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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Aleksandry Szuplewskiej pt.” Badanie
aktywnosci biologicznej i potencjalnych wtasciwosci przeciwnowotworowych

dwuwymiarowych materiatéow z grupy MXene”

Przedstawiona do recenzji praca zostata przygotowana w formie spdjnego tematycznie cyklu 9 prac
naukowych. Badania sktadajgce sie na doktorat Pani Aleksandry Szuplewskiej zostaty przeprowadzone w
Katedrze Biotechnologii Medycznej na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej pod kierunkiem Prof.
dr. hab inz. Michata Chudego. Praca zostata opatrzona autoreferatem, w ktérym Doktorantka wprowadza
Czytelnika w tematyke pracy, przedstawia cel i formutuje hipotezy, ktére weryfikowata w ramach

prowadzonych badan.

Tematyka pracy doskonale wpisuje sie w problematyke najnowszych badan nad biologicznym
wykorzystaniem materiatéw 2D w medycynie. Jest to dziedzina bardzo mtoda zwazywszy na fakt, ze materiaty
z grupy MXenes, ktére sg przedmiotem badan prowadzonych przez mgr Aleksandre Szuplewska, zostaty
opisane po raz pierwszy w publikacji Gogotsi i wsp. w roku 2011. Unikalne witasciwosci tych zwigzkdéw
pozwalajg na niezwykle szerokie ich wykorzystanie w biomedycynie m.in. do celéw diagnostycznych, jako
materiaty o witasciwos$ciach przeciwbakteryjnych, jako biosensory czy nawet w inzynierii tkankowe;j.
Niewatpliwe jednak to wtasnie potencjat przeciwnowotworowy, zwtaszcza zwigzany z uzyciem ich w terapii

fototermicznej budzi ogromne nadzieje na przysztosc.

W ramach rozprawy doktorskiej autorka zatgczyta 8 publikacji eksperymentalnych oraz jedng prace
przeglagdowa. Prace sg wieloautorskie. Mgr Aleksandra Szuplewska jest pierwszym autorem w dwéch pracach
eksperymentalnych oraz w jednej pracy przeglagdowe]j. W pozostatych publikacjach jest drugim (4 publikacje)
lub trzecim (2 publikacje) autorem. Wszystkie artykuty zostaty opublikowane w czasopismach o wysokim
wspotczynniku oddziatywania (IF od 14.343 do 3.057, sumaryczny IF 62,395). Udziat doktorantki w
opublikowanych i tworzacych doktorat pracach dotyczyt badan nad wptywem zwigzkdw MXenes na
przezywalnos¢ komérek hodowanych in vitro, indukcje reaktywnych form tlenu, cykl komdérkowy oraz
programowang $Smier¢ komarki. Ponadto mgr Aleksandra Szuplewska brata czynny udziat w opracowaniu
wynikéw oraz przygotowaniu manuskryptéw, co dowodzi jej istotnego zaangazowania w powstawanie prac,
ktorych jest wspotautorem. Fakt ten znajduje potwierdzenie w oswiadczeniach wspétautoréw dotgczonych
do publikacji tworzacych cykl prac bedacy podstawg doktoratu. Tym niemniej w zadnej z publikacji sktadajgcy
sie na cykl prac przedstawionych do recenzji Doktorantka nie byta wiodgcym autorem, czego oczekiwatabym
po doktoracie przygotowanym w oparciu o publikacje. Warto zwrdéci¢ uwage, ze Pani mgr Aleksandra
Szuplewska jest bardzo aktywnym naukowcem o bogatym dorobku, ktéry oprécz ocenianych przez mnie
prac, obejmuje rowniez trzy publikacje, w tym jedng pierwszoautorska, w czasopismach miedzynarodowych,
dwie publikacje ksigzkowe oraz szereg doniesien zjazdowych. W zdecydowanej wiekszosci doniesien

Doktorantka jest pierwszym autorem.
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Gtéwnym celem prowadzonych przez Doktorantke badan byto okresdlenie wtasciwosci cytotoksycznych oraz
potencjalnych wtasciwosci przeciwnowotworowych in vitro nowej rodziny nanokrysztatéw, 2D weglikdw i
azotkdw lekkich metali przejsciowych, gtéwnie tytanu. Aby osiggngé¢ zamierzony cel Doktorantka
sformutowata szes¢ hipotez, ktére poddawata weryfikacji w toku prowadzonych badan. Zaréwno cel badan
jak i hipotezy badawcze sg bardzo jednoznacznie sformutowane i nie pozostawiajg watpliwosci, jakie
problemy naukowe Doktorantka planuje rozwigzaé. Oczywiscie wyznaczenie celu oraz hipotez zostato
poprzedzone analizg zgormadzonej do tej pory wiedzy, ktérg to analize Autorka przedstawita w zwieztej,
cho¢ wyczerpujacej formie we wprowadzeniu umieszczonym w autoreferacie. Na podstawie tego
fragmentu pracy Czytelnik moze zapoznac sie z podstawowymi informacjami dotyczgcymi wykorzystania
MXenes w badaniach biologicznych, gtéwnie zwigzanych z terapig przeciwnowotworowg, ale réwniez
dowiedzie¢ sie, w jakim zakresie badania podjete przez mgr Aleksandre Szuplewska mogg poszerzyé lub

uzupetnié wiedze w tym temacie. W _mojej ocenie jest to bez watpienia niezwykle ciekawe zagadnienie

dlatego w petni rozumiem wybdr tematu i potrzebe realizacji badan, ktérych podjeta sie Doktorantka.

Analizy przeprowadzone w ramach doktoratu przez mgr Szuplewsky zostaty zaplanowane z duzym
rozmachem. W badaniach wykorzystano sze$¢ réznych linii komérkowych, ktdre reprezentowaty zaréwno
komoérki prawidtowe — keratynocyty (HaCaT), fibroblasty (MRC-5) oraz komdrki nabtonkowe gruczotu
piersiowego (MCF-10A), jak i komérki nowotworowe — komarki czerniaka (A375), komérki raka ptuc (A549)
oraz komarki raka piersi (MCF-7). Dzieki tak dobranym liniom mozliwe byto jednoczesne poréwnywanie
wptywu badanych zwigzkéw na komérki prawidtowe jak i nowotworowe, co w zatozeniu stuzyto okresleniu
specyficznosci dziatania nanoptatkdw MXenes nakierowanego na komérki nowotworowe. W tym miejscu,
jako biolog, chciatabym zwrdci¢ uwage, ze zaréwno w autoreferacie jak i w niektdrych publikacjach zostat
zastosowany zbyt duzy skrot w opisie materiatu biologicznego. Nieprawidtowym jest sformutowanie
»,komorki skory”, ,komorki piersi” czy ,komdrki ptuc” w odniesieniu do komadrek prawidtowych. Wszystkie
te narzady majg budowe ztozong a tworzace je komérki pochodza z réznych tkanek. Nalezy réwniez zdawac
sobie sprawe, ze poréownujac, na przyktad, komérki MRC-5 z komérkami linii A549 tak naprawde
poréwnujemy fibroblasty z komdérkami nabtonkowymi, a wiec komérki o réznym pochodzeniu tkankowym.

Warto zatem zachowad odpowiednig precyzje zaréwno w opisie jak i w interpretacji uzyskanych wynikow.

W badaniach in vitro testowano nanokrysztaty 2D weglikéw i azotkdéw lekkich metali przejsciowych.
Uwzgledniajac ich modyfikacje przebadano 15 réznych materiatéw typu MXenes. W kazdym przypadku
przynajmniej cze$¢ badan, gtéwnie dotyczaca okreslenia cytotoksycznosci oraz produkcji RFT, byta
prowadzona w szerokim zakresie stezen. W ramach wykonanych doswiadczen analizowano wptyw
modyfikacji dotyczacych: sposobu syntezy, sktadu chemicznego powierzchni, stechiometrii, obecnosci
okreslonego metalu przejsciowego (niobu lub wanadu), zamiane atomu wegla na inny pierwiastek X w
strukturze oraz zastosowanie terapii fototermicznej na aktywno$é biologiczng MXenes. Do badan
Doktorantka wykorzystata okreslony, podstawowy zestaw technik eksperymentalnych, takich jak
powszechnie stosowany testy zywotnosci komérek - test MTT, barwienie komérek kalceing AM i jodkiem
propidyny, analize poziomu RFT oraz w ograniczonym zakresie analize cyklu komdérkowego, analize
apoptozy oraz potencjatu mitochondriéw. Badania z wykorzystaniem testéw biochemicznych zostaty
wzbogacone o wizualizacje dokonanych za pomocg technik mikroskopowych, gtownie mikroskopii
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skaningowej. Mozna zatem bez watpienia stwierdzié¢, ze badania zostaly odpowiednio zaplanowane, aby

moc zweryfikowacd postawione przez doktorantke hipotezy.

Przeprowadzone przez mgr Aleksandre Szuplewska badania wykazaty, ze:

1. mikropfatki TisC; sg toksyczne dla komdrek i prowadzg do indukcji stresu oksydacyjnego w komdrkach
nowotworowych;

2. mikroptatki TisC, poddane utlenianiu termicznemu sg bardziej toksyczne dla komérek nowotworowych a
termiczne utlenienie powierzchni obniza potencjat prooksydacyjny dwuwymiarowego weglika tytanu. A
zatem mozliwe jest sterowanie cytotoksycznoscig struktur z rodziny MXenes poprzez warunki syntezy i
kontrolowanego utleniania materiatu.

3. Zmiana tadunku powierzchniowego materiatu 2D z ujemnego na dodatni wptywa na obnizenie efektu
cytotoksycznego wzgledem komdrek prawidtowych lecz nie miata wptywu na zywotnos¢ komorek
nowotworowych. Ponadto materiat 2D o dodatnim tadunku powierzchniowym indukuje powstawanie
wiekszej ilosci reaktywnych form tlenu w komérkach nowotworowych przy jednoczesnym braku wptywu na
zywotnosé.

4. Materiaty z grupy MXenes mogg w znaczgcy sposob wptywaé na zdolnos¢ komérki do replikacji materiatu
genetycznego;

5. Witasciwosci bioaktywne dwuwymiarowych weglikéw z grupy MXenes o tym samym skfadzie chemicznym ale
roznej stechiometrii nie réznig sie istotnie;

6. wegliki wanadu wykorzystane do tworzenia struktur 2D charakteryzujg sie duzg cytotoksycznoscig oraz ze 2D
V,C oraz tlenki wanadu (VO,, V,0s) wptywaja na cykl komorkowy;

7. Powlekanie nanoptatkdéw poli-L-lizyng poprawia biokompatybilnos¢ wobec komdrek prawidtowych, wptywa
natomiast na znaczacy spadek przezywalnosci komoérek czerniaka, co wskazuje, ze zmiany tadunku
powierzchniowego i wymiardow przestrzennych ptatka maja istotny wptyw na charakter interakcji pomiedzy
badanymi MXenes a btonami komdrkowymi;

8. Wegliki niobu powlekane poli-L-lizyng wprowadzajg komdrke w stan programowanej Smierci;

9. W przeciwienstwie do weglikdw tytanu i wanadu, wegliki niobu prowadzg do obnizenia poziomu RFT (stres
redukcyjny);

10. Atom X w ograniczonym stopniu decyduje o charakterze oddziatywania miedzy MXenes a komérkami.

Za szczegblnie interesujgce i majace znaczacy potencjat aplikacyjny uwazam wyniki przedstawione w
oddzielnym rozdziale autoreferatu i dotyczgce badan in vitro nad wykorzystaniem zwigzkdw MXenes w
terapii fototermicznej (PTT). W oparciu o dokonang charakterystyke wiasciwosci fototermicznych
doktorantce udato sie wytypowaé dwuwymiarowy weglik tytanu modyfikowany glikolem polietylenowym
jako potencjalnie najbardziej obiecujgcy zwigzek do zastosowania w PTT. Wykazata rowniez, ze materiat ten
w stosunkowo niskim stezeniu wykazuje znaczacg cytotoksycznosé po naswietleniu w stosunku do komarek
czerniaka przy jednoczesnie zachowaniu stosunkowo niskiej toksycznosci do keratynocytow linii HaCaT. Co
ciekawe takie zastosowanie 2D weglika tytanu okazato sie nieskuteczne do selektywnego zabijania komadrek

raka piersi.
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Niestety bardzo bogata w informacje cze$¢ dotyczgca wynikdw nie zostata w autoreferacie spuentowana
syntetycznie sformutowanymi wnioskami, ktére pomogtyby w jednoznacznej ocenie uzyskanych wynikéw. Co
prawda w tekscie znajdujg sie fragmenty, ktére wyrdznione przez doktorantke, stanowig podsumowanie
uzyskanych wynikdw. Mojg one jednak rézny stopien uszczegétowienia oraz sg dosé liczne. Uwazam, ze nie

mogg one zastgpi¢ wnioskdw i prositabym o ich uzupetnienie podczas obrony.

Analizujgc wyniki przedstawione w autoreferacie oraz te zawarte w publikacjach mam kilka uwag

krytycznych.

1. Analiza cyklu komérkowego zostata przeprowadzona w sposéb nieprawidtowy. Przedstawione histogramy
nie mogg stanowi¢ podstawy do okreslenia odsetka komdrek w poszczegdlnych fazach cyklu, co
umozliwitoby wykazania wptywu okreslonego czynnika na proliferacje komadrek. Niestety, trudno jest
jednoznacznie stwierdzi¢ co jest tego przyczyng gdyz opis procedury zwigzanej z barwieniem i pomiarem

w dwéch publikacjach rézni sie dlatego prosze o przedstawienie tej informacji.

2. Mam zastrzezenia do analizy statystycznej uzyskanych wynikéw. Przede wszystkim wiekszosé danych nie
zostata poddana weryfikacji z uzyciem testu statystycznyego (55 wykresdw ogétem w publikacjach — 35
bez analizy statystycznej) lub dane byly przeanalizowane statystycznie, lecz poziom istotnosci
statystycznej nie zostat oznaczony na wykresach tak jak to ma miejsce w pracy Jastrzebska et al., ACS
Sustainable Chemistry & Engineering (2020). Uwazam, ze taka analiza jest szczegdlnie istotna w sytuacji
gdy badajac wptyw okreslonego zwigzku chcemy udowodnic, ze wrazliwosé jednych komodrek jest wieksza
od innych. Dlatego tez nalezatoby poréwna¢ komdrki nowotworowe z odpowiadajgcymi im komdrkami
prawidtowymi (np. HaCaT versus A375 czy MRC-5 versus A549) i dopiero po wykazaniu istotnie
statystycznej réznicy wnioskowac o ukierunkowanym na konkretne komérki dziataniu badanego zwigzku.
Podobnie nalezatoby zrobi¢ gdy poréwnujemy wptyw modyfikacji nanoptatkéw na wtasciwosci
cytotoksyczne tych materiatéw. Wéweczas analizie statystycznej powinno sie poddac wyniki uzyskane na
jednej linii komdérkowej przy zastosowaniu dwdch materiatéw (modyfikowany versus niemodyfikowany).

Prosze o wykonanie takiej analizy dla dwdch wybranych zwigzkdw lub ich modyfikacji i zaprezentowanie

pod czas obrony.

Uwazam, ze bardziej odpowiednig formg analizy danych dotyczacych cytotoksycznosci jest wyznaczenie
krzywej przezywalnosci i okreslenie na jej podstawie dawki 1Cso. Pozwolitoby to na jednoznaczne

wykazanie ewentualnych réznic we wrazliwosci komérek prawidtowych i nowotworowych.

3. Omdédwione w autoreferacie wyniki s3 w pewnych przypadkach nadinterpretowane np. autorka stwierdza
»brak efektu cytotoksycznego mikrofrakcji TisC, wzgledem komodrek prawidtowych skéry i ptuc w catym
zakresie badanych stezen” oraz dalej “znaczacy toksycznosé wobec komarek nowotworowych” (rycina 3),
przy czym obserwowany spadek zywotnosci w komdrkach prawidtowych wynosit do ok. 30% podczas gdy
w przypadku komérek nowotworowych o ok. 40%. Przy tak niewielkich réznicach méwienie generalnie o
braku cytotoksycznosci w stosunku do komdrek prawidtowych oraz znaczgcej toksycznosci w stosunku do

komérek nowotworowych uwazam za nieuzasadnione.
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Réwniez wyciagniecie wniosku tylko na podstawie przeprowadzonego testu MTT, ze obserwowana
wyzsza cytotoksycznosé mikrofrakcji weglikdw tytanu ,wskazywa¢ moze na zwiekszone powinowactwo
materiatu do btony komdrkowe] oraz na zdolno$¢ do efektywnego wnikania do wnetrza komérki i/lub
uposledzenia wymiany substancji odzywczych oraz metabolitéw miedzy komdrka a jej specyficznym

mikrosrodowiskiem” jest absolutnie nieuzasadnione.

4. W badaniach dotyczgcych wtasciwosci pro-oksydacyjnych nanoptatkéw wzrost RFT obserwowano po 24
godzinach, kiedy to cze$¢ komédrek umierata (co potwierdzono testem MTT). Smieré komérek jest
wynikiem znaczacej utraty homeostazy, ktéra zwykle wigze sie z dysfunkcjg mitochondridow oraz stresem
oksydacyjnym. Z tego tez powodu tak dramatyczny wzrost RFT wzgledem kontroli (w niektdrych
przypadkach nawet 2 krotny) po podaniu badanych materiatéw mozna uznaé za skutek a nie koniecznie
przyczyne obserwowanej cytotoksycznosci.

5. W pracy Jastrzebska i wsp. Journal of Hazardous Materials (2017) analiza poziomu RFT wykazata bardzo
duzy wzrost RFT w komdrkach linii A375 po podaniu 2D ptatkéw TisC;, podczas gdy w pozostatych liniach
komadrkowych (prawidtowych HaCaT, MRC5 oraz nowotworowej A549) poziom RFT byt zblizony w kazdym
badanym stezeniu. Z kolei badanie cytotoksycznosci wykazato wiekszg wrazliwos¢ (wyzszg $miertelnosc)
komérek nowotworowych, skfaniajgc autoréw do konkluzji, ze badany materiat jest selektywny w

stosunku do komdrek nowotworowych. Czy zatem biorgc pod uwage zaréwno wyniki z oznaczenia

poziomu RFT jak i cytotoksycznosci uzasadnione jest dos$¢ ogdlne stwierdzenie, ze indukcja RFT jest

odpowiedzialna za cytotoksyczne dziatanie badanych nanoptatkéw ?

6. Watpliwosci budzi rowniez interpretacja badan przeprowadzonych na nanoptatkach modyfikowanych
termicznie. Wynik analizy wskazuje, ze taka modyfikacja prowadzi do zwiekszonej cytotoksycznosci
materiatu przy jednoczesnym obnizeniu zdolnosci do indukcji stresu oksydacyjnego w tych komérkach.
Mgr Aleksandra Szuplewska stwierdza, ze taki spadek poziomu RFT jest skutkiem obnizenia aktywnosci
metabolicznej komdrek po ekspozycji na utlenione ptatki MXenes ktéra wigze sie z obnizeniem zywotnosci
(str.34 autoreferatu), podczas gdy ten sam wynik mozna by zinterpretowac jako brak korelacji pomiedzy
poziomem cytotoksycznosci utlenianego MXenes a indukcjg stresu oksydacyjnego, co w konsekwencji
mogtoby wskazywaé, ze nie zawsze albo nie gtdwnie stres oksydacyjny jest odpowiedzialny za

obserwowane efekty dziatania badanego materiatu.

Powyisze uwagi zawarte przez mnie w punktach (3., 4., 5. i 6.) nie kwestionujg wynikéow uzyskanych w
trakcie realizacji projektu doktorskiego ale majg na celu zwrdcenie uwagi na zbyt ogdlne, czasami nie
poparte odpowiednimi badaniami interpretowanie wynikdéw i wycigganie zbyt daleko posunietych

wnioskow.

7. Ciekawym wynikiem uzyskanym przez doktorantke jest zaobserwowany spadek poziomu RFT w
komarkach poddanych dziataniu weglikéw niobu, podczas gdy wiekszos¢ pozostatych materiatéw MXenes

prowadzity raczej do wzrostu RFT. Jakie mogtoby by¢ wyttumaczenie tego zjawiska ?
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8. Doktorantka przeprowadzita wizualizacje z zastosowaniem mikroskopii skaningowej oddziatywania
nanoptatkéw z komdrkami. Na podstawie takich zdjeé zostat wyciggniety wniosek, ze komérki MCF-7
preferencyjnie internalizujg nanonoptatki 2D Ti,C-PEG. Czy faktycznie mozliwe jest stwierdzenie

internalizacji i to zwiekszonej przy zastosowaniu tej techniki ? Bardzo prosze o wskazanie tego na

odpowiednich zdjeciach, gdyz trudno mi jest zinterpretowac przedstawione wyniki.

Na koniec mam tylko drobng uwage edytorska. Wydrukowanie pracy doktorskiej w tak niewielkim formacie
bardzo znaczgco utrudnia jej czytanie. Publikacje dofgczone do autoreferatu podobnie jak i oswiadczenia
wspotautoréw sg praktycznie nieczytelne. Dokonanie przez mnie recenzji byto mozliwe tylko dzieki

udostepnieniu mi pracy w wersji elektronicznej.

Podsumowujgc, niezaleznie od wyrazonych powyzej uwag krytycznych pozytywnie oceniam prace doktorska
mgr Aleksandry Szuplewskiej. Uwazam, ze wysitek podjety w przeanalizowanie tak duzej liczby materiatow
2D znaczaco wzbogacito wiedze dotyczgcy potencjalnych wtasciwosci przeciwnowotworowych nanopfatkéw.
Uzyskane wyniki stanowig dobry punkt wyjscia do dalszych, pogtebionych badan, ktére bedg mogty znalezé
praktyczne wykorzystanie w terapii. Pozostaje mi tylko mie¢ nadzieje, ze zawarte w recenzji komentarze

okazg sie pomocne przy tworzeniu kolejnych publikacji w tej dziedzinie.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Aleksandry Szuplewskiej spetnia
warunki okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (dz. U. z 2016 r poz. 882). Wnosze zatem do Wysokiej Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie Pani Aleksandry

Szuplewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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