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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. Bartlomieja Dabrowskiego
pt. ,.Badania nad wnikaniem utlenionego grafenu do komoérek ssaczych”
wykonanej w Katedrze Biotechnologii Medycznej,
Wydziaha Chemicznego, Politechniki Warszawskiej,
pod kierunkiem Pana Prof. dr. hab. inz. Zbigniewa Brzoézki

oraz Pani dr inz. Agnieszki Zuchowskiej (promotora pomocniczego)

Przedstawiona do recenzji praca doktorska dotyczy badania wptywu
rozmiaru platkéw utlenionego grafenu (GO) i utlenionego grafenu
inkubowanego z ludzka surowicg na efektywnosé ich wnikania do komérek
ssaczych. W szczegdlnosci, Pan mgr inz. Bartlomiej Dabrowski podjat
sie scharakteryzowania wybranych frakcji utlenionego grafenu, badania ich
wplywu na zywotno$é i aktywno$¢ metaboliczng komoérek, badania
efektywnoéci wnikania utlenionego grafenu do komdrek i jego
wewnatrzkomorkowej lokalizacji. Glownym modelem badawczym byta
ludzka nowotworowa linia komérkowa niedrobnokomoérkowego raka pluc
(A549), prawidtowe komorki ptuc (LL24) oraz ludzkie komérki srédbtonka
zyty pepowinowej (HUVEC) hodowane w sposob standardowy oraz przy
uzyciu mikrosystemu Cell-on-a-Chip. Badania wpisuja si¢ w cykl badan
prowadzonych w Katedrze Biotechnologii Medycznej, w grupie Profesora
Zbigniewa Brzozki, w ktérej Doktorant wykonywat swoja prace
eksperymentalna.

Uzyskane 1 zaprezentowane w rozprawie wyniki badan poszerzaja

naszg wiedze na temat wiasciwosci biologicznych utlenionego grafenu,
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oddziatywania GO z réznego typami komorek (komoérkami nablonka, $rodblonka, fibroblastami,
komorkami nowotworowymi i prawidtowymi) i efektywnosci procesu wnikania GO do komérek
pomagajac w lepszym zrozumieniu tego zjawiska w warunkach blizszych warunkom i vivo poprzez

zastosowanie modelu komdrkowego opartego o technologie Cell-on-a-Chip.

Ocena formalno-redakeyjna pracy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska napisana jest w jezyku polskim 1 liczy lacznie
145 stron, 62 rysunki i 11 tabel. Rozpoczyna si¢ Streszczemiami w jezyku polskim i angielskim.
Nastepnie jest Spis tre§ci. Rozprawa podzielona jest na cztery czesci. 1 Cze$¢ literaturowa, liczy 37
stron i podzielona jest na 5 gldéwnych rozdzialéw oraz 17 podrozdziatow. II Czesé doswiadezalna, liczy
83 strony i zawiera 3 rozdzialy oraz 52 podrozdziaty. III Cze¢$¢ stanowi Podsumowanie i wnioski
koncowe (2 strony), a IV Cz¢$¢ Bibliografia (10 stron) zawiera 120 pozycji literatury naukowe;.
Rozprawa doktorska konczy sie Podzigkowaniami i Dorobkiem Naukowym Doktoranta.

Styl pracy jest bardzo dobry, chociaz w tekscie zdarzajg si¢ literowki 1 bledy gramatyczne
(np. str. 11, linia 13: ,,rdznic sie” zamiast ,,r6znic¢”; str. 13, linia 6 od dotu: ,.kowalencyjne modyfikacje”
zamiast ,,modyfikacje”; str. 15, linia 7: ,,przeczepione” zamiast ,,przyczepione™; str. 31, linia 14 od dotu:
brak spacji miedzy liczba i jednostka; str. 37, linia 2: ,,ocienilo” zamiast ,,ocenili”; str. 56, linia 16:
Lrezazuryny” zamiast ,resazuryny” (takze linia 18); str. 56, linia 17: ,,rezasuryny” zamiast ,,resazuryny’’;
str. 61, linia 1:,,jedynie za przy pomocy* zamiast ,.jedynie przy pomocy"; str. 63, linia 2: ,,ocenionow”
zamiast ,,oceniono™; str. 66, linia 10 od dotu: ,,CH2” zamiast ,,CH>” (rowniez na Rys. 21); str. 76,
linia 3 od dohu: ,,g0” zamiast ,,GO”; str. 77, linia 11: ,postuzono platkami GO” zamiast ,,postuzono
si¢ platkami GO™). Na Rysunkach 22 i 23, intensywno$¢ sygnatu widm Ramana powinna
byé w jednostkach umownych [j.u.], a na Rys. 22 jednostka liczby falowej powinna by¢
sformatowana i wynosi¢ [cm™].W pracy dostrzezono takze angielskie nazwy/skroty, ktére maja
odnosniki w jezyku polskim np. ,, TrypanBlue” mozna byloby zastgpi¢ polska nazwa ,.blekit trypanowy”,
skrét ,.h” — ,.godz.”.

Podsumowujac, cheiatabym stwierdzié, ze praca wyrdznia si¢ wysokim poziomem naukowym,
a przytoczone powyzej drobne bledy redakcyjne nie majg wplywu na wysoka wartos¢ merytoryczng
pracy oraz na odbior i zrozumiatos¢ calej rozprawy. Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska

od strony formalnej nie budzi moich zastrzezen.



Ocena merytoryczna

I Czes¢ literaturowa ma charakter teoretyczny i zostaly w niej oméwione gféwne zagadnienia
skladajace si¢ na problem badawczy podjety w rozprawie doktorskiej. W pierwszym rozdziale
zatytulowanym Wstep, Doktorant podkreslit shusznos¢ wyboru tematyki swojej pracy. W kolejnych
rozdziatach i podrozdziatach, Pan mgr inz. Barttomiej Dabrowski przedstawil aktualny stan wiedzy
dotyczacy wiasciwoséci 1 zastosowania utlenionego grafenu w badaniach biomedycznych. Podat
przyklady wykorzystania GO w terapiach: genowej i fotodynamicznej, chemioterapii 1 teranostyce.
Zostaly zdefiniowane procesy tj. endocytoza i jej typy, makropinocytoza, fagocytoza. W pracy
zostaty przedstawione typy hodowli komorkowych oraz zostaly podniesione glowne kwestie
zwigzane m.in. z wplywem typu komorki, rozmiaru ptatkéw i modyfikacji powierzchni GO
na wnikanie nanomateriatu do komorek.

W II CzeSci doSwiadczalnej, w rozdziale pierwszym, zostal jasno 1 precyzyjnie
sformutowany cel pracy, ktéry Doktorant konsekwentnie realizowal odpowiadajac na nastepujace
pytania:

1. Czy wielkos¢ ptatkow utlenionego grafenu ma wptyw na efektywnos¢ jego wnikania do komoérek
ssaczych?
2. Czy kontakt utlenionego grafenu z surowica ma wplyw na jego efektywnos¢ wnikania
do komorek ssaczych?
3. Czy efektywnos¢ wnikania utlenionego grafenu do komérek ssaczych zalezy od typu komoérek?
4. Jaka jest wewnatrzkomoérkowa lokalizacja utlenionego grafenu po wniknigciu do komorek?
W nastepnym rozdziale zatytutowanym Materiaty i metody badan, podzielonym na 7 podrozdziatow,
przedstawiono m.in. liste aparatury pomiarowej, drobnego sprz¢tu laboratoryjnego, linii komdrkowych
i odczynnikow, ktére Doktorant stosowatl w m.in. hodowli komdrkowej, inkubacji ptatkéw utlenionego
grafenu z surowicg krwi, przy okresleniu cytotoksyczno$ei GO i efektywnosci wnikania GO do komorek
czy opracowaniu mikroukiadu przeptywowego. Zastosowane metody zostaly poprawnie dobrane
do zatozonego celu. Poszczegolne procedury pomiarowe uzyte w pracy laboratoryjnej zostaly opisane
w sposdb wystarczajgco szczegbélowy. W Rozdziale trzecim, zatytulowanym Wyniki, Doktorant bardzo
szczegdtowo przedstawit wyniki swoich badan wraz z dyskusja i wnioskami wyciagnigtymi na podstawie
uzyskanych wynikéw. Pan mgr inz. Bartlomiej Dgbrowski przeprowadzit szereg eksperymentow
majacych na celu charakterystyke otrzymanych frakcji GO, oceng wptywu GO na aktywnosé
metaboliczng 1 zywotno$é komérek A549, LL24, HUVEC, oceng¢ wnikania GO do komérek i badanie
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lokalizacji ~ wewnatrzkomérkowej GO~ w  standardowych  hodowlach  komérkowych
oraz w mikrosystemach przeptywowych typu Cell-on-a-Chip.

W III Czesci rozprawy doktorskiej zatytulowanej Podsumowanie i wnioski koncowe,
Pan mgr inz. Barttomiej Dabrowski podsumowujac wyniki swoich doswiadczen poprawnie sformutowat
ostateczne wnioski, wymienit elementy nowosci naukowej i wskazat na dalsze mozliwe kierunki badan.
Na szczegolne podkreslenie zastuguje, wedtug recenzenta, wykorzystanie w badaniach mikroukiadu
przeptywowego, w ktorym warunki hodowli komérek zblizone sg do warunkow in vivo.

IV Czeéé doktoratu, Bibliografia, obejmuje dobrze dobrane i odpowiadajace zagadnieniom
poruszanym w poszczegdlnych rozdziatach i podrozdziatach rozprawy doktorskiej artykuly naukowe
1 jedna pozycje ksigzkowa.

Na koncu rozprawy Doktorant zatgczyl swdj Dorobek Naukowy. Wynika z niego,
ze zainteresowania naukowe Pana mgr. inz. Barttomieja Dabrowskiego wykraczaja takze poza tematyke
rozprawy doktorskiej. Cztery publikacje, ktorych tematyka nie byta zwigzana z pracg doktorska swiadcza
o aktywnosci badawczej Doktoranta. W trzech publikacjach Pan mgr inz. Barttomiej Dabrowski jest
pierwszym autorem, co $wiadczy o bardzo duzym zaangazowaniu w badania opisane
w publikacjach. Doktorant jest wspotautorem acznie 7 publikacji naukowych, beneficjentem Zespotowej
nagrody Rektora PW oraz uczestniczyt w miedzynarodowej konferencji naukowej Biosensors 2020.

Kazda praca naukowa, takze rozprawa doktorska Pana mgr. inz. Bartlomieja Dabrowskiego,
otwiera kolejne watki dyskusji. Po przeczytaniu pracy nasuwaja si¢ pewne pytania.

1. Na str. 56, Doktorant napisal: ,,Intensywnos$¢ fluorescencji resazuryny jest miarg aktywnosci
metabolicznej komorek™.

Resazuryna jest aktywnym, nietoksycznym skiadnikiem odczynnika alamar Blue, zwigzkiem

prawie niefluorescencyjnym w kolorze niebieskim. Po wniknigciu do zywych komorek jest

redukowana do rézowego, silnie fluorescencyjnego zwigzku rezorufiny. W zwiazku z tym, skoro
test okresla aktywno$¢ metaboliczng zywych komorek zdolnych do przeksztatcania resazuryny

w rezorufing czy nie lepiej byloby napisa¢, ze ,,Intensywnos¢ fluorescencji rezorufiny powstatej

po redukeji resazuryny jest miarg aktywnosci metabolicznej komérek™?

2. Na Rysunkach 24-26 jest przedstawiona zalezno$¢ aktywnosci metabolicznej komorek
(odpowiednio dla linii A549, 1124, HUVEC) od czasu inkubacji z frakcjami GO (0, 48, 72
godz.). Jednostka aktywnosci metabolicznej przedstawiona na wykresach to [u.]. Czy Doktorant
mial na my$li jednostki umowne [j.u.] uzywane w spektroskopii do wyrazania intensywnosci
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fluorescencji? Na przedstawionych wykresach pokazane sa wyniki zaréwno dla kontroli
jak i préb badanych czyli Doktorant obserwowat w tym przypadku intensywnos¢ fluorescencji
rezorufiny powstatej po redukcji resazuryny przez metabolicznie aktywnie komorki?

Ll

Na str. 57 Doktorant napisat, ze ,,Wptyw badanego materialu na aktywnos¢ metaboliczng
komoérek oceniono poprzez poréwnanie intensywnosci fluorescencji probki do intensywnosci
fluorescencji kontroli mierzonych tego samego dnia”. Na Rysunkach 34-36, przedstawiona jest
zalezno$¢ aktywnosci metabolicznej komérek (odpowiednio dla linii A549, LL24, HUVEC)
dla réznych stezefi inhibitoréw szlakdéw endocytozy. Jednostkg aktywnosci metabolicznej jest
[% kontroli]. Czy nie lepszym rozwigzaniem bytoby wprowadzenie znormalizowanej/relatywnej
wartosci na osi Y, zeby nie budzi¢ watpliwosci w jaki sposob wyniki sa przedstawiane?

4. Na Rysunkach 24 i 25 pokazana jest analiza statystyczna, ale brakuje wymienienia
zastosowanego testu statystycznego i poziomu istotnosci w legendzie Rysunkow.

Powyzsze pytania majg charakter dyskusyjny i nie umniejszaja mojej oceny recenzowanej pracy.

Podsumowujac te czgsé recenzji, bardzo wysoko oceniam warto$¢ merytoryczng recenzowanej
rozprawy doktorskiej] i poziom naukowy uzyskanych wynikéw, ktére byly efektem dobrze
zaplanowanych i poprawnie wykonanych eksperymentéw. Doktorant osiagnat swdj cel. Zakres badan
realizowany- przez Pana mgr. inz. Bartlomieja Dgbrowskiego w ramach pracy doktorskiej
ma charakter nowatorski i charakteryzuje si¢ interdyscyplinarnym ujeciem badanego problemu.
Otrzymano interesujgce wyniki, ktore poszerzaja wiedze na temat efektywnosci wnikania roznej
wielkosci platkéw utlenionego grafenu bez Ilub z zaadsorbowanymi skiadnikami surowicy
do komoérek ssaczych. Wnosza istotny wkilad w bardzo wazny obszar badan ukierunkowany
na opracowywanie m.in. efektywnych terapii przeciwnowotworowych wykorzystujacych nanomateriaty
jako nosniki lekoéw, ktére moga zosta¢ wykorzystane w przysziosci w praktyce klinicznej.
Na szczegdlne podkreslenie zastuguje, wedlug recenzenta, réwniez wykorzystanie ukladow
mikroprzeptywowych do prowadzenia hodowli komodrek w formie monokultur i kokultur

oraz badanie lokalizacji wewngtrzkomo6rkowej utlenionego grafenu w warunkach przeptywowych.

Whiosek koncowy
Biorac pod uwage warto$¢ merytoryczna rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. Bartlomieja
Dabrowskiego stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska spetnia kryteria stawiane kandydatom
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ubiegajgcym si¢ o stopien naukowy doktora okres$lone w Ustawie. Przedstawiona do oceny praca
doktorska prezentuje o0gOlng wiedze teoretyczng Doktoranta w dyscyplinie oraz umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Pan mgr inz. Bartlomiej Dabrowski zaproponowat
1 rozwigzal problem naukowy o niezwykle istotnym z punktu widzenia spolecznego znaczeniu.
Otrzymane przez Doktoranta wyniki maja duzy potencjat poznawczy i aplikacyjny. Na podkreslenie
zashuguje rowniez imponujacy rozmiar zrealizowanej pracy zwigzanej z hodowlg komorek,
opracowywaniem mikrosystemow przeptywowych, pomiarami fizykochemicznymi 1 spektroskopowymi
oraz obrazowaniem mikroskopowym. Swiadczy to o doskonalym opanowaniu przez Doktoranta

szerokiego zakresu nowoczesnych metod badawczych.

W zwigzku z przedstawiona wyze] pozytywna oceng catej pracy doktorskiej wnosze do Rady
Naukowej Dyscypliny Biotechnologia Politechniki Warszawskiej o  dopuszczenie

Pana mgr. inz. Bartlomieja Dabrowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na oryginalng, wazng spolecznie i aktualng tematyke badawcza, elementy nowosci
naukowej, interdyscyplinarne ujecie badanego problemu, mozliwosé bardziej efektywnego
opracowywania nanomateriatow do zastosowania w medycynie oraz catkowity dorobek Doktoranta
poparty publikacjami o =zasiegu miedzynarodowym, zglaszam Radzie Naukowej Dyscypliny

Biotechnologia Politechniki Warszawskiej wniosek o wyréznienie niniejszej rozprawy.
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