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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Jasminy Balaban ,,Wplyw tlenku grafenu i
wybranych bialek na funkcjonalno-morfologiczne cechy komérek mi¢§niowych. Badania
modelowe” wykonanej w Instytucie Biologii Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie pod kierunkicm prof. dr hab. Ewy Sawosz Chwalibég.

Obecnie obserwuje si¢ dynamiczny rozwé] nanotechnologii, ktéra wykorzystuje
nanostruktury w rdznych obszarach dziatalnosci cztowicka, glownie w medycynie. Miedzy
innymi bardzo wazne s3 zastosowania nanostruktur jako nos$nikéw substancji aktywnych
biologicznie, ktére dostarczaig je do chorobowo zmienionych tkanek organizmu. Jednym z
pierwszych komercyjnie dostepnych lekéw opartych na nanoczagstkach byt Doxil, czyli
doksorubicyna liposomalna, powszechnie stosowana w leczeniu raka. Nowym odkryciem
moggcym znaleZz¢ zastosowanie medyczne jest takze grafen, ptaska struktura ztozona z atomow
wegla. Czysty grafen cechuje sie duza hydrofobowoscia, jednak defekty na jego powierzchni
umozliwiajg liczne modyfikacje chemiczne. Mozna wprowadzaé rézne grupy funkcyjne,
zawierajagce atomy tlenu, tworzac wigzania kowalencyjne. Istniejg takze inne metody
modyfikacji, oparte na oddzialywaniach van der Waalsa, wigzaniach wodorowych, czy
oddzialywaniach warstwowych typu z-r.

Latwo zsyntezowany moze by¢ takze tlenek grafenu (GO), ktéry bedac pochodng
grafenu, podobnie jak on zbudowany jest z weglowych pierdcieni heksagonalnych. Wskutek
utleniania posiada w swojej strukturze wiele grup funkcyjnych takich jak grupy hydroksylowe,
epoksydowe oraz karboksylowe i karbonylowe, ktére zlokalizowane sa gldwnie na jego
krawedziach.

Tlenek grafenu, z uwagi na swg :WYSOkE}, reaktywnos¢ a takze hydrofilowosc
pozwalajacg na dyspersje w roztworach wodnych oraz szerokie mozliwosci funkcjonalizacji
skupia uwage przede wszystkim jako potencjalny nosnik kontrastéw diagnostycznych, a

szczegllnie Srodkow terapeutycznych. Dotychezas w literaturze przedstawiono szereg uktadéw



nosnik grafenowy-lek. Badania in vitro oraz in vivo wykazaly, ze tlenek grafenu moze
skutecznie w dostarcza¢ leki przeciwnowoiworowe, takie jak doksorubicyna, analogi
komptotecyny oraz trudno rozpuszczalne antybiotyki, przeciweiata monoklonalne, peptydy a
takze fragmenty DNA lub RNA. Duza powierzchnia aktywna grafenu sprawia, ze moze byé
skutecznie wykorzystywany w tzw. terapii skojarzonej, polegajgcej na jednoczesnym
podawaniu dwoch lub wigeej Srodkéw farmakologicznych. GO badany jest takze w
radiofarmacji jako jednoczesna platforma dla radionuklidéw, chemoterapeutykéw i wektorow
celujacych.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska wilasnie dotyczy trzech zagadnien
biologicznych, ktére iaczy zastosowanie tlenku grafenu. Obok stosowanego GO laczy te
wszystkie publikacje takze obiekt badah jakim sg migénie szkieletowe. Stosowano go jako
niszy do wzrostu i roznicowania komarek miesniowych, jako sktadnik kompleksu z ekstraktem
biatkowym do badania wzrostu mieéni zarodkdéw brojleréw oraz jako materiat koloidalny
wigzgcy biatka prozapalne.

Praca ma uklad trzech oryginalnych publikacji poprzedzonych 37-stronicowym
wstepem. We wszystkich trzech pracach mgr inz. Jasmina Balaban jest pierwsza autorka i
zostaly one opublikowane w dobrych czasopismach o wysokim wspétczynniku oddziatywania.
Sumaryczny Wspélczynnik Oddziatywania czasopism wynosit 12,5. Udzial mgr inz. Bataban
we wszystkich publikacjach byt dominujgcy, obejmujacy zaréwno projektowanie
eksperymentéw, ich realizacje, interpretacje wynikdw, jak i pisanie publikacji. W zalaczonych
oSwiadczeniach wspolautorzy wskazali jedynie na swdj paru procentowy udzial w tych
publikacjach. W mojej opinii udzial 2% wspdlautoréw jest jednak zanizony. Jeden ze
wspotautoréw napisat nawet ze jego udzial polegat jedynie na udostgpnieniu aparatury. Taka
usluga powinna by¢ jednak zaznaczona tylko mw podziekowaniach.

Warto takze dodaé, ze jak znalaztem w bazie Web of Science, mgr inz. Jasmina Balaban
Jjest wspolautorka w sumie 13 publikacji, co jak na doktoranta jest wynikiem bardzo dobrym.

We wstepie autorka zamiescila na poczatku czgéé dotyczaca podstawowych informacji
fizyko-chemicznych dotyczacych grafenu oraz tlenku grafenu. W mojej opinii ten wstep
moglby by¢ rozszerzony o unikalne wilasnodei grafenu zwigzane z wystgpowaniem
monowarstwy, a takze opisem metod otrzymywania GO. Warto byloby jeszcze dodad
informacj¢ o szerokich zastosowaniach GO w medycynie.

W dalszej czgsci wstgpu autorka opisata zagadnienia biologiczne w ktdrych probowata
zastosowa¢ GO. Byly to bardzo istotne problemy biologiczne zaréwno z punktu widzenia

naukowego jak 1 aplikacyjnego. Dotyczyly one réznych badah dotyczacych miesni



szkieletowych. W badaniach przeprowadzonych w przedstawionej pracy wykorzystano
komorki prekursorowe miesni z zarodkdéw kury, ekstrakt z miesni zarodka kury zawierajacy
mieszanke czynnikéw wzrostu, oraz prébki tlenku grafenu.

W zalgczonej pracy nr.l zatytulowanej ,Effects of Graphene Oxide Nanofilm and
Chicken Embryo Muscle Extract on Muscle Progenitor Cell Differentiation and Contraction”
autorka z wspdlpracownikami zbadata wpltyw ekstraktu z miesni 18 dniowego zarodka kury
oraz nanofilmu GO dodanego do hodowli prokursorowych komoérek mieéni zarodka kury.
Celem badan byto okreslenie wptywu tych dodatkéw na proces réznicowania i tworzenia tkanki
mig$niowej. GO zastosowano jako modyfikacje powierzchni do wzrostu i réznicowania
komérek prekursorowych. Obserwacja morfologii komorek pokazata, ze proces réznicowania
komorek zostal zainicjowany poprzez dodatek CEME pobranego w 18 dniu rozwoju
zarodkowego. Przeprowadzono bardzo ciekawg analize ekstraktu wybierajac biatka
odpowiadajace za skurcze mieéniowe. Wybrano je poprzez poréwnanie z biatkami z ekstraktu
watroby, dla ktérych nie obserwowano tego efektu. Biatka te zestawiono w tabeli. Moze warto *
byloby doda¢ obok masy czgsteczkowej takze oszacowang zawarto$¢ poszczegdinych biatek.
Na podkreslenie zastuguje fakt, ze zaobserwowano po raz pierwszy spontaniczne skurcze
mieéniowe w warunkach in-vitro. Tak wiec dodatek CEME w stezeniu okolo 1% pozywki
hodowlane}; moze umozliwi¢ wyhodowanie migsni pseudotkankowych zdolnych do
samoistnego skurczu.

W badaniach nie stwierdzono jednak zadnego istotnego wplywu nanofilmu GO na
stymulacje réznicowania mie$niowych komorek prekursorowych. Nie zauwazono takze jego
negatywnego wplywu na zywotnoéé kom(’)qu.

W zalaczonej pracy nr 2, zatytulowanej ,,Effect of Muscle Extract and Graphene Oxide
on Muscle Structure of Chicken Embryos”, badano wptyw CEME i jego kompleksu z GO, na
wzrost 1 rozwdj mie$ni konczyn tylnych =zarodka kurzego. W pierwszej kolejnosci
przeprowadzono wstgpne badanie in-viiro pierwoine] hodowli komoérek prekursorowych
mieéni uzyskanych z dziewigciodniowego zarodka kurczaka w celu oceny toksycznodci.
Nastepnie przeprowadzono badania na zarodkach kurzych, uzywajac ekstraktu CEME, GO i
ich koniugatu wstrzyknigtych in-ovo. Nie zaobserwowano negatywnego wplywu na
smiertelnog$é, mase ciala i biochemi¢ krwi po zastosowaniu zaréwno CEME jak i kompleksu
GO-CEME. Zaobserwowany jedynie nieznaczny efekt obnizenia aktywnosci metabolicznej
komorek po podaniu 10% kouniugatu CEME + GO. Autorka thumaczy to aktywnoscig grup
tlenowych na powierzchni GO 1 generowaniem wolnym rodnikéw. Nie wydaje sie jednak
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reaktywne rodniki. Raczej to jest zwiazane, jak podaje literatura, z generacja ROS przez
promieniowanie NIR, czy widzialne. Analiza prébek pokazata na wzrost liczby komdrek w
grupach z ekstraktem w stezeniu 2% i 5%. Wynik ten si¢ jednak nie potwierdzit dla probki z
5% CEME w przypadku liczenia liczby jader a takze w przypadku wspotezynnika proliferecii,
gdzie nie obserwowano istotnych réznic w stosunku do probki kontrolnej. Mysle, ze autorka
sprébuje wyjasnié te rozbieznodci w trakcie obrony.

W badaniach in-ovo zauwazalny byl pozytywny wplyw ekstraktu o stezeniu 2% na
rozwd] miesni zarodkow. Niestety, zardwno w badaniach in-vitro, jak i in-ovo, nie
zaobserwowano istotnego wptywu dodatku GO do ekstraktu. Szkoda, ze w ramach tych badan
nie przeprowadzono analizy stopnia skompleksowania biatek CEME przez GO oraz nie
zbadano, czy nastepuje uwolnienie biatek Z‘GO w warunkach doswiadczen in-vitro i in-ovo.

Otrzymane wyniki badan mogg mieé istotne znaczenie aplikacyjne, sugerujac, ze
CEME moze byé skutecznym s’rodkie"m wzmacniajacym rozwdj miesni u  brojlerow.
Oczywiscie, aby to potwierdzié, konieczne jest przeprowadzenie dalszych, szczegdlowych
badan.

W publikacji nr 3 “Graphene Oxidé Decreases Pro-Inflammatory Proteins Production
in Skeletal Muscle Cells Exposed to SARé-COVQ Spike Protein™ autorka wykazala obecnosé
receptora  ACE2 w prawidlowych komédrkach migéni szkieletowych czlowieka.
Udokumentowata réwniez w przeprowadzonych doswiadczeniach, ze biatko szczytowe wirusa
SARS-CoV-2 wplywa na aktywacj¢ wybranych biatek prozapalnych, kiére promuja burze
cytokin i stres oksydacyjny w komérkach miesniowych. Jest to obserwacja o kluczowym
znaczeniu, gdyz migénie stanowig okolo 40% masy ciala czlowieka, co moze wigzaé sie z
istotnymi konsekwencjami zdrowotnymi w przypadku zakazenia wirusem SARS-CoV-2. W
swoich badaniach doktorantka skupita si¢ na badaniach mozliwosci zastosowania platkow GO
do wigzania biatek prozapalnych generujgcych burze cytokinowa. Po dodaniu ptatkdw tlenku
grafenu do hodowli in-vifro komérek migéniowych inkubowanych w obecnosci biata S kolca
wirusa SARS-CoV-2 doktorantka zaobserwowata zmniejszenie poziomu 431 bialek w tym
zwigzanych ze stanem zapalnym generosznym z obecnoscig biatka S. Poziom biatek
prozapalnych byl poréwnywalny z grupa kontrolng. Moina przypuszczaé, ze GO moze
wspomagac terapie przeciwzapalng w mig¢sniach poprzez wychwytywanie bialek aktywujacych
burze cytokin. Niestety proces adsorpcji biatek na platkach GO nie byt selektywny. Trzeba
takze pamietaé, ze po ewentualnym dodaniu do organizmu GO natychmiast pokrytby si¢ on
korong biatkowsg 1 stracitby zdolno$é adsorpeji bialek prozapalnych. Myéle, ze przydatne
bytyby w przysztosci badania wielkosci adsorpeji biatek na GO w zaleznosei od ich typu,



budowy czy masy oraz od modyfikacji probek GO. Moze mozna by si¢ wtedy pokusi¢ si¢ na
bardziej selektywna adsorpcje konkretnych biatek.

Przedstawiona do recenzji praca zawiera bardzo duzg ilo§¢ materiatu
eksperymentalnego. Przeprowadzono szereg pracochtonnych badan in-vitro i in-ovo uzyskujge
szereg waznych wynikow. Poniewaz wszystkie wyniki zamieszczone w pracy zostaly
opublikowane w dobrych czasopismach popfawnoéé stosowane] metodyki badan zostala juz
zweryfikowana przez recenzentdéw tych publikacji.

W podsumowaniu stwierdzam, Zze tematyka pracy doktorskiej mgr inz. Jasminy Bataban
z punktu widzenia naukowego i aplikacyjnego jest bardzo aktualna i nowatorska. Doktorantka
wykazal si¢ bardzo dobra znajomoscig dziedziny, ktorej dotyczy praca. Trzeba takze
podkreshi¢, ze praca jest napisana bardzo starannie, zrozumiale, dobrym 1 jasnym jezykiem. Nie
znalaztem w zasadzie zadnych bleddw jezykawych.

Wobec powyzszego stwierdzam, ze oceniana praca doktorska mgr inz. Jasminy Bataban
»Wplyw tlenku grafenu i wybranych bialgk na funkcjonalno-morfologiczne cechy komoérek
mig$niowych. Badania modelowe” w pelni spetnia kryteria dla rozpraw doktorskich okreslone
w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. 2018, poz.
1668) i z pelnym przekonaniem zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Szkoty
Glownej Gospodarstwa Wiejskiego o dopuszczenie mgr inz. Jasminy Bataban do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego.

Jednoczednie zwracam si¢ z propozycja wyrdznienia rozprawy ze wzgledu na jej
innowacyjny charakter, otrzymanie bardzo wartoSciowych wynikéw i w perspektywie

mozliwos¢ zastosowania uzyskanych wynikéw w hodowli drobiu.
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