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Recenzja pracy doktorskiej mgr Mariusza Zuberka

pt.: ,Molekularne mechanizmy aktywnosci nanoczastek srebra

na poziomie komérkowym

Rozprawa doktorska mgr Mariusza Zuberka obejmuje cykl 3-ch powiazanych
tematycznie publikacji o tgcznym IF=14,370. Rozprawe doktorska otwieraja informacje
wprowadzajace dotyczace Zrédta finansowania badan oraz podsumowujace dorobek naukowy
Doktoranta. Sumaryczny IF dorobku publikacyjnego wynosi 34,124, jest wiec doprawdy
imponujacy i stanowi wizytowke poziomu naukowego Promotora — prof. dr hab. Grzegorza
Bartosza. Promotorem pomocniczym jest Agnieszka Grzelak. Wstep otwierajacy oceniang
rozprawe zawiera istotne informacje ogélne odnosnie Nanoczastek i mechanizmow stresu
oksydacyjnego, dostarczajac przestanek do jasno zdefiniowanych celi badawczych oraz
metod, po ktorych nastgpuja podsumowanie wynikow i wnioski koncowe. Doktorant,
w zwiezly sposéb omowil naturalne i antropogeniczne zrodta Nanoczastek. Nastgpnie
skrotowo oméwil biologiczne skutki aktywnosci tych niezwyklych czastek, tj. alergie,
nowotwory, choroby ukladu sercowo-naczyniowego, immunotoksyczno$¢, choroby
neurodegeneracyjne i inne Kolejno zdefiniowat pojecie stresu oksydacyjnego jako zaburzenie
réwnowagi redox podkreslajac istotna role zmian stezenia glukozy jako czynnika

regulatorowego homeostazy redox.




Kluczowe szlaki przekaznictwa wewnatrzkomorkowego wydajg si¢ by¢ regulowane przez
status redoksowy komorek, a reaktywne formy tlenu moga aktywowa¢ czynniki
transkrypcyjne. Aktywacja czynnikow transkrypcyjnych prowadzi do zmian profilu
ekspresyjnego genow tj. NRF-2, ktory aktywuje geny zawierajgce w sekwencji regulatorowej
element ARE. Wiele biatek z nadrodziny ABC znajduje si¢ pod kontrola czynnikow

transkrypcyjnych wrazliwych na zmiany statusu redox komorek.
Cel glowny dysertacji rozbity jest na 3 cele czgstkowe

1) Ocena endogennej generacji RET zaleznej od aktywnosci tancucha oddechowego
mitochondriéw jako czynnika modulujgcego toksyczno$¢ nanoczastek srebra.

2) Ocena roli stresu azotowego W toksyczno$ci nanoczastek srebra

3) Ocena wplywu wolnych rodnikéw tlenowych generowanych przez nanoczgstki
w procesic modulacji profilu mRNA dla wybranych bialek ABC w neuronach

niezroznicowanych oraz dojrzatych neuronach dopaminergicznych

W opinii recenzenta tak zaprojektowane cele szczegblowe zostaly zaprojektowane
w sposob jasny i logiczny, a odpowiedzi na postawione cele recenzent znajduje
w czytelnych wnioskach, ktore w pemio poparte zostaly wynikami przeprowadzonych
badan. Do realizacji celow rozprawy Doktorant wykorzystat 2 komorkowe modele

badawcze. Lina HepG2 oraz LUHMES zakupione z ETCC




Na rozprawe doktorska skiadaja sig publikacje:

Glucose availability determines silver nanoparticles toxicity in HepG2.Zuberek M,
Wojciechowska D, Krzyzanowski D, Meczynska-Wielgosz S, Kruszewski M, Grzelak A.
J Nanobiotechnology. 2015 Oct 22;13:72. doi: 10.1 186/s12951-015-0132-2.PMID:26493216

Silver nanoparticles can attenuate nitrative stress.Zuberek M, Paciorek P, Bartosz G, Grzelak
A. Redox Biol. 2017 Apr;11:646-652. doi: 10.1016/j.red0x.2017.01.011. Epub 2017 Jan
24 PMID:28157664

Exposure of human neurons to silver nanoparticles induces similar pattern of ABC
transporters gene expression as differentiation: Study on proliferating and post-mitotic
LUHMES cells.Zuberek M, Stepkowski TM, Kruszewski M, Grzelak A.Mech Ageing Dev.
2018 Apr;171:7-14. doi: 10.1 016/j.mad.2018.02.004. Epub 2018 Feb 24 PMID:29486223

W dwoch pierwszych publikacjach cyklu Doktorant stwierdzil iz zmiana stgzenia
dostepnej glukozy w medium komorkowym skutkowata ustaleniem nowej rownowagi redox.

Komérki uzyskiwaty ten stan po 72h ekspozycji na glukozg.

Recenzent z uznaniem ocenia zakres badan obejmujacy wzrost aktywnosci katalazy
(CAT), transferazy glutationu (GST), dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) oraz reduktazy
glutationu (GR) $wiadczacy o procesie adaptacji komorek do nowego stanu rownowagi redox.
Ponadto Doktorant dokonat analizy transkryptomu odpowiedzialnego za odpowiedz komorki
na stres oksydacyjny. Zauwazyl zwigkszong ekspresjg genow: NOS2, GSTMS, ALB, MBL2,
SCRA3 i CAT. Jednoczeénie zaobserwowal obnizenie ckspresji genéw zwigzanych z
metabolizmem  glutationu, co sugeruje udzial szybkich enzymatycznych reakcji
detoksykujacych reaktywne formy tlenu generowanych obnizeniem stezenia glukozy.
Ciekawym osiggnigciem Doktoranta bylo wykazanie znaczenia zmian stgzenia glukozy jako
czynnika modulujgcego toksycznosé nanoczastek srebra. Smieré 10% komoérek w obecnosci
standardowych stezen glukozy (25mM) wywotywaly nanoczastki srebra w stezeniu 1,4 raz
nizszym niz w przypadku hodowli w medium o obnizonym stgzeniu glukozy — (5,5mM).
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Nanoczastki srebra indukowaty wzrost poziomu mitochondrialnego anionorodnika
ponadtlenkowego W komérkach eksponowanych na wyzsze stezenie glukozy. Reasumujac
Doktorant wykazal, iz toksycznos¢ Nanoczastek srebra jest silnie powigzana ze statusem
redoks komorek bedacym  konsekwencja aktywnoéci  tafcucha oddechowego.
Pozwolito to Doktorantowi na postawienie hipotezy wigksze] wrazliwogci na nanoczastki
srebra komorek, ktorych metabolizm silnie zalezy od glikolizy. Przyktadem takich komorek
sa neurony. Doktorant obserwowat najwicksze zmiany w transkryptomie dla gendw z grupy
ABC, szczegdlnie genu ABCAIL. Zaproponowal mechanizm, w mysl ktorego internalizacja
bogatych w cholesterol fragmentéw blony komoérkowej, towarzyszaca endocytozie
nanoczastek srebra w istotny sposob zwicksza pule cholesterolu w komorce, dostepng dla
RFT Powstate oksysterole pelnig funkcje aktywatora czymnika transkrypcyjnego LXR.
Doktorant stwierdzil iz komorki intensywnie proliferujace, po zadzialaniu nanoczastek srebra
wykazuja profil ekspresji mRNA dla biatek ABC podobny jak u roznicujacych sig neuronow

dopaminergicznych. Doktorant w podsumowaniu formutuje 6 wnioskow koficowych

a) Dostepnos¢ glukozy moduluje toksyczno$§¢ nanoczastek srebra

b) Podatnoéé¢ na toksyczny efekt nanoczastek zalezy od typu komorek, w szczegdlnosci
ich zaleznosci od glikolizy

¢) Nanoczastki srebra nie wywoluja stresu azotowego

d) Prekursorowe komorki neuronalne wykazujg wigksza podatnos¢ na zmiang ekspresji
genoéw biatek ABC wywotanych nanoczastkami srebra niz zréznicowane neurony
dopaminergiczne.

e) Aktywno§¢ biologiczna nanoczastek srebra przypomina proces réznicowania
neurondw na poziomie zmiany ekspresji genow ABC

f) Nanoczastki srebra aktywujac czynnik transkrypcyjny LXR powodujg zwigkszong
ckspresj¢ genu ABCAL z mozliwymi konsekwencjami zaburzei w homeostazie

cholesterolu.

Trudno sie z tymi wnioskami nie zgodzi¢. Recenzent jest pod duzym wrazZeniem

jakoéci wynikéw uzyskanych w 3-ciej publikacji z cyklu prac.




Recenzentowi przystuguje prawo, a nawet obowiazek krytycznej oceny osiagniecia
Doktoranta oraz zwrocenia uwagi na pojawiajace si¢ bledy edytorskie, merytoryczne i

jezykowe.

Na stronie 5-tej wstepu Doktorant komentujgc zmiany wewnatrzkomorkowego
stezenia jonéw wapnia rekapituluje ,, co skutkuje rozpadem mitochondriow”. Nasuwa
sie pytanie ,.co poeta mial na my§li’. Na tej samej stronie Doktorant opisuje
nadtlenoazotyn jako czynnik nitrujacy. W $wiatowym pi$miennictwie nie ustaje
dyskusja odnoénie chemiczne]j natury czynnika nitrujacego w kontekscie dwutlenku
azotu powstajacego z nadtlenoazotynu, recenzenta ciekawi opinia Doktoranta na ten
temat. Na stronie 6-te] w celach pracy w punkcie 2-gim Doktorant autorytatywnie
formuluje cel jako ,,Rozstrzygnigcie roli stresu azotowego w toksyczno$ci nanoczastek
srebra”. Rolg badacza jest analiza, a nie rozstrzyganie w skromnej opinii recenzenta.
Na stronie 9-tej Doktorant uzywa okreslenia ,,aktywnos¢ tancucha mitochondrialnego”

— 0 jakim lafcuchu wspomina, czyzby oddechowym?

Whikliwa analiza tych niedociagnigé prowadzi do konkluzji, ze cato$¢ rozprawy czyta
si¢ z przyjemnoscia i Doktorant nie przysporzyt zbyt wiele przykrej pracy
recenzentowi. Znalezione nieliczne niedociagnigcia w zadnej mierze nie umniejszajg
znaczacej wartodci naukowej ocenianej rozprawy. Jak juz wspomniano poprzednio
silna strong ocenianej rozprawy jest wysoki wspotczynnik IF prac. W podsumowaniu

recenzent stwierdza z pelnym przekonaniem:

a) Praca dotyczy waznego problemu medycznego o implikacjach praktycznych

b) Rozprawa jest metodologicznie i praktycznie poprawna

¢) Poszczegolne prace badawcze z cyklu zostaly prawidlowo zaprojektowane
i przeprowadzone w my$l obowigzujacych standardéw naukowych

d) Analiza otrzymanych wynikéw  zostala  przeprowadzona prawidlowo,
a wnioski z ich wyplywajace zostaty wlasciwie sformutowane. .

¢) Dyskusja prowadzona przez Doktoranta §wiadczy o bardzo dobrej znajomosci
tematu. Doktorant nie tylko solidnie omowit swoje wyniki ale porownat je

7z obserwacjami innych autorow.




Rozprawa stanowi oryginalne osiagniecie badawcze, ktore wynika z seril powigzanych
ze soba publikacji autora i potwierdza  dojrzalosé naukowg  Doktoranta.
Oceniajac pozytywnie pod wzgledem formalnym jak i merytorycznym rozprawg doktorska
Mgr Mariusza Zuberka wnoszg¢ do wysokiej Rady Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Lodzkiego o dopuszczenie Mgr Mariusza Zuberka do dalszych etapow
przewodu doktorskiego zgodnie z art. 13 ust. 1 ustawy
7 dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach

i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

Ze wzgledu na bardzo wysoka merytoryczng warto§¢ rozprawy zwracam  Si¢

do Wysokiej Rady o wyrdznienie niniejszej rozprawy doktorskiej.
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