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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Jarostawa Szczepaniaka

pt. ,.Wybrane materialy grafenowe jako czynniki modelujace szlaki apoptotyczne i

sygnalizacj¢ zewngtrzkomoérkows w komorkach glejaka TV stopnia in vitro”, wykonanej

w Katedrze Nanobiotechnologii, Instytutu Biologii SGGW w Warszawie pod opieka

promotora dr hab. Marty Grodzik, prof. SGGW oraz promotora pomocniczego dr

Barbary Strojny-Cieslak, przedstawionej Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne SGGW w

Warszawie

Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zawiera ogélem 51 ponumerowanych

stron. Oceniang rozprawe stanowia trzy spojne tematycznie, oryginalne prace twércze

opublikowane w latach 2018-2022 w anglojezycznych czasopismach naukowych

indeksowanych przez Journal Citation Reports, ktére Autor zataezyt do rozprawy:

1y

2)

3)

Szczepaniak, I; Strojny, B.; Sawosz Chwalibog, E.; Jaworski, S. Jagiello, T ;
Winkowska, M.; Szmidt, M.; Wierzbicki, M.; Sosnowska, M.; Balaban, J.: et al. Effects
of Reduced Graphene Oxides on Apoptosis and Cell Cycle of Glioblastoma Multiforme.
Int. J. Mol. Sci. 2018, 19, 3939. https:/doi.org/10.3390/1jms19123939 (IF 4,183; 140
pkt.)

Szczepaniak J, Jagiello J, Wierzbicki M, Nowak D, Sobczyk-Guzenda A, Sosnowska
M, Jaworski S, Daniluk K, Szmidt M, Witkowska-Pilaszewicz O, Strojny-Cieslak B,
Grodzik M. Reduced Graphene Oxides Modulate the Expression of Cell Receptors and
Voltage-Dependent Ton Channel Genes of Glioblastoma Muitiforme. Int J Mol Sci.
2021 Jan 6;22(2):515. doi: 10.3390/ijms22020515. PMID: 33419226, PMCID:
PMC7825604 (IF 6,208; 140 pkt.)

Szczepaniak J, Sosnowska M, Wierzbicki M, Witkowska-Pilaszewicz O, Strojny-
Cieslak B, Jagiello J, Fraczek W, Kusmierz M, Grodzik M. Reduced Graphene Oxide
Modulates the FAK-Dependent Signaling Pathway in Glioblastoma Multiforme Cells




In Vitro. Materials (Basel). 2022 Aug 24;15(17):5843. doi: 10.3390/malS175843.

PMID: 36075225, PMCID: PMC9457042. (IF 3,748; 140 pkt.)

W trzech publikacjach mgr Jarostaw Szczepaniak jest pierwszym Autorem, a
deklarowany Jego wktad w przygotowanie opublikowanych prac naukowych, potwierdzony
przez pozostatych Wspdtautorow wynosi od 64 do 71 %. Zadeklarowany procentowy wkiad w
przygotowanie prac naukowych uwazam za realny. Pan mgr Jarostaw Szczepaniak uczestniczyt
w projektowaniu uktadu do$wiadczalnego, brala czynny udziat w przeprowadzeniu
do$wiadczen, interpretacji wynikow, wykonal analizy statystyczne uzyskanych wynikéw,
napisal publikacje naukowe. Sumaryczny IF czasopism, w ktérych opublikowano prace
naukowe wynosi 14,139, a liczba punkiéw MEIN wynosi 420.

Wymienione publikacje uzupetniono polskojezycznym tekstem obejmujgcym wstep
8.16-18, ktory wprowadzit czytelnika do problematyki badawczej, hipoteze badawcza, cel i
zakres pracy s. 19, opis metodyki badan s. 20-28, omoéwienie gtéwnych wynikéw prac
eksperymentalnych s. 29-41, podsumowanie i wnioski s. 4i-44 oraz bibliografi¢ s. 45-51.
Wymienione rozdziaty poprzedzaja: streszczenie pracy — polskojezyczne i anglojezyczne oraz
spis tresct s. 9, wykaz publikacji stanowigcych rozprawe doktorsky s. 11, wykaz skrotow
uzytych w rozprawie doktorskiej s. 12-15. Do rozprawy doktorskiej zataczono oéwiadczenia
wspotautoréw dotyczace merytorycznego i procentowego ich udziatu w spéjnym tematycznie
zbiorze artykuléw opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oceniana praca zawiera podstawowe elementy rozprawy doktorskiej, ma charakter
naukowo-badawczy, napisana jest poprawnym, naukowym jezykiem i formalnie odpowiada
wymogom zawartym w ustawie z dnia 20 lipca 2018 1. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 22018 1. poz. 1668).

Ocena merytoryczna

We rozdziale ,,wstep” Autor bardzo przekonywujaco uzasadnia potrzebe podjecie
przeprowadzonych badan. Nakresla problem dotyczacy zapadalnosci ludzi na nowotwor
ztoshiwy glejaka IV stopnia (GBM), ktéry jest pierwotnym guzem mozgu. Reprezentuje
najezescie] wystepujacy nowotwor osrodkowego uktadu nerwowego i wedhug klasyfikacji
WHO nalezy do TV klasy zréznicowania histologicznego. Autor dysertacji podkreéla, ze $rednia
zapadalno$é na GBM wynosi 3,19 na 100 000 0séb rocznie, a éredni catkowity czas przezycia
od postawienia diagnozy wynosi ok 15 miesiecy. Z kolei brak sukcesu terapeutycznego

przypisuje si¢ wielu czynnikom, w tym szybkiemu naciekaniu komorek guza mozgu,

heterogennosci wewngtrz guza, ograniczonej dyfuzji lekéw terapeutycznych przez bariere
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krew-moézg i migzsz/guz mozgu oraz obecnosci komorek macierzystych (GSC) w guzie, ktére
sg oporne ha chemio 1 radioterapig, sa zdolne do tworzenia guza i samoodnowy. Autor
zaznacza, ze wyzwan w zakresie normalizacji komorek glejaka IV stopnia jest wiele, a platki
grafenu oraz pochodne grafenu dzigki unikalnej strukturze i whasciwosciom fizykochemicznym
mogg oddzialywa¢ selektywnie cytotoksycznie hamujac mechanizmy migracji i inwazji czy
indukujac chociazby w komoérkach nowotworowych proces apoptozy.

Autor jasno sformulowat hipeteze badawcza, w kiorej zalozyl, ze platki
zredukowanego tlenku grafenu i platki grafenu, ze wzgledu na duzg powierzchnie whasciwa,
nanometryczng grubos$¢ 1 obecnos¢ grup tlenowych na skutek kontaktu z blong komorkowa
modulujg procesy komérkowe takie jak apoptoza, proliferacja, adhezja czy mobilnosé. Z uwagi
na odmienng ekspresje receptorow zewnatrzkomorkowych oraz potencjat blony w komérkach
prawidtowych i komoérkach nowotworowych efekt wywotany przez platki tlenku grafenu i
ptatki grafenu nie jest tozsamy. Pomimo faktu, iz przeprowadzit lacznie az 5 doswiadezen
postawil podstawowy i wspolny cel naukowy dla badan kidre przeprowadzit: ,,celem pracy
bylo zbadanie i poréwnacie wpltywu wybranych form alotropowych wegla na toksycznosé
wobec komorek nowotworowych glejaka IV stopnia oraz zwigzany z tym szlak aktywacji
apoptozy, dziatanie szlakéw komorkowych w blonie komérkowej i modulacje mechanizmaw
adhezji”,

Zakres przeprowadzonych badan obejmowat: a) charakterystyke i pordéwnanie
wlasciwosci fizykochemicznych materiatdéw: morfologia, wielko§¢, analiza clementarna,
rezystancja, widma (Ramana, FTIR, XPS), potencjal zeta, b) okreSlenie wplywu wybranych
form alotropowych wegla (platki zredukowanego tlenku grafenu i ptatki grafenu) na
przezywalno$¢ (cytotoksycznosé) i morfologie w komérkach prawidiowych (Hs5) i
nowotworowych (U87); ¢) okreSlenie wptywu platkéw grafenu i zredukowanych tlenkow
grafenu o r6znym stopniu redukeji w zakresie oceny funkcjonalnej i molekularnej komérek, ze
szczegOlnym uwzglednieniem modulacji szlakéw sygnatowych w blonie komérkowej lub
bezposredniej interakcji ze strukturami komérkowymi wrazliwymi na zmiany potencjatu
elektrochemicznego (kanaly jonowe) i receptorami zewngtrzkomorkowymi w komérkach
prawidtowych (HsS) i nowotworowych (U87); d) okreslenie wplywu platkéw zredukowanych
tlenk6w grafenu w pordwnaniu do grafenu w zakresie wplywu modulujacego i transdukeyjnego
na mechanizm adhezji w komérkach prawidlowych (Hs5) i nowotworowych (U87).

W rozdziale ,metodyka badain™ Autor dokonal charakterystyki materiatéw
grafenowych, ktore wykorzystat do badan m.in. platki zredukowanego tlenku grafenu (rGO):
rGO/ATS, rGO/Term, rGO/TUD oraz plaiki grafenu (GN): GN/ExF, nastepnie zaprezeniowat



metodyke badan whasciwosci fizykochemicznych tych materialébw. Dokonal charakterystyki
modeli biologicznych in vitfro m.in. linie komorkowej glejaka TV stopnia U87-MG(HTB-14)
oraz komorek zrebu szpiku o morfologii fibroblastow Hs3 (CRL-11882). W celu okreélenia
wptywu materiatow weglowych (rGO, GN) na funkcjonowanie komérek nowotworowych
glejaka IV stopnia U 87 i komorek prawidtowych Hs5 mgr Jarostaw Szczepaniak przeprowadzit
5 doswiadczen. Celem 1 doswiadczenia byla szczegdtowa analiza fizykochemiczna badanych
materiatow czyli platkow zredukowanego tlenku grafenu (rGO: rGO/ATS, rGO/Term,
rGO/TUD) oraz ptatkéw grafenu (GN: GN/ExF). Wyniki z 1 doswiadczenia Autor przedstawit
w trzech publikacjach naukowych stanowigcych spojny tematycznie zbidr artykuiow
sktadajacych si¢ na niniejszej dysertacje. Celem 2 do$wiadezenia bylo okreélenie wplywu
ptatkoéw zredukowanego tlenku grafenu (rGO: rGO/ATS, rGO/Term, rGQ/TUD) i platkow
grafenu (GN: GN/ExF) na zywotno$é¢ komdrek glejaka IV stopnia U87 i komérek
prawidtowych Hs5. W do$wiadczeniu 2, wymienione linie komorkowe potraktowano rGO i
GN w stezeniach 5, 10, 25, 50, 100 pg/ml, a testy na zywotno$¢ komérek przeprowadzono po
24 h od wprowadzenia badanych materiatoéw do kultury komoérek. Celem 3 do§wiadczenia byto
okreslenie wptywu platkdow rGO (rGO/ATS, rGO/Term, rGO/TUD) i GN (GN/ExF) na
parametry morfologiczno-funkcjonalne komoérek, ze szczegdlnym uwzglednieniu rodzaju
$mierci komoérkowej, poziomu potencjatu btony mitochondrialne] oraz przebiegu faz cyklu
komoérkowego. Podobnie jak w doswiadczeniu 2 linie komorkowe potraktowano rGO i GN w
stezeniach 5, 10, 25, 50, 100 ug/ml, a testy wykonano po 24 h od wprowadzenia badanych
matenalow do kultury komorek. Celem 4 doswiadezenia bylo okreslenie zmian zachodzacych
w blonie komorkowej pod wplywem dziatania ptatkoéw zredukowanego tienku grafenu o roznej
zawartosci grup tlenowych w poréwnaniu do ptatkéw grafenu w komérkach glejaka I'V stopnia
U87 i komorkach prawidtowych Hs5 in vitro. W dos$wiadczenin 4, linie komorkowe
potraktowano rGO (rGO/ATS, rGO/Term, rGO/TUD) i GN (GN/ExF) w stezeniu 25 pg/mi, a
wiadciwe testy przeprowadzono po 24 h od wprowadzenia badanych materiaiow do kulttury
komorek. Celem 5 doswiadezenia byto okreslenie wplywu platkéw zredukowanego tlenku
grafenu rGO (rGO/ATS, rGO/Term, rGO/TUD) w poréwnaniu z platkami grafenu GN
(GN/ExF) na procesy adhezji i migracji w komarkach glejaka IV stopnia U87 i koméorkach
prawidtowych Hs5. Podobnie jak w doswiadczeniu 4, linie komérkowe potraktowano
materiatami badanych form grafenu w stezeniu 25 pg/ml, a whasciwe testy przeprowadzono po
24 h od wprowadzenia badanych materialéw do kultury komoérek.

Poprawnie zaplanowany model badan, a takze szeroki zakres i kompleksowosé

przeprowadzonych analiz w peltni pozwolity na wiarygodna weryfikacje postawionej hipotezy
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i celu badan. Autor w sposéb bardzo syntetyczny zrekapitulowat najwazniejsze wyniki badan,

kilkukrotnie po oméwieniu najwazniejszych wynikéw dokonat bardzo trafnych i syntetycznych

podsumowan,

W podsumowaniu czesci opisowej (polskojezycznej) rozprawy Autor sformulowat 5

wnioskow kofncowych oraz podsumowanie znajdujace odzwierciedlenie w uzyskanych

wynikach badan.

Autor ustalil, ze

1.

Zastosowanie roznych metod produkeji (chemiczne/fizyczne)zredukowanych
tlenkdw grafenu pozwolito na uzyskanie materiatow o odmiennych whasciwosciach
fizykochemicznych i biologicznych w stosunku do komorek nowotworowych
glejaka IV stopnia.

Platki grafenu oraz zredukowanych tlenkdéw grafenu poprzez tendencje do
przytaczania do blony komorek glejaka IV stopnia U87 in vitro wywolujg efekt
cytotoksyczny zwigzany ze spadkiem aktywnosci metabolicznej i w konsekwencji
aktywacja apoptozy na drodze zalezne od wewngtrzkomorkowego szlaku
mitochondrialnego.

Platki grafenu i jego pochodne wplywaja na ekspresj¢ genow kanatéw jonowych
zaleznych od napigcia, uczestniczacych w  elektro-chemicznych sziakach
sygnalowych w komoérkach glejaka IV stopnia linii U87, odpowiedzialnych za
naptyw jonow sodu i alkalizacje cytoplazmy, co moze doprowadzié do aktywacji
apoptozy w komoérkach.

Obnizenie ekspresji biatka uPar oraz endogliny (CD105)oraz zwiekszenie ekspresji
na poziomie mRNA integryny a5 i na poziomie biatka integryny Bl i spadek
ekspresji B-kateniny na poziomie mRNAi biatka w komorkach glejaka linii U7 po
traktowaniu platkami grafenu moze by¢é mechanizmem stymulujgcym adhezje

komorek i prowadzi¢ do zmniejszenia migracji komédrek nowotworowych.

. Phatka zredukowanego tlenku grafenu obnizajg ekspresje bialka FAK w komorkach

glejaka IV stopnia, co moze wplywaé na obnizenie proliferacji i migracji tych

komorek.

Jak podkresla kandydat do stopnia doktora przeprowadzone badania poszerzyty ogélna

wiedze na temat mechanizmu funkcjonalnego ptatkéw grafenu i jego pochodnych. Podkreslit,

ze badane materiaty nie sa selektywne w stosunku do komérek nowotworowych i oddziatywaja

podobnie z komadrkami prawidlowymi, chociaz sita tego oddzialywania jest stabsza lub nawet

ma odwrotny efekt. Ciekawym ustaleniem jest stwierdzenie, ze obecno$é grup funkcyjnych
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zawierajgcych tlen (ich liczba i rodzaj) czyni je bardziej funkcjonalnymi i moze byé cecha
determinujaca ich przyszie zastosowanie w medycynie kliniczne]. Szkoda jednak, ze nie udato
si¢ Autorowi badan ustali¢ ktéry z czterech badanych materialéow mozna wytypowaé jako
najlepszy, a zatem nasuwa si¢ pytanie czy doktorant zamierza kontynuowaé badania, ktore
moglyby w przyszlosci zweryfikowacé ten niedostatek wiedzy??. Ponadto w najnowszej
literaturze pojawiaja sie doniesiemia, ze komorki odpornoiciowe znajdujace si¢ w guzie
stanowig gldwna przyczyne, dla ktorej leczenie glejaka jest tak trudne. Okazuje sie, ze komorki
wrodzonego uktadu odpornosciowego zamiast organizmu chronig nowotwor- rodzi sie zatem
pytanie: ¢zy w kontekscie tej wiedzy wykorzystanie platkow grafenu jako czynnika
oddziatujacego na komorki systemu odpornos$ciowego moze byé potencjalnym kierunkiem
dalszych badah nad tym materialem? - publiczna obrona bedzie dobrg okazjg do dyskusji na

ten temat.

Podsumowanie

Podsumowujge, bardzo wysoko oceniam dysertacje doktorska mgr Jarostawa
Szczepaniaka. Kompleksowy, szeroki zakres badan przedstawionych w rozprawie wymagat
bardzo dobrej znajomosci podjetej problematyki oraz duzego naktadu pracy. Autor wywigzai
si¢ z tego znakomicie. Zaproponowane i wykonane badania, a w szczegdlnosci uzyskane
wyniki badan s3 nowym narzedziem pozwalajacym uzyskaé cenne informacje na temat biologii
smiertelnego guza moézgu. O wysokiej wartosci naukowej uzyskanych wynikéw swiadczy ich
opublikowanie w renomowanych czasopismach o zasiggu $wiatowym, co stwarza duze szanse
na wielokrotne ich cytowania. W zwigzku z powyzszym wnioskuj¢ do Rady Nauki Biologiczne

SGGW w Warszawie o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Jarostawa Szczepaniaka,

Reasumujgc stwierdzam, Ze ocemiana praca w pelni odpowiada wymogom
stawianym rozprawom doktorskim okreslonym w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668) i moze by¢ podstaws do nadania
stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauki biologiczne. Dlatego tez, z pelnym przekonaniem przedstawiam Wysokiej Radzie

Nauk Biologicznych SGGW w Warszawie wniosek o dopuszczenie mgr Jaroslawa

1
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Szczepaniaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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