w sumie cztery.

Podrozdzial 3.3. ,,Metody analityczne" zawiera wykaz wykorzystanych przy
realizacji pracy metod badawczych. Metody s4 nowoczesne i wlaSciwie dobrane
natomiast nie umoZliwiaj4 wgl4du w szczeg6lowy protok6l czynnoSci laboratoryjnych.
Zgodnie z formtilq dysertacji, tak jak to juL zostalo powiedziane nie ma potrzeby
podawania nadmiaru szczeg6low w tym miejscu pod warunkiem, 2e czytelnik moZe je
znale1(, w odpowiednim miejscu zah4czonych publikacji. Generalnie ten warunek jest
spelniony zdarza sig jednak, 2e czytajqc pracA napotyka sig na fragmenty opisu metod
nie do korica klarowne. Tak jest w przypadku opisu metody analizy morfologii i rozwoju
naczyfr krwionoSnych CAM, oznaczania dtugoSci naczyfr i dalszej charakterystyki co
zostato zgodnie z formtil4przyjgtqw pracy tylko haslowo potraktowane w spisie metod
(p. 3.3, str. 20) natomiast w opisie ukladu doSwiadczenmohnaznale26 wigcej informacji
ale w4tpliwoSci budzi 2-krotnie u|yte sformulowanie cyt. ,, naczynia krwionoSne oraz
kom6rki mezenchymalne znajdujqce sig na implancie byly obserwowane pod
mikroskopem konfokalnym...". Moznaby na tej podstawie btgdnie wnioskowaf,2e
naczynia wrastaly w bibulg tworz4c4 implant i,2e to implanty po zdjgciu z CAM byly
ogl4dane pod mikroskopem. Tym bardziej,2e w szczeg6lowym opisie metody ,,CAM
assay" w pracy ,,Comparison of anti-angiogenic properties of pristine carbon

nanoparticles" wl4czonej do dysertacji myl4ce mohe byd stwierdzenie,2epo utrwaleniu
w 4% paraformaldehydzie implanty byty oddzielane of CAM. Dlatego, aby unikn46
niejasnoSci w odbiorze przez czytelntka nie stosuj4cego tej metody prawidlowo
powinno by| ,,naczynia krwiono5ne CAM znajdqqce sig pod implantem".

NaleZy domniemywal, 2e z uwagi na formulg dysertacji autor Swiadomie

zrezygnowat z osobnego rozdziatu i wyniki badafi l4cznie z dyskusj4 i umieScil w
rczdziale 4. ,,Om6wienie gl6wnych wynik6w prac eksperymentalnych". Uzyskane
wyniki zgodnie z zak,resem badari wyszczeg6lnionym w rozdziale 2. na str. 15

potwierdzily hipotezg badawcz1 jak r6wnieZ antyangiogenny wplyw nanocz4stek

diamentu, grafitu oraz narrcrurek wieloSciennych. Autor wrykazal jednoczeSnie brak

takiego wplywu w przypadku nanocz4stek grafenu i stymuluj4cy wzrostnaczyh wptyw
fulerenu C60. Ponadto wykazal brak toksycznego wplywu nanaczqstek diamentu i
grafitu na rozw6j zarodkakury. WSr6d celowjakie postawil sobie Autor realizujqc pracg

doktorsk4 bylo wskazanie potencjalnych mechanizm6w molekularnych leiqcych u

podstaw oddzialywania nanocz4stek wggla na proces angiogenezy. BrorEc pod uwagg

fakt, ze proces tworzenia norvych naczyt'r jest niezwykle skomplikowany ibierze w nim
vdzial wiele r6znych biatek Autor stan4l przed ambitnym ale jednoczelnie z



koniecznoSci trudnym zadanrem skoncentrowania sig na nielicznych spoSr6d nich. Jako
gl6wne cele molekularne Autor wskazal VEGFA oraz bFGF. Wyb6r tych biatek jako
kluczowych regulator6w procesu angiogenezy jest moim zdaniem sluszny i potwierdza
dobre rozeznanie Autora w tym obszarze badari. VEGF oraz FGF znajdujE sig w
centrum dr6g sygnalowych i odpowiadaj4 m.i. za proces homeostazy naczyniowej,
zmiany fenotypu kom6rek Srodblonka na bardziej tnwazyjny oraz za integralnoS6
naczyn (FGF). Intuicja badawcza nie zawiodla Autora i udalo sig wykaza{ 2e obydwie
formy alotropowe wggla (ND i NG) hamuj qrozw6j naczynkrwionoSnychprzy pomocy
mechanizmu, w kt6rym uczestniczy bialko FGF. Wynik ten jest wiarygodny, gdyz
zostal potwierdzony zar6wno na poziomie RNA (zmniejszenie iloSci transkrypt6w) jak
i na poziomie bialka przy pomocy odpowiednich metod (RT-PCR, Western blot i
ELISA). WykazanieprzezAutora hamuj4cego angiogenezg wplywunanoczqstek wggla
za poSrednictwem FGF otwiera drogg do badari klinicznych przy udziale inhibitor6w
tego bialka rwLaszcza, 2e d:uhe nadzieje pokladane w terapii wykorzystuj4cej inny
kluczowy regulator - VEGF czgsto zawodzq. Uzyskane przez Autora wyniki s4

wartoSciowe tym bardziej, ze piSmiennictwo dotyczqce wykorzystania nanocz4stek
wggla w regulacji angiogenezy jest raczej nieliczne. Na szczeg6ln4 uwagg zastugujq
wyniki badania wplywu niefunkcjonalizowanych nanocz4stek diamentu i grafenu
platkowego na rczwoj naczyh krwionoSnych uzyskane przez Autora, kt6re moim
zdaniem molna uzna(, za unikalne w skal i Swi atowej .

Bibliografia jest kompletna co bylo niejako ulatwione z uwagi na nieliczne
badania nad wplywem nanocz4stek wggla na angiogenezQ. Jest to jednoczeSnie, jak juz
zaznaczatem, duzy plus jeSli chodzi o inwencjg Autora (oraz calego Zespolu, z kt6rym
wsp6lpracuje), gdyZ badania te wypelniajq autentycznqniszg w wiedzy. Na marginesie,
nie umniej szajqc pozytywnej oceny dobrze dobranej literatury warto zauwa2y6, 2e

nalelaloby staranniej przygotowywa6 listg piSmiennictwa, gdy?w tekScie s4 cytowane
prace, kt6rych w spisie nie ma np. Grodzik i wsp., 201I - str 23.

Og6lna ocena pracy

Na szczeg6lne podkreSlenie zasluguje pionierski charakter badari podjgtych przez

mgr Mateusza Krzysrtofa Wierzbickiego i wsp6lautor6w, gdyz pi5miennictwo
dotyczqce wplywu r62nych form alotropowych niefunkcjonalizowanych (dziewiczych)
nanocz4stek wggla na proces angiogenezy jest bardzo nieliczne. W anglojgzycznym
piSmiennictwie znaleziono jedynie 2 prace eksperymentalne dotyczqce wplywu
wybranych form alotropowych nanocz4stek wggla na proces angiogenezy (prace

cytowane zresztqprzezDoktoranta). Jedna ztychprac (Meng H i wsp. 22010 r) dotyczy

wlaSciwoSci nanocz4stek pochodnej fulerenu (fulerenu w pol1czeniu z gadolinem)

natomiast druga praca(Murugesan S i wsp., 2007)tematycznie jest bardziej zbli2onado
pracy mgr Wierzbickiego i dotyczy wplywu trzech 62nych form alotropowych
niefunkcjonalizowanych nanocz4stek wggla tj. nanorurek, fulerenu i grafitu na proces

angiogenezy.Pozatymi dwomapracami nie istniej4 Zadne inne publikacje dostgpne w
bazie PubMed, kt6re dotyczylyby tego problemu. W tym kontekScie wartym
podkreSlenia jest znacznie szerszy zakres badah jakich podj4t sig Doktorant, a

mianowicie poszerzyl repertuar alotropowych form wggla o nanocz1stki diamentu i



grafen platkowy co do kt6rych wlaSciwoSci antyangiogennych brak jest jakichkolwiek
danych. Ponadto przeprowadzilbadania toksycznoSci uwzglgdniEEc caty zarodek kury
ze szczeg6lnym zwr6ceniem uwagi na migsiefr sercowy. Chcialbym r6wniez podkreSli6
wlaSciwy, oparty na dobrej znajomoSci piSmiennictwa, wyb6r rcdzaju nanocz4stek
stosowanych w doSwiadczeniach t1. 62nych form alotropowych wggla, kt6re, za

wyj4tkiem nanocz4stek grafitu, charakteryzujE sig ujemnym potencjalem zeta
kojarzonym jak wiadomo ze slabq zdolnoSci4 uszkadzania blon komdrkowych, a przez
to niewielk4 cytotoksycznoSci4. Kwesti4 otwart4 jesli chodzi o cytotoksycznoSd jest
praktyczne zastosowanie nonocz4stek wggla w biomedycynie, gdyz ostateczna
cytotoksycznoSc zaleLy od specyfiki modyfikacji chemicznych tych nanocz4stek w
procesie funkcjonalizacji co bgdzie wymaga6 dalszych badari.

Praca mgr Wierzbickiego ma wszelkie cechy pracy nowatorskiej, gdyL zostala
wykonana przy u|yciu wlaSciwie dobranych i nowoczesnych metod badawczych, a sam

temat pomimo lawinowego w ostatnich latach wzrostu liczby publikacji z dziedziny
nanotechnologii stanowi bez w4tpienia niszg, kt6rej eksploracja w przyszLolci mohe
zaowocowaf, przeloZeniem na skuteczn4 terapig antyangiogenn4. Na podkre6lenie
zasluguje zastosowanie metody badania wplywu biomateriat6w na rozw6j naczyh
krwionoSnych na modelu blony kosm6wkowo-omoczniowej (CAM) zarodkSw kurzych.
Metoda wykorzystujqca technikg implant6w na blonie CAM (in-ovo) byla ijest nadal
szeroko stosowana w badaniach zwiEzanych z angiogenez4 pomimo pewnych
niedoskonaloSci takich jak ryzyko niespecyficznych reakcji zapalnych wywolywanych
przez implant i zwiqzanej ztym proliferacji naczyi, problemy z odr6hnieniem procesu

tworzenia nowych naczyh od zwyklego ich tozszerzefiia jako reakcji na bodflce
zwi1zane z umieszczeniem implantu itp. UwaZa sig, 2e tych niedoskonaloSci mobna

unikn4i stosuj4c modyfikacjg metody polegaj4c4 na u?yciu zarodk6w kurzych
inkubowanych ex-ovo i oferuj4cych mozliwoS6 bezpoSredniego liczenia i obrazowania

in situ naczyn krwionoSnych wrastaj4cych wertykalnie w stosunku do pierwotnie
istniej4cej siatki naczyfr w skupiska bydlgcego kolagenu (vitrogen) nakladanego na

CAM. Ta modyfikacja umoZliwia nie budz4ce w4tpliwoSci odr6znienie nowychnaczyn
(bgd4cych rezultatem eksperymentu) od juz istniejqcych. Poniewaz jednak w ocenianej

pracy Doktorant wykazal hamowanie wzrostu naczyfrkrwionoSnychprzez nanocz4stki

diamentu oraz nanorurki wieloScienne tym samym niedoskonaloSci zwi4zane z
ryzykiemreakcji niespecyficznych o charakterze proliferacji zostaly ograniczone (moZe

za v,ryjqtkiem badania fulerenu C60) do minimum. Potwierdza to dobre rozeznanie

Doktoranta, jeSli chodzi o istniej4ce metody i wlaSciwie dokonany wyb6r. Godnym
podkreSlenia jest r6wniez wyb6r tematu, gdy? wypelnia on w ten spos6b lukg w
piSmiennictwie i dostarcza nowych danych eksperymentalnych jeSli chodzi o kontrolg
patologicznej angiogenezy. Slowa uznanianalelE sig takze promotorom pracy zawyb6r
tematyki, kt6ra jest doceniana przez Srodowisko naukowe czego dowodem s4 znakomite

publikacje m.in. obecnie oceniane w ramach pracy doktorskiej mgr. Wierzbickiego.

Podsumowul4c, przedstawiona do oceny dysertacja odpowiada wymaganiom
stawianym pracom doktorskim bazujqcym na wynikach szeroko prowadzonych prac



eksperymentalnych. Forma i treSd praoy jest przejrzysta i w spos6b logiczny i dobrze
udokumentowany prowadzi do konstruktywnych wniosk6w podsumowuj4cych
wartoSciowe wyniki. Tym niemniej z obowi4zku recenzenta pragng zwr6cic uwagg na
nieliczne nieScistoSci i uchybienia:

Na pocz4tek drobna uwaga gl6wnie natury stylistycznej dotycz4ca celu pracy.
Liczg na dyskusjg w tej sprawie, ale moim zdaniemcel sformulowany przezAutora nie
jest zbyt klarowny. Uwaham, ze lepiej brzmiatoby:

Celem pracy byto zbadanie wplywu wybranych nanocz4stek wggla na rozw6j
oraz mechanizmy kontroluj4ce funkcjonowanie ukladu krwionoSnego na modelu
zarodka kury.

Mam pewne zastrzehenia do om6wienia wynik6w w punkcie 4.2 ,,Wplyw
nanocz4stek grafitu i diamentu na rozw1j zarodka kury". Juz w trzecim zdaniu Autor
pisze: W przeprowadzonym doSwiadczeniu nie zaobserwowano negatywnego wplywu
na rozw6j oraz morfologig zarodka kury w 19 dniu rozwoju. JednoczeSnie pod koniec
rozdzialu4.2 Autor pisze, 2enanocz4stki diamentu (ND) oraznanocz1stki grafitu (NG)
hamowaly rozw6j naczyfr CAM oraz naczyf serca. R6wniez w zalqczonej publikacji
stanowi4cej czgSt, pracy doktorskiej w rczdziale ,,Conclusion" Autorzy podkreSlaj4, 2e

ggstoSi unaczynienia serca ulegala znacznej redukcji pod wplywem ND oraz GR.
Dlatego teZ stwierdzenie o braku negatywnego wptywu na morfologig zarodka jest

nieuprawnione, gdyz unaczynienie serca jest elementem morfologii. Prawdziwe zatem
bytoby stwierdzenie o braku zmian anatomopatologicznych lub zmian
makroskopowych zarodka w 19 dniu rozwoju. Tym bardziej, 2e nie badano

mikroskop owo innych narzqdow wewngtrznych.

Na koricu rozdzialu 4.2. Autor konkluduje, ze ND oraz NG pomimo aktywnoSci

antyangiogennej nie wykazuj4 toksycznoSci w stosunku do zarodka kury opieraj4c sig

badaniu SmiertelnoSci oraz wskaZnik6w biochemicznych tychhe zarodk6w. Takie

stwierdzenie moze sugerowad,Zebadane nanoczqstki s4 calkowicie bezpieczne i mog4

by6 stosowane nie tylko doSwiadczalnie, ale r6wniez w zastosowaniach

terapeutycznych. O ile rzeczywiScie wyniki konkretnych doSwiadczeri

przeprowadzonych ptzez Autora uprawniaj4 do takiej konkluzji to jednak nie znamy

dtugofalowych konsekwencji stosowania nafioczEstek wggla po 19 dniu rozwoju
zarodkowego (toksycznoS6 zaleiry nie tylko od dawki ale i od czasu). Moim zdaniem

przydalaby sig szersza dyskusja w tym miejscu r6wnie2 w oparciu o dane z
piSmiennictwa chocialby dlatego, 2e ten rozdzial z definicji jest przeznaczony na

,,om6wienie wynik6w". Podkreslam, ze powyhsza uwaga nie kwestionuje

wartoSciowych wynik6w uzyskanych przez Autora, a jedynie ma na celu zwr6cenie

uwagi na zbyt oszczgdne om6wienie niew4tpliwie interesuj4cych wynik6w w tym
miejscu.

Przechodz4c do rozdzialu,,Wnioski" uwazam. ze wniosek nr 4 (str. 26) jest

niekompletny tj. brakuje odniesienia do ciekawych wynik6w badania rozmieszczenia



kaweoliny-1 w kom6rkach CAM przeprowadzonych w doSwiadczeniu II. Autorzy
wykazali bowiem, 2e nanocz4stki diamentu zmieniajq dystrybucjg kaweoliny-1
wewnEtrz kom6rki. Kaweolina-1 jest w{znym, wielofunkcyjnym bialkiem
zaangahowanym w szlakach sygnalo$ych wielu rodzaj6w kom6rek, w tym r6wnieZ
kaskady Ras-p42144 MAPK, atakhe szlak6w zwiqzanych z angiogenezE, kt6rego gen
posiada cechy supresora nowotwor6w. Szkodar6wnie2, 2e w do6wiadczeniu II opr6cz
nanocz4stek diamentu i grafitu nie zbadano r6wniez wptywu nanorurek wieloSciennych
na CAM i dystrybucjg kaveoliny-l, co byloby logicznym rozwinigciem wynik6w
uzyskanych w doSwiadczeniu I.

Z innych drobnych niedoci4gnig(, juz wspomniano o niekiedy niejasnym opisie
metodologii badari co jest wahne szczeg6lnie dla czytelnika pracy nie maj4cego
doSwiadczenia z konkretn4 metod4. Wspomniane powyZej uchybienia s4 nieliczne i
wynikaj4 zapewne z poSpiechu czy teL rcztarsnienia Doktoranta. Nie umniejszajq
r6wnie?wartoSci merytorycznej recenzowanej rozprawy. Autor wlo?yl ogromny wklad
pracy i w pelni zrealizowal zal<Ladane cele. Uzyskane wyniki maj4 znaczenie zar6wno
poznawcze jak i potencjalnie aplikacyjne.

Reasumuj4c stwierdzam, 2e przedstawiona do oceny praca doktorska mgr
Mateusza Krzysztofa Wierzbickiego odpowiada warunkom stawianym na stopieri
doktora nauk w Ustawie z dnia 14 marca 20A3 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym eraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, art.13 ust. 2 i 4 (Dz. U. Nr 65,
poz. 595 zp62n. zm.) i mam zaszczytprzedstawi6 Radzie Wydzialu Nauk o Zwierzgtach
Szkoty Gl6wnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie wniosek o dopuszczenie mgr
Mateusza Krzysztofa Wierzbickiego do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.
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