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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr inL. Slawomira JAWORSKIEGO p.t. "Wplyw grafenu na

modulacjg szlaku indukcji apoptozy dw6ch linii kom6rek glejaka wielopostaciowego

(Glioblastoma multiforme)", wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Ewy Sawosz

Chwalib6g na Wydziale Nauk o ZwierzEtach Szkoty Gt6wnej Gospodarstwa Wiejskiego w

Warszawie

Ocena strony formalnej rozprawy

Promotorka pracy oraz doktorant zloLyli stosowne oSwiadczenia, co do zgodnoSci

opracowania z warunkami wymaganymi do przedstawienia rczprawy doktorskiej, w tynr

samodzielnego opracowania problemu badawczego, bez naruszania praw autorskich os6b

trzecich.

Na przedstawion4 do oceny rozpraw1 doktorsk4 skladaj4 sig 3 angloj Qzyczne publikacje

w czasopismach naukowych, w kt6rych Stawomir Jaworski jest pierwszym autorem, a

pozostali wsp6lautorzy zlozyli stosowane o3wiadczenia, wskazuj4ce kluczow4 rolg

Doktoranta w prowadzeniu badari i publikowaniu prac. Przedlohone publikacje uzupelniono

polskojgzycznp om6wieniem cel6w i metod realizowartych badari oraz podsumowaniem

najw aimiejszych wynik6w.

Z przedstawionych do oceny prac, dwie opublikowano w International Journal of

Nanomedicine, zIF 4,195 i 35 pkt. w ocenie parametrycznej MNiSzW orazjedn4 w Bulletin

of the Veterinary Institute in Pulawy (IF : 0,365, 20 pkt.). Wszystkie rozptawy s4 pracami

zespolowynri, z dua1liczbq autor6w, od 7 do 10. Promotor ptacy deklaruje l0o/o udziat a

pracach, a pozostali 5%o Iub 2,5oA. Z pewnoSci4 5Yo jest wielkoSci4 zaniAon4 w przypadku

atrtora korespondencyjnego prac w International Journal of Nanomedicine (Andree

Chwaliboga),majEcego zwykle da2yudzialw sfinalizowaniu publikacji naukowej.

Deklaracje wsp6lautor6w, poparte bardzo niskimi (w odczuciu recenzenta zbTn niskimi)

wskaZnikami udziafu w przygotowaniu publikacji, przyjmujE jako zamiar podkre5lenia
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kluczowej roli pierwszego autora, azarazem doktoranta,w realizaqi i podsumowaniu badaft.

We wszystkich publikacjach, w sekcji Aclcnowledgment, zamieszczorro informacjg,2e praca

j est czgSci4 doktoratu Slawomira Jaworskiego.

Maj4c powyZsze nauwadze oraztenfakt,2e prace opublikowano w wysoko notowanych

czasopismach naukowych, stwierdzam, 2e formalna strona przedstawionej rozprawy

doktorskiej nie budzi w4tpliwoSci.

Ocena merytoryczn rozprary

1, Oryginalnofit tematyki i wartoSd poznawcza prucy

We wstgpie polskojgzycznego opracowania, jak teL w rozdzialach Introduction

poszczeg6lnych prac, zasygnalizowano tajwaZniejsze zagadnienia dotyczqce rcalizowanej

tematyki badawczej, tj.: (1) rozw6j nanotechnologii, kt6rej efektem jest grafen, szczeg6lna

odmiana alotropowa wggla o ,,plaskiej", pasmowej strukturze (2) struktura i potencjalne

wlaSciwoSci biologiczne grafenu, jako czynnrka w hamowaniu rozwoju nowotwor6w oraz

(3) genotypowe i fenotypowe n6hricowanie glejaka wielopostaciowego oraz specyfika tego

nowotworu, w tym chinxgiczne i farmakologiczne ograniczeniaw rwalczaniu glejaka.

Autor zwracauwagg na kluczow4 cechg, charakterystycznq dla wigkszoSci nowotwor6w;

zwigkszon4, w por6wnatiu z kom6rkami zdrowych tkanek, opornoSd na apoptozg, bgd4c4

skutkiem spowolnienia lub nawet blokowania czynnrk6w aktywuj4cych apoptozE w

nowotworowo zmienionych kom6rkach. W tym kontekScie, podjgta w pracy, a

sygnalizowana w jej tyfule, ocena przydatno1ci nanoplatk6w grafenu w indukowaniu

apoptozy kom6rek glejaka wielopostaciowego jest zamiarern bardzo ambitnyrn, o duzym

potencjale poznawczp i praktycznym. Z tych samych wzg1gd6w, bardzo trafnie, do badan

wybrano dwie linie kom6rek glejaka wielopostaciowego r62ni4ce sig morfologicznie (co

moae oznacza1 rohn1 powierzchnig czynnego kontaktu z nanopNatkami grafenu) oraz

aktywnoSci4 gen6w zwi4zarrych z regalacj1 cyklu proliferacji i programowanej Smierci

kom6rek.

ZewzgIEdu na fakt, 2e glejak wielopostaciowy naleLy do najgro1niejszych nowotwor6w

u ludzi, naturalnym jest wraZenie, 2e praca mieSci sig w obszarze nauk medycznych. Z

dw6ch powod6w zagadniernelo dotyczy r6wnie2 nauk zootechnicznych. Znane s4 przypadki

wystgpowania glejaka u kr6w i Swiri, aprzede wszystkim u ps6w i kot6w, zwierzqt kt6rymi

coraz szerzq zajmt4e sig zootechnlka, a kt6re s4 szczeg6kie troskliwie traktowanie przez

wielu ludzi. Drugr pow6d to wykorzystanie zarodkbw kurzych jako modelu w badaniach
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inwazyjnoSci, morfologii, histologii i mechanizm6w Smierci kom6rek nowotworowych.

Niezale2nie od faktu czgstego stosowania tego modelu w badaniach biologii nowotwor6w,

opanowanie tego modelu mo2eby6 u?fieczne w wielu innych badaniach zootechnicznych, w

tym biodostgpnoSci niekt6rych skladnik6w i toksycznoSci ksenobiotyk6w. Ponadto,

eksperymenty sluZ4ce wzbogaceniu wiedzy o mechanizmach apoptozy majq charakter baduh

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

2. Zdefiniowanie hipotez/celfw baduwczych

Z zal<resu zrealizowanych badan wynika, 2e ich celem byla weryfikacja trzech hipotez

badawczych: (I) ze wzglgdu na specyficzn4 budowg, nanoplatki grafenu mogQ uszkadzal

zar6wno blong zewngtrznE, jak i organelle kom6rek, a w ten spos6b indukowa6 szlak

apoptozy w kom6rkach glejaka wielopostaciowego, (2) zr6Znicowartie efektywnoSci

oddziaNywanra grafenu na kom6rki z r62nych linii glejaka wielopostaciowego mohe byf

zar6wno skutkiem r62ntc genotlpowych kom6rek, jak r6wnte2 r62rnc w ich morfologii,

wuinych w kontaktowym oddzialywaniu tej substancjr oraz (3) ze wzglgdu na r62nice

fizykochemiczne tlenku i zredukowanego tlenku te formy grafenu mog4 w roZny spos6b

wplywac na 2ywotnoS6 kom6rek glejaka wielopostaciowego.

Wszystkie htpotezy zostaly dobrze uzasadnione w przegl4dzi piSmiennictwa, a ich

weryfikacja byla zasadna z poznawczych i prahJycznych wzg1gd6w, co jednoznacznie

rozstrzygao wysokiej wartoSci naukowej i utylitarnej ocenianej rozprawy.

3. Zakres i metody baduh

CzESd metodycznabadafi, zar6wno w zaNqczonych publikaqach (co doSd oczywiste), jak i

w polskojgzycznp om6wieniu przeprowadzonych doSwiadczeri jest wyczerpuj1ca i

precyzyjnre prezentuje wszystkie elementy badan, t1.:

- uayte matenaly, jak grafen naturalny (uzyskany z firmy Skyspring Nanomaterials,

Houston, USA), tlenek i zredukowany tlenek grafenu (uzyskane z Instytutu Technologii

Material6w Elektronicznych w Warszawie) oraz dwie linie glajaka wielopostaciowego

(Glioblas toma multifu rme) IJ 87 i U 1 1 8, spelniaj 4ce oczekiwani a metodyczne,

- uklad i warunki przebiega doSwiadczeri in vitro i in ovo z ulyciem kom6rek glejaka i

r62nych form grafenu oraz

- aZyte metody pomiar6w, w tym zmtart morfo- i histologicznych oraz proliferacji i

mechanizmu Smi erci kom6rek.
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Przy jgtehipotezyweryfi kowanopoprzeznaslgpujqcepostgpowanie:

- charakterystykg morfologii i histologii gaz6w, wyhodowanych na blonie kom6rkowo-

omoczniowq zarodka kury z dw6ch linii glejaka wielopostaciowego, wybranych do cyklu

badah;

- zhadanie zmian morfologicznych i histologicznych oraz ZywotnoSci i typu Smierci

kom6rek obu linii glejaka, w zaleZnofici od dawki i formy chemicznej grafenu;

- okreSlenie zmian morfologicznych i histologqcznych oraz ZywotnoSci i typu Smierci

kom6rek wybranej linii glejaka (U87), inkubowanych na blonie kosm6wkowo -omoczniowej

zarodkalntry;

- zbadanie zr6hricowania i mechanizmu Smierci kom6rek kaktowanych nanoplatkami

grafenu, zwykorzystaniem wybranych wskaZnik6w apoptozy i nekrozy kom6rek.

Takie postgpowanie odpowiadalo wsp6lczesnej wiedzy, sytetyczrie przedstawionej w

pracach oryginalnych i polskojgzycznp om6wieniu, a przede wszystkim odpowiadalo

tytulowi pracy i przyjEtym hipotezom.

4. Wyniki budafi i ich omdwienie

ZaV,res i spos6b prezentacji oraz om6wienia wynik6w badaft zostaN pozytywnie

zweryfikowany w postgpowaniu kwalifikuj?cym prace do druku. Do waznych wynik6w

omawianych badan, warunkujqcych zasadnoSd dalszego postgpowania, nale?y zahczy|

potwierdzenie przydatnoSci blony kosm6wkowo-omoczniowej zarodka kury, jako modelu

badawczego w ocenie rozwoju fenotypowo i genotypowo zr6Zricowanych kom6rek glejaka

wielopostaciowego. Stwierdzono, 2e kom6rki wywodzqce sig z linii U87 i Ul18 wykazywaly

charakterystyczne cechy glejaka: polimorfizm kom6rek, wysoki indeks mitotyczny, atypig

j4der i silnie rozwinigte naczyria krwionoSne. Odnotowane,liczte r62nice w morfologii i

strukturze guz6w glejaka wywodzqcych sig z dw6ch genetycznie r62nych linii wskazuj4, 2e

cechy fenotypowe tych linii mog4 modyfikowad antynowotworowy efekt takich substancji jak

grafen, oddzialywujqcychpoprzez bezpoSredni kontakt z kom6rk4 nowotworow4. W modelu

in vitro wykazano duZe powinowactwo grafenu do kom6rek nowotworowych, skutkuj4ce

zmianami morfologicznymi, a ostatecznie zamteraniem kom6rek drog4 nekrozy i/lub

apoptozy. Taki efekt zaleZa\. od dawki garfenu oraz formy tego zwt7zku.

W badaniach in ovo, z zastosowaniem tlenku i zredukowanego tlenku grafenu,

potwierdzono filtracyjne wlaSciwoSci grafenu w kontakcie z wewnEtrznymi strukturami

kom6rki, co moglo aktywowad wewngtrzny (mitochondrialny) szlak aktywacji apoptozy, rie
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zwiqzarry z ekspresj4 gen6w p53, Bel-2 i p27. Autor stusznie zastrzega,2e jest to zaledwie

sygnal w zrontmieriu zlohonego procesu, jakim jest apoptoza kom6rek nowotworowych.

Zasygnalizowane, jak rownie? pozostale, wyniki badaf wlasnych kompetentnie

skonfrontowano zpracami innych autor6w, wykonanymi w ostatnich kilku latach.

5. Podsumowanie wynikfw budafi

W polskojQzycznp om6wieniu badafi podsumowanie wynik6w zawarto w dw6ch

rozdziaNach, zatyfrilowanych ,fodsumowanie" oraz ,,Wnioshi". RozdziaNy te, w zasadniczej

czESci, r62ni strona redakcyjna: w pierwszym zamieszczono podsumowanie opisowe, w

drugim nalwuzniejsze efekty zestawione w 7 punktach, a nastgpnie zrekapitulowane je jako

,,Uog6lnienia", w kt6rych stwierdzono: (1) ptatki grafenu wykazaj4 przeciwnowotworowe

oddziaLywanie zaleZne od genotypu kom6rek, (2) na zakres przeciwnowotworowego

oddziaLywania majq wplyw rcZnice w fizykochemicznych wlaSciwoSciach tlenku i

zredukowanego tlenku grafenu oraz (3) nanoplatki grafenu aktywuj4 szlak apoptozy kom6rek

glej aka wielopostaciowego.

,,Uog6lnienia" sQ rzeczywistymi wnioski z przedstawionych badail, bgd4cymi

odpowiedzi4 na postawione wczeSniejltrpotezybada'wcze. Zdanemrecenzenta, wyniki baduh

upowa:Zniajq o rozszeruenia treSci tych wniosk6w. W tym kierunku zrrierzaly poni?sze

pfiariado autora:

- azy zr6Zrncowarrre podatnoSci kom6rek linii U87 i U118 na traktowanie grafenem

wynikalo zr62ntc morfologicznych, warunkuj4cych aktywny kontakt ze strukturami grafenu?

- czy mohna wskaza6, kt6ra forma grafenu znamionuje wigksz4 przydatnoS6 w

hamowaniu proliferacji i w aktywacji szlaku apoptozy kom6rek glejaka i jakie wlaSciwoSci

danej formy mog4 odgrywa6 kluczow4 rolg w tym oddziatywaniu?

Dodatkowo szersze pytanie, nie zwi1zarte z wnioskami z pracy) jakie argumenty

zdecydowaly o wyborze gelejaka wielopostaciowego, jako modelu badawczego w podjgtych

badaniach?

Ocena koricowa

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr fu2. Slawomira Jaworskiego p.t.

"Wplyw grafenu na modulacjg szlaku indukcji apoptozy dw6ch linii komirek glejaka

wi elopo s taciowego (Glioblas toma multifu rme)" j est podsumowaniem obszernych studi6w

eksperymentalnych, podporz4dkowanych waznym celom pozflawczp i praktycznym. W

pracy wykorzystano wlaSciwe, nowoczesne metody badawcze, pozwalaj4ce na uzyskanie



wiarygodnych wynik6w, poszerzajqcych wiedzE o biologii jednego z w aznych nowotwor6w

oraz mozliwoSciach wykorzystania grafenu w terapii nowotworowej.

W podsumowaniu powyhszych ocen stwierdzam,2e ocentarrapracaw pelni odpowiada

wlrmogom stawianym rozprawom doktorskim, okreSlon5rm w ustawie z drna 14. marca

2003 r. (zp62ntejszymi zmianami) o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule

naukowynr z zak<resu 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) | przedstawiam Wysokiej Radzie Wydzialu Nauk o

Zwierzgtach Szkoly Gl6wnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie wniosek o

dopuszczenie mgr Slawomira Jaworskiego do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

R6wnoczeSnie, w vznariu wysokich walor6w poznawczych i praktycztyclt badafi,

z$aszam wniosek o wyr62nienie przedstawionej pracy doktorskiej.

Olsztyn, 1.07.2015 r.


