Krakow, 8 wrzesnia 2023

OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ Pani mgr Justyny Hajtuch
p.t. ’Ocena wplywu funkcjonalizowanych nanoczastek srebra na uklad hemostazy oraz
aktywnos$¢ przeciwbakteryjna w badaniach in vitro i ex vivo” wykonanej w Katedrze i
Zaktadzie Patofizjologii Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego pod
promotorskg opiekg Pani Prof. dr hab. lwony Inkielewicz-Stepniak, oraz Prof. Marii Jose
Santos-Martinez (School of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences and Shool of Medicine
Trininty College Dublin)

Nanomedycyna jest intensywnie rozwijajaca si¢ obszarem badan poznawczych oraz
aplikacyjnych i jej dynamiczny rozwoj otwiera ogromne nowe mozliwosci diagnostyczne i
terapeutyczne. W szczegdlnosci, lawinowo pojawiaja si¢ w literaturze réznego rodzaju
funkcjonalizowane nanoczastki dostosowane do réznorakich zastosowan diagnostycznych i
terapeutycznych. W ten nurt badan wpisuje si¢ przedstawiona do recenzji pracy doktorska
Pani mgr Justyny Hajtuch p.t. ”Ocena wphywu funkcjonalizowanych nanoczgstek srebra na
uktad hemostazy oraz aktywnosé przeciwbakteryjng w badaniach in vitro i ex vivo” wykonana
w Katedrze 1 Zaktadzie Patofizjologii Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego pod promotorska opiekg Pani Prof. dr hab. Iwony Inkielewicz-Stepniak, oraz
Prof. Marii Jose Santos-Martinez z School of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences and
Shool of Medicine Trininty College Dublin.

Glownym celem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej byto
scharakteryzowanie dziatania nowych funkcjonalizowanych nanoczgstek srebra na uktad
hemostazy w szczegolnosci na ptytki krwi, zbadanie ich biokompatybilnosci na komorki
srodblonka naczyn krwiono$nych, na erytrocyty oraz zbadanie ich dziatania
przeciwdrobnoustrojowego.

Rozprawa doktorska opiera si¢ o cztery pierwszo-autorskie prace opublikowane w
latach 2019-2022. Sg to trzy prace oryginalne (dwie z nich opublikowane w Int. J Nanomed.,
a trzecia w Front. Pharmacol.) i jedna praca pogladowa (opublikowang w Curr.Med.Chem).
Poza odbitkami prac, rozprawa doktorska zawiera napisane w jezyku polskim: 6-stronicowe
wprowadzenie, jednostronicowy cel pracy, 4-stronicowg metodyke pracy, 5-stronicowe
umowienie opublikowanych czterech prac, oraz jednostronicowe podsumowanie rozprawy.
Rozprawa doktorska zawiera analogiczne czgéci napisane w jezyku angielskim a zamyka je
wykaz cytowanego pismiennictwa (46 pozycji), ktory jest wspolny dla obydwu czgsci
jezykowych. W sumie niemal 50 stron tekstu opisujgcego dziato doktoratu Pani Pani mgr
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podsumowuje wyniki tej rozprawy doktorskiej. Jednak, to nie forma — cho¢ $wietna- ale tres¢
rozprawy doktorskiej i uzyskane wyniki opisane w trzech pracach oryginalnych wzbudzaja
podziw recenzenta i nalezne stowa gratulacji, dla doktorantki i dla promotorow. Jest to jedna
z lepszych rozpraw doktorskich, sposrod kilku prac doktorskich, ktére ostatnio miatlem okazje
recenzowac z roznych osrodkow akademickich w Polsce.

Nie mam istotnych uwag krytycznych do przedstawionej pracy, tylko kilka drobnych
uwag, ale przede wszystkim chciatbym zadaé szereg pytan nasuwajacych si¢ po lekturze tego
nieprzecietnego dzieta. O poruszonych zagadnieniach chciatbym podyskutowaé na obronie
rozprawy doktorskiej.

Zaczne od kilku drobnych uwag; Doktorantka operuje we wstepie terminem skrzep,
myslac o zakrzepie. Prositbym o doprecyzowanie tych terminéw, zeby by¢ pewny, ze znane
doktorantce jest ich rozroznienie. Mowa tez o prostaglandynie lo. Zaktadam, ze chodzito o
prostacykling (PGlz2). Warto wr6ci¢ do terminologii prostanoidow, eikozanoidow,
prostaglandyn i innych mediatorow lipidowych. Jak jesteSmy przy terminologii, w rozprawie
doktorskiej stosowany jest termin glikoproteina GPIIb/Illa — nazwa tego receptora
integrynowego si¢ ostatnio zmienita i coraz czgsciej obecnie stosuje si¢ innego terminu
wywodzacego si¢ z terminologii integryn- allbp3. Nie jest to moze istotny btad, ale warto
wiedzie¢ o tej nowej terminologii. Konczac listg uwag z kategorii drobiazgoéw, w pracy 2, na
rycinie 11 zauwazytem literowke nad wykresem (TBX2 zamiast TXB2), podczas gdy na skali
Y, termin jest poprawny.

W kwestiach metodycznych, doktorantka badata poziomy wewnatrzkomorkowego
cGMP, jednak, jezeli dobrze zauwazylem, nie stosowata zadnego inhibitora PDE, co jest
wskazane w tego typu pomiarach, bez jego dodatku pomiaru moga prowadzi¢ do falszywych
wnioskow. Z kolei pomiary ROS, byly wykonane za pomoca znacznika fluorescencyjnego
DCEF, ktory jest dos¢ niespecyficzny i nic precyzyjnego nie mozna powiedzie¢ z pomiarow z
wykorzystaniem tego znacznika fluorescencyjnego. Chetnie podyskutowatbym z doktorantka
na temat metod oznaczen ROS, wad DCF i zoptymalizowanych sposobow oceny produkcji
ROS w uktadach komorkowych.

W pracy 2, doktorantka stosowata mikrowage krysztalu kwarcu z rozpraszaniem
energii (QCM-D), ciekaw jestem zdania doktorantki co do zalet i wad tej techniki badania
ptytek krwi. Tym bardziej, ze doktoranta stosowata te same ilosci ptytek w QCM-D jak w
agregacji pltytek, a metoda QCM-D pozwala na badanie adhezji mniejszej liczby ptytek do
sensora pokrytego fibrynogenen (lub innymi biatkami) w przeptywie. Dlaczego doktorantka
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metoda moze wskazywac na takie procesy ptytek, ktorych nie mozna badaé, w klasycznego
agregacji ptytek? Innymi stowy, czy warto ta3 metodologi¢ raczej wykorzysta¢ do badania
adhezji ptytek krwi, albo do badania ich dezagregacji, bo oba procesy wymykaja si¢ badaniu
w Kklasycznej agregacji? Czy doktorantka zna przyktady takich efektow, ktore widoczne sg w
badaniach ptytek krwi z wykorzystaniem QCM-D, a nie sg widoczne z wykorzystaniem
agregacji plytek? Pytam o to, bo w przedstawionej rozprawie doktorskiej, wyniki uzyskane z
agregacji ptytek krwi i te uzyskane z wykorzystaniem QCM-D w sumie pokrywaja si¢, obie
pokazujg zahamowanie agregacji ptytek krwi. Chyba, ze pomimo takiej wysokiej liczby
ptytek, opisywane efekty mozna przypisa¢ rowniez zahamowaniu adhezji ptytek do sensora
mikrowagi kwarcowej?

Dwie prace, z trzech prac oryginalnych stanowigcych rozprawe doktorska, dotycza
wptywu funkcjonalizowanych nanoczastek srebra na czynnos¢ ptytek krwi i temu zagadnieniu
chcialbym poswieci¢ kilka merytorycznych pytan. Te wyniki bowiem wydaja mi si¢
najciekawsze i najbardziej intrygujace =zarazem, bo dziatanie przeciwbakteryjne
nanoczasteczek srebra jest dobrze znane.

Wysoko oceniam wyniki doktorantki opisujace przeciwplytkowe dzialanie
funkcjonalizowanych niewielkich kilku nanometrowych rozmiaréw nanoczastek srebra,
bowiem miatem wrazenie z literatury wczesniejszych prac, ze dla nanoczastki srebra i innych
metali, opisywano raczej prozakrzepowy profil dziatania. Swoja droga, warto by wczeséniejsza
wiedze na ten temat na obronie krotko podsumowac.

W pracy 2, doktorantka badata nanoczastki pokryte przez trzy zwiazki: zredukowany
glutation (GSH), kwas liponowy (LA) i glikol polietylenowy (PEG). Cho¢ wywotywaly
ewidentny efekt przeciwplytkowy, to ten efekt przeciwptytkowy byl osiggany w dosé
wysokich stezeniach i byt podobny dla wszystkich trzech zwigzkéw pomimo ich odrebno$ci
chemicznej. Zwtaszcza, opisany efekt hamujacy produkcje TXBa, byt podobnego stopnia dla
wszystkich trzech rodzajow badanych nanoczastek. Jak wythumaczyé przeciwplytkowe
dziatanie kazdej z tych funkcjonalizowanych nanoczastek? Przez jakie mechanizmy
nanoczastki srebra o takich rozmiarach dostaja si¢ do ptytki krwi? Czy dziatanie tych réznych
funkcjonalizowanych nanoczastek jest wewnatrzkomorkowe czy moze zawnatrzkomoérkowe?
Czy mozna sadzi¢, ze wywotuje efekt przeciwplytkowy przez podobne czy raczej przez inne
mechanizmy przeciwplytkowe? Przedstawione wyniki sugeruja, ze raczej mogg to by¢ efekty
podobnej natury, pomimo r6éznych modyfikacji chemicznych.

W pracy 2 i 4 autorka stosowata nanoczastki srebra roznych rozmiaréw (2, 2,5, 3,7,
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ok 2 nm, do ok 12 nm? Ciekaw jest tez, jezeli znana jest taka wiedza, jaka jest optymalna
wielkos¢ funkcjonalizowanych nanoczastek srebra (a moze innych metali?) aby nie byly
cytotoksyczne, wywieraly optymalne dzialanie przeciwplytkowe, a nie dziatanie
prozakrzepowe? Jakie =zaleznosci istniejg  pomigdzy  wielkoScig,  wlasnosciami
fizykochemicznymi nanoczastek, a ich dziataniem przeciwptytkowym? Czy istotny jest tez
tadunek na powierzchni funkcjonalizowanych nanoczastek srebra?

Szalenie ciekawe dla recenzenta, byly rowniez wyniki pracy 4, wykazujace, ze
nanoczastka potaczona z eptyfibatydem, (AgNPs+ eptyfibatyd) silniej hamuje agregacje
ptytek krwi w poroéwnaniu do samego eptyfibatydu. Nie znalaztem jednak nigdzie
wytlumaczenia jakie jest dla tej obserwacji wytlumaczenie? Mialem tez wrazenie czytajac ta
prace, ze efekt przeciwptytkowy w modelu zakrzepu ptytkowego w przeptywie pokazany na
rycinie 7 ten pracy byt podobny? Czy nie jest wiec tak, ze roznica w sile dziatania
przeciwplytkowego AgNPs+ eptyfibatyd w porownaniu do samego eptyfibatydu mogta by¢
uwidoczniona jedynie w uktadzie mytych plytek krwi? Czy doktorantka ma dowadd na to, ze
efekt AgNPs+ eptyfibatyd jest specyficzny i zalezny od blokowania receptora dla
fibrynogenu? Czy podobne skutki uzyskano przylaczajac do AgNPs inne leki blokujace
integryng allbB3? A moze efekt przeciwplytkowy AgNPs+ eptyfibatyd jest raczej
komorkowo niespecyficzny, skoro zahamowanie dotyczylo rowniez aktywacji srodblonka
przez trombing, 1 wykazano zahamowanie przez AgNPs+ eptyfibatyd uwalniania
prostacykliny, tPA, VWF, cGMP? Czy mozliwe jest, ze opisany efekt AgNPs+ eptyfibatyd
wynika jedynie z lepszego wnikania do ptytki nanoczastek srebra optaszczonych zwigzkiem
chemicznym, i fizykochemiczne wtasnosci tego zwigzku, majg wiekszy wptyw na te procesy,
niz mechanizmy receptorowe? Czy doktorantka ma dowody na to, ze potaczeniec AgNPs+
eptyfibatyd nie blokuje funkcjonalnych grup eptyfibatydu?

Warto doda¢, ze niekorzystny skutek hamowania uwalniania mediatorow
srodbtonkowych przez AgNPs+ eptyfibatyd raczej wyklucza mozliwos¢ zastosowania
terapeutycznego AgNPs+ eptyfibatyd. Czy istniejg jakie$s wyniki wtasne doktorantki lub dane
opisane w literaturze, sugerujace warto$¢ terapeutyczng dziatania tego typu
funkcjonalizowanych NPs potaczonych z lekami przeciwptytkowymi in vivo ? Czy raczej, w
$wietle potencjalnie niekorzystnego dziatania AgNPs+ eptyfibatyd na srodbtonek opisanego
w tej rozprawie doktorskiej, moze wskazywac na to, ze tego typu rozwigzania bardziej si¢
nadaja do konstrukcji biomateriatow osiagajac pozadane czesto dziatanie przeciwptytkowe,

przeciwzakrzepowe, niz jako $rodki przeciwzakrzepowe do zastosowan terapeutycznych?



Podsumowujac, z duzym zainteresowaniem przeczytalem rozpraw¢ doktorska mgr
Justyny Hajtuch, a najlepszym na to dowodem jest to, ze lektura tej ciekawej pracy wzbudzita
wiele pytan. Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Justyny
Hajtuch p.t. ”Ocena wplywu funkcjonalizowanych nanoczgstek srebra na uktad hemostazy
oraz aktywnos¢ przeciwbakteryjng w badaniach in vitro i ex vivo” pod promotorska opieka
Pani Prof. dr hab. Iwony Inkielewicz-Stepniak, oraz Pani Prof. Marii Jose Santos-Martinez z
naddatkiem spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Rozprawa doktorska
spetnia w petni warunki okreslone w art. 187 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 2021 poz. 478 ze zmianami). Wnioskuje wiec 0 dopuszczenie doktorantki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na obszerny zakres rozprawy doktorskiej,
warto$¢ merytoryczng  uzyskanych  wynikéw  do$wiadczalnych, wysokg jakosc¢
przedstawionego dzieta, ktorg potwierdza dobrze opublikowane prace pierwszo-autorskie
doktorantki, wnioskuje o wyrdznienie tej rozprawy doktorskiej. Czyni¢ to bez najmniejszych
watpliwosci, jaka zwykle miewam przy wnioskowaniu o wyroznienie prac doktorskich i
wygladam obrony tej rozprawy doktorskiej i ciekawej dyskusji z doktorantkg wokot

poruszonych zagadnien.
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