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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Justyny Hajtuch

pt. ,,Ocena wptywu funkcjonalizowanych nanoczgstek srebra na uktad hemostazy oraz
aktywnos¢ przeciwbakteryjng w badaniach in vitro i ex vivo”
wykonanej na Wydziale Farmaceutycznym Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w Katedrze i
Zaktadzie Patofizjologii Farmaceutycznej pod kierunkiem dwdch promotoréow:
prof. dr hab. lwony Inkielewicz-Stepniak oraz
prof. Marii Jose Santos-Martinez z School of Pharmaceutical Science and School of Medicine
Trinity College w Dublinie

Choroby uktadu krazenia (CVD) s3, obok nowotwordw, jedng z najczestszych przyczyn zgondow
wsrdéd mezcezyzn i kobiet w wieku 45-60 lat, a dla 0séb powyzej 60. roku zycia najczestszg. Choroby
nowotworowe z uwagi na przyjmowane leki réwniez przyczyniajg sie do probleméw z uktadem
krgzenia. Powodem sg chemoterapeutyki, ktére sg silnie cytotoksyczne dla komoadrek
nowotworowych ale jednoczesnie wptywajg negatywnie na zdrowe komérki w tym na komorki
krwi i komoérki naczyi krwionosnych, prowadzac do zakrzepdw i uszkodzen naczyn krwionosnych.
Dlatego bardzo wazne jest testowanie nowych lekéw przeciwnowotworowych w kierunku inicjacji
przez nie zakrzepow i zaktocenn hemostazy osoczowe;j i ptytkowej, prowadzgcych do choréb uktadu
krgzenia. Innym powodem wtdérnych zachorowan na CVD s3g zakazenia bakteryjne krwi, ktére
najczesciej powstajg na skutek dtugotrwatego uzywania cewnikéw dozylnych. Obiektami
badawczymi w ocenianej rozprawie doktorskiej sg nanoczastki srebra (AgNPs), ktére obecnie sg
bardzo popularnym obiektem badan w nanomedycynie. Istnieje jednak niewiele doniesien
literaturowych na temat wptywu NPs na uktad hemostazy osoczowej i ptytkowej. W nurt tych
badan wpisuje sie praca doktorska mgr Justyny Hajtuch, ktéra postanowita przebadaé nowg grupe
nanoczastek srebra w kierunku ich wptywu na przyczyny powstawania choréb CVD oraz zakazen
mikrobiologicznych.

Rozprawa doktorska mgr Justyny Hajtuch zostata wykonana pod opieka prof. dr hab. lwony
Inkielewicz-Stepniak oraz prof. Marii Jose Santos-Martinez z School i byta realizowana w ramach
projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (NCN) HARMONIA. Doktorantka
przedstawita wyniki swojej pracy w postaci dysertacji doktorskiej bedacej zbiorem publikacji
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opatrzonych wstepem i syntetycznym opisem uzyskanych rezultatéw badani. Otwiera jg wykaz prac
wchodzacych w sktad rozprawy z petnymi danymi bibliometrycznymi. Nastepnie przedstawione
zostato streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskimi. Streszczenie obejmuje spis stosowanych
skrétéw i symboli, wprowadzenie teoretyczne, cel pracy, opis materiatéw i metod, krétkie
oméwienie wynikéw kazdej z publikacji wchodzacej w skfad rozprawy doktorskiej oraz
podsumowanie. Ta cze$¢ pracy zawarta jest na 48 stronach maszynopisu. Prace zamyka wykaz 46
pozycji literaturowych cytowanych przez autorke. Okoto 50% z nich to odniesienia do publikacji z
ostatnich szesciu lat, co swiadczy o tym, ze podjety przez Doktorantke temat pracy doktorskiej jest
nowatorski oraz cieszy sie bardzo duzym zainteresowaniem. Streszczenia napisane sg w jezyku
polskim i angielskim, w sposdb poprawny i przystepny i sg tozsame w tresci. Ta czes$¢ pracy nie jest
bogato ilustrowana rysunkami czy tabelami, jednak czytelnik moze zawsze odwota¢ sie do
oryginalnych publikacji przedstawionych w dalszej czesci pracy doktorskie;j.

W krétkim wprowadzeniu do dysertacji, znajdujgcym sie na poczatku Streszczenia, mgr
Justyna Hajtuch podjefa sie nietatwego zadania jakim byto przedstawienie w sposéb mozliwie
syntetyczny, informacji na temat choréb uktadu krazenia, czynnikéw wptywajgcych na rozwdj
zakrzepicy oraz koniecznosci poszukiwania lekdw przeciwzakrzepowych. Opisata réwniez role
nanoczgstek w profilaktyce i leczeniu choréb cztowieka. Z zadania tego Autorka wywigzata sie
bardzo dobrze. Lektura wstepu teoretycznego pokazuje duzg biegtos¢ Doktorantki w tematyce
chordb zakrzepowych oraz nanoczastek stosowanych jako potencjalne leki lub nosniki.

Motywacjg dla Doktorantki do realizacji pracy doktorskiej byt fakt ze z uwagi na negatywne
aspekty stosowania chemioterapii oraz pojawiajgcych sie zakazen bakteryjnych, zwigzanych z
dtugotrwatym stosowaniem cewnikéw dozylnych, bardzo czesto pojawiajg sie wtérne problemy
zakrzepowe. Istnieje wiec ciggta potrzeba poszukiwania nowych lekéw/substancji hamujacych
tworzenie zakrzepéw. Dlatego tez, celem badan recenzowanej pracy doktorskiej byto okreslenie
czy funkcjonalizowane nanoczgstki srebra wptywaja na ukiad hemostazy oraz czy posiadaja
aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Dodatkowg motywacjg do realizacji celu badawczego pracy
doktorskiej byto pokazanie, ze rozwdj terapii przeciwnowotworowych i przeciwbakteryjnych musi
by¢ skorelowany z badaniami interakcji z uktadem hemostazy nowych lekéw/terapii w modelach in
vitro oraz ex vivo. W mojej ocenie cel pracy doktorskiej zostat postawiony prawidtowo, gdyz
istnieje realna potrzeba stosowania uproszczonych modeli, oddajgcych realne mikrosrodowisko
uktadu krazenia cztowieka.

Nastepny rozdziat Streszczenia, zatytutowany ,Materiaty i metody”, zostat przez
Doktorantke podzielony na czternascie czesci, w ktérych opisata wszystkie zastosowane przez
siebie materiaty i metody badawcze. Na poczatku rozdziatu wyjasnita skad pochodzg wszystkie
testowane przez nig nanoczgstki srebra (AgNPs), w rozdziale tym podata takze pochodzenie
prokariotycznych komodrek i eukariotycznych linii komdrkowych oraz komérek pierwotnych.
Nastepnie mgr Hajtuch opisata procedury i metody stosowane podczas testowania. Nalezaty do
nich: (i) izolacja ptytek krwi i erytrocytéw, (ii) testy biokompatybilnosci AgNPs, (iii) badanie
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utrastruktury komorek, (iv) ocena poziomu reaktywnych form tlenu, (v) ocena indukowania przez
AgNPs apoptozy/nekrozy, (vi) pomiar destabilizacji potencjatu mitochondrialnego, (vii) ocena
ekspresji P-selektyny i glikoproteiny GPIIb/Illa, (viii) pomiar agregacji ptytek krwi, (ix) ocena
ekspresji parametrow z zakresu hemostazy, (x) analiza parametréw z zakresu koagulacji oraz (xi)
analiza statystyczna. Wszystkie czynnosci zostaty opisane bardzo ogdlnie ale w petni zrozumiale.
Szczegdtowe procedury zostaty opisane w publikacjach stanowigcych podstawe dysertacji.

W kolejnej czesci Streszczenia mgr Justyna Hajtuch bardzo krétko przedstawia zatozenia i
wyniki czterech opublikowanych prac, stanowigcych rdzen rozprawy. Prace zostaty opublikowane
w nastepujgcych specjalistycznych czasopismach z listy JCR: Int. J. Nanomed. (2022, praca
przeglgdowa), Front. Pharmacol. (2022), Curr. Med. Chem. (2021) i Int. J. Nanomed. (2019). We
wszystkich publikacjach mgr Justyna Hajtuch jest pierwszym autorem, co $wiadczy o jej
dominujgcym wktadzie w prace eksperymentalne i edytorskie zwigzane z przygotowaniem
manuskryptéw. Kazdy wspoétautor publikacji dostarczyt o$wiadczenie dotyczace wktadu pracy w
przywotywane publikacje, zatem ,prawa” Doktorantki do wykorzystania tych publikacji w
dysertacji sg uzasadnione. Lektura poszczegdlnych rozdziatéw w kontekscie wktadu pracy mgr
Hajtuch pokazuje jej udziat w samodzielne zaprojektowanie eksperymentéw (i)-(xi) na podstawie
przegladu literatury, doswiadczenia promotordw oraz mozliwosci aparaturowych Zakfadu
Patofizjologii Farmaceutycznej. Publikacje przedstawione sg w porzadku skutkowo-przyczynowym.
Pierwsza publikacja to praca przeglgdowa na temat lekdw opartych o nanoczastki, nastepne trzy
publikacje to prace oryginalne w ktdrych Kandydatka opisata badania na wybranych
modyfikowanych AgNPs.

Pierwsza publikacja (I) to bardzo obszerna praca przegladowa (23 strony wraz z literaturg)
dotyczaca aktualnych badan in vitro i in vivo nad lekami opartymi o NPs. W publikacji tej znalez¢
mozna opis wplywu chemioterapeutykdw, stosowanych w leczeniu nowotworéw na rozwdj
choréb CVD. Dalej znajduje sie szczegdétowy przeglad literaturowy (191 odnosnikdw
literaturowych) oraz opis pozytywnego dziatania przeciwnowotworowych nanolekéw-NPs w
kierunku aktywnosci przeciwptytkowej, przeciwkrzepliwej i antyangiogennej w poréwnaniu do
klasycznych lekéw. Praca ta wzbogacona jest o dane statystyczne oraz tabelaryczne zestawienie
potencjalnych nanolekéw-NPs o zwiekszonej aktywnosci przeciwnowotworowej (Tabela 1) oraz
efektywnych w chorobach CVD (Tabela 3) w stosunku do klasycznych lekéw. Za bardzo cenne
zestawienie tabelaryczne (Tabela 2) uznaje liste dopuszczonych do leczenia nanoczgstek (NPs i
innych). S3 to nanoczastki gtéwnie nakierowane na leczenie nowotwordéw i choréb wirusowych. Z
resztg w czasie trwania pandemii COVID-19 wielu z nas mogto sie osobiscie przekonac¢ o
zastosowaniu nanoczgstek lipidowych jako nosnikdw dla mRNA. Prace przegladowa przeczytatam z
wielka przyjemnoscia, gdyz wzbogacitam sie w wiedze na temat najnowszych trendéw w zakresie
nanolekdw-NPs. Ciekawa jestem tylko czy podczas lektury wielu publikacji Doktorantka znalazta
informacje na temat istnienia systemow diagnostycznych, opartych o NPs do wykrywania choréb
uktadu krazenia?
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Druga publikacja (Il) dotyczy badan nad AgNPs modyfikowanych glutationem (AGNPs-GS),
kwasem liponowym (AgNPs-LA) oraz glikolem polietylenowym (AgNPs-PEG) w kierunku ich
biokompatybilnosci oraz ich dziatania przeciwptytkowego. AgNPs zostaty zsyntezowane i
scharakteryzowane na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. Badania biologiczne w
kierunku wptywu AgNPs na agregacje ptytek krwi w warunkach przeptywu, okreslenia receptorow
ptytkowych oraz testéow cytotoksycznosci wobec komérek HUVEC, HGF-1 i komdrek krwi, pomiaru
poziomu MMP-1 i MMP-2 zostaty wykonane przez mgr Justyne Hajtuch. Wyniki tych badan
wskazuja, ze AgNPs modyfikowane GS, LA i PEG hamujg agregacje ptytek i nie sg cytotoksyczne.

W trzeciej publikacji (Ill) zaplanowane i opisane zostaty badania nad nanoczastkami srebra
pokrytymi kwasem liponowym w kierunku ich dziatania przeciwbakteryjnego oraz cytotoksycznego
wobec komoérek formujgcych naczynia krwionosne (HUVEC) i hemolitycznego w stosunku do
erytrocytow. Z przeprowadzonych badan wynika, ze AgNPs oraz AgNPs-LA posiadajg aktywnosé
przeciwbakteryjng wobec wybranych szczepéw bakterii. Wyniki badan pokazaty ze AgNPs-LA nie
indukujg powstawania ROS, nie prowadzg do depolaryzacji btony mitochondrialnej oraz do
apoptozy komoérek HUVEC w przeciwienstwie do AgNPs. Pokazata rowniez, ze AgNPs-LA nie
powodowaty uwalniania hemoglobiny i LDH z erytrocytéw. Nanoczastki AgNPs-LA, w
przeciwienstwie do niemodyfikowanych nanoczgstek, nie powodujg zmian ultrastrukturalnych w
badanych komodrkach HUVEC, za to obydwie formy NPs zmieniajg morfologie komodrek
bakteryjnych S. aureus.

W czwartej publikacji (IV) przeprowadzone zostaty badania nad AgNPs modyfikowanych
cyklicznym peptydem eptyfibatydem (AgNPs-EPI) w kierunku dziatania przeciwagregacyjnego.
Eptyfibatyd selektywnie wigze sie z ptytkowym receptorem GPlIb/llla, co powoduje krétkotrwate
hamowanie agregacji ptytek. Peptyd zostat osadzony na nanoczgstkach srebra, ktére miaty
stanowi¢ nosnik dla peptydu. W wyniku przeprowadzonych badan Kandydatka pokazata, ze AgNPs-
EPl wykazywaty lepsze witasciwosci w nizszych stezeniach anizeli wolny peptyd (EPI) w zakresie
nastepujgcych wiasciwosci: hamowanie agregacji ptytek, ekspresja selektyny P, zmiany
konformacyjne receptora GPIIb/Illa, wydfuzenie  czasu okluzji w  obecnosci
kolagenu/ADP/adrenaliny.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze we wszystkich publikacjach oryginalnych (lI-1V) mozna
znalez¢ bardzo dojrzate dyskusje, ktére poruszajg kazdy aspekt badanego problemu i sg
zestawione z najnowszymi danymi literaturowymi. W publikacjach 1l i Ill znajdujg sie réwniez
rozdziaty na temat ograniczen i perspektyw prowadzonych badan, co réwniez wskazuje na
pewnego rodzaju pokore autoréw wobec nauki oraz $wiadomo$¢é ograniczen jakie niosg badania in
vitro oraz ex vivo. Wszystkie zawarte w dysertacji publikacje (I1-1V) s3 w mojej opinii prawidtowo
zaplanowane, metody dobrane wtasciwie a wyniki zinterpretowane prawidtowo.

Recenzowanie pracy bedacej zastawieniem juz ocenionych wczesniej publikacji nie utatwia
Recenzentowi zadania spetfnienia tzw. ,,obowigzku recenzenckiego”, czyli wyszukania jej stabszych
punktéw. W przedstawionej dysertacji udato mi sie znalezé ich ledwie kilka.
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1) W publikacji Il i lll, do przygotowania AgNPs-LA lub w publikacji IV, do przygotowania
AgNPs-EPI dodano borowodorek sodu do roztworéw kwasu liponowego Ilub
eptyfibatydu. W jakim celu? W zwigzku z tym jaka czasteczka przytaczona jest do
powierzchni AgNPs?

2) Jaka jest gestosé upakowania GSH, LA i PEG na powierzchni NPs (publikacja I1)?

3) Czy sprawdzana byta stabilnos¢ badanych AgNPs w pozywce lub w buforze w czasie 24
godzin (publikacje II-1V)? Czy czgsteczki GSH, LA, PEG i EPI uwalniaty sie z powierzchni
AgNPs?

4) Dlaczego w publikacji lll nie zastosowano jako kontrole nanoczastek zsyntezowanych
samodzielnie (takich jak w publikacji 1) a zakupionych, ktére miaty wieksze rozmiary
anizeli syntezowane.

5) Na rysunku 3 i 4 w publikacji Il jako kontrole powinny znajdowac sie dodatkowo widma
czystego AgNPs (FTIR i TGA) oraz LA/PEG/GSH (TGA). Prosze réwniez o poréwnanie
widm FTIR np. AgNPs-PEG z literaturowymi widmami. Skad mogg wynika¢ réznice?

6) Czy sprawdzane byty oddziatywania badanych AgNPS z kolagenem lub MMP-2 i MMP-1
(publikacja 1l). Czy istnieje szansa, ze niemodyfikowane lub modyfikowane AgNPs
obnizajg poziom ekspresji P-selektyny, GPIIb/Illa oraz MMP poprzez zwigzanie kolagenu
lub MMP?

7) Jaki moze byé mechanizm oddziatywania AgNPs-EPI z biatkiem GPIllb/Illa? W publikacji
IV nanoczastki srebra sg nosnikiem dla peptydu EPI. Czy badany byt stopiert uwalniania
peptydu z nosnika? Jaka moze by¢ pewnosc¢ ze z receptorem GPlIb/llla nie oddziatuje z
AgNPs-EPI lub z dimerem peptydu EPI. Czy w literaturze badany byt wptyw
zredukowanej czgsteczki EPI na hamowanie agregacji ptytek zaleznych od receptora
GPlIb/llIa?

8) Czy istnieje szansa, ze AgNPs-LA mogg posiadaé aktywnos¢ przeciwgrzybiczg lub
przeciwwirusowg?

Do najwazniejszych osiggnie¢ pracy, stanowigcych jednoczesnie element nowosci
naukowej, zaliczam petng charakterystyke nowych nanoczgstek srebra oraz sprawdzenie ich
dziatania w modelu in vitro oraz ex vivo w zakresie efektéw przeciwdrobnoustrojowych i wptywu na
uktadu hemostazy osoczowej i ptytkowej. Reasumujgc, uwazam, ze cele pracy doktorskiej zostaty w
petni zrealizowane. Wartos¢ merytoryczng rozprawy mgr Justyny Hajtuch potwierdza fakt, ze jest
to materiat juz opublikowany, a wiec przepuszczony przez geste sito wnikliwych recenzji
specjalistéw w dziedzinie.

Uwazam, ze tematyka pracy doktorskiej jest bardzo interesujgca i niezwykle potrzebna w
Swietle pogarszajacych sie statystyk zachorowalnosci na choroby uktadu krazenia. Czes¢
doswiadczalna pracy doktorskiej zostata dobrze zaplanowana a wyniki doskonale
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przedyskutowane i zinterpretowane. Rozprawa doktorska Pani Justyny Hajtuch zawiera bogaty,
solidny i wartosciowy materiat doswiadczalny. Biorgc pod uwage powyzsze fakty, stwierdzam, ze
przedfozona do oceny rozprawa spetnia ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom
doktorskim zgodnie z wymaganiami artykutu 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r. poz. 574 z pézn. zm.). W tym odniesieniu wnosze do
Rady Dyscypliny Naukowej Nauk Medycznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o
dopuszczenie mgr Justyny Hajtuch do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w
dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.
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