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wykonanej pod kierunkiem Pani dr hab. Marty Grodzik oraz Pani dr Barbary Strojny-Ciesélak

Glejak wielopostaciowy [V stopnia (ang. Glicblastoma multiforme, GBM) jest
najbardziej agresywnym i ztosliwym nowotworem mézgu pochadzacym z komérek glejowych.
Charakteryzuje sig on szybkim tempem wzrostu i intensywnym naciekaniem okolicznych
tkanek mézgu, co czyni jego leczenie bardzo trudnym. Terapia glejaka wielopostaciowego IV
stopnia obejmuje chirurgiczne wusuniecie guza, jedli jest to mozliwe, radioterapie
i chemioterapig. Niestety, ze wzgledu heterogeniczny charakter guza i jego opornoéé na
stosowane terapie, wyleczenie jest praktycznie niemoiliwe, a $redni czas przeiycia pacjentow
jest zwykle ograniczony. Nowotwdr ten stanowi ciagle powazne wyzwanie dla medycyny
i weig? wymaga badan i opracowania innowacyjnych terapii, aby zwiekszy¢ szanse na skuteczne
leczenie tak agresywnej choroby. Przedstawiona do oceny praca doktorska bardzo dobrze
wpisuje sig w ten wazny kierunek badawczy. Autor w ramach prowadzonych eksperymentéw
zbadaf wptyw ptatkow grafenu oraz zredukowanych tlenkéw grafenu na toksycznosé, szlaki
aktywacji apoptozy, cykl komdrkowy, sygnalizacje zwigzana z funkcjonowaniem blony
komérkowe] oraz modulacje mechanizméw adhezji i migracji. Badania biologiczne in vitro
zostaly wykonane na glejakowych komérkach nowotworowych U87 oraz poréwnawczo
na komérkach prawidtowych Hs5.

Przedstawiong do oceny rozprawe doktorskg stanowi cyk! 3 opublikowanych
w czasopismach z listy filadelfijskiej i powigzanych tematycznie artykutow naukowych. Wyniki

prac badawczych zostaly zamieszczone w renomowanych czasopismach naukowych jak



International Journal of Molecular Sciences, czy tez Materials, w latach 2018-2022. Sumaryczny
wspotczynnik IF tych prac wynosi powy?ej 14, natomiast liczba punktow wg. MEIN 420.
Doktorant jest pierwszym autorem we wszystkich trzech publikacjach, co swiadczy o jego
istotnym wktadzie w prowadzenie badan. Na podstawie zataczonych odwiadczen
wspétautordw publikacji, Doktorant byt odpowiedzialny za projektowanie i wykonywanie
doswiadczen, jak rowniez opracowywanie wynikdéw i przygotowanie manuskryptéw. Jego
procentowy udziat w kazdym artykule byt wysoki i wynosit odpowiednio 64, 70 oraz 71%.

Praca doktorska Pana mgr Jarostawa Szczepaniaka podzielona zostata
na 6 zasadniczych czesci: wstep teoretyczny, hipoteze badawczg, cel i zakres pracy, metodyke
badan, oméwienie wynikéw prac eksperymentalnych oraz podsumowanie i wnioski.
Dysertacja zawiera takie streszczenia zarowno w jezyku polskim, jak i angielskim oraz
alfabetyczny wykaz stosowanych skrotow. Manuskrypt konczy zestawienie bibliograficzne,
98 pozycji pismiennictwa, wigkszo$¢ z ostatnich lat. Dodatkowo dotaczono kopie cyklu prac
stanowigcych podstawe pracy doktorskiej oraz odwiadczenia wszystkich wspdtautorow
dotyczace ich wkiadu w powstanie publikacji. Przedstawione w cyklu prace majg charakter
interdyscyplinarny i powstaty we wspdtpracy z Instytutem Mikroelektroniki i Fotoniki
w Warszawie (Sie¢ Badawcza tukasiewicz) oraz Wydziatem Medycyny Weterynaryjnej
jednostki macierzystej. Badania zostaly przeprowadzone w ramach realizacji prestizowego
grantu NCBIR — LIDER. Takie podejscie ukazuje dojrzatos¢ Doktoranta oraz gotowos¢ do
wspdtpracy naukowej z réinymi zespotami w celu znalezienia optymalnych rozwigzan dla
badanego problemu.

We wstepie teoretycznym Doktorant opisuje réznice strukturalne miedzy grafenem,
tlenkiem grafenu oraz zredukowanym tienkiem grafenu i wynikajace z nich wtasciwosci,
a nastepnie omawia dotychczasowe préby wykorzystania materiatéw weglowych w leczeniu
glejaka wielopostaciowego. Autor zwraca tez szczegdlng uwage na obecnos¢ grup tlenowych
w pochodnych grafenu, ktére moga prowadzi¢ do zaktécenia szlakéw sygnatowych w blonie
plazmatycznej badZ tez oddzialywal bezposrednio ze strukturami odbierajacymi sygnaty
elektryczne jak np. kanaftami jonowymi. Ponadto, Doktorant koncentruje sig na rozroznieniu
procesdw migracji i inwazyjnosci oraz wptywdéw na nie ztozonych proceséw komdrkowych i
molekularnych. Rozdziat ten napisany jest poprawnie, jezykiem zwiezlym i zrozumiatym,

wskazuje na dobrg znajomosc tematyki badan.



W kolejnej czesci pracy Doktorant jednoznacznie precyzuje nadrzedny cel projektu,
ktorym byto zbadanie i poréwnanie wplywu wybranych form alotropowych wegla na
toksycznosc komorek nowotworowych glejaka IV stopnia oraz zwigzany z tym szlak aktywacji
apoptozy, dzialanie szlakow komdérkowych w blonie komodrkowe] oraz modulacje
mechanizméw adhezji. Zakres pracy zostaf przedstawiony jasno i klarownie.

W czesci ,Metodyka badan” Kandydat w sposdb szczegdiowy opisuje doswiadczenia
laboratoryjne oraz stosowane analizy. Na szczegéine podkreslenie zastuguje zastosowanie
szeregu roiznych metod analitycznych oceniajacych morfologie i wielko$é materiatéw
weglowych. Wiasciwosci fizykochemiczne byly badane m.in. za pomocy transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM), skaningowej mikroskopii elektronowej, rentgenowskiej
spektroskopii fotoelektronowej (XPS), mikroskopii konfokalnej, spektroskopii Ramana
i w podczerwieni (FTIR), analizy elementarne] i innych technik. Swiadczy to o szerokiej wiedzy
chemicznej Doktoranta. Ponadto, Doktorant wykazat sie réwniez duzym doswiadczeniem
w dziedzinie biologii przeprowadzajac wiele eksperymentéw in vitro na komérkach
nowotworowych U87 oraz prawidtowych Hs5. Opis metod badawczych stanowi doskonaty
dowdd na doglebnag znajomos¢ zagadnienia oraz perfekcyjne opanowanie warsztatu
badawczego. Kaidy opis doswiadczenia poprzedza jego cel, w zwiazku z tym prezentowane
w ten sposob, nawet skomplikowane informacje, sg zrozumiate i przystepne dla czytelnika.

Gtowne wyniki prac eksperymentalnych zostaty opracowane szczegdtowo i precyzyinie.
Doktorant przedstawit obszerng i wnikliwg analize tematu. W badaniach fizykochemicznych
form alotropowych wegla wykazaf rdznice w zawartosci tlenu ze wzgledu na obecnos¢ réznych
grup funkcyjnych, a takie réznice w przewodnosci, ktdre warunkujg szczegdlne wiasciwosci
biologiczne tych materiatéw. Eksperymenty cytotoksycznosci z wykorzystaniem testéw MTT
oraz czerwieni obojetnej Neutral Red (NR) pokazaly, ze ptatkami najbardziej obnizajacymi
zywotnos¢ kamorek sg rGO/TUD (tienek grafenu redukowany dwutlenkiem tiomocznika), zas
tymi ktdre najlepiej przylegaty do btony komérkowej glejaka byty rGO/ATS (tlenek grafenu
redukowany tiosiarczanem amonu) oraz rGO/TUD. W obserwacjach morfologii komérek
traktowanych badanymi materiatami weglowymi Doktorant nie zauwazyt $ladéw platkow
wewnatrz komdrek, co oznacza ze nie ulegaly one internalizacji. Jest to najprawdopodobniej
zwigzane z rozmiarem grafenu i zredukowanych form tlenku grafenu. Najwyiszy odsetek
komorek w péinej apoptozie Autor zaobserwowat w grupie traktowanej ptatkami grafenu

(GN/ExF). Wykazat on réwniez, ze wszystkie badane materialy obnizajg potencjat biony
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mitochondrialnej na podobnym poziomie, potwierdzajac aktywacje szlaku apoptozy zaleinej
od mitochondridéw. Wptyw zastosowanych materiatow na ekspresje gendw kanatdw jonowych
zaleznych od napiecia byt znaczacy, ale nie jednoznaczny. Doktorant udowodnit, ze formy
grafenu i jego pochodnych mogg wptywac na ekspresje receptorow zewngtrzkomorkowych
(uPar, CD105) znacznie obnizajac ich ekspresje, wspomagajac przez to wzrost adhezji komérek
nowotwarowych, a w konsekwencji mogg prowadzi¢ do zmniejszenia ich migracji. Autor
wykazat spadek ekspresji B-kateniny oraz FAK na poziomie biatka po potraktowaniu rGO/ATS
oraz rGO/TUD, co moze przyczynié sie do zmniejszenia inwazyjnosci komdérek nowotworowych.

Przedstawiona do oceny praca stanowi wyczerpujace irodio informacji dotyczace
prowadzonych badan. Doktorant wykazat sie gleboka znajomodcia tematu, doskonatym
opanowaniem technik badawczych oraz umiejetnoscig analizy i interpretacji wynikow. Wnioski
sq bardzo dobrze sprecyzowane, co stanowi tez wyzwanie przy opracowywaniu tak obszernego
materiatu. Przeprowadzone badania sugeruja, ze materiaty weglowe majg ogromny potencjat
biologiczny, jednakze mechanizmy ich dziatania sg nadal niejasne.

Reasumujac, praca doktorska jest niezwykle wartosciowa i bez watpienia wnosi istotny
wkiad w rozwdj badan nad glejakiem wieclopostaciowym [V stopnia. Moze przyczynic sie do
opracowania efektywnych strategii terapeutycznych w walce z tak cieikg i nieuleczalng
chorobg nowotworowa.

Prace mgr Jarostawa Szczepaniaka oceniam wysoko, jednakie ze wzgledu na petniong
funkcje recenzenta, po dogltebnym zapoznaniu sie z dysertacjg nasuwajg mi sie pewne sugestie
i pytania:

1. W ,Metodyce badan” punkt 6.1 Materialy grafenowe, Autor przedstawia zdjecia TEM
ptatkdw grafenu i zredukowanych tlenkow grafenu. Podpis Ryciny 1 jest prawidiowy
natomiast w tekscie powyzej zdjeé, koleinos¢ wymienianych materiatéw weglowych nie
zgadza sig z faktyczna kolejnoscig przedstawionych zdjef, co moze powodowaé
zamieszanie w umysle czyteinika.

2. W Tabeli nr 2 podsumowywujacej najwazniejsze wyniki prac eksperymentalnych czesé
wymienianych doswiadczeri wpisana jest w jezyku angielskim jak np. Neutral Red,
Human Receptor Antibody Array. Wydaje mi sie, ze warto bytaby zachowac jednolitosc
jezykowa w catej Tabeli.

3. Szczegdlng mojg uwage zwraca Daswiadczenie nr ll, w ktérym Doktorant bada wplyw

materiatéw weglowych na zywotno$é komdarek giejaka IV stopnia U887 jak i
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prawidfowych Hs5. Wydawatoby sie logicznym, aby wyniki testdéw MTT oraz NR byly
podobne, czy tez wskazywaly na najbardziej cytotoksyczng cdmiane alotropowa wegla.
Wg testu MTT najbardziej efektywnym materiatem weglowym jest rGO/TUD, podczas
gdy w przypadku eksperymentu z zastosowaniem czerwieni obojetnej najbardziej
toksyczny jest rGO/ATS. Jak mozna wyttumaczyé az takie réznice? Moze warto bylo
wykona¢ jeszcze dodatkowe testy cytotoksycznosci albo sprawdzi¢ czy badane
nanomaterialy wchodzg w interakcje z substratami wyzej wymienionych testéw
cytotoksycznosci?

Drugie moje pytanie dotyczace wynikow tego eksperymentu zwigzane jest z testem z
czerwienia obojetng. Doswiadczenie to wykazato podobng toksyczno$é zaréwno
wzgledem komorek nowotworowych jak i prawidtowych, podczas gdy wyniki z testu
MTT dowiodty, ze komérki prawidtowe sg bardziej oporne na testowane nanostruktury.
Czy mozemy tutaj méwic o jakiejkolwiek selektywnosci w stosunku do glejaka? Czy
istniejg realne szanse na zastosowanie tej terapii u pacjentow?

4. Gtownie w rozdziale ,Metodyka badan” pojawiaja sie drobne literdwki zwiazane z
odmiang wyrazdw, jednakze nie umniejsza to wartosci pracy.

5. Szkoda, ze Doktorant nie umiescit w pracy spisu wszystkich swoich publikacji, w kt6rych
jest wspotautorem, czy tez prezentacji konferencyjnych, stanowiacych petny dorobek
naukowy. Opublikowanie artykutéw w czasopismach o wysokim IF jest warte
wspomnienia.

Podsumowujac uwazam, ie przedstawiona do recenzji praca doktorska speinia
wymagania okreslone w art. 187 ust, 1i 2 ustawy 2 dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyiszym i nauce (t.j.: Dz. U. z 2023 r. poz. 742). Rozprawa doktorska prezentuje ogéing
wiedze teoretyczng kandydata w dyscyplinie oraz umiejgtnosé samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej. Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, oryginaine rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikéw wiasnych badan
naukowych.

Whioskuje o dopuszczenie mgr Jarostawa Szczepaniaka do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego,



Z uwagi na bardzo wysoki poziom merytoryczny podjetych badan oraz biorgc pod uwage
istotng z punku naukowego tematyke rozprawy wnosze rowniez do Rady Dyscypliny Nauki
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