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RECENZJA
pracy doktorskiej Pana mgr inz. Barttomieja Dgbrowskiego pt.:

~Badania nad wnikaniem utlenionego grafenu do komérek ssaczych”

wykonanej pod kierunkiem Pana prof. dr hab. inz. Zbigniewa Brzézki - Promotora
oraz Pani dr inz. Agnieszki Zuchowskiej - Promotora pomocniczego, zrealizowanej
w Katedrze Biotechnologii Medycznej, Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskie;.

Ocena wyboru tematyki badan

Tematyka recenzowanej pracy dotyczy okre$lenia oddziatywan zachodzacych miedzy ptatkami
grafenu utlenionego o rdznej wielkosci a wybranymi typami komérek ssaczych. W ostatnich latach
badania nad nanomateriatami, wtym nanomateriatami weglowymi, w powiazaniu z uktadami
biologicznymi ciesza sie niestabngcym zainteresowaniem. Podyktowane jest to potrzebg poszerzania
wiedzy dotyczacej metod syntezy iwtasciwosci fizykochemicznych réznych typdw nanomateriatéw
oraz poszukiwania nowych obszaréw ich zastosowar. Istotng kwestig jest tez dostosowanie specyfiki
badan do opracowywanych regulacji prawych odnoszacych sie do nanotechnologii i formutujgcych
reguty wytwarzania oraz stosowania nanomateriatéw z uwzglednieniem aspektow ochrony srodowiska
i zdrowia ludzi. Badania nad zastosowaniem nanomateriatéw w biologii i medycynie s3 bardzo
obszerne. Podyktowane jest to checig opracowywania urzadzeri zawierajgcych nanosensory
o charakterze chemicznym lub biologicznym, mogace stuzy¢ do diagnozowania schorzeri, w tym
nowotworéw z mozliwoscig selektywnego kierowania lekarstw lub znacznikéw do komdrek
zaatakowanych przez chorobe. Minimalizuje sie wéwczas wplyw skutkéw ubocznych leku na inne
czgsci organizmu. W ten obszar wpisuje sig Praca doktorska Pana mgr inz. Barttomieja Dabrowskiego,
ktorej celem byto okreslenie wptywu takich parametréw jak wielkog¢ ptatkdw grafenu utlenionego,
kontakt z surowica ludzka oraz rodzaj hodowli (warunki standardowe/mikrosystem przeptywowy) na
efektywno$¢ wnikania ptatkéw grafenu utlenionego do wybranych typdw komérek. Uwage przyciggaja
w pierwszej kolejnoéci dwa elementy. Pierwszy zwigzany jest z zaplanowaniem badari w warunkach
zblizonych do tych, ktére panujg w organizmie ludzkim. Drugim sktadnikiem, ktéry niewatpliwie
stanowi_o_innowacyjnosci przedstawionych badan jest préba skonfrontowania wynikéw badar
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uzyskanych na hodowlach stacjonarnych z badaniami otrzymanymi w warunkach przeptywowych
z zastosowaniem mikrosysteméw. Ponadto uwzglednienie wptywu surowicy ludzkiej na zachowanie
sie ptatkéw grafenu utlenionego na komorki stanowiag réwniez ciekawy watek pracy, zblizajgcy badany
uktad do warunkéw panujacych w organizmie. Do badarn wybrano ludzkie linie komdrkowe: gruczolaka
ptuc (A549) - komérki nowotworowe, fibroblasty wyizolowane z tkanki ptucnej (LL-24), oraz komorki
nabtonkowe zyty pepowinowej (HVEC). Wybdr tych linii w powiazaniu z wczesniej wymienionymi
parametrami wskazuje na ambitny cel jaki postawit przed sobg Doktorant oraz szeroki zakres prac
niezbedny do scharakteryzowania przedmiotu badan. Wazne jest bowiem nie tylko jak ptatki grafenu
utlenionego bedg oddziatywaé z réznymi komdrkami, ale réwniez ze zdrowymi i nowotworowymi
komérkami tego samego typu.

Podjety przez Doktoranta temat pracy jest zatem aktualny, oryginalny i bardzo znaczgcy, majgc
na uwadze potencjalne diugofalowe oddziatywanie nanomateriatbw na komorki ludzkie
z uwzglednieniem potencjalnych aplikacji. Przede wszystkim za$ wpisuje si¢ w toczong dyskusje
naukowg dotyczacg okreslenia pozytywnego lub negatywnego wptywu grafenu utlenionego na
organizm ludzki.

Ocena merytoryczna dysertacji

Recenzowana praca doktorska zostata wydana w wygodnej i atrakcyjnej formie monografii
i stanowi klasyczng dysertacje liczacg 145 stron. Uktad pracy jest wiec réwniez klasyczny i obejmuje
cze$¢ literaturowa, czes$¢ doswiadczalng oraz opis wynikdw i wnioski. Czes$¢ literaturowa wprowadza
czytelnika w zagadnienia zwigzane z charakterystyka grafenu utlenionego, hodowli komérkowych oraz
badan grafenu utlenionego w powigzaniu z réznymi rodzajami komoérek oraz jego zastosowania
w wybranych typach terapii. Bibliografia liczy 120 pozycji literaturowych. Do pracy zatgczono takze
dorobek naukowy Doktoranta liczacy trzy publikacje z czasopism z listy JCR zwigzane z tematyka
badawczg, w ktérych Doktorant jest pierwszym Autorem oraz cztery inne publikacje (rowniez z list
JCR), ktdére nie sg zwigzanie z tematyka dysertacji. Doktorant uczestniczyt réwniez w jednej
w konferencji naukowej oraz otrzymat nagrode Rektora. Elementy te wymieniam z zaznaczeniem, ze
nie stanowig one przedmiotu oceny niniejszej dysertacji. Pewnym mankamentem pracy doktorskiej
jest jej tytut. Sugeruje on bowiem, ze mozemy spodziewac sie opisu badan komdrek pochodzacych od
réznych ssakéw, podczas gdy przedstawione w pracy badania dotycza jedynie komdrek ludzkich.
Z tego wzgledu uwazam, ze tytut np. ,Badania nad wnikaniem utlenionego grafenu do wybranych
typow komorek ludzkich” bytby bardziej odpowiedni.

W czesci literaturowej doktadnie opisano i scharakteryzowano wady i zalety hodowli
w uktadach stacjonarnych oraz przeptywowych. Za szczegélnie interesujacy uwazam rozdziat dotyczacy
badan wnikania grafenu utlenionego do komadrek. Doktadnie zilustrowano réwniez mechanizmy
endocytozy. Analizujagc omowienie czesci literaturowej nalezy podkresli¢ staranne omoéwienie typow
hodowli komdérkowych ze szczegélnym uwzglednieniem hodowli Cell-on-a-Chip, ze wskazaniem wad
i zalet obu metod. Rodzi sie tu pytanie, czy otrzymane w laboratorium uktady przeptywowe stanowig
element nowosci czy tez sa tylko powieleniem uktadéw stosowanych na Swiecie? Réwniez podrozdziat
dotyczacy mechanizméw wnikania grafenu utlenionego do komodrek jest bardzo dobrze opisany.
Omodwienie kierunkdéw wykorzystania grafenu utlenionego zostato zilustrowane na przykfadzie
zastosowan w chemioterapii, terapii genowej, terapii fotodynamicznej oraz teranostyce.
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Badania przedstawione w tej czesci koncentruja sie jednak na innych typach komdrek niz te,
ktdre zostaty wybrane do dalszych badan. Niemniej, opis linii komérkowych zawartych w rozdziale 3.2
(str. 69) wraz z dotgczonymi argumentami uzasadniajgcymi ich wybor nie pozostawia watpliwosci, ze
zostat on dokonany logicznie i prawidtowo.

Czes¢ doswiadczalng, bedaca najbardziej obszerng czescia pracy, otwiera opis metodyki badan,
opisy przygotowywania hodowli oraz podanie doktadnych procedur badania cytotoksycznosci grafenu
utlenionego (aktywnos$¢ metaboliczna, ocena zywotnosci komdrek) oraz jego wnikania do komdrek.
Materiaty i metody badan zostaty opisane bardzo dobrze. Doktadnie opisano protokoty pozwalajgce na
okreslenie efektywnosci wnikania utlenionego grafenu do komoérek, procedury badania jego lokalizacji
w hodowlach standardowych oraz przeptywowych, a takze protokoty stuzagce do okreslenia
mechanizméw wnikania grafenu utlenionego do komdrek. Dobry opis procedur do$wiadczalnych jest
istotny w przypadku potrzeby ich ponownego zastosowania do dalszych badan (powtarzalnoé¢
wynikow) i stanowig silng strone dysertacji.

Wybrany do badan biologicznych grafen utleniony zostat scharakteryzowany metodami
gtéwnie mikroskopowymi i spektroskopowymi. Nie zawarto natomiast informacji jakg metodg zostat
otrzymany. Czy byta to metoda Hummers’a, Tour’a, Brodie’go, Staudenmaier’a czy inna? Rdznig sie
one warunkami i jest to o tyle wazne, ze silne kwasy i inne substancje utleniajgce wykorzystywane
w syntezie mogg powodowac efekty uboczne lub wptywaé niekorzystnie na wyniki dalszych badan.
Badania mikroskopowe niezbicie wskazujg, ze mamy do czynienia z dwuwymiarowym materiatem
weglowym. Natomiast widma w podczerwieni pokazujg, ze mamy do czynienia z grafenem utlenionym
a zatem z ptatkami weglowymi zawierajgcymi na swojej powierzchni kilka typow tlenowych grup
funkcyjnych. Z kolei badania Ramana zostaty wykonane w celu okreslenia zmian strukturalnych. Autor
stwierdza, ze otrzymane wyniki wskazujg na destrukcyjny wptyw enzymow i innych sktadnikdw
surowicy na strukture grafenu utlenionego. W moim odczuciu jest to zbyt daleko idgcy wniosek.
Owszem, wida¢ zmiany zachodzace pod wptywem surowicy, ale raczej nie sg one destrukcyjne.
Wyjasnienia wymaga zastosowanie techniki DLS do okreslenia rozmiaru ptatkéw w powigzaniu
z metodg filtracji. Ze wzgledu na mozliwos¢ deformacji ptatkéw lub nawet zwijania sie w nanorurki
mogg one przenikac¢ przez filtr. Z drugiej strony DLS moze pokazywac wieksze niz rzeczywiste rozmiary
ze wzgledu na mozliwos$¢ odziatywania tlenowych grup funkcyjnych i tworzenia aglomeratéw. By¢
moze rozwigzaniem bytoby zastosowanie innej metody rozdziatu ptatkéw prowadzgce do otrzymania
frakcji o bardziej jednorodnym rozmiarze (np. wirowanie lub sedymentacja) z jednoczesnym
zastosowaniem prébek wzorcowych do badan DLS. By¢ moze wystepuje tu takze efekt ekranowania
sygnatu od matych ptatkdw przez duze aglomeraty grafenu utlenionego lub inne efekty. Niemniej,
watek ten jest interesujacy i w moim odczuciu powinien by¢ przebadany bardziej szczegotowo, ze
wzgledu na jego wptyw na interpretacje wynikdw przedstawionych w dalszej czesci dysertacji.
W ewentualnych dalszych badaniach rozwazytbym zatem inne metody rozdziatu ptatkéw grafenu
utlenionego oraz zastosowanie dodatkowych metod pomiarowych - np. mikroskopu sit atomowych
AFM. Niemniej, wybdr technik badawczych do wstepnej charakterystyki nanomateriatu uwazam za
zasadny i wystarczajacy na tym etapie badan. Powaznym mankamentem pracy jest natomiast brak
wykazu skrétéw i symboli co stanowi utrudnienie w poruszaniu sie po pracy zwtaszcza, ze Autor
operuje wieloma symbolami i skrétami, ktore sg trudne do rozszyfrowania podczas wstepnej lektury
pracy. W pierwszej czesci pracy daje sie rdwniez zauwazy¢ brak zgodnosci numeracji rysunkéw (rycin)
z numeracja stosowang w tekscie (doryc. 12).

Katedra Technologii i Chemii Materiatow
Wydziat Chemii Uniwersytetu todzkiego
ul. Pomorska 163, 90-236 Lodz, tel., fax. (+48) (42) 635-58-32,
www.chemia.uni.lodz.pl/ktchm/



4

Cel ogolny pracy oraz cele szczegétowe zostaly wyraznie opisane. Zabrakio natomiast

wyraznego wyeksponowania tezy lub hipotezy badawczej, ktéra w klasycznych dysertacjach stanowi

centrum dyskusji naukowej i ktdrg, poprzez zaplanowane i wykonane eksperymenty, Autor pracy stara

sie zweryfikowac. Zauwazy¢ jednak nalezy, ze pewne hipotezy znajduja sie w dalszych fragmentach

pracy, zas$ Autor podejmujgc dyskusje stara sie je udowodni¢. Postawione przez Doktoranta pytania tez
w sumie mozna potraktowac jako forme hipotezy badawcze;.

Struktura pracy w petni spetnia wymagania redakcyjne oraz merytoryczne stawiane
dysertacjom. Cele pracy sg bezposrednio zwigzane z wyzwaniami jakie postawit przed sobg Doktorant
i ktére koncentrujg sie wokoét odpowiedzi na pytania dotyczace wptywu wielkosci ptatkdw grafenu
utlenionego oraz jego kontaktu z surowicg na efektywnos¢ wnikania w zaleznosci od typu komorek,
a takze jaka jest jego lokalizacja w komodrkach. Badania te majg znaczenie poznawcze i aplikacyjne oraz
sg wtasciwie sformutowane. Podsumowujgc stwierdzam, ze ta cze$¢ pracy w mojej opinii jest bardzo
dobrze opracowana.

Autor w rozdziale 3.3.1. — 3.3.2 przedstawit wyniki efektywnosci wnikania grafenu utlenionego
do komorek z zastosowaniem cytometru przeptywowego. Prosze o komentarz czy zamieszczone
wyniki dotyczg catej frakcji komorek, czy tez zostaty wybrane na podstawie kryteriow wielkosci (FCC -
forward scatter) czy granularnosci (SSC - side scatter). Czy byta podjeta préba odpowiedzi, ktére
sktadniki surowicy sg odpowiedzialne za wzrost lub ostabienie internalizacji ptatkéw grafenu
utlenionego? — str. 88. Poszczegdlne rozdziaty Doktorant czesto podsumowuje podrozdziatem
»Whnioski”. W moim odczuciu majg one raczej charakter dyskusji, zwtaszcza, ze Autor odnosi sie do
innych praci je cytuje.

Mysle, ze elementem najbardziej sktaniajgcym do dyskusji sg badania dotyczace okreslenia
szlakéw wnikania utlenionego grafenu do komadrek. Autor wprawdzie zastrzega, ze nie byt to gtéwny
cel pracy, ale zauwaza réwniez, ze otrzymane wyniki wydajg sie sprzeczne i niejednoznaczne. Moim
zdaniem, przyczyng uzyskania niejednoznacznych wynikéw moze by¢ brak wykorzystania metod
statystycznych, zwtaszcza okreslenia istotnosci statystycznej, ktéra w badaniach biologicznych jest
bardzo waznym kryterium. Chodzi tu gtéwnie o wyniki przedstawione na rys. nr 34 - 38. Autor nie
zawart tez informacji, czy przedstawione na wykresach stupki btedéow to btgd sredni czy moze
odchylenie standardowe oraz z ilu pomiaréw uzyskano wynik (jakie jest n?). Drugg mozliwg przyczyng
otrzymania niejednoznacznych wynikdbw moze by¢ wspomniana wczesniej niewystarczajaca
homogenicznos¢ rozktadu wielkosci ptatkow frakcji grafenu utlenionego i zwigzane z tym efekty
pochodzace od ptatkéw o réznej wielkosci. Brak rowniez dyskusji, ktore z grup tlenowych sg bardziej,
a ktére mniej odpowiedzialne za odziatywania z komérkami.

Za najbardziej ciekawe uwazam badania w warunkach przeptywowych z zastosowaniem
mikrouktadéw Cell-on-a-Chip. Autor podkresla, ze nie odnaleziono raportéw literaturowych
dotyczacych zastosowania mikrosystemow przeptywowych do oceny wnikania grafenu utlenionego do
komoérek ssaczych, co wskazuje, ze jest to element nowosci. Mocng strong tych pomiaréw jest to, ze
umozliwiajg one prowadzenie badan z wykorzystaniem kokultur komdrkowych w warunkach
przeptywowych. Autor podsumowuje wyniki eksperymentéw prowadzonych w warunkach
stacjonarnych i przeptywowych w tabeli Il. Uwazam jednak, ze tabela ta powinna by¢ bardziej
rozbudowana, aby lepiej unaoczni¢ réznice w zachowaniu sie grafenu utlenionego w obu typach
warunkéw. Autor wspomina w rozdziale 3.6.3, ze przyczyng zwiekszonej internalizacji grafenu
utlenionego w warunkach przeptywowych w stosunku do warunkéw standardowych jest wzmozenie
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procesow przenoszenia masy. Czy byty préby okreslenia tego parametru w sposéb iloéciowy? Rodzi sie
tez pytanie, w jaki sposob charakter przeptywu tj. przeptyw laminarny lub burzliwy (liczba Reynoldsa),
wptywatby na efektywnos¢ wnikania i lokalizacje grafenu utlenionego w komérkach? Czy s3 jakies

dane na ten temat i czy byta podjeta préba okreslenia charakteru przeptywu w badanych uktadach?

Przedstawione komentarze nie umniejszajg zdecydowanie pozytywnego odbioru pracy,
zawierajgcej wiele cennych i nowatorskich rozwigzan. Badania te uwazam za potrzebne, waine
i wnoszace wiele cennych informacji do obszaru wiedzy z zakresu biotechnologii i nanotechnologii.
Za szczegOlnie cenne uwazam pomiary w warunkach przeptywowych z wykorzystaniem kokultur
komaorkowych. Mimo kilku uchybien jezykowych i edytorskich lektura pracy pozostawia zdecydowanie
pozytywne wrazenie.

Stwierdzam, ze przedstawione w recenzowanej rozprawie doktorskiej tresci prezentuja
teoretyczng wiedzg doktoranta niezbedng do ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora. Wyrazem tego
sq dobrze zaplanowane badania, wtasciwe przeprowadzenie przegladu literaturowego oraz
odpowiedni wybor technik i metod badawczych. Ponadto, zaprezentowane wyniki wskazuja, ze
Doktorant wykazuje umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej tj. planowania,
obserwacji i wifasciwego wyciggania wnioskéw. Rozprawa doktorska stanowi takze oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, na co wskazujg otrzymane wyniki badan wtasnych.

Whnioski korncowe

Podsumowujac, wysoko oceniam dokonania Doktoranta oraz jako$¢ pracy doktorskiej Pana
mgr inz. Bartfomieja Dabrowskiego pod tytutem ,Badania nad wnikaniem utlenionego grafenu do
komorek ssaczych” zrealizowanej pod opieka Promotora Pana prof. dr hab. inz. Zbigniewa Brzdzki oraz
Pani dr inz. Agnieszki Zuchowskiej - Promotora pomocniczego. W recenzowanej pracy Doktorant
dowiddt swojej szerokiej wiedzy teoretycznej i praktycznej w dyscyplinie biotechnologia. Dzieki
umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej w oparciu o wtaéciwie dobrany zakres
metod badawczych, poprawnie sformutowat i finalnie rozwigzat oryginalny problem naukowy.
Uzyskane wyniki badan zostaty wtasciwie opracowane, zinterpretowane i opisane. Przedstawione
w recenzji uwagi majg gtéwnie charakter dyskusyjny, za$ zauwazone niedoskonatosci nie wptywaja
negatywnie na zdecydowanie dobrg ocene osiggniecia naukowego Doktoranta.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze opiniowana rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w art. 187 ust. 1 i 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 2022, poz. 574) i wnioskuje o dopuszczenie Pana mgr inz. Barttomieja Dabrowskiego do
publicznej obrony pracy doktorskiej.
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Dr hab. Ireneusz Piwonski
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