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Wpfyrv grafenu na modulacje szlaku indukcji apoptozy
dw6ch linii komorek glejaka wielopostaciowego (G lioblastoma rnultiforme)

Recenzja zostala przygotowana na wniosek Rady wydzialu l_"!1, o Zwiezgtach,
Se GW w Warszawie (pismo Pani Dziekan z dnia 15.06.201'5 roku)

zgodnie z wymaganiamj Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach itytule w zakresie sztuki"

(Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6Zniejszymi zmianami)

1, Jednym z istotnych warunk6w prawidlowego funkcjonowania organizmu

wielokom6rkowego jest kontrola liczby fizjologicznie aktywnych komorek. Kontrola ta,

zwiqzanajest z zapewnieniem r6wnowagi porniQdzy procesami: podzialow komorkowych,

roznicowania, wzrostu i Smier,ci. Sq to procesy fizjologiczne, a ich sekwencja jest

zakodowana genetycznie.

Smier6 kom6rek mo2e nastgpowad na drodze dw6ch glownych procesow: mar,hliicy

(Smierci nieprogramowanej - komrirka ulega calkowitej destrukcji, a pozostalosci najczqsciej

wywolujE stan zapalny) i apoptozy - Smierci kontrolowanej genetycznie. Programowana

Smier,6 komor.ki jest procesem aktywny,m i upoaqdkowanym - poszczegolne Sciezki

metaboliczne wymag ajq sekwencyj nej ekspresj i wla$ciwych gen 6w'

Apoptoza mo2e bye inicjowana na tzech drogach: szlaku receptorowym ,(z udzialem

blonowych receptor6w Smierci), mitochondrialnym (m,in. z udzialem bialka p53)

i pseudoreceptorowym (z udzialem perforyn igranzymu B). Jednak niezaleznie od sposobu

indukcji apoptozy gl6wna rola przypada enzymom z grupy kaspaz (S i I - tzw' indukujqce

otaz 3, 6 i 7 -'tzw. wykonawcze).

Glejak wielopostaciowy (G/ioblastoma multiforme)jest zlo6liwym nowotworem CUN,

bogatokom6rkowym, z przewa2ajqcym r6znicowaniem astrocytarnym, charakteryzujqcy siq

atypiq i plegmoffzmem jeder komorkowych, wysokq aktywno$ciq mitotycznq oraz szybkq

angiogenezE. Ma charakter naciekajqcy, Go sprawia, 2e pomimo doSc wyra2nego

odgraniczenia od podlo2q, jest niezwykle tr:udny do usuniqcia. Pomimo chirurgicznej resekcji

i agresywnei ohemioterapiilnapromieniowania (standard w leczeniu) szybko powraca' ro6nie



i stopniowo upoSledza pracg kolejnych czqsci mozgowia. Rokowanie jest zatem

zdecydowanie zle.

Z povty2szych wzglqd6w, w wielu oSrodkach naukowych i klinikach, poszukuje siq

alternatywnych metod terapii. Badania prowadzone od szeregu lat, w Katedze Zywienia

i Biotechnologii Zwiezqt, Wydzialu Nauk o Zwiezqtaoh, Szkoly Gl6wnej Gospodarstwa

Wiejskiego w Warszawie pod kierunkiem pani prof. dr hab. Ewy Sawosz-Chwalibog, w tym

r6wnieZ praca doktorska mgr Slawom:ira JaworSkiego, mieszczq siq wlaSnie w tym nurcie

naukowych dociekafr.

2. Pan mgr Sfawomir Jaworski, jako oryginalne rozwiqzanie problemu naukowego,

w rozumieniu art. 13 ust. 1 i 2 ustawy, z dnia 14 marca 2003 roku ,,O stopniach naukowych

i tytute naukovvym oraz o stopniach i tytute w zakresie sztuki" (Dz. U' Nr 65, poz' 595,

z pozniejszymi zmianami) pzedto2yl rozprawq doktorskq zatytulowanq: Wplyw grafenu

na modulacje szlaku indukcji apoptozy dw6ch linii kom6rek gleiaka wielopostacioweOl

(Gliobtatstoma multiforrne). Praca ta stanowi spojny tematycznie zbior tzech

opublikowanych, oryginalnych prac naukowych:

1. Jaworski s., sawosz E., Grodzik M., Wnnicka A., Prasek M., Wiezbicki M.,

t' t- 
^^ ^- -aChwalibog A.. tn vitro evaluation of the effects of graphene platelets on glioblastoma

multiformecells. International Journal of Nanomedicine 8, 413-420, 2013-

2. Jawor.ski S., Sawosz E., Grodzik M., Kutwin M., Wiezbicki M., Wlodyga K', Jasik A',

Reichert M., Chwalibog A. Com parison af tumour morphology and structure from

tJgT and uilB glioma cells cultured on chicken embryo chorioallantoic membrane'

Bulletin of theVeterinary Institute in Pulawy 57,593-598,2013.

3. Jaworski s., sawosz E., Kutwin M,, Wiezbicki M., Hinzmann M', Grodzik M',

Winnicka A., Lipiriska L., Wodyga K., Chwalibog A- tn vitro and in vivo effects

of graphene oxide and reduced graphene oxide on gliablastoma. International Journal

of Nanornedicine 10, 1585-1596, 2015.

3. Charakterystyka prac tw6rczych, bqdqcych podstawq ocenianej pracy doktorskie.l

3.1. Praca, pt. /n vitro evaluation of the effects of graphene platelets on glioblastoma

multiforme cel/s, dotyczy wplywu pfatk6w grafenu na morfologig' Smiertelno6c'

pze2ywalno$f oraz integralno$6 blon kom6rkowych, kom6rek dwoch linii glejaka

wielopostaciowego.

Wyniki badah wlasnych, atak2ewyniki badan innych autor6w, pozwolily na zalozenie

hipotezy, 2e nanoczqstki wqgla mogq by6 skutecznym narzqdziem w terapii nowotworowej'

Grafen, jedna z odmian'",orropo*r.n wqgla, posiada unikalne wtasciwosci fizyko-

chemicznych, wyni&<ajqce zwlaszcza z du2ei powiezchni, w stosunku grubo$ci' Sprawia to'

2e ptatki grafenu majq dwie biologicznie aktywne ,,czqsci": powieachniq i krawqdzie'



W niniejszy,ch ,badan,iach wykorzystano{po raz pienruszy) grafen hydrofobowy (uzyskany

metodq fizycznq, poprzez zluszczanie grafitu, bez utleniania). JakoSc uZytego grafenu

aruto7y badarl' sprawdzali za pomocq transmisyj,nsge mikroskopu elektronowego,

UdokUment6wano, 2e platki grafenu byly bardzp cienkie (naj0zg5ciej' skladaly

sig z pojedynczei warstwy lub kilku warstw atornow), a ich powierzohnia wahala siQ

od 0,45 do 1,5 pm.

W bad,a,n1ach wykozystano dwie lihie glejaka wielopostaciowego {U87 i U118)'

zr6znicowane co do morfologii, tempa wzrostu i funkcji (m.in. r62niq siq ekspresjq gen6w

zwiqzanych z regutacjq cyklu komorkowego i apoptozy np. p53, p27, Bcl2, PTEN, PARTP

Mor:iolog:iq korn6rek glejaka, hodowa,n,ych bez (grupa kontr:olna) iak i z,,dodatkiem" roztworu

grafenu do medium hodowlanego (w piqciu stq2eniach: 5. 10,20,50 i100 pglml) oceniano

p2y pomocy mikroskopu optycznego. Wykazano, 2e komorki linii U87, w por6wnaniu do linii

Ui18, rosly szybciej, byty wigksze i mialy mniejwypustek. Potwierdzono duze powinowactwo

platk6w grafenu do kom6rek glejaka izdolno66 do adhezji, zwlaszcza do blony perykarionu.

Smiertelno$6 kom6rek glejaka oceniano testem z bfgkitem trypanu (wybarwia komorki

martwe na kolor niebieski) i: wy,ra2ono jako procent martwych kom6rek, w stosunku

do calkowitej ich liczby. Nie wykazano statystycznie istotnych r6znic pomiqdzy liniami

glejaka, natomiast wyrkazano r62nice w zale2noSci od dawki grafenu. Smiertelno66 komorek

byla:,najwyZs2a dfa dawki 100 pglml i wynosila 42% (dla,U$7) i 52o/o (dla Ul 18).

Zywotno66,kom6r,ek badano w oparciu o pomiar gestogci optycznej poszezeg6lnych

pr6bek, grUpy:kontrolnejolaz grup badawczych, z d,odatkiem grafenu w wymienionych wyzej

pigciu r62nych::stgZeniaeh, Wykazano zaleZnosc:te}cechy od dawki grafenu,,lm wyzsze bylo

ste2enie, grafenu w roztwoze inkubacyjnym, tym ni2sza zywotno$c. Najni2szq

zaobsenrvowano dla stE/enia 100 pglml - 54% (dla U1 18) i 58% (dla U87)'

Integralhosc blony [1s:116r,kowej badano testem LDH (dehydrogenazy mleezanowej],

T€n: cytozolowy ehzym, w watun:kach fizjologicznych, nie jeSt uwa,lhianY do Srodowis,ka

zewnatrzkom6rkowego, natomiast uszkodzenie blony korn6rrkoWej powoduje uwolhienie LDH

z kom6rki, Jego stq2e'nie w medium jest miarq toksyczno6ci danej substancji wzglgdem

kornorek w hodowli. W doSwiadczeniu wykazano istotne r6znice w zaleznoSci zar6wno

od linii glejaka, jak i od ,dawki grafenu. Wiqkszq wra2liwo66 na uszkodzenie wykazywaly

kom6rki linii ,U,87. Autorzy sugeruja, ze efekt cytotoksyczny moZe w prostej linii zaleZeC

od wielko6ci pola powierzchni komorki, na kt6rym ulegly adhezji platki grafenu. lm wy2sze

jest pokrycie blony komorkowej, tym wplyw grafenu jest silniejszy'

wykozystujqc cytometrig przeplywowq, oceniano ilosciowo proces apoptozy

i nekr:Ozy,::w pr:obkach kontrolnych i hodowanych z dOdatkiem grafenu, w ilo6ci 100 pgiml'

M:etoda tar:pozwolita: 2r62nicowa6 komor:ki maftWe, na kom6r:ki apoptotyczne i na kom6rki

nekrotyczne, bowiem we wczesnym stadium apoptozy nastqpuje pzeniesienie

fosfatydyloseryny, umiejscowionej w cytozolowej monowarstwie blony komorkowej'



do monoWar:Stwy zewngtzn:ej, do kt6r:ej dolqcza sig aneksyna. Dodany do pr6b jodek

propidyny, barwiqcy DNA, wnika przez zdestabilizowanE blong martwyOh komorek.

R6wnoczesne podanie jodku propidyny i aneksyny pozwolilo na rozr62nienie zdrowych

kom6rek, komorek nekrotycznych oraz wczesno i p62no-apoptotycznych. Wykazano,

2e platki grafenu w obu liniach kom6rkowych glejaka indukujq apoptozq i nekrozg, jednak

procesy te przebiegajq w obu liniach odmiennie (co do ilo6ci i jako6ci). Na szczeg6lne

podkre$lenie zasluguje wykazanie, 2e w linii U1 18, grafen w dawce 100 pg/ml indukujq blisko

100 procentowq apoptozq kom6rek.

Do istotnych wynik6w tych badari zaliczam przede wszystkim wykazanie:

(i) cytotoksycznego dzialania hydrofobowej formy platk6w grafenu otaz dzialania zale2nego

od dawki; (ii) Ze oddzialywanie grafenu na kom6rki glejaka zalehy od bezpo6redniego

kontaktu grafenu z kom6rkq nowotworowq, a efektywno56 pzylegania platkow grafenu

do kom6rek glejaka zale2y od struktury morfologicznej kom6rek; (iii) mo2liwo6ci indukowania

grafenem wewnqtzkom6rkowych szlak6w molekularnych, modyfikujqcych m.in. spos6b

eliminacji kom6rek z organizmu, tj. procesy apoptozy i nekrozy'

Kozystajqc z przywileju recenzenta chcialbym poprosi6 doktoranta o kr6tki

komentaz do nastqpujqcych zagadnieri: (i) jak rn6glby by6 pzenoszony sygnal: grafen-

kom6rka ijakie:mogly by by6 gl6wne ogniwa wewnqtzkomorkowej kaskady sygnalizacyjnej

prowadzqcej do apoptozy; (ii) jakie byly przeslanki do supozycji (str. 419), 2e wplyw gr:afenu

na ,,mechanizm" Smierci kom6rek mo2e by6 zwiqzany z systemem oddychania kom6rkowego

i stresem oksydacyjnym; (iii) jak wyja6nic dane pzedstawione na ryc. 3 i 4 - pzy wy2szei

Sm iertel noSci obserwuje siq wyZsz q pzezywalno 5c?

3.2. Druga praca pt, Compariso'n of tumourmorphology and structure from IJ87 and tJl18

gtiama cells cuttured on chicken embryo choioallantoic membrane, dotyczy por6wnania

morfofogii iultrastruktury guz6w glejaka linii U87 iU118, w do6wiadczeniu in vivo,

z Wyfozystaniern modelu btony kosmowkowo-omoczniowej zatodka kury (CAM - ang'

Ch orioatt antoic M e m b ra ne).

Glejak wielopostaciowy charakteryzuje siq du2q heterogennoScia kom6rek zarowno

pod wzglQdem:cech morfologicznych jak i fizjotogicznych. Zatem aby mo2na bylo prowadzi6

skutecznq terapiq naleZy poznad biologiq nowotwor6w. Doswiadczenie zostalo

pzepro*adzone na kurczqtach linii migsnej Ross 308. Material badawczy stanowilo

120 zarodkow kur podzielonych na dwie grupy (U87 i U118). Zaplodnione jaja inkubowano

w czasie 7 dni,,a nastgpnie, na silikonowy krqkek, nanoszono 30 pL roztworu zawiepjqoego

3-4 x 106 kom6rek gtejaka, jednej bqd2 drugiej linii. Po kolejnych dziesigciu dniach inkubacji

powstale guzy wycinano i poddawano badaniom. Lqcznie pzebadano 49 guz6w obu linii

- --:^-ikom6rek glejaka. Vfykozystujqc mikroskop stereoskopowy dokonano pomiar6w i zdjq6

guz6w, a nastgpnie szacowano ich objgto5c'



Pobrane uffcinki::guzow zostaly wykorzysta:ne do:badah histolog:icznych (wybanuianie

hematoksylinq i eozynq) i immunohistochemicznych (wykorzystano przeciwciala

dla ahtVgenu :jqdr:owego proliferacji korn6rkowej PCNA): Analizq rn:orfometrycznE

i mikioskopowl wi2ualizacjg komorek PCNA pozytywnych przeprowadzono' 2O'krotnie, dla

kazdej probki. lndeks mitotyczny, jako procent komorek dzielqcych sig w populacji

wszystkioh kom6rek, szacowano z obseruacji pr:owadzonych n3, powierzchni 40 ilrm2'

skrawki gruz6w: wizllalizowano rowhi€2 w transrni:syjnym mikroskopie 'elektronowym.

Ponadto, wykorzystujqc rnikrosko,p optyczny analizowano morfologig, wybarwionych

metodami May-GrUnwalda i Giemsy, kom6rek glejaka linii U87 i U118.

Potwierd2on o, Ze,komorki obu linii glejaka, r62niq siq tempem wzrostu i budowq

morfologicznq. U87 rosnq szybciej, sq wigksze, majq dlu2sze wypustki i mogq twozy6

sfer:oidy o du2ej : 
ggstosci.

Guzy wywodzqce sig z obu linii mialy ksztatt owalny z widoczny,mi na.czyniami

krwiono$nymi na powierzchni, jednak roznity siq wielko6ciq (U87 byly zdecydowanie

wiqksze), gqsto$ciq kom6rkowq (struktura U87 bardziej zwarta) i aktywnoSciq prolifer:acyjnq

iwy2s2a dla U87 - 74,60/o). Badania histologiczne wykazaly, 2e kom6r:ki glejaka

charakteryzujq sig nietypowym jqdrem kom6rkowym, a takZe obecno6ciq wielojqdrzastych

kom6rek olbzymich, z charakterystycznym, podzielonym jqdrem, o zmiennym ksztalcie.

Uzyskane ,w badaniach wyniki potwierdzily takZe, ze rnodel blony kosm6wkowo-

owodniowej zarodka kury mo2e byc uzytecznym narzqdziem w poznawaniu biologii

nowotwo16w

3.3. Tzecia::piaca,,pt. tn vitro and,in vivo effects of,gra'ph'ene oxide and,reduced, graphene

oxide on ,glio;btastoma, dotyczy wplywu tlenku gr,aflenu i zredukowanego tlenku grafenu

na kom6rki glejaka wielopostaciowego.

Asumpt do postawienia hipot ezy o cytotoksycznym wplywie ptatkow tych form

grafenu, w stosunku do komorek glejaka wielopostaciowego stanowily, poza danymi

z (nielicznego) pi$miennictwa, pzede wszystkim wyniki badari wlasnych (m.in. pracy nr 1'

tej rozpr:awy).

Do6wiadczenie przeprowadzono w dw6ch czgsciach: in vitro oraz in vivo.

W pierwszej czqsci badano wplyw ptatk6w tlenku grafenu (GO) i zredukowanego tlenku

grafenu (rGO) na morfologig, ultrastrukturq, 2ywotno56, tempo proliferacji oraz zdolno5c

do,,indukowania,a,poptozy, w kom6rkach glejaka wielopostaciowego dw6ch linii U87 i U11.,

Do istolnych wynik$w tej,,czeSoi bad;an,zaliczam wykazanie, 2e 2ywotno56 oraz tempo

proliferacji kom6rek obu linii glejaka zalehy od dawki grafenu. Zwiqkszenie stg2enia GO

i rGO powodowalo zmhiejszenie zywotno5ci oraz zmniejszenie p:roliferacji kom6rek, w obu

typach komorek glejaka. Zarowno tlenek, jak i zredukowany tlenek grafenu zwigkszaly

natgZe,nie procesu, apoptozy, r6wnomiernie w korn6rkach, obu badanych linii glejaka ' przy



czym wplyw hydrofobowego rGO byt okolo piqciokr,otnie Wzszy. Nie stwierdzono wplywu

obu form grafenu na intensywno5c procesu nekrozy. Analiza w transmisyjnym mikroskopie

elektronowym wykazafa ,2e zar6wno GO jak i rGO powodujq zmiany ultrastruktury kom6rek

glejaka, w tym m.in. szor,stkiego retikulum endoplazmatycznego i mitochondri6w. Autozy

zaobserwowali obecno6c ptytek grafenu w cytoplazmie kom6rek (GO; rGO) oraz wakuolach

(Go).

W drugiej c:zg5ci (badania in vivo), analizowano wplyw flatkow tlenku grafenu

i zredukowanego tlenku grafenu na kom6rki glejaka linii U87, na modelu blony kosm6wkowo'

omoczniowej zarodl<a kury. W doSwiadczeniu wykorzystano 60 zarodkow podzielonych

natzy grupy (n=20): kontrolnq idwie grupy badawcze (dla GO ir GO). Po 6 dniach inkubacji

na btong kosm6wkowo-omoczniowq implementowano kom6rki glejaka, a po kolejnych

7 dniach nanoszono roztwory GO i rGO. Po 3 dniach guzy wycinano i poddawano analizie.

Szacowano objgto66 guz6w, mase, gqstoS6 kom6rek i indeks mitotyczny. Wykonano analizy

histologiczne i immunohistochemiczne, a skrawki guzow wizualizowano w transmisyjnym

i skaningowym mikroskopie elektronowym, Ponadto wykonano badanie (western blot)

ekspresji wybranych bialek: kaspazy-3, Bcl-2, Becliny 1, czynnika jqdrowego kappa B

oraz oceniono istotnoS6 tych zmian (oprogramowanie Quantity One).

Do istotnych wynik6w badan in vivo zali;czam wykazanie, 2e obie formy grafenu

powodujq zmniejszenie objgtoSci guza (o ponad polowq), obni2enie jego masy i gqsto6ci

oraz indeksu mitotycznego. Potwierdzono du2e zr62nicowanie struktury kom6rkowej gleiaka

U87, w tym obecno$f wielojqdzastych kom6rek olbzymich oraz obecno5c plytek grafenu

pomiqdzy kom6rkami nowotworu. Obie formy grafenu spowodowaly zr62nicowanie

morfologiczne kom6rek glejaka orcz struktur wewnqtzkomorkowych, w tym jqder,

mitochondri6w, szorstkiego retikulum. Obsenruowano obecno56 pqchezyk6w

charakterystycznych dla procesu autofagii. Obie formy grafenu widocznie ograniczaly

angiogenezq. Nale2y podkre5lic, ze nie stwierdzono r6znic w ekspresji bialek: Becliny 1,

Bcl-Z orazczynnika jqdrowego kappa B miqdzy grupami: kontrolnq i traktowanymi grafenem,

a wykazano istotny wzrost (o 96%) ekspresji kaspazy-3, w grupie z dodanym zredukowanym

lenkiem grafenu. Z powylszych stwierdzeri wynika, ze oytotoksycznoS6 tlenku grafenu

dta kom6rek glejaka jest niZsza w por6wnaniu do rGO, a indukcja apoptozy przez rGO

wskazuje na tq formq grafenu jako potencjalny terapeutyk'

Podsumowanie

Scharakteryzowane wyzej prace se wspolautorskie, jednak we wszystkich, doktorant jest

pierwszym wspolautorem, a jego udzial w pracach jest znaczqcy i wynosi odpowiednio: 70,

65 i S5%. Wsp6lautozy wszystkich prac zgodnie o6wiadczyli, 2e udzial mgr. Slawomira

Jaworskiego w tych pracach byl,,wiodqcy".

Na szczeg6lne podkre$lenie zasluguje fakt, 2e wyniki badari zostaly opublikowane

w renomowanych czasopismach naukowych, o czym Swiadczy lqczny lF, kt6ry wynosi



,8,755120g1, a surna punkt6w wg wykazu MN|SW wy:nosi g01zora1. Nalozy takze zauwazyd,

2e pierwsza praca byla ju2 cytowana 14-krotnie (liczba cytowafl wg. bazy Web of Science

wynosi 15).

4. Ocena rozprawy doktorskiej pt. Wptyw grafenu na modulacje szlaku indukcji apoptozy

dw6ch finii kom6rek glejaka wielopostaciowego (Gliobtastoma muttiforme),

W rozdziale pienrvszym (Wstqp) autor, wprowadzil czytelnika w dziedzinq badan,

nastqphie nieco :szczeg6lowiej opisal istotq apoptozy oraz wla6ciwo5ci grafenu

i scharakteryzowal wybrane cechy linii kom6rkowych glejaka wielopostaciowego

(U87 i U118), wykozystane w badaniach.

Nastqpnie przedstawil, wsp6lnq dla prezentowanego cyklu prac, hipotezq badawczq,

sformulowal cel i zakres badan (rozdzial 2). Zalokonym celem tego cyklu badari bylo

cyt. ,,okre6lenie wpiywu nanoplatkow grafenu na komorki glejaka wielopostaciowego linii U87

i U118 na poziomie morfologiczno-funkcjonalnym i molekularnym, ze szczeg6lnym

uwzglgdnieniem wplywu na mechanizmy szlaku indukcji apoptozy". Tak sformulowany cel

pr:acy uwa2am za wyj,qtkowo istotny, zar6wno z poznawczego, jak i aplikacyjnego punktu

widzenia. Dla porzqdku jednak dodam, 2e zalo2ony Wzez autora zakres badan (str. 17)

oraz pzyjqty uklad do$wiadczen, nie pozwolit na okre5lenie cyt. ,,mechanizm[ow] szliku

indukcji apOptOzy".

W tzecirn rozdziale (lrtletodyka badah) autor szczegdtowo :opisal wykozystane

w do6wiadczeniach rodzaje ptatkow grafenu i podal ich wla6ciwo6ci fizyko-chemiczne.

Ponadto scharaktery zowal wykorzystane w badaniach dwie linie kom6rkowe glejaka

wielopostaciowego. Nastqpnie przedstawil uklad trzech do6wiadczei, ktore stanowily

podStawq publikacji ,,doktsrskich", podal ich cel i $f6wne zalo2enia metodyczne. W dalszej

czqSCi opi$al stosowane ,procedury oraz metody analityczne i statystyczne. Podsu'mowujAc

ten rozdzial stwierdzam, Ze uklad doswiadczen byl poprawhy, a metody eksperymentalne

i analityczne wlafciwe. Chcialbyrn podkr€Sli6, ze w badaniaoh wykorzyStano ihnowacyjnQ

apar:aturg i teCh:n,icznie: Zaawansowane Urzqdzenia badawcze, a l;ak2e

wysokospecjalistyczne procedury i metody analitycznych orazaplikacje bioinformatyczne'

W rozdziale 4. ,,Om6wienie gtownych wynikAw prac eksperymentalnych':autor odni6si

sig w kolejno6ci do: (i) roznic morfologii i struktury guz6w glejaka wielopostaciowego linii U87

i U1 18, hodowanych na blonie kosm6wkowo-omoczniowej zarodka kury; (ii) toksycznego

wplyrru ,nanroplatk6w gtafenu na kom6r:ki glejaka li,nii US7 ,i U118,

ze szczeg6lnym uwzglEdnieniem typu Smierci kom6rki; (iii) toksyczno6ci nanoplatk6w tlenku

grafenu i zredukowanego tlenku grafenu, na guzy glejaka wielopostaciowego linii U87,

ze szczeg6lnym uwzglqdnieniem aktywacji procesu apoptozy. Z satysfakcjq stwierdzam,

2e doktorant ba:rdzo dobrze wywiqzal siq z tego zadania. Z du2qznaj:omosciq przedrniotu,:w

spos6b merytoryC2ny, popr,owadzil dyskusjq otrzymanych wyni:kow z wynikami



wcze6niejszyeh badari zespolu oraz wynikami innych autor6w. Wymier:nym efektem tej pracy

jest wzbogacenie naszej wiedzy o istotne, szczegolowe dane, ktore mogq pzyczynii siq

do lepszego poznania procesu nowotworze nia oraz biologicznej roli nanoczqstek w tych

procesach, jako potencjalnych terapeutykow.

Zwiericzeniem pracy sq: Podsumowanie (rozdzial 5\ oraz Wnioski (rozdzial 6).

Rozdzialy te stanowiq odpowied2 na zalo2ony cel pracy i rozstzygajq prawdziwoSc pzyjqtej

hipotezy badawcz:ej. Wnioski majq pelne uzasadnienie w pzeprowadzonych

do$wiadczeniach izdaniem recenzenta, powinny stanowi6 inspiracjq do dalszych badari.

Strona formalna pracy nie budzi zastze2en Poza wymienionymi wy2ei rozdzialami

praca zawiera r6wnie2 streszczenie (w jgzyku polskim i angielskim), wykaz publikacji

stanowiqcych rozprawg doktorskq, wykaz stosowanych skr6tow oraz v'tybrane pozycje

pi6miennictwa dotyozqce przedmiotowych zagadnien. Ponadto zamieszczono o6wiadczenia

wszystkich wspolautor6w prac bqdqcych podstawq rozprawy doktorskiej, o ich udziale

w badaniach i publikacjach.

Usterki, pzede wszystkirn o charakterze redakcyjnyfir, zaznaczylem w maszynopisie

rozprawy - nie umniejszajq one w zadnym stopniu wartoSci merytorycznej pracy.

5. KONKLUZJA

Rozprawq doktorskq pt. Wplyw grafenu na modulacje szlaku indukcji apoptozy dwoch linii

kornorek glejaka wielopostaciowego (Gtiobtastoma muttiforme) oceniam bardzo wysoko'

Podjqty pzez doktoranta temat jest niezwykle istotny, zar6wno z naukowego

jak i aplikacyjnego punktu widzenia. Stwierdzam, 2e zalo2enia metodyczne, wykozystane

techniki eksperymentalne, metody analiz laboratoryjnych i obliczefi statystycznych,

urno2liwity uzyskanie wiarygodnych wynik6w. Wysoko oceniam r6wnie2 poprawnoSc

prowadzenia dyskusji i wnioskowania.

Stwierdzam, 2e pzedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pt. Wplyw grafenu

na modulacje szlaku indukcji apoptozy dw6ch linii kom6rek glejaka wielopostaciowego

(Gtioblastoma multiforme), spelnia wymogi okre6lone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku

,,O stopniach naukowych i tytule naukowym orcz o stopniach i tytule w zakresie sztuki"

(Dz. U. Nr 65, poz. 595, zp62niqszymi zmianami) i zwracam sig do Wysokiej Rady Wydziatu

Nagk o Zwierzgtach, Szkoly Gl6wnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, o przyjgcie

pr:acy doktorskiej pana mgr Slawomira Jaworskiego i dopuszczenie pracy do publicznej

obrony.

JednoczeSnie, ze wzglqdu na innowacyjnoSc badai i istotno$d uzyskanych wynik6w,

skladam wniosek, do Wysokiej Rady Wydzialu, o wyr62nienie rozprawy.

Szczecih, dnia 2 lipca 2015 roku
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