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Recenzja rozprawy doktorskiej zatytutowanej ,,Badania nad wnikaniem
utlenionego grafenu do komaorek ssaczych” napisanej przez Pana mgr inz.
Barttomieja Dgbrowskiego

Recenzje sporzadzono w odpowiedzi na pismo z dn. 10 grudnia 2024r. Pana prof. dr hab. inz. Michata
Chudego, Przewcdniczacego Naukowej Dyscypliny BIOTECHNOLOGIA w Politechnice Warszawskigj,
informujace o powotaniu mnie na recenzenta w przewodzie doktorskim Pana mgr inz. Bartfomieja
Dabrowskiego. Przedmiotem merytorycznej oceny jest przekazana mi z w/w pismem rozprawa
doktorska.

Praca doktorska zatytutowana ,Badania nad wnikaniem utlenionego grafenu do komarek ssaczych”
przedtozona do recenzji w formie monografii, byta realizowana w Katedrze Biotechnologii Medycznej,
na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej przez Pana mgr inz. Bartlomieja Dabrowskiego.
Promotorem rozprawy jest Pan prof. dr hab. inz. Zbigniew Brzdzka, a promotorem pomocniczym Pani
drinz. Agnieszka Zuchowska.

Tematyka badawcza jest zwigzana z poszukiwaniem nowych nosnikdw terapeutykow, ktore bytyby
wykorzystywane w medycynie, zapewniajac selektywne uwalnianie leku lub uzyskiwanie efektu
synergistycznego w terapii. Dotychczasowe wyniki badan nad nosnikami lekdw nie przetozyty sie na ich
praktyczne zastosowanie w medycynie. Utleniony grafen (GO) jest pochodng grafenu bogatg w
tlenowe grupy funkcyjne, posiada duzg powierzchnie wiasciwg i mozliwosci modyfikacji powierzchni,
dzieki czemu moze by¢ potencjalnym nosnikiem lekéw stosowanych w terapii przeciwnowotworowej
czy terapii genetycznej. Wybor tematyki badawczej jest wiec zasadny i ma potencjalne implikacje
biotechnologiczne, medyczne i terapeutyczne. Aby utleniony grafen znalazt zastosowanie w
medycynie jako nosnik lekdw, niezbedne jest zbadanie jego wiasciwosci biologicznych, zwigzanych z
oddziatywaniem GO na komorki, jego drogami wnikania do komdarek, efektami indukowanymi
obecnoscia GO na powierzchni lub wewnatrz komorki, a takie wptywem surowicy jako ptynu
ustrojowego na te wtasciwosci utlenionego grafenu.

Praca doktorska jest oparta na badaniach eksperymentalnych prowadzonych na ludzkich liniach
komorkowych, jednej nowotworowe] - A549 - gruczolakoraka ptuc i dwdch prawidtowych: linii LL-
24, bedacej fibroblastami, wyizolowanymi z ptuc i linii HUVEC, pochodzacej z nabtonka zyty
pepowinowej. Wszystkie linie komorkowe byty komercyjnie dostepne. Modelem badan byty hodowle
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komdérkowe: standardowe 2D i nowatorska hodowla w mikrosystemie Cell-on-a-chip, statyczna i
przeptywowa opracowana do badania wnikania GO do komérek ludzkich.

Monografia pod wzgledem redakcyjnym sktada sig z czterech gtdwnych rozdziatéw, zawartych na 142
stronach pracy. Gtéwne rozdziaty monografii to:

l. Czes¢ literaturowa

Il Czesc doswiadczalna

Il. Podsumowanie i wnioski koricowe

V. Bibliografia

Rozdziaty |-l posiadajg sekwencyjnie utozone podrozdziaty, rozdziat IV — Bibliografia — jest ztozona z
120. anglojezycznych pozycji literaturowych, opublikowanych w latach 1998-2023, powigzanych z
tematyka doktoratu. Pod wzgledem edytorskim uktad pracy odbiega od standardowego schematu.
Podrozdziaty czesci lll — Wyniki, raz zawierajg podsumaowanie i wnioski, innym razem dyskusje i wnioski
lub same wnioski. Monografia zawiera 62 ryciny i 11 tabel, streszczenie, abstrakt anglojezyczny,
informacje o dorobku naukowym Doktoranta i podziekowania.

W informacji o dorobku naukowym Doktoranta na uwage zastugujg trzy anglojezyczne publikacje, ze
wskaznikiem oddziatywania, opublikowane w czasopismach wydawnictwa ELSEVIER w latach 2023-
2024, z pierwszym autorstwem Doktoranta. Dwie publikacje sg oryginalne, jedna jest praca
przegladowa; wszystkie sg spdjne tematycznie i w mojej ocenie mogty by stanowic¢ osiggniecie
naukowe na podstawie monotematycznego cyklu publikacji.

W swojej recenzji odnicse swoje uwagi do poszczegdlnych rozdziatéw monografii. Czesc literaturowa
rozpoczyna sie wyodrebnionym wstepem, ktéry wprowadza do tematyki i charakteryzuje utleniony
grafen i grafen, poréownujgc ich wiasciwosci  fizykochemiczne i wynikajace z nich potencjalne
zastosowania w wielu dziedzinach, zwtaszcza biomedycznych. W dalszej czesci Autor koncentruje sie
na omoéwieniu na podstawie literatury wtasciwosci i zastosowania GO w biomedycynie, poswiecajac
swoje rozwazania hodowli komarkowej, jako modelowi eksperymentalnemu, porownujac hodowle
komdrkowg standardowa w monowarstwie (2D) z hodowlg przestrzenng (3D). Nowatorskim
kierunkiem prowadzenia hodowli jest wykorzystanie mikrosystemoéw przeptywowych do hodowli
komorek , czyli hodowli w mikrosystemie, okreslanej z angielskiego terminem Cell-on-a —Chip.
Otrzymywanie mikrosystemow jest opisane w czesci literaturowej z uwzglednieniem procedur ich
wytwarzania i funkcjonowania. Ten typ hodowli komdrkowej w skali mikro ma zastosowanie w
badaniach prowadzonych w realizacji doktoratu.

Waznym aspektem merytorycznym jest uwzglednienie przez Autora modyfikacji chemicznych
utlenionego grafenu, co zwieksza jego hiokompatybilnosé i dotaczanie lekdw, zwiaszcza tych o
dziataniu przeciwnowotworowym — cytotoksycznym czy antyproliferacyjnym. GO jako nosnik lekéw
moze by¢ wzbogacony o czasteczki, ktére zwiekszajg jego dostarczanie do komdrek docelowych
wykorzystujgc oddziatywanie ligand - receptor, co znajduje implikacje w chemioterapii.

Oprdcz chemioterapii GO znajduje zastosowanie jako nosnik kwasow nukleinowych w terapiach
genowych.

Utleniony grafen moze by¢ zastosowany jako nosnik fotouczulaczy w terapii fotodynamicznej, co
prowadzi do syntezy reaktywnych form tlenu, odpowiedzialnych za stres oksydacyjny i smier¢ komarki,
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co ma szczegolne znaczenie w przypadku komorek nowotworowych i opracowywanych terapii
przeciwnowotworowych.

GO znajduje zastosowanie juz na etapie diagnozowania nowotworu w teranostyce, ktdra taczy
diagnostyke obrazowania roznymi  technikami  obrazowania z jednoczesng terapiag
przeciwnowotworowa. Analizujac wyniki badan eksperymentalnych Doktorant zwraca uwage na
potencjat terapeutyczny i diagnostyczny utlenionego grafenu i perspektywy jego wykorzystania w
medycynie.

Kluczowym aspektem dla aktywnosci GO s3 drogi jego wnikania do komérek - rézne szlaki endocytozy,
makropinocytoza i fagocytoza, wielkos¢ ptatkdw grafenu, jego modyfikacje chemiczne, a takze typ
komérki, do ktorej wnika .

Podsumowujac | rozdziat monografii — Czesc¢ literaturowa - stwierdzam, ze jest on napisany w sposob
zrozumiaty i rzetelny, uwzglednia w opisie informacje merytoryczne wprowadzajagce do czesci
badawczej doktoratu, uzasadniajac celowosé prowadzenia dalszych badan eksperymentalnych nad GO.
Rozdziat Il — Czes¢ doswiadczalna obejmuje:

1. Cel pracy; 2. Materiaty i metody badan; 3. Wyniki.

Autor jako cele szczegdtowe doktoratu, przedstawia pozyskanie wiedzy na temat wnikania utlenionego
grafenu do komorek ssaczych w zaleznosci od wielkosci ptatkdw GO, jego kontaktu z surowica ludzka,
typu komorki — prawidtowa, nowotworowa oraz rodzaju hodowli: standardowa /w mikrosystemie Cell-
on-a —Chip, hodowla statyczna/przeptywowa.

Stwierdza, ze pomimc wielu opublikowanych wynikow badan, zaden nosnik lekdw ani terapia z
uzyciem GO nie przeszta do etapu badan przedklinicznych, co stanowi argument przemawiajacy za
potrzeba i celowoscig prowadzenia badan nad utlenionym grafenem. Nowatorski charakter badan
przejawia sie w wykorzystaniu komérkowego modelu badan opartego na technologii Cell-on-a —Chip
do oceny internalizacji utlenionego grafenu do komdrek ssaczych, co zawarte jest w temacie
doktoratu.

W mojej ocenie pojecie ,komodrek ssaczych” jest nieadekwatne do przeprowadzonych badan z
udziatem trzech wymienionych linii komdérkowych, poniewaz badania byty prowadzone wytacznie na
ludzkich komarkach.

Rozdziat Il — Materiaty i metody — wykazuje szereg niedoprecyzowan;

Zaczynajgc od odczynnikow:

- Surowica ludzka (BIOWEST, ang. Human Serum AB male); czy byfa to surowica inaktywowana
cieplnie, czy byta wolna od LPS?

- Sterylna woda; czy byta to woda destylowana, dejonizowana/demineralizowana?

W czesci opisujacej ,Frakcjonowanie i przygotowanie probek”, ale takze we wszystkich innych
procedurach zwigzanych z wirowaniem zawartych w pracy, predkosci wirowania prébek jest wyrazana
obrotach na minute (RPM) bez uwzglednienia promienia rotora, zamiast parametru

RCFx g, ktéry uwzgledniajacg promien rotora w przedstawianej wartosci i jest wartoscig porownywalng
niezaleznie od typu rotora.

W metodyce opisujgcej inkubacje frakcji GO2 i GO4 z surowicg ludzka brak wskazania temperatury
inkubacji.
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Sekcja ,,Rutynowa hodowla komorkowa" w rozdz. 2.2. jest okresleniem kolokwialnym, nie jedynym w
tej czesci metodyki, medium do hodowli komdrek HUVEC jest opisane: ,,Medium hodowlane komarek
HUVEC: EGM-2, 1 fiolka suplementu dostarczana przez producenta”, gdzie laboratoryjne, potoczne
okreslenie ,fiolka” oznacza zestaw konkretnych suplementéw dodawanych do hodowli komaérek tej
linii.

Kontynuujac omowienie warunkéw hodowli komorkowej, Autor nie uwzglednia nigdzie w opisie
procedur hodowlanych parametru wilgotnosci, co obok temperatury i poziomu CO; jest niezbedne do
prowadzenie hodowli komérkowej.

Metodyka ,,Przygotowanie mikrouktadu do badan” przedstawia sposdb przygotowania sterylnego
mikrouktadu do hodowli komadrkowej; pojecie sterylnosci uktadu jest rownoznaczne w tym przypadku
z odkazeniem alkcholem etylowym o nieckreslone] procentowosci. Taki sposéb przygotowania
naczynia hodowlanego nie oznacza, ze jest ono sterylne i wolne od RNaz, DNaz, RNA, DNA
drobnoustrojéw, co jest zagwarantowane w standardowych, komercyjnych naczyniach do hodowli
komaorkowych.

Sekcja ,,Okreslenie aktywnosci metaboliczne]” zawiera stwierdzenie:

,Intensywnosc fluorescencji rezazuryny jest miarg aktywnosci metabolicznej komorek.” To rezorufina
wykazuje wiasciwosci fluorescencyjne, co Autor zdanie wczesdniej stwierdza.

W te] czesci metodyki, Doktorant w opisie hodowli komdrkowej wskazuje stezenia frakeji GO
stosowane w badaniach jako 501100 pg/ml zawieszone w mediach hodowlanych. Nie okresla, czy jest
to stezenie wyjsciowe, czy koncowe w probce, co ma kluczowe znaczenie dlaz oddziatywania ptatkow,
zwazywszy, ze hodowle byly prowadzone w rdinych objetosciach. Ta uwaga opisu ilosciowego
dotyczy wszystkich procedur badawczych z frakcjami GO. Kolejna uwaga krytyczna, dotyczy braku
opisu powtarzalnosci przeprowadzonych eksperymentéw, praca nie zawiera informacji w ilu
powtorzeniach byty przeprowadzone eksperymenty na kazdej z linii komdrkowych i jaka byta
powtarzalnosc probek w eksperymencie.

W sekcji ,,Ocena zywotnosci komaorek ” brak podania informacji o liczbie zliczanych komarek przy
oznaczaniu ich zywotnos¢ w mikroskopie fluorescencyjnym.

Koriczac recenzje podrozdziatu 2. Materiaty i metody badan, stwierdzam brak sekcji poswieconej
analizie statystycznej wynikdow, stosowanych testach statystycznych , co swiadczy o jakosci i
znamiennosci uzyskanych wynikéw, chociaz pracy wystepuje wartosci SEM i SD w prezentowanych
tabelach, czy wykresach.

Przechedzac do podrozdziatu 3. Wyniki, punkt 3.1.3. rysunek 23 opisany ,Ryc. 23 A) Dekonwolucja
widm Ramana dla probki nieinkubowanej z surowicg. B) Dekonwolucja widm Ramana dla prébki
inkubowanej z surowica. C) Wartosci stosunkédw pasm G i D oraz intensywnos¢ pasma D3 dla obu
probek.” ; w czesci graficzne] A i B przedstawi a intensywnos¢ fluorescencji pochodzacg od pasma D3
dla grafenu inkubowanego i nieinkubowanego z surowicg, co przedstawiajg wartosci liczbowe w
tabeli, bedacej czescig C tej grafiki. Wartosci liczhowe przedstawiajgce intensywnos¢ pasma D3 dla
wymienicnych probek wydaja sie by¢ zamienione.

Doktorant analizujac wptyw surowicy ludzkiej inkubowanej z ptatkami GO, stwierdzit wystepowanie
samoistnych modyfikacji GO w wyniku tych oddziatywan, przeprowadzit badania cytotoksycznosci i
wpltywu GO na aktywnos¢ metaboliczna badanych linii komérkowych. Najbardziej spektakularny
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wydaje sie efekt uzyskany obnizenia aktywnosci metabaliczne] komorek linii nowotworowej A549
inkubowanych z GO4 w pordwnaniu do aktywnos$¢ metaboliczna préby kontrolnej. Rysunek 24
przedstawia aktywnosé komodrek linii A549, posiada naniesione znamiennosci, ale analizowane
statystycznie sg tylko wartosci prébek dla czasu 48h i 72h inkubacji komdrek z GO, brak analizy
statystycznej i jej oznaczen miedzy probkami Oh — 48h, 0h-72h dla GO preinkubowanego i
nieinkubowanego z surowica. Ta uwaga dotyczy tez analizy wynikéw badania aktywnosci
metabolicznej dla komdrek linii LL24 i HUVEC. W przypadku linii HUVEC przedstawione wyniki nie
wykazujg jakiejkolwiek znamiennosci statystycznej.

Dyskutujac uzyskane wyniki w podrozdziale 3.2.3 z danymi literaturowymi i wskazujgc na rozbieznosci
w wynikach badar miedzy zespotami badawczymi, nalezy uwzglednié, ze nawet linia nowotworowa
jest homogenna przez okreslong liczbe pasazy, po tym czasie ulega modyfikacjom, staje sie
heterogenna, dotyczy to réwniez immortalizowanych linii wyprowadzonych z komorek prawidtowych,
co powinno sie brac pod uwage przy planowaniu i prowadzeniu badan na liniach komdrkowych.

Do oceny wnikania GO do komorek badanych linii komdrkowych Doktorant zastosowat metode
cytometrii przeptywowej i FITC jako barwnik fluorescencyjny, znakujacy utleniony grafen. Autor nie
podaje jako liczba komodrek (events) byta zliczana jednorazowo przez urzadzenie, ile bylo
wykonywanych zliczen z jednej probki i ile byfo wykonanych powtdrzen eksperymentu dla
poszczegolnych linii A549, LL-24 i HUVEC. W tabeli 3, tabeli 4 i tabeli 5 przedstawiony jest $redni
sygnat préby do kontroli, nie jest wyjasnione pojecie sygnatu (co przedstawia, jaka wartosc), na
rysunkach 28, 29 i 30 wystepuje jako skrot angielski MFI — srednia intensywnosé fluorescencji. To
powinno by¢ wyjasnione w opisie rysunku.

W podrozdziale 3.3.4 Whniaoski i dyskusja, Doktorant podkresla, ze przeprowadzone badania sg ,jedna
z pierwszych prob cceny jednoczesnego wptywu inkubacji w surowicy i rozmiaréw ptatkdow GO na ich
efektywnosc wnikania do komdérek ssaczych réznigcych sie morfologia, pochodzeniem oraz typem.” Tu
pojecie komarek ssaczych jest podobnie jak w tytule i innych miejscach tekstu monografii bezzasadnie
rozszerzone, bo dotyczy wytgcznie badan na komdrkach ludzkich.

Badania nad cceng mechanizmu wnikania GO do komorek badanych linii komdrkowych w uzyciem
inhibitorow szlakéw, odpowiedzialnych za pobieranie czastek z otoczenia okazaty sie nieznamienne
statystycznie, przyjmujac brak oznaczenia znamiennosci na wykresach w rycinach od 34 do 38. W
opisie tych eksperymentéw brakuje informacji, co stanowito kontrole wzgledem ktérej oznaczano
efektywnosc wnikania utlenionego grafenu do komarek.

Spektakularne sg wyniki badan obrazowych prowadzonych z uzyciem mikroskopu konfokalnego
przedstawiajace lokalizacje frakcji GO w strukturze badanych komdérek linii A549, LL-24 i HUVEC.
Nowatorski charakter badawczy maja eksperymenty prowadzone w monokulturze i kokulturach nad
wnikaniem i lokalizacjg utlenionego grafenu w mikrosystemie Cell-on-a —Chip w trybach ciggtym i
przerywanym . Nalezy zaznaczy¢, ze w warunkach standardowsj hodowli w skali makro prowadzi sie
réwniez hodowle w kokulturze komorkowej i przeciwienstwie do hodowli przeptywowej, ktdrej
przewage nad hodowlg standardowg Doktorant wielokrotnie podkresla w monografii. Ponadto w
hodowli standardowej mozliwe jest badanie produktéw metabolizmu, syntetyzowanych przez komarki
czasteczek lub produktéw egzocytozy w medium komorkowym, co mogtoby byé wykorzystane do
zweryfikowania tezy, czy ptatki GO nie sg wydalane z komdrek na drodze egzocytozy ( Wnioski 3.5.5).
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Poza wymienionymi niedociggnieciami/brakami badawczymi, chciatabym réwniez wspomnie¢ o
drobnych uchybieniach edytorskich, typu btad literowy, powtdrzenie wyrazu, interpunkcja czy
kolokwializmy jak ,zlano”, ,odciggnieto” czy ,zwymiarowano”,  ktdre nie pomniejszajg wartosci
merytorycznej monografii.

Praca doktorska Pana mgr inz. Bartfomieja Dabrowskiego stanowi oryginalne i nowatorskie
opracowanie naukowe tematu badawczego, w ktorym Doktorant przeprowadzit badania
eksperymentalne w modelowych uktadach hodowli komdrkowych linii prawidfowych LL-24, HUVEC i
nowotworowej A549 oraz ich kokulturach, w skali makro i mikro, w specjalnie opracowanym do badan
mikrosystemie. Wyniki tych badan odpowiedziaty na postawione cele badawcze, wykazujg
potencjalne implikacje biomedyczne i kliniczne, w szczegdlnosci onkologiczne, a kontynuowanie
tematyki badawczej moze przyczynic sie do opracowania efektywnego nosnika terapeutykow.

Whniosek koncowy

Rozprawa doktorska Pana mgr inz. Barttomieja Dabrowskiego odpowiada merytorycznym i formalnym
wymogom stawianym do uzyskania stopnia doktora, okreslonym w art. 187 ust.1-4 Ustawy z dnia 20.
lipca 2018 roku - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018, poz. 1668).

W zwigzku z tym, wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Biotechnologia w Politechnice
Warszawskiej o dopuszczenie Pana mgr inz. Barttomieja Dabrowskiego do dalszych etapdéw przewodu
doktorskiego.
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