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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr inz. Kingi Matutly
pt.: “Influence of physical and chemical factors on evolution of cells”,

wykonanej pod opiekg prof. dr. hab. Roberta Hotysta
w Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie

Pani mgr inz. Kinga Matuta ukonczyta Studia na kierunku Biotechnologia I-go i ll-go
stopnia na Politechnice Rzeszowskiej, gdzie w 2012 obronita prace inzynierskg, a w 2013 prace
magisterskg. Obecnie jest uczestniczkg Studidéw Doktoranckich w Instytucie Chemii Fizycznej
Polskiej Akademii Nauk, w Warszawie, ktoérych zwienczeniem jest przediozona do recenzji
rozprawa doktorska zatytutowana “ Influence of physical and chemical factors on evolution
of cells” wykonana pod opieka prof. dr. hab. Roberta Hotysta oraz dr. Jana Paczesnego
(promotora pomocniczego). W dorobku naukowym Pani Kingi Matuty znalezé mozna
6 artykutbw naukowych opublikowanych w renomowanych czasopismach z wysokim
wspotczynnikiem oddziatywania (IF), 3 artykuty wystane do wydawnictw, 3 w przygotowaniu oraz
3 patenty. W wiekszosci prac, wymienionych w dorobku naukowym, rola Pani Kingi Matuty, jako
autora, jest wiodgca. Oprécz aktywnosci publikacyjnej Pani Matuta ma réwniez imponujgcy
dorobek w zakresie popularyzacji nauki, udziatu w projektach badawczych, prezentacji wynikow
na konferencjach naukowych, wspétpracy naukowej z krajowymi i zagranicznymi zespotami
badawczymi. Jest tez laureatkg wielu nagréd i wyrdznien. Nie bede ich wszystkich wymieniat,
poniewaz z pewnoscig Promotor na publicznej obronie zechce przedstawi¢ sylwetke swojej
Doktorantki.

Tytut recenzowanej rozprawy doktorskiej Pani Kingi Matuty, jest moze nazbyt ogdlny, ale
z drugiej strony budzi ciekawosc¢ czytelnika i zacheca do zapoznania sie z trescig pracy. Praca
ta, poswiecona badaniom nad oddziatywaniami nanoczgstek tlenku cynku w postaci
nanoczgstek ,obtych” i nanodrutéw na zywe komorki bakterii, grzybow i ludzkich komérek
nowotworowych i prawidtowych, zostata zrealizowana w znakomitym zespole badawczym o

niezwykle szerokich horyzontach naukowych.



Przedtozona do recenzji praca Pani Kingi Matulty obejmuje 148 stron i sktada sie
z 6 gtéwnych rozdziatéw. Zaraz po wykazie skrétéw stosowanych w pracy, Autorka formutuje
najwazniejsze tezy swojej pracy. Nie bede ich cytowat w swojej recenzji poniewaz na pewno
Doktorantka przedstawi je na jednym z pierwszych slajdow swojej prezentacji. | o ile dwie
pierwsze tezy postulujgce, ze ksztatt w potgczeniu z charakterem powierzchni nanomateriatéw
moze w istotny sposéb wptywaé na zywotnos¢ i zachowanie komorek, a nanoczastki w formie
nanodrutdw mogg wydajniej mechanicznie uszkadza¢ komorki, sg stosunkowo intuicyjne. To
kolejne tezy pracy Pani Kingi sg bardzo odwazne i smiate. Mowig one bowiem, ze niektére
bakterie E.coli potrafig bardzo szybko przystosowac sie do warunkow stresowych, wywotanych
mechanicznym oddziatywaniem nanoczgstek, zmieniajgc zaréwno swoj fenotyp, jak i genotyp.
Zmiany te widoczne sg m.in. budowie sciany komérkowej oraz w ekspresji gendéw kodujgcych
biatka uczestniczgce w kluczowych procesach metabolicznych.

W Rozdziale 1, na 22 stronach, cytujgc az 326 pozycji literaturowych, Autorka
przedstawia swoiste kompendium wiedzy na temat nanotechnologii i nanomateriatéw, ich
rodzajéw, sposobdw otrzymywania oraz technik pozwalajgcych na ich petng charakteryzacje.
Doktorantka w bardzo przystepny dla czytelnika sposob charakteryzuje najwazniejsze grupy
nanomateriatbw (gownie ze wzgledu na ich sktad), przedstawia takze ich klasyfikacje ze
wzgledu na tzw. ,wymiarowosc¢”. Dalej, Pani Kinga Matuta omawia dwie strategie otrzymywania
nanomateriatow ,top-down” i ,bottom-up” obrazujgc je bardzo czytelnym schematem. Za
niezwykle wartosciowy uwazam podrozdziat 1.1.3., w ktérym omowione sg najwazniejsze
techniki stosowane do charakteryzacji nanomateriatow, a umieszczona w nim tabela, rodem jak
z podrecznika do nanotechnologii, stanowi¢ moze swoisty przewodnik dla naukowcow
podejmujgcych badania w obszarze nanomateriatow. Nastepnie Doktorantka wymienia i krotko
charakteryzuje najwazniejsze mechanizmy oddziatywania nanoczgstek z komorkami,
zauwazajgc ze wiasciwosci fizyczne nanomaterialtbw mogg mie¢ w tych oddziatywaniach
kluczowe znaczenie. Na podstawie krytycznej analizy tak wielu pozyciji literaturowych Autorka
przedstawia krotko zarys planowanych badan, ktére majg na celu potwierdzenie
sformutowanych tez rozprawy.

Rozdziat 2 pracy poswiecony jest badaniom wptywu nanoczgstek tlenku cynku na
zywotnos¢ komoérek bakterii, grzybdéw oraz komérek eukariotycznych. We wstepie do tego
rozdziatu bardzo podobaty mi sie przedstawione fascynujgce przyktady naturalnych powierzchni
antybakteryjnych takich jak skrzydta cykady, czy wazki, struktura skory gekona etc. Obserwujgc
ich topografie Doktorantka doszta do wniosku, ze ksztalty syntetycznych nanomateriatow
rowniez mogg mie¢ wpltyw na zywotnos¢ komoérek. Zaproponowata wiec przeprowadzenie
badan, pozwalajgcych na okreslenie wptywu ksztattu nanoczgstek ZnO na efektywnos¢ ich

oddziatywania z komdérkowych. Do tego celu, po uprzedniej charakteryzacji wieloma technikami



(SEM, XRD, zeta-potencjat), wykorzystata dwa typy nanoczgstek ZnO — czgstki o ,obtym”
ksztatcie oraz czgstki w postaci nanodrutéw. Podejrzewajac, i bardzo dobrze!, ze z badanych
nanomateriatbw mogg by¢ uwalniane jony Zn?*, Pani Matuta, technikg miareczkowania
spektrofotometrycznego (na obronie poprosze o wiecej szczegétéw dotyczacych tej
procedury analitycznej) oznaczyta stezenia wolnych jonéw cynkowych po 24 godzinach
mieszania z nanoczgstkami ZnO, w wodzie laboratoryjnej o standardzie MiliQ oraz medium
hodowlanym stosowanymi w dalszych badaniach. Oznaczone stezenia Zn?* w wodzie i medium
(niestety o nieznanym poczatkowym pH) LB wynosity odpowiednio ok. 20 mg/L i 40 mg/L. Sg to
stezenia dos¢ znaczne, i w zwigzku z tym sprawdzenie ich wptywu na badane komorki nie
powinno by¢ pominiete. Do tego samego wniosku doszta Doktorantka i przeprowadzita szereg
badan w tym kierunku dla komérek bakterii Gram-ujemnych, Gram-dodatnich oraz komérek
drozdzy... ale niestety zupetnie pomineta badania cytotoksycznosci wolnych jonéw cynku na
ludzkie komorki prawidtowe i nowotworowe, ktére w dalszych etapach poddawata dziataniu
badanych nanoczgstek. Szkoda réwniez, ze Autorka nie pokusita sie o wyznaczenie tzw. profili
uwalniania jonéw Zn?* z badanych nanoczgstek w czasie np. 6h, czyli takim, w ktérym
prowadzita eksperymenty z komoérkami. Wéwczas miataby petng wiedze na temat stezenia tych
jonow w czasie trwania eksperymentow. Ma to szczeg6lne znaczenie, gtbwnie w badaniach nad
komérkami ludzkimi, poniewaz wolne jony cynkowe juz w 1989 r. zostaly okreslone przez
Borovansky’ego jako niebezpieczne dla komérek (Cytotoxity of zinc in vitro, Chem. Biol.
Interactions, 69, 1989, 279-291,) w stezeniach juz na poziomie 10 mg/L. Znaczng (cho¢ nie tak
istotng, jak w przypadku badanych nanoczgstek ZnO) cytotoksyczno$¢ wolnych jonow Zn2*
potwierdzono takze w pracy (/nduction of oxidative stress, DNA damage, and apoptosis in a
malignant human skin melanoma cell line after exposure to zinc oxide nanoparticles, Int. J.
Nanomed., 8, 2013, 983-993,). Potwierdzono cytoksycznos$¢ wolnych jondw Zn?* o stezeniach
5, 10 i 20 mg/L na komorki A375 (test MTT i LDH), roztwory te ponadto generujg stres
oksydacyjny, indukujg apoptoze oraz uszkodzenia DNA. W 2016 r. opublikowano wyniki badan
mechanizméw adaptacyjnych ludzkich komodrek nabtonka oskrzelowego narazonych na
dziatanie wiasnie wolnych jondéw Zn?*. Badania ekspresji genow pozwolity stwierdzi¢, ze komaorki
juz po 4 godzinach inkubacii, dla stezenia powyzej 2uM Zn?*, przechodzg z fazy adaptacji w
faze stresu (Developing a Gene Biomarker at the Tipping Point of Adaptive and Adversem
Responses in Human Bronchial Epithelial Cells, PLoS ONE,
DOI:10.1371/journal.pone.0155875). Nilsson w swojej pracy (Acta Protozool. 42, 2003, 19-29,
How Cytotoxic is Zinc? A Study on Effects of Zinc on Cell Proliferation, Endocytosis, and Fine
Structure of the Ciliate Tetrahymena) badat cytotoksycznos¢ cynku na orzeski Tetrahymena.
Stezenia jonéw Zn?* w przedziale 0,5-2,0 mM negatywnie wptywaty na prowadzone hodowle

zmieniajgc czas trwania fazy lag lub istotnie zmieniajagc dynamike proliferacji i morfologie



hodowanych mikroorganizméw. Jak wida¢ z przytoczonych wyzej przyktadéw, rola wolnych
jonéw cynku, nawet tych uwalnianych z badanych nanoczgstek, nie powinna by¢ pomijana w
badaniach tym bardziej, ze juz przy bardzo niskich stezeniach indukujg one okreslone procesy

wewnatrzkomorkowe.

W zwigzku z tym, ze dalsze rozdziaty pracy poswiecone sg gtdwnie komorkom
bakteryjnym, i stanowig logiczny i spéjny ciag myslowy, fragmentu poswieconego komorkom
eukariotycznym (ludzkim), Doktorantka mogtaby w ogédle nie umieszcza¢ w swojej pracy i nie
wptyneto by to zupetnie na jej i tak bardzo wysoki poziom naukowy. Skoro jednak ten fragment
zostat zamieszczony w pracy, to do niego wtasnie bede miat wiekszos¢ uwag:

—

W pracy btednie jest uzyta nazwa nowotworowej linii komorkowej A594 zamiast A549,

2. Na str. 52 pojawia sie stwierdzenie, ze badane bedg 2 linie nowotworowe, w tym linia
HaCaT, ktora w rzeczywistosci nie jest linig nowotworowa,

3. Na kolejnej stronie pojawia sie zupetnie nowa linia komoérkowa A531.... Co to za linia? - nie
wiadomo...

4. Wykorzystywane przez Doktorantke komoérki eukariotyczne to komorki adherentne,
dlaczego wiec do przeprowadzenia eksperymentow 2z nanoczgstkami bylty one
trypsynizowane i nastepnie poddawane mieszaniu? Sg to warunki nienaturalne dla tych
komoérek, ktoére sg czesto wykorzystywane do tworzenia tréjwymiarowych sferoidow
wielokomorkowych.

5. Test LDH; (i) jaka jest jednostka na osi Y, na wykresach obrazujgcych wyniki tego testu?;

(ii) dlaczego nawet niemieszane kontrole wykazujg zmiane LDH (rys. 2.14)7?; (iii) na

podstawie wynikow tego testu nie mozna w 100% wnioskowa¢ o zywotnosci komorek

poniewaz czesto komoérki z naruszong bitong komoérkowa zachowujg zdolnosci

proliferacyjne. Niezbedne jest wiec wykonanie testow komplementarnych np. MTT.

W rozdziale 3 mgr inz. Kinga Matuta zawarta wyniki badan potwierdzajgce teze, ze bakterie
E.coli narazone na mechaniczny stres wywotany oddziatywaniem z nanodrutami ZnO istotnie
zmieniajg swoj fenotyp — zmieniajg swoj ksztat na bardziej okragty, zmianie ulegajg tez
wiasciwosci sciany komorkowej takie jak gestosé, grubos¢ a nawet sktad pierwiastkowy. W tym
celu Doktorantka wykorzystata szereg zaawansowanych technik: spektrofotometria UV-Vis,
SEM, Cryo-SEM, TEM, spektroskopia rentgenowska z opcjg badania sktadu pierwiastkowego
(EDS) oraz AFM. Wszystkie eksperymenty zostaty bardzo dobrze zaplanowane oraz bardzo
starannie przeprowadzone. Za niezwykle trafne pomysty potwierdzenia wyzej wspomnianych
zmian fenotypowych uwazam badania oddziatlywan bakterii z bakteriofagami oraz
wybranymi antybiotykami. Pierwsze pozwolity stwierdzi¢, Zze poddane stresowi
mechanicznemu (nanodruty ZnO) bakterie wykazujg aktywno$s¢ metaboliczng zblizong do

kontroli, nie przechodzg tym samym w przejsciowy stan VNBC, lecz zmieniajg swoj fenotyp



zachowujgc zdolno$¢ do namanazania na standardowych podtozach LB-Miller. W zwigzku z
tym, ze w barwieniu Grama bakterie E.coli (G-) poddane dziataniu ZnO-NR, wykazywaty
zwiekszong zawartos¢ peptydoglikanu, Doktorantka zaproponowata sprawdzenie, czy staja sie
one przez to bardziej odporne na antybiotyki. Najwieksze rdznice udato sie jej zaobserwowac
dla antybiotykdéw zakitécajgcych synteze peptydoglikanu - ampicyliny, bacytracyny, oraz
cefazoliny. Zwiekszona sztywno$¢ btony komodrkowej badanych bakterii Gram-ujemych,
zwigzana z wyzszg obecnoscig peptydoglikanu w btonie komorkowej, zostata takze
potwierdzona za pomocg mikroskopii AFM.

W tym rozdziale udato mi sie znalez¢ tylko jeden bfad i to tym razem chemiczny. Ot6z w
barwieniu Grama tworzone polijodki nie majg tadunku 3- tylko 7- wiec powinny by¢ zapisane
jako I3 a nie jak pisze Autorka I°~.

Rozdziat 4 i 5 Doktorantka poswiecita badaniom genetycznym, w ktorych
sekwencjonowanie DNA i RNA zostaty wykorzystane do poszukiwan mutacji i okreslenia zmian
ekspresji gendéw. Pani Kindze Matule udato sie potwierdzi¢ kolejng postawiong w pracy teze
mowigca, ze konsekwencjg dziatania warunkéw stresowych (w tym stresu mechanicznego) na
bakterie sg zmiany fenotypowe o podtozu genetycznym. Jest to takze dowodd na to, ze bakterie
po oddziatywaniu z nanodrutami ZnO nie przeszty w stan przejsciowy VNBC. Ten bowiem,
oprocz zmian w metabolizmie, nie wywotuje zmian ani w genomie ani w proteomie bakterii. Ten
fragment pracy Doktorantki byt dla mnie naprawde fascynujgcy poniewaz prosty eksperyment o
charakterze inzynierskim (mieszanie kolonii bakterii z zawiesing nanoczgstek) moze prowadzi¢
do tak zaawansowanych interdyscyplinarnych badan naukowych, ktorych wyniki sg niezwykle
ciekawe i dajgce nowe spojrzenia na potencjalne konsekwencje zjawisk mogacych wystgpi¢ w
srodowisku nas otaczajgcym. Ponadto, oprocz ciekawych opiséw i dyskusji przeprowadzonych
badan w rozdziale 5 Autorka zamieszcza Tabele 5.1, ktérej konstrukcja przykuta mojg uwage
na nieco dtuzej i swiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki. W tabeli tej w bardzo
przemyslany sposéb przedstawione sg plany dalszych proponowanych badahn w obszarze
sekwencjonowania RNA. Pani Kinga Matuta podaje cel badan, stawia pytanie dlaczego nalezy
dany fragment badan przeprowadzi¢, a w ostatniej kolumnie odpowiada na pytanie jak te
badania mozna zrealizowac.

Rozdziat 6 stanowi podsumowanie pracy doktorskiej. Zawarte sg w nim krotkie
podsumowania poszczegoélnych rozdziatdw oraz propozycje dalszych badan poparte krotkg
dyskusja, w ktorej Autorka powotuje sie na kolejne prace naukowe. W sumie w czesci
literaturowej oraz czesci badawczej znalezC mozemy odniesienia do 501 pozyciji
bibliograficznych! Musze przyznac, ze podziwiam Panig Kinge Matute za ogrom pracy wtozony

nie tylko w przeprowadzenie tylu interdyscyplinarnych badan, ale réwniez za tak staranne



przygotowanie graficzne i edycyjne swojej pracy doktorskiej. Z pewnoscig bedzie sie nig mogta

pochwali¢ w wielu zespotach badawczych, w ktérych w przysztosci bedzie pracowad.

Podsumowujac, recenzowana praca doktorska Pani Kingi Matuty reprezentuje bardzo
wysoki, poziom naukowy. Zaproponowane przez Doktorantke metody oceny oddziatywan
mechanicznych z nanoczgstek tlenku cynku gtéwnie z komdérkami bakteryjnymi oraz uzyskane
wyniki badan znacznie poszerzajg naszg wiedze na temat mechanizméw obronnych bakterii
narazonych na dziatanie nanomateriatdw. Z petnym przekonaniem stwierdzam takze, ze
recenzowana rozprawa doktorska odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 ustawy z dn. 14
marca 2003r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. Nr 65/2003 poz. 595 z pdzniejszymi zmianami) i wnosze do Rady Naukowej Instytutu
Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Pani mgr inz. Kingi Matuty do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie majgc na uwadze bardzo wysoki
poziom naukowy recenzowanej pracy, jej interdyscyplinarny charakter oraz fakt, ze prosty
inzynierski eksperyment wsparty nowoczesnymi technikami badawczymi moze prowadzi¢ do

niezwykle ciekawych wynikow badan, stawiam formalny wniosek o wyrdznienie tej rozprawy.
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