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rozprawy doktorskiej mgr inz. Stawomira JAWORSKIEGO p.t. "Wphw grafenu na
modulacje szlaku indukcji apoptozy dwdch linii komorek glejaka wielopostaciowego
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Chwalibég na Wydziale Nauk o Zwierzetach Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w

Warszawie

Ocena strony formalnej rozprawy

Promotorka pracy oraz doktorant ztozyli stosowne oswiadczenia, co do zgodnosci
opracowania z warunkami wymaganymi do przedstawienia rozprawy doktorskiej, w tym
samodzielnego opracowania problemu badawczego, bez naruszania praw autorskich osob
trzecich.

Na przedstawiong do oceny rozprawe doktorska sktadaja si¢ 3 anglojezyczne publikacje
w czasopismach naukowych, w ktérych Stawomir Jaworski jest pierwszym autorem, a
pozostali wspdtautorzy zlozyli stosowane o$wiadczenia, wskazujace kluczowa rolg
Doktoranta w prowadzeniu badan i publikowaniu prac. Przedlozone publikacje uzupetniono
polskojezycznym omdwieniem celéw 1 metod realizowanych badaf oraz podsumowaniem
najwazniejszych wynikow.

Z przedstawionych do oceny prac, dwie opublikowano w International Journal of
Nanomedicine, z IF 4,195 1 35 pkt. w ocenie parametrycznej MNiSzW oraz jedng w Bulletin
of the Veterinary Institute in Pulawy (IF = 0,365, 20 pkt.). Wszystkie rozprawy sa pracami
zespolowymi, z duzg liczbg autoréw, od 7 do 10. Promotor pracy deklaruje 10% udziat a
pracach, a pozostali 5% lub 2,5%. Z pewnos$cia 5% jest wielkoscig zanizong w przypadku
autora korespondencyjnego prac w International Journal of Nanomedicine (Andree
Chwaliboga), majacego zwykle duzy udziat w sfinalizowaniu publikacji naukowe;.

Deklaracje wspotautorow, poparte bardzo niskimi (w odczuciu recenzenta zbyt niskimi)

wskaznikami udziatu w przygotowaniu publikacji, przyjmuj¢ jako zamiar podkreslenia




kluczowej roli pierwszego autora, a zarazem doktoranta, w realizacji i podsumowaniu badan.
We wszystkich publikacjach, w sekcji Acknowledgment, zamieszczono informacje, ze praca

jest czescia doktoratu Stawomira Jaworskiego.

Majac powyzsze na uwadze oraz ten fakt, ze prace opublikowano w wysoko notowanych
czasopismach naukowych, stwierdzam, ze formalna strona przedstawionej rozprawy

doktorskiej nie budzi watpliwosci.

Ocena merytoryczna rozprawy
1. Oryginalnosé tematyki i wartos¢ poznawcza pracy

We wstepie polskojezycznego opracowania, jak tez w rozdzialach Introduction
poszczegdlnych prac, zasygnalizowano najwazniejsze zagadnienia dotyczace realizowanej
tematyki badawczej, tj.: (1) rozwoj nanotechnologii, ktorej efektem jest grafen, szczegdlna
odmiana alotropowa wegla o ,,ptaskiej”, pasmowej strukturze (2) struktura i potencjalne
wlasciwosci biologiczne grafenu, jako czynnika w hamowaniu rozwoju nowotwordw oraz
(3) genotypowe i fenotypowe zréznicowanie glejaka wielopostaciowego oraz specyfika tego

nowotworu, w tym chirurgiczne i farmakologiczne ograniczenia w zwalczaniu glejaka.

Autor zwraca uwagg na kluczowg ceche, charakterystyczng dla wigkszosci nowotworow;
zwiekszong, w pordéwnaniu z komérkami zdrowych tkanek, opornos¢ na apoptoze, bedaca
skutkiem spowolnienia lub nawet blokowania czynnikéw aktywujacych apoptoze w
nowotworowo zmienionych komodrkach. W tym kontekscie, podjeta w pracy, a
sygnalizowana w jej tytule, ocena przydatnosci nanoptatkéw grafenu w indukowaniu
apoptozy komorek glejaka wielopostaciowego jest zamiarem bardzo ambitnym, o duzym
potencjale poznawczym i praktycznym. Z tych samych wzgledéw, bardzo trafnie, do badan
wybrano dwie linie komérek glejaka wielopostaciowego réznigce si¢ morfologicznie (co
moze oznacza¢ rdzng powierzchnie czynnego kontaktu z nanoptatkami grafenu) oraz
aktywnoscig genéw zwigzanych z regulacja cyklu proliferacji i programowanej Smierci

komorek.

Ze wzgledu na fakt, ze glejak wielopostaciowy nalezy do najgrozniejszych nowotwordw
u ludzi, naturalnym jest wrazenie, ze praca miesci si¢ w obszarze nauk medycznych. Z
dwoch powodow zagadnienie to dotyczy rowniez nauk zootechnicznych. Znane sg przypadki
wystepowania glejaka u krow i $win, a przede wszystkim u psow i kotéw, zwierzat ktdrymi
coraz szerzej zajmuje sie zootechnika, a ktdére sa szczegélnie troskliwie traktowanie przez

wielu ludzi. Drugi powdd to wykorzystanie zarodkéw kurzych jako modelu w badaniach




inwazyjno$ci, morfologii, histologii i mechanizméw $mierci komoérek nowotworowych.
Niezaleznie od faktu czestego stosowania tego modelu w badaniach biologii nowotwordw,
opanowanie tego modelu moze by¢ uzyteczne w wielu innych badaniach zootechnicznych, w
tym biodostepnosci niektérych skladnikow i toksycznos$ci ksenobiotykéw. Ponadto,
eksperymenty stuzace wzbogaceniu wiedzy o mechanizmach apoptozy majg charakter badan

podstawowych, waznego elementu w rozwoju wielu dyscyplin, w tym zootechniki.

2. Zdefiniowanie hipotez/celow badawczych

Z zakresu zrealizowanych badan wynika, ze ich celem byla weryfikacja trzech hipotez
badawczych: (1) ze wzgledu na specyficzng budowe, nanoptatki grafenu moga uszkadzac¢
zarOwno blong zewnetrzng, jak i organelle komorek, a w ten sposob indukowal szlak
apoptozy w komorkach glejaka wielopostaciowego, (2) zréznicowanie efektywnosci
oddzialywania grafenu na komorki z réznych linii glejaka wielopostaciowego moze by¢
zaréwno skutkiem roznic genotypowych komorek, jak réwniez réznic w ich morfologii,
waznych w kontaktowym oddziatywaniu tej substancji oraz (3) ze wzgledu na rdéznice
fizykochemiczne tlenku i zredukowanego tlenku te formy grafenu mogg w rdzny sposdb

wpltywac na zywotno$¢ komorek glejaka wielopostaciowego.

Wszystkie hipotezy zostaly dobrze uzasadnione w przegladzi piSmiennictwa, a ich
weryfikacja byta zasadna z poznawczych i praktycznych wzgledow, co jednoznacznie

rozstrzyga o wysokiej wartosci naukowej i utylitarnej ocenianej rozprawy.

3. Zakres i metody badarn

Cze$¢ metodyczna badan, zarowno w zataczonych publikacjach (co dos¢ oczywiste), jak i
w polskojezycznym omoéwieniu przeprowadzonych doswiadczen jest wyczerpujgca i

precyzyjnie prezentuje wszystkie elementy badan, j.:

- uzyte materialy, jak grafen naturalny (uzyskany z firmy Skyspring Nanomaterials,
Houston, USA), tlenek i zredukowany tlenek grafenu (uzyskane z Instytutu Technologii
Materiatéw Elektronicznych w Warszawie) oraz dwie linie glajaka wielopostaciowego

(Glioblastoma multiforme) U87 1 U118, spelniajace oczekiwania metodyczne,

- uktad i warunki przebiegu do$wiadczen in vitro i in ovo z uzyciem komorek glejaka i

réznych form grafenu oraz

- uzyte metody pomiaréw, w tym zmian morfo- i histologicznych oraz proliferacji i

mechanizmu $mierci komorek.




Przyjete hipotezy weryfikowano poprzez nastepujace postepowanie:

- charakterystyke morfologii i histologii guzéw, wyhodowanych na blonie komoérkowo-
omoczniowej zarodka kury z dwoch linii glejaka wielopostaciowego, wybranych do cyklu
badan;

- zbadanie zmian morfologicznych i histologicznych oraz zywotnosci i typu Smierci
komorek obu linii glejaka, w zalezno$ci od dawki i formy chemicznej grafenu;

- okreslenie zmian morfologicznych i histologicznych oraz zywotnosci i typu Smierci
komorek wybranej linii glejaka (U87), inkubowanych na blonie kosméwkowo -omoczniowej
zarodka kury;

- zbadanie zréznicowania i mechanizmu $mierci komoérek traktowanych nanoptatkami

grafenu, z wykorzystaniem wybranych wskaznikéw apoptozy i nekrozy komorek.

Takie postepowanie odpowiadato wspdtczesnej wiedzy, syntetycznie przedstawionej w
pracach oryginalnych i polskojezycznym omoéwieniu, a przede wszystkim odpowiadato

tytutowi pracy i przyjetym hipotezom.

4. Wyniki badan i ich omowienie

Zakres i spos6b prezentacji oraz omoéwienia wynikéw badan zostal pozytywnie
zweryfikowany w postgpowaniu kwalifikujacym prace do druku. Do waznych wynikéw
omawianych badan, warunkujacych zasadno$¢ dalszego postepowania, nalezy zaliczy¢
potwierdzenie przydatnosci btony kosméwkowo-omoczniowe]j zarodka kury, jako modelu
badawczego w ocenie rozwoju fenotypowo i genotypowo zréznicowanych komorek glejaka
wielopostaciowego. Stwierdzono, ze komoérki wywodzace si¢ z linii U87 1 U118 wykazywaty
charakterystyczne cechy glejaka: polimorfizm komdrek, wysoki indeks mitotyczny, atypie
jader i silnie rozwiniete naczynia krwionosne. Odnotowane, liczne réznice w morfologii i
strukturze guzéw glejaka wywodzacych si¢ z dwoch genetycznie roznych linii wskazuja, ze
cechy fenotypowe tych linii mogg modyfikowaé antynowotworowy efekt takich substancji jak
grafen, oddzialywujacych poprzez bezposredni kontakt z komérka nowotworowsg. W modelu
in vitro wykazano duze powinowactwo grafenu do komoérek nowotworowych, skutkujgce
zmianami morfologicznymi, a ostatecznie zamieraniem komoérek drogg nekrozy i/lub
apoptozy. Taki efekt zalezat od dawki garfenu oraz formy tego zwigzku.

W badaniach in ovo, z zastosowaniem tlenku i zredukowanego tlenku grafenu,
potwierdzono filtracyjne wiasciwosci grafenu w kontakcie z wewngtrznymi strukturami

komorki, co mogto aktywowaé wewnetrzny (mitochondrialny) szlak aktywacji apoptozy, nie




zwigzany z ekspresjg genéw pS3, Bel-2 i p27. Autor slusznie zastrzega, ze jest to zaledwie

sygnal w zrozumieniu ztozonego procesu, jakim jest apoptoza komdrek nowotworowych.

Zasygnalizowane, jak rowniez pozostale, wyniki badan wlasnych kompetentnie

skonfrontowano z pracami innych autorow, wykonanymi w ostatnich kilku latach.

5. Podsumowanie wynikow badan

W polskojezycznym omoéwieniu badan podsumowanie wynikéow zawarto w dwodch
rozdziatach, zatytulowanych ,,Podsumowanie” oraz ,,Wnioski”. Rozdzialy te, w zasadniczej
czesci, rézni strona redakcyjna: w pierwszym zamieszczono podsumowanie opisowe, W
drugim najwazniejsze efekty zestawione w 7 punktach, a nastepnie zrekapitulowane je jako
,Uogdlnienia”, w ktorych stwierdzono: (1) platki grafenu wykazuja przeciwnowotworowe
oddziatywanie zalezne od genotypu komorek, (2) na zakres przeciwnowotworowego
oddzialywania majg wplyw réznice w fizykochemicznych wtasciwosciach tlenku i
zredukowanego tlenku grafenu oraz (3) nanoptatki grafenu aktywuja szlak apoptozy komorek
glejaka wielopostaciowego.

,Uogolnienia” sg rzeczywistymi wnioski z przedstawionych badan, bedacymi
odpowiedzia na postawione wczesniej hipotezy badawcze. Zdaniem recenzenta, wyniki badan
upowazniaja o rozszerzenia tresci tych wnioskéw. W tym kierunku zmierzaja ponizsze
pytania do autora:

- czy zrbznicowanie podatnosci komorek linii U87 i U118 na traktowanie grafenem
wynikato z r6znic morfologicznych, warunkujacych aktywny kontakt ze strukturami grafenu?

- czy mozna wskazaé, ktéra forma grafenu znamionuje wigksza przydatnos¢ w
hamowaniu proliferacji i w aktywacji szlaku apoptozy komorek glejaka i jakie wiasciwosci
danej formy mogg odgrywac¢ kluczowa role w tym oddziatywaniu?

Dodatkowo szersze pytanie, nie zwigzane z wnioskami z pracy, jakie argumenty
zdecydowaty o wyborze gelejaka wielopostaciowego, jako modelu badawczego w podjetych

badaniach?

Ocena koncowa

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Slawomira Jaworskiego p.t.
"Wplyw grafenu na modulacje szlaku indukcji apoptozy dwoch linii komdrek glejaka
wielopostaciowego (Glioblastoma multiforme)" jest podsumowaniem obszernych studiéw
eksperymentalnych, podporzadkowanych waznym celom poznawczym i praktycznym. W

pracy wykorzystano wiasciwe, nowoczesne metody badawcze, pozwalajgce na uzyskanie




wiarygodnych wynikéw, poszerzajacych wiedzg o biologii jednego z waznych nowotworow

oraz mozliwosciach wykorzystania grafenu w terapii nowotworowe;.

W podsumowaniu powyzszych ocen stwierdzam, ze oceniana praca w petni odpowiada
wymogom stawianym rozprawom doktorskim, okreslonym w ustawie z dnia 14. marca
2003 r. (z pdzniejszymi zmianami) o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
naukowym z zakresu sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 59, Dz. U. z 2005 nr 164, poz. 1365 oraz
Dz. U. z 2011 r. nr 84, poz. 455) i przedstawiam Wysokiej Radzie Wydzialu Nauk o
Zwierzetach Szkoty Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie wniosek o

dopuszczenie mgr Stawomira Jaworskiego do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Rownoczesnie, w uznaniu wysokich walorow poznawczych i praktycznych badan,

zgtaszam wniosek o wyrdznienie przedstawionej pracy doktorskie;.

Olsztyn, 1.07.2015 1.




