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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Krzysztofa Wierzbickiego pt.

»Nanoczastki alotropowych form wegla jako czynniki modulujagce mechanizmy
rozwoju naczyn krwionosnych”

wykonanej pod kierunkiem promotora, prof. dr hab. Ewy Sawosz Chwalib6g oraz dr
Marty Grodzik — promotora pomocniczego w Katedrze Zywienia i Biotechnologii
Zwierzat, Wydzialu Nauk o Zwierzetach, SGGW w Warszawie.

Osiagnigcia ostatnich lat okreslane wspdolnym mianem nanotechnologii
umozliwiajgce wytwarzanie na skale przemyslowa nanoczastek o jednolitym ksztalcie,
wielkosci i skfadzie chemicznym nadaty nowy impet w wielu dziedzinach nauki w tym
w medycynie przyczyniajac si¢ do rozwoju nowych metod diagnostycznych oraz terapii
choréb nowotworowych. Szczeg6lnie istotnym elementem jest wielkos¢ nanoczastek,
ktéra odzwierciedla parametry struktur komorkowych, organelli i biomolekut
znajdujacych si¢ wewnatrz zywych komorek organizmu ludzi 1 zwierzat przez co
umozliwia oddzialywanie terapeutyczne na poziomie molekularnym.

Mgr Mateusz Krzysztof Wierzbicki w ocenianej rozprawie doktorskiej podjat
wazny z teoretycznego, jak rdwniez potencjalnie klinicznego punktu widzenia temat
badawczy nad wpltywem nanoczastek roznych form alotropowych wegla na rozwoj i
funkcjonowanie uktadu krwionosnego na modelu zarodka kury. Celem tych badan byto
ustalenie czy taki wplyw istnieje, a ponadto poznanie na ile to mozliwe mechanizmow
rozwoju i funkcjonowania naczyn krwionos$nych. Angiogeneza (czyli tworzenie
nowych naczyn krwionosnych) jest procesem, ktéry dotyczy kazdego zywego
organizmu i towarzyszy mu na etapach rozwoju embrionalnego oraz somatycznego jak
réwniez jest kluczowym elementem procesu gojenia ran. Zaburzenia procesu
angiogenezy z kolei towarzysza licznym procesom patologicznym i w przypadku takich
patologii jak zawal migsnia sercowego, udar, nefropatie, choroby neurodegeneracyjne
wymagajg wspomagania (stosowania czynnikow proangiogennych) natomiast w
przypadku choréb nowotworowych, proceséw zapalnych, logicznym wydaje sie
stosowanie terapii antyangiogennej. Do§wiadczalne zahamowanie procesu angiogenezy
skutkuje szybkg martwicg nowotworu pozbawionego tlenu i substancji odzywczych
dostarczanych normalnie poprzez krew. Stad tez medycyna poktada duze nadzieje w
badaniach nad mechanizmami angiogenezy poszukujac mozliwosci jej kontroli z
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hamowaniem procesu wilgcznie. Dotychczasowe badania mechanizmu tworzenia
naczyn krwionosnych doprowadzity do poznania licznych bialek funkcjonujacych jako
czynniki wzrostowe, a takze ich receptorow. Stanowig one tgcznie potencjalny cel
terapii antyangiogennej. Gtéwne grupy czynnikow aktywnych w procesie angiogenezy
to rodzina bialek VEGF (vascular endothelial growth factor) - czynnik wzrostu
srodbtonka naczyniowego regulujacych m.in. homeostaze naczyniowa, rodzina
czynnika wzrostu fibroblastow — FGF (fibroblast growth factor) odpowiedzialnych
giownie za integralno$¢ naczyn Kkrwionosnych, biatka spokrewnione z
ptytkopochodnym czynnikiem wzrostu — PDGF ( platelet-derived growth factor)
regulujace roznicowanie i podziaty komorki, kadheryny-biatka adhezyjne ulatwiajace
przyleganie komoérek do siebie i tworzenie polgczen pomiedzy paczkujgcymi
naczyniami i inne. Liczne préby terapii antyangiogennej przy pomocy specyficznych
przeciwcial badz skojarzonych z nimi inhibitor6w poprzez wplywanie na drogi
sygnalowe w ktorych zaangazowane sg wymienione powyzej biatka proangiogenne nie
przyniosly spodziewanych efektow m.in. z uwagi na skutki uboczne, toksycznos¢ itp.
Miedzy innymi przeciwcialo anty-VEGF w postaci leku o nazwie bevacizumab
(Avastin, Genentech) byto pierwszym specyfikiem zatwierdzonym przez FDA jako
srodek antyangiogenny w leczeniu raka okreznicy.

Niezadowalajace wyniki terapii antyangiogennej opartej na probach
wybidrczego oddzialywania na cytokiny proangiogenne powoduja, ze intensywnie
poszukuje si¢ nowych drog terapeutycznych. W ostatnich latach duze zainteresowanie
wzbudza nanobiotechnologia. Jako zalety nanoczastek wymienia si¢ mozliwos¢
selektywnego oddziatywania na komoérki nowotworowe i relatywnie niskg toksycznos¢
w stosunku do calego organizmu. Posrod licznych materiatéw takich jak biopolimery,
lipidy, polisacharydy czy tez metale szlachetne, alotropowe formy wegla w postaci
nanoczastek o wymiarach od okoto 3 do 50 nm stanowig bardzo obiecujacy obiekt badan
z mozliwoscig potencjalnego wykorzystania w chemioterapii, terapii chordb
neurodegeneracyjnych, jako innowacyjne materialty do transportu lekow przy
wybiorczym niszczeniu komoérek nowotworowych czy srodkéw kontrastujacych w
diagnostyce medycznej. Nanoczastki wegla w postaci nanorurek, nanowtokienek czy
tez fulerenu cechuja sie unikalnymi wiasciwosciami jak wysoka reaktywnoscia w
przeliczeniu na jednostke powierzchni, fatwoscia chemicznej lub fizycznej koniugacji z
biomolekutami, biokompatybilnoscig, wytrzymalosciag mechaniczng i prawdopodobnie
niewielkg toksycznoscig dlatego sg obecnie preferowane w poréwnaniu do innych grup
nanoczastek. Z uwagi na te wlasciwo$ci mozna domniemywa¢, ze nanoczastki wegla
mogg oddziatywaé na szersze spektrum regulatorow angiogenezy w poréwnaniu do
lekow stosowanych dotychczas w leczeniu antyangiogennym. Ta hipoteza stala si¢
punktem wyjscia dla szeregu do$wiadczen prowadzonych przez mgr Mateusza
Krzysztofa Wierzbickiego wraz ze wspolpracownikami, ktérych wyniki staly si¢
podstawa pracy doktorskie;j.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska nie ma ukladu klasycznego,
natomiast jej integralng czes$¢ stanowi spdjny tematycznie zbilr trzech artykulow
opublikowanych w czasopismach naukowych, z ktérych dwa posiadaja wysoki
wspodltczynnik wptywu (IF). Taka forma rozprawy doktorskiej jest dopuszczalna zgodnie
z ustawa z dnia z dnia 14 marca 2003 1. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki, art. 13 ust. 2 i 4 (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z p6zn.
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zm.) zatem moze by¢ podstawa ubiegania si¢ kandydata o nadanie stopniz
doktora. Publikacje stanowigce rozprawe doktorska majg charakter w

jednak gtéwny udziat mgr Wierzbickiego w realizacji prac, potwierdzony

oswiadczeniami wspotautorow, nie budzi watpliwosci. Prace stanowig

doktorska zostaty opublikowane w latach 2012 — 2013 i sg to:

Wierzbicki M, Sawosz E, Grodzik M, Prasek M, Jaworski S, Chwalibog A.

of anti-angiogenic properties of pristine carbon nanoparticles. Nanoscale re
2013, 8, 195.

Wierzbicki M, Sawosz E, Grodzik M. Caveolin-1 localization in chig
chorioallantoic membrane treated with diamond and graphite nanoparticle

Warsaw University of Life Sciences — SGGW 2012, 51, 133-138.

Wierzbicki M, Sawosz E, Grodzik M, Hotowy A, Prasek M, Jaworski $
Chwalibog A. Carbon nanoparticles downregulate expression of basic fibra
factor in the heart during embryogenesis. International Journal of Nanome

8, 3427-35

Wspotczynnik wptywu (IF) dwoéch z tych czasopism tj. Nanoscs

Letters oraz International Journal of Nanomedicine w roku 2012 wyniost

2,5 oraz 3,5, za$ sumaryczna punktacja zatgczonych prac wynosi 6,(

Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego zawarta jest miedzy 2 a 35
sumie 72.

Przytoczone wskazniki posrednio wskazuja na walory i wys
merytoryczny publikacji stanowigcych prace. Nalezy przy tym pamigtac
publikacji wigczonych do pracy doktorskiej, zanim ukazata si¢ w druku mus
pozytywne opinie ekspertéw w danej dziedzinie, a zatem obecna re(
doktorskiej napisanej w takiej formule skupia si¢ na merytorycznej ocenie
badan ujetych w zalaczonym cyklu prac oraz osobistego wkitadu Dokt

powstanie.
7. zalaczonych do rozprawy doktorskiej o$wiadczen wynika, ze
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Mklad pracy

wickszosci wspotautoréw w liczbie od 2 do 7 w zaleznosci od publikacji polegal na
czastkowym udziale w stosowanych procedurach badawczych jak np| pomocy w
przygotowaniu zawiesin nanomaterialow, preparatow nanoczastek,| implantow
bibutowych i zelatynowych, pomocy w przeprowadzaniu oznaczefn biochemicznych,
projektowaniu starteréw do reakcji RT-PCR oraz obstudze mikroskopu konfokalnego.
W przypadku jednego z autoro6w réwniez pomoc w przygotowaniu publichji do druku.

Z kolei z o$wiadczenia promotora pracy, pani prof. dr hab. Ewy Sawos

7-Chwalibog

wynika, ze pomoc ta miala charakter gtéwnie merytoryczny (nalezy domniemywa¢, ze

réwniez koncepcyjny) nad prowadzonymi doswiadczeniami co jest

akceptowane jako wiasciwa rola promotora, a takze polegatla na
przygotowaniu i ztozeniu publikacji do druku. W zalagczonych oswiadczer
procentowego okreslenia udziatu poszczegolnych wspotautoréw w

natomiast maja one charakter opisowy. Wspdtautorzy okreslaja swoj udzi
jako pomoc przy wykonaniu niektérych zadan. Zatem biorac to pod uwage
fakt, ze autor dysertacji doktorskiej jest w zataczonych publikacjach n
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miejscu jest oczywiste, ze jego wklad na kazdym etapie realizacji cyklu zatgczonych
publikacji miat charakter dominujgcy.

W zwigzku z faktem, ze zasadniczg czgs$¢ rozprawy doktorskiej stanowig trzy
spdjne tematycznie publikacje naukowe tym samym klasyczny uktad pracy obejmujacy
wstep, hipoteze i cel pracy, metodyke, wyniki, wnioski oraz bibliografie (w sumie 23
strony tekstu) zostal przedstawiony bardzo syntetycznie i ma na celu przede wszystkim
wprowadzenie do istoty problematyki szczegétowo przedstawionej w zataczonych
publikacjach, a takze streszczenie istotnych elementéw wymienionych rozdziatow,
zwrdcenie uwagi na osiggniecia bedace rezultatem przeprowadzonych doswiadczef
oraz wnioski z nich wyplywajace. Pierwsza (klasyczna) cze$¢ rozprawy doktorskiej
stanowi zatem element tgczacy bez ktérego trudno byloby w petni oceni¢ catoksztalt
przeprowadzonych doswiadczen jako logiczny cigg zadan badawczych realizowanych
z zamiarem empirycznego potwierdzenia bagdz zaprzeczenia stuszno$ci postawionych
wczesniej hipotez.

W rozdziale 1. ,,Wstep” Autor w syntetyczny sposob scharakteryzowat proces
angiogenezy podkreslajac role kluczowych cytokin i regulator6w tego procesu. W
dalszej czeSci omowil sytuacje zwigzang z problemami terapii niekontrolowanej
angiogenezy oraz mechanizmy oddzialywania niektérych dostepnych lekow
antyangiogennych jak rowniez zwig¢zle uzasadnit powody dla ktérych wzrasta ostatnio
zainteresowanie nanoczastkami, w tym nanoczastkami wegla jako potencjalnymi
biomateriatami przydatnymi w terapii antyangiogennej. Wstep dowodzi bardzo dobrej
znajomosci problematyki zwigzanej z obszarem podjetych badan. Réwniez przywolane
pisSmiennictwo jest jak najbardziej aktualne i dobrze uzasadnia cel pracy. Syntetyczny
charakter wstepu jest w petni uzasadniony, gdyz druga czgs¢ pracy doktorskiej sklada
si¢ z kompletnych publikacji naukowych, z ktérych kazda zawiera wlasne uzasadnienie
konkretnego zadania wraz z odwotaniem si¢ do szeroko przytaczanej literatury z danego
obszaru badawczego. Dlatego tez wstep do pracy doktorskiej ma na celu jedynie ogdlne
wprowadzenie do tematyki badawczej i potaczenie poszczegolnych zagadnien, ktore
zostaly nastepnie zrealizowane jako kolejne doswiadczenia, w jedng calos¢. Pomimo
syntetycznego z zatozenia podejscia Autorowi udalo si¢ przyblizy¢ w sposéb
wyczerpujacy najwazniejsze fakty z obszaru badan naukowych obejmujacych tematyke
pracy i uzasadniajacych przyjeta nastepnie hipotez¢ badawcza i cel pracy.

Hipoteza badawcza (rozdziat 2.) zakladajaca, ze nanoczastki r6znych form
alotropowych wegla indukuja mechanizmy zaburzajace rozwoj i funkcje naczyh
krwionos$nych miata moim zdaniem wystarczajace oparcie w nielicznych danych
literaturowych. Jak nastepnie udowodniono w toku realizacji pracy niektore nanoczastki
wegla rzeczywiscie hamujg rozwéj naczyn krwiono$nych nie wykazujac przy tym
dziatania toksycznego. Rowniez cel pracy zostal przejrzyscie okreslony a jego realizacja
zostala zaplanowana w postaci trzech logicznie ulozonych zadan, ktorych kolejna
realizacja stanowita podstawe dla kolejnego zadania.

Rozdziat 3. ,,Metodyka badan” jest podzielony na cztery podrozdziaty w ktdrych
scharakteryzowano zastosowane nanoczastki, uktad do§wiadczen, metody analityczne
oraz testy statystyczne. Syntetyczny uktad sprawia, ze rozdzial ten jest bardzo czytelny
i klarowny i nie zawiera nadmiaru niepotrzebnych szczegétéw. Takie przedstawienie




metodologii mogloby by¢ powodem do zastrzezen w klasycznym uktadzie pracy
doktorskiej, natomiast w obecnej formule jest jak najbardziej prawidlowe, gdyz
szczegdly metodyczne nie ujgte w tej czeSci mozna znalezé w stosownych rozdziatach
zalaczonych publikacji. Rozdzial rozpoczyna omowienie roznych form alotropowych
nanoczastek wegla stosowanych w pracy natomiast ich szczegbétowa charakterystyka
fizyczna znalazta si¢ w tabeli co niewatpliwie zwicksza przejrzystosé¢ tej
charakterystyki, a w przyszlosci umozliwi zainteresowanym badaczom szybkie
odtworzenie warunkéw doswiadczenia i ewentualne poréwnanie wynikow. Réwniez
rozdzial opisujgcy uklad doswiadczen str. 17 — 20 jest napisany przejrzyscie a zalgczona
ryc. 1. dodatkowo ulatwia zrozumienie intencji i zamierzen Autora jesli chodzi o
przestanki kolejnych doswiadczen, ktérych byto w sumie cztery.

Podrozdziat 3.3. ,,Metody analityczne” zawiera wykaz wykorzystanych przy
realizacji pracy metod badawczych. Metody sa nowoczesne i wlasciwie dobrane
natomiast nie umozliwiajg wgladu w szczegotowy protokoét czynnosci laboratoryjnych.
Zgodnie z formulg dysertacji, tak jak to juz zostalo powiedziane nie ma potrzeby
podawania nadmiaru szczegdtow w tym miejscu pod warunkiem, ze czytelnik moze je
znalez¢ w odpowiednim miejscu zatagczonych publikacji. Generalnie ten warunek jest
spelniony zdarza si¢ jednak, ze czytajac prace napotyka sie¢ na fragmenty opisu metod
nie do konca klarowne. Tak jest w przypadku opisu metody analizy morfologii i rozwoju
naczyn krwiono$nych CAM, oznaczania dlugo$ci naczyn i dalszej charakterystyki co
zostato zgodnie z formula przyjeta w pracy tylko hastowo potraktowane w spisie metod
(p. 3.3, str. 20) natomiast w opisie uktadu doswiadczen mozna znalez¢ wigcej informacji
ale watpliwosci budzi 2-krotnie uzyte sformutowanie cyt. ,, naczynia krwionosne oraz
komérki mezenchymalne znajdujgce sie na implancie byly obserwowane pod
mikroskopem konfokalnym...”. Mozna by na tej podstawie blgdnie wnioskowac, ze
naczynia wrastaly w bibule tworzaca implant i, Zze to implanty po zdjeciu z CAM byly
ogladane pod mikroskopem. Tym bardziej, ze w szczegbtowym opisie metody ,,CAM
assay” w pracy ,,Comparison of anti-angiogenic properties of pristine carbon
nanoparticles” wigczonej do dysertacji mylace moze by¢ stwierdzenie, ze po utrwaleniu
w 4% paraformaldehydzie implanty byly oddzielane of CAM. Dlatego, aby unikngé¢
niejasnosci w odbiorze przez czytelnika nie stosujacego tej metody prawidlowo
powinno by¢ ,.naczynia krwiono$ne CAM znajdujace si¢ pod implantem”.

Nalezy domniemywaé, ze z uwagi na formule dysertacji autor Swiadomie
zrezygnowal z osobnego rozdziatu i wyniki badan lacznie z dyskusjg i umiescit w
rozdziale 4. ,,Omoéwienie gléwnych wynikéw prac eksperymentalnych”. Uzyskane
wyniki zgodnie z zakresem badan wyszczegélnionym w rozdziale 2. na str. 15
potwierdzily hipoteze¢ badawczg jak rowniez antyangiogenny wplyw nanoczastek
diamentu, grafitu oraz nanorurek wielo$ciennych. Autor wykazal jednoczesnie brak
takiego wplywu w przypadku nanoczastek grafenu i stymulujgcy wzrost naczyfn wplyw
fulerenu C60. Ponadto wykazat brak toksycznego wplywu nanoczgstek diamentu i
grafitu na rozwoj zarodka kury. Wérod celow jakie postawil sobie Autor realizujac prace
doktorska bylo wskazanie potencjalnych mechanizméw molekularnych lezgcych u
podstaw oddzialywania nanoczastek wegla na proces angiogenezy. Biorac pod uwage
fakt, ze proces tworzenia nowych naczyn jest niezwykle skomplikowany i bierze w nim
udzial wiele réznych bialek Autor stangt przed ambitnym ale jednoczesnie z




koniecznosci trudnym zadaniem skoncentrowania sie na nielicznych sposrod nich. Jako
glowne cele molekularne Autor wskazal VEGFA oraz bFGF. Wybér tych bialek jako
kluczowych regulatoréw procesu angiogenezy jest moim zdaniem stuszny i potwierdza
dobre rozeznanie Autora w tym obszarze badan. VEGF oraz FGF znajduja si¢ w
centrum drog sygnalowych i odpowiadaja m.i. za proces homeostazy naczyniowej,
zmiany fenotypu komorek $rédblonka na bardziej inwazyjny oraz za integralno$¢
naczyn (FGF). Intuicja badawcza nie zawiodta Autora i udato si¢ wykazac, ze obydwie
formy alotropowe wegla (ND i NG) hamujg rozwdj naczyn krwionosnych przy pomocy
mechanizmu, w ktérym uczestniczy biatko FGF. Wynik ten jest wiarygodny, gdyz
zostal potwierdzony zaréwno na poziomie RNA (zmniejszenie ilosci transkryptow) jak
i na poziomie biatka przy pomocy odpowiednich metod (RT-PCR, Western blot i
ELISA). Wykazanie przez Autora hamujacego angiogeneze wptywu nanoczgstek wegla
za posrednictwem FGF otwiera droge do badan klinicznych przy udziale inhibitoréw
tego bialka zwlaszcza, ze duze nadzieje poktadane w terapii wykorzystujacej inny
kluczowy regulator — VEGF czgsto zawodza. Uzyskane przez Autora wyniki sa
wartoSciowe tym bardziej, ze pismiennictwo dotyczgce wykorzystania nanoczastek
wegla w regulacji angiogenezy jest raczej nieliczne. Na szczegdlng uwage zastuguja
wyniki badania wptywu niefunkcjonalizowanych nanoczgstek diamentu i grafenu
platkowego na rozwdj naczyn krwionosnych uzyskane przez Autora, ktére moim
zdaniem mozna uzna¢ za unikalne w skali $wiatowe;.

Bibliografia jest kompletna co bylo niejako utatwione z uwagi na nieliczne
badania nad wplywem nanoczastek wegla na angiogenezg. Jest to jednoczesnie, jak juz
zaznaczatem, duzy plus jesli chodzi o inwencj¢ Autora (oraz catego Zespotu, z ktérym
wspolpracuje), gdyz badania te wypelniajg autentyczng nisz¢ w wiedzy. Na marginesie,
nie umniejszajagc pozytywnej oceny dobrze dobranej literatury warto zauwazy¢, ze
nalezaloby staranniej przygotowywac liste pismiennictwa, gdyz w tekscie sg cytowane
prace, ktorych w spisie nie ma np. Grodzik i wsp., 2011 - str 23.

Ogo6lna ocena pracy

Na szczegoblne podkreslenie zastuguje pionierski charakter badan podjetych przez
mgr Mateusza Krzysztofa Wierzbickiego 1 wspoétautoréw, gdyz pisSmiennictwo
dotyczace wpltywu r6znych form alotropowych niefunkcjonalizowanych (dziewiczych)
nanoczastek wegla na proces angiogenezy jest bardzo nieliczne. W anglojezycznym
pismiennictwie znaleziono jedynie 2 prace eksperymentalne dotyczace wplywu
wybranych form alotropowych nanoczgstek wegla na proces angiogenezy (prace
cytowane zresztg przez Doktoranta). Jedna z tych prac (Meng H i wsp. z 2010 r) dotyczy
wilasciwosci nanoczastek pochodnej fulerenu (fulerenu w potaczeniu z gadolinem)
natomiast druga praca (Murugesan S i wsp., 2007) tematycznie jest bardziej zblizona do
pracy mgr Wierzbickiego i dotyczy wplywu trzech réznych form alotropowych
niefunkcjonalizowanych nanoczgstek wegla tj. nanorurek, fulerenu i grafitu na proces
angiogenezy. Poza tymi dwoma pracami nie istnieja zadne inne publikacje dostepne w
bazie PubMed, ktére dotyczylyby tego problemu. W tym kontekscie wartym
podkreslenia jest znacznie szerszy zakres badan jakich podjal si¢ Doktorant, a
mianowicie poszerzyl repertuar alotropowych form wegla o nanoczastki diamentu i




grafen platkowy co do ktoérych wlasciwosei antyangiogennych brak jest jakichkolwiek
danych. Ponadto przeprowadzit badania toksyczno$ci uwzgledniajac caty zarodek kury
ze szczegllnym zwrdoceniem uwagi na miesien sercowy. Cheialbym réwniez podkresli¢
wiasciwy, oparty na dobrej znajomosci piSmiennictwa, wybor rodzaju nanoczastek
stosowanych w do$wiadczeniach tj. réznych form alotropowych wegla, ktore, za
wyjatkiem nanoczastek grafitu, charakteryzuja sie ujemnym potencjalem zeta
kojarzonym jak wiadomo ze stabg zdolnoscia uszkadzania bton komérkowych, a przez
to niewielka cytotoksycznoscia. Kwestig otwartg jesli chodzi o cytotoksycznosé jest
praktyczne zastosowanie nonoczgstek wegla w biomedycynie, gdyz ostateczna
cytotoksycznos¢ zalezy od specyfiki modyfikacji chemicznych tych nanoczastek w
procesie funkcjonalizacji co bedzie wymagac dalszych badan.

Praca mgr Wierzbickiego ma wszelkie cechy pracy nowatorskiej, gdyz zostata
wykonana przy uzyciu wlasciwie dobranych i nowoczesnych metod badawczych, a sam
temat pomimo lawinowego w ostatnich latach wzrostu liczby publikacji z dziedziny
nanotechnologii stanowi bez watpienia nisze, ktorej eksploracja w przyszto$ci moze
zaowocowa¢ przelozeniem na skuteczng terapi¢ antyangiogenng. Na podkreslenie
zastuguje zastosowanie metody badania wplywu biomateriatow na rozwdj naczyn
krwionosnych na modelu blony kosméwkowo-omoczniowej (CAM) zarodkéw kurzych.
Metoda wykorzystujaca technike implantéw na btonie CAM (in-ovo) byla i jest nadal
szeroko stosowana w badaniach zwigzanych z angiogenezg pomimo pewnych
niedoskonatosci takich jak ryzyko niespecyficznych reakcji zapalnych wywolywanych
przez implant i zwigzanej z tym proliferacji naczyn, problemy z odréznieniem procesu
tworzenia nowych naczyn od zwyklego ich rozszerzenia jako reakcji na bodzce
zwigzane z umieszczeniem implantu itp. Uwaza sig, ze tych niedoskonalosci mozna
unikngé¢ stosujagc modyfikacje metody polegajaca na uzyciu zarodkéow kurzych
inkubowanych ex-ovo i oferujacych mozliwo$é bezposredniego liczenia i obrazowania
in situ naczyn krwiono$nych wrastajacych wertykalnie w stosunku do pierwotnie
istniejacej siatki naczyn w skupiska bydlecego kolagenu (vitrogen) nakladanego na
CAM. Ta modyfikacja umozliwia nie budzace watpliwo$ci odr6znienie nowych naczyn
(bedacych rezultatem eksperymentu) od juz istniejgcych. Poniewaz jednak w ocenianej
pracy Doktorant wykazat hamowanie wzrostu naczyn krwionosnych przez nanoczgstki
diamentu oraz nanorurki wielo$cienne tym samym niedoskonalosci zwigzane z
ryzykiem reakcji niespecyficznych o charakterze proliferacji zostaly ograniczone (moze
za wyjatkiem badania fulerenu C60) do minimum. Potwierdza to dobre rozeznanie
Doktoranta, jesli chodzi o istniejace metody i wlasciwie dokonany wybdr. Godnym
podkreslenia jest rowniez wybor tematu, gdyz wypelnia on w ten sposob luke w
piSmiennictwie i dostarcza nowych danych eksperymentalnych jesli chodzi o kontrolg
patologicznej angiogenezy. Stowa uznania nalezg si¢ takze promotorom pracy za wybor
tematyki, ktora jest doceniana przez Srodowisko naukowe czego dowodem sg znakomite
publikacje m.in. obecnie oceniane w ramach pracy doktorskiej mgr. Wierzbickiego.

Podsumowujac, przedstawiona do oceny dysertacja odpowiada wymaganiom
stawianym pracom doktorskim bazujagcym na wynikach szeroko prowadzonych prac
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eksperymentalnych. Forma i tre$¢ pracy jest przejrzysta i w sposob logiczny i dobrze
udokumentowany prowadzi do konstruktywnych wnioskéw podsumowujacych
wartosciowe wyniki. Tym niemniej z obowigzku recenzenta pragne zwrdci¢ uwage na
nieliczne niescistosci i uchybienia:

Na poczatek drobna uwaga gltéwnie natury stylistycznej dotyczaca celu pracy.
Licze na dyskusj¢ w tej sprawie, ale moim zdaniem cel sformutowany przez Autora nie
jest zbyt klarowny. Uwazam, Ze lepiej brzmiatoby:

Celem pracy bylo zbadanie wptywu wybranych nanoczastek wegla na rozwoj
oraz mechanizmy kontrolujgce funkcjonowanie uktadu krwionosnego na modelu
zarodka kury.

Mam pewne zastrzezenia do oméwienia wynikow w punkcie 4.2 , Wplyw
nanoczastek grafitu i diamentu na rozw6j zarodka kury”. Juz w trzecim zdaniu Autor
pisze: W przeprowadzonym doswiadczeniu nie zaobserwowano negatywnego wplywu
na rozwoj oraz morfologi¢ zarodka kury w 19 dniu rozwoju. Jednoczesnie pod koniec
rozdziatu 4.2 Autor pisze, ze nanoczastki diamentu (ND) oraz nanoczastki grafitu (NG)
hamowaty rozw¢j naczyn CAM oraz naczyn serca. Rowniez w zalgczonej publikacji
stanowiacej czes$¢ pracy doktorskiej w rozdziale ,.Conclusion” Autorzy podkreslaja, ze
gestoS¢ unaczynienia serca ulegata znacznej redukcji pod wptywem ND oraz GR.
Dlatego tez stwierdzenie o braku negatywnego wplywu na morfologi¢ zarodka jest
nieuprawnione, gdyz unaczynienie serca jest elementem morfologii. Prawdziwe zatem
byloby stwierdzenie o braku zmian anatomopatologicznych Iub zmian
makroskopowych zarodka w 19 dniu rozwoju. Tym bardziej, ze nie badano
mikroskopowo innych narzadéw wewnetrznych.

Na koncu rozdziatu 4.2. Autor konkluduje, ze ND oraz NG pomimo aktywnosci
antyangiogennej nie wykazuja toksycznosci w stosunku do zarodka kury opierajac si¢
badaniu $miertelnosci oraz wskaznikéw biochemicznych tychze zarodkow. Takie
stwierdzenie moze sugerowa¢, ze badane nanoczastki sg catkowicie bezpieczne 1 moga
by¢ stosowane nie tylko doswiadczalnie, ale réwniez w zastosowaniach
terapeutycznych. O ile rzeczywiscie wyniki konkretnych  doswiadczef
przeprowadzonych przez Autora uprawniajg do takiej konkluzji to jednak nie znamy
diugofalowych konsekwencji stosowania nanoczastek wegla po 19 dniu rozwoju
zarodkowego (toksycznos¢ zalezy nie tylko od dawki ale i od czasu). Moim zdaniem
przydalaby si¢ szersza dyskusja w tym miejscu réwniez w oparciu o dane z
pisSmiennictwa chociazby dlatego, ze ten rozdzial z definicji jest przeznaczony na
,omowienie wynikow”. Podkreslam, ze powyzsza uwaga nie Kkwestionuje
warto$ciowych wynikoéw uzyskanych przez Autora, a jedynie ma na celu zwrocenie
uwagi na zbyt oszczedne omowienie niewatpliwie interesujacych wynikow w tym
miejscu.

Przechodzac do rozdziatu ,,Wnioski” uwazam, ze wniosek nr 4 (str. 26) jest
nickompletny tj. brakuje odniesienia do ciekawych wynikéw badania rozmieszczenia




kaweoliny-1 w komorkach CAM przeprowadzonych w doswiadczeniu II. Autorzy
wykazali bowiem, ze nanoczastki diamentu zmieniajg dystrybucje kaweoliny-1
wewnatrz komorki. Kaweolina-1 jest waznym, wielofunkcyjnym biatkiem
zaangazowanym w szlakach sygnatowych wielu rodzajéow komorek, w tym rowniez
kaskady Ras-p42/44 MAPK, a takze szlakow zwigzanych z angiogeneza, ktérego gen
posiada cechy supresora nowotworow. Szkoda rowniez, ze w doswiadczeniu II oprécz
nanoczastek diamentu i grafitu nie zbadano réwniez wplywu nanorurek wielosciennych
na CAM i dystrybucje kaveoliny-1, co byloby logicznym rozwinieciem wynikow
uzyskanych w doswiadczeniu I.

Z innych drobnych niedociagni¢¢ juz wspomniano o niekiedy niejasnym opisie
metodologii badan co jest wazne szczegdlnie dla czytelnika pracy nie majgcego
doswiadczenia z konkretng metodg. Wspomniane powyzej uchybienia sg nieliczne i
wynikaja zapewne z po$piechu czy tez roztargnienia Doktoranta. Nie umniejszajg
rowniez wartosci merytorycznej recenzowanej rozprawy. Autor wlozyt ogromny wklad
pracy 1 w pelni zrealizowat zaktadane cele. Uzyskane wyniki maja znaczenie zarGwno
poznawcze jak i potencjalnie aplikacyjne.

Reasumujagc stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska mgr
Mateusza Krzysztofa Wierzbickiego odpowiada warunkom stawianym na stopief
doktora nauk w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, art. 13 ust. 2 i 4 (Dz. U. Nr 65,
poz. 595 z p6zn. zm.) i mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Wydzialu Nauk o Zwierzgtach
Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie wniosek o dopuszczenie mgr
Mateusza Krzysztofa Wierzbickiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

ab. Michat Reichert

~ Profesor zwyczajny




