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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Jasminy Balaban zatytulowanej ,,Wplyw tienkun
grafenu i wybranych bialek na funkcjonaino-morfologiczne cechy komorek mieéniowych.
Badania modelowe”, wykonanej pod kierunkiem promotora Pani prof dr hab. Ewy Sawosz-
Chwalibég oraz promotora pomocniczego Pana dr hab. Mariusza Wierzbickiego w Katedrze
Nanobiotechnologii Instytutu Biologii Szkoly Giéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

I. Ocena formalna pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska sklada si¢ z: (i) trzech publikacji
oryginalnych o Iacznym wspéiczynniku oddzialywania (IF) wynoszacym 12,543, ki6re ukazaly
si¢ w latach 2020-2023 i w ktérych Pani mgr inz. Ja$mina Bataban jest pierwszym autorem oraz
(ii) powstalego na podstawie wynikébw wiasnych badafi opracowania wjezyka polskim,
Zawierajgcego: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz publikacji oryginalnych
wchodzacych w sklad rozprawy, wstep, opis wykorzystanych materialéw i metod badawczych
wraz z wykazem zastosowanej aparatury, omdwienie wynikdw, wnioski, podsumowanie badan

oraz bibliografie.
Publikacjami wehodzacymi w sklad rozprawy sg:

1. Praca oryginalna: Jasémina Balaban, Mateusz Wierzbicki., Marlena Zielifiska, Jarostaw
Szczepaniak, Malwina Sosnowska, Karolina Daniluk, Pominik Cysewski, Piotr Koczon, Andre
Chwalibog, Ewa Sawosz. .. Effects of graphene oxide nanofilm and chicken embryo muscle
extract on mucle progenitor cell differentiation and contraction”. Molecules 2020;25(8):1991.
IF=4.412. Liczba punktéw MEiN 140

2. Praca oryginalna: Jasmina Balaban, Marlena Zielifiska, Mateusz Wierzbicki, Teresa
Ostaszewska, Magdalena Fajkowska, Malgorzata Rzepakowska, Karolina Daniluk, Malwina
Sosnowska, Andre Chwalibog, Ewa Sawosz. ,.Effect of muscle extract and grapheme oxide on
muscle structure of chicken embryos”. Animals 2021;11(12):3467. IF=3.231. Liczna punktéw
MEIN 100



3. Praca oryginalna: Jasmina Balaban, Marlena Zielinska-Gorska, Malwina Sosnowska,
Karolina Daniluk, Stawomir Jaworski, Piotr Koczori, Dominik Cysewski, Andre Chwalibog,
Ewa Sawosz. ,,Graphene oxide decreases pro-inflammatory protein production in skeletal
muscle cells exposed to SARS-CoV?2 spike protein”. Nanotechmology. Science and Applications
2023:16:1-18. IF=4,9. Liczba punktéw MEiIN 200.

Wszyscy wspdlautorzy dotaczyli do kazdej publikacji pisemne oswiadczenia, w kidrych
szczegblowo okreslili zakres swego indywidualnego wkladu w wykonanie badan
i przygotowanie manuskryptéw do druku. Pani mgr inz. Jasmina Balaban uczestniczyla we
wszystkich etapach przygotowania kazdej publikacji wchodzacej w sklad ocenianej rozprawy.
Jej udziat dotyczyl: opracowania planu i metodyki badan, wykonania do§wiadczen oraz analizy
statystycznej wraz z interpretacia i opracowaniem uzyskanych wynikdw, jak tez przygotowania

tekstow manuskryptow.

Uklad ocenianej rozprawy spelnia wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim
powstalym na podstawie wlasnych badan eksperymentalnych. Wszechstronne merytoryczne
zaangazowanie Pani mgr inZ. Jasminy Balaban w przygotowanie powyzszych publikacji w mojej
ocenie w pelni nzasadnia ich igczne przedstawienie jako czesei Jej rozprawy doktorskiej.

II. Ocena merytoryczna rozprawy

Podejmujac badania koncentrujace si¢ wokél wybranych aspektéw aktywnosei tkanki
mig¢smiowej poddane] oddzialywaniu specyficznego nanomaterialu w postaci tlenku grafenu,
Doktorantka skupila si¢ na zagadnieniach dotyczgeych: (i) ndimicowania i dojrzewania
funkcjonalnego komoérek migsniowych; (ii) modyfikacji procesu rozwoju i ksztaltowania sie
struktury migsnia prazZkowanego w fazie embrionainej oraz (iii) potencjalnego zaangazowania
tkanki miesniowej w indukcje zjawiska burzy cytokinowej. W tym celu przeprowadzita trzy
starannie przemyslane doswiadczenia dotyczace: (i) udzialu tlenku grafenu jako modulatora
oddziatywania biatek wyizolowanych z migéni koficzyny tylnej 18 dniowego zarodka kurczecia
na aktywno$é i réznicowanie w warunkach in vifro migsniowych komoérek progenitorowych
wyizolowanych z migsni koficzyny tylnej 8-dniowych zarodkéw kurczeeych; (ii) wplywn tlenku
grafenu i jego kompleksu z biatkami wyizolowanymi z 18-dniowego zarodka kurczecia linii
Ross 308 na rozwéj jego migsni koficzyny tylnej w warumkach in ove w 20 dniu rozwoju, jak tez,
na aktywno$é wyizolowanych w 9 dnin rozwoju komérek progenitorowych w hodowli in vitro;
(iil) identyfikacji receptora angiotensyny 2 (ACE2) w komdrkach migsniowyech oraz
charakterystyki ekspresji bialek prozaplanych indukowanych przez biatko S kolca wirusa SARS-
COV-2 w ludzkich komérkach migsniowych (linia HSkM) poddanych dziataniu tlenku grafenu.



Ta nowatorska koncepcja pracy powstata pod kierunkiem promotora rozprawy Pant prof.
dr hab. Ewy Sawosz-Chwalibég, specjalistki o miedzynarodowej renomie w dziedzinie
nancbiotechnologii. Do realizacji zaplanowanych celow badawczych Doktorantka wykorzystala
szeroki wachlarz metod dobranych adekwatnie pod kierunkiem promotora i promotora
pomocniczego Pana dr hab, Mariusza Wierzbickiego.

Czgs¢ analityczna badan obejmowala: charakterystyke tlenku grafenu metoda
spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera wraz z ocena jego morfologii na
podstawie obrazowania spod transmisyjnego mikroskopu elektronowego, charakterystyke
proteomiczng ekstraktéw przygotowanych z izolowanych migsni koficzyny tylnej zarodkéw
kurczecia oraz ekstraktéw uzyskanych z komorek ludzkich mioblastéw, przeprowadzona metoda
spektrometrii mas, hodowle pierwotng komérek progenitorowych z migénia konczyny tylnej
zarodka kurczecia, hodowle ludzkich mioblastéw (HSkM), analiz¢ morfologii komérek
z zastosowaniem mikroskopii sSwietlnej oraz mikroskopii elekironowej skaningowej, a ich
zrozmicowania metoda mikroskopii konfokalnej, analize¢ cytotoksycznosci nanofilmu tlenku
grafenu metodg testu dehydrogenazy mleczowej, charakterystyke zZywotnosci komorek
progenitorowych w hodowli pierwotnej metoda MTT oraz statusu ich proliferacji metoda
kolorymetryczng (test BrdU), test hemolizy krwinek czerwonych, oznaczenia ekspresji genéw
metodg R7-PCR, analizy histologiczne i immunohistochemiczne, oznaczenie aktywnosci
dysmutazy nadtlenkowej oraz analize ekspresji czynnikéw prozapalnych. Rozbudowane
inowoczesne instrumentarium metodyczne zastosowane w badaniach dowodzi wysokich

umiejgtnosci Doktorantki w wykonywaniu zlozonych, wiclokierunkowych analiz.

I1.1. Czgsé publikacyjna rozprawy

Publikaecja 1. Spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera ujawnita niezalezng od
postaci (nanofilm lub roztwér) tozsamoséé strukturalng tlenku grafemu z zachowanymi
charakterystycznymi wigzaniami mi¢dzy atomami wegla, tlenu i wodoru oraz obecnoscig
powierzchniowych grup funkcyjuych. Wykonana metoda spektrometrih mas analiza
proteomiczna ekstraktu eksperymentalnego (CEME), otrzymanego z wyizolowanych miesni
koticzyny tylnej zarodka kurczgcia w 18-tym dniu rozwoju, wykazata obecnosé 1470-ciu bialek,
sposrod ktoérych 249 bylo charakterystycznych dla tkanki migsniowej. Zastosowanie narzedzi
bioinformatycznych umozliwilo wyodrgbnienie z tej puli 59-cin bialek uczestniczacych
w stymulacji réZnicowania i dojrzewania strukturalnego i funkcjonalnego komoérek migsniowych
w warunkach in vitro. W puli tej 14 bialek stanowilo elementy macierzy zewnatrzkomdrkowe;,
20 bylo zaangazowanych w budowe struktury komorek oraz ich komunikacjg, 11 wspoltworzylo
aparat odpowiedzialny za kurczliwos¢ komérek migéniowych, 6 zwiazanych bylo z komunikacja
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nerwow3 i nerwowo-mieéniows, natomiast 9 uczestniczylo w regulacji metabolizmu. W ukladzie
in vitro 48-mio godzinne oddziatywanie ekstraktu CEME na migsniowe komodrki progenitorowe
wyizolowane z koficzyny tylnej 8~dniowych zarodkéw kurczgcych wywolalo zmiany zaréwno
ich morfologii jak i aktywnosci. Mikroskopia $wietlna i mikroskopia elektronowa skaningowa
migéniowych komorek progenitorowych ujawnily obecnod$é wydhizonych, przekraczajacych
1000 pm dhugosci i osiggajacych 10-20um szerokoscei, rozgalezionych i krzyzujgcych sie pod
réznym katem wielojadrzastych miotub, zlokalizowanych na szczycie gestych warstw
niezroznicowanych  komérek. Obrazowanie konfokalne potwierdzilo wystepowanie
wiclojgdrowych komdrek migéniowych oraz wykazato charakterystyczne dla  migéni
szkieletowych prazkowanie. Obecnosé ekstraktu CEME znaczaco zwiekszyla tez indeks fuzji
komorek i, w konsekwencji, tworzenie struktury wielokomérkowej. Ekstrakt CEME
zaaplikowany wraz nanofilmem tlenku grafemu spowodowal tworzenie niezrbéZnicowanej
warstwy komdrek z wielojgdrzastymi i bardziej uporzadkewanymi przestrzennie miotubami
zlokalizowanymi szczycie tej warstwy. Dedatek samego nanofilmu do hodowli skutkowat
silniejszym przyleganiem komorek migsniowych do podloza, czemu towarzyszyly zmiany w ich
ksztalcie, w postaci licznych filopodiéw i splaszezonym pokroju. Ekstrakt CEME, podany
zarowno bez, jak tez w obecnosci nanofilmu tlenku grafemu, byl kluczowym czynnikiem
warunkujgcym wystapienie rytmicznej kurczliwosci komdérek mieéniowych z czestotliwoscig
1,7 skurczu na minute. Wynik ten wskazuje na to, Ze podczas miogenezy jedynie biatkowe
czynniki stymulujace decyduja o indukcji fizjologicznej aktywnodci komérek miegniowych.
Analiza cytotoksycznodei nanofilmu tlenku grafemu mierzona testem dehydrogenazy
mleczajowej oraz analiza zywotnosci komorek przeprowadzona testem MTT nie ujawnily
istomego wplywu tej substancji, ani na integralnos¢ ich blony komoérkowej, ani na zmiane ich
zywotnosci. Zatem tlenek grafemu, okazujac sie nietoksycznym dla komérek migsniowych,
moze by¢ uwazny za biozgodng nisze ich wzrostu. Obecnoéé samego nanofilmu tlenku grafemu
w hodowhi migsniowych komorek progenitorowych nie wplyneta na zmiany poziomu ekspresji
mRNA genéw kodujgcych biatka uczestniczace w metabolizmie komorki (4ip5b, Fgf2, Ldhs,
Pcna) oraz w procesie réznicowania i dejrzewania (Myf5, MyoDI, MyoG, Pax3, Pax7).
Obecnost samego ekstraktu CEME prowadzila natomiast do podwyzszenie ekspresji Atp5b
mRNA i obnizenia poziomu Fgf2 mRNA i Ldh5 mRNA. Laczne oddziatywanie ekstrakin CEME
i nanofilmu tlenku grafemm zwickszylo ekspresje Apid mRNA i utrzymato poziomy Fgf2
mRNA ocraz Ldh3 mRNA na pulapic obserwowanym w obecnosci samego CEME. Choé po
podaniu samego cksiraktu, jak i w obecnoéel samego nanofilmu tlenku grafemu pojawila si¢
nasilona transkrypcja genow Myf5, MyoDI, MyoG, Pax3, Pax7, to jednak intensywnosdé tych



zmian dla kazdego z badanych genéw byla znaczaco wyzsza w komorkach stymulowanych tylko
przez biatka ekstraktu CEME.

Publikacja 2. Analizy proteomiczna i bioinformatyczna ekstraktu biatkowego uzyskanego
zmiegsni tylnej 18-dniowego zarodka kurczecia, umozliwily wyodrgbnienie stu kluczowych
biatlek zwigzanych z: (i) procesami wzrostu réznicowania komdrek migéniowych;
(ii) metabolizmem komérkowym; (iii) organizacjs macierzy zewnatrzkomorkowej;
(iv) interakcja nerwowo-mi¢sniows. Zastosowanie testt BrdU w hodowli komérek
progenitorowych (uzyskanych z mieéni koficzyny tylnej 9-dniowego zarodka kurczecia linii
Ross 308) ujawnilo stymulujacy wplyw ekstraktu CEME w stezeniach 0.5%, 1%, 2% na poziom
proliferacji komérek migéniowych . Dodatek samego roztworu (100 ng/ml) tlenku grafemu nie
wplynat na ten proces, natomiast 1% i 2% roztwory CEME skompleksowane z tlenkiem grafenu
znaczaco zwickszyly indeks proliferacji, w pordwnaniu do poziomu w komérkach
stymulowanych analogicznymi st¢Zzeniami samego ekstraktu CEME. Test cytotoksycznosci
CEME w hodowli komédrek progenitorowych ujawnil toksyczne dzialanie samego ekstraktu
CEME oraz jego kompleksu z tlenkiem grafenu tylko po ich aplikacji do hodowli komdrkowej
w stezeniu 10%. Nieco mniejszag toksyczno$¢ wykazywal takze 5% ekstrakt CEME
skompleksowany ztlenkiem grafenun. Ocena biokompatybilnoici nanomaterialu wykonana
w krwi kurczecia metoda testu hemokompatybilnosei wykazata brak hemolitycznego wplywu
uzywanych w doswiadczeniu roztworéw ekstraktu CEME i jego kompleksow z tlenkiem grafenu
az do stezenia 10%. TakZe zawiesina samego tlenku grafenu (100 ng/ml) nie indukowala
zjawiska hemolizy krwinek. Wyniki potwierdzity biozgodnos¢ tlenku grafena.

W dwudziestym dniu rozwojn zarodkowego kurczgt linii Ross 308, po iniekcjach
ekstraktéow CEME (w stegzeniach 1, 2, 5, 10%), tlenku grafenu (w stgzeniv 100 ng/ml),
kompleksow tlenkn grafenu z ekstraktern CEME (w stezeniach 1, 2, 5, 10%) wykonanych in ovo
w pierwszym dnin rozwoju zarodka, nie wystapily zmiany w masie jaj, zarodkow, ich watroby
i serca w stosunku do odpowiednich wartosci w grupie kontrolnej. Rowniez we krwi pobranej od
20-dniowych zarodkéw nie stwierdzono zmian w aktywnosci enzyméw watrobowych:
transaminazy alaninowej, fosfatazy alkalicznej, transaminazy asparaginowej; w steZeniach
albuminy, globuliny, biatka catkowitego, glukozy, kreatyniny oraz trojglicerydow. Jednak ocena
histologiczna przekroju poprzecznego miegsni szkieletowych koficzyny tylnej 20-dniowego
zarodka wykazata znaczgce rénice w strukiurze migéni migdzy grupami, W grupie kontrolnej
obserwowano rozlegle perymysium z duzy ilodcia tkanki lgcznej z wyraznie widocznym
endomysium i luZzno upakowanymi komérkami migéniowymi. Po stymulacji ekstraktem CEME
w stezeniu 2% i 5% miesnie byly lepiej rozwinigte, komérki gesto upakowane, z wiekszg liczbg



Jjader i mniejszg ilodcig tkanki facznej. Po podaniu roztweru tlenku grafenu Iub jego kompleksu
7 10% ekstraktem CEME komoérki migéniowe byly mniej rozwinigte, a endomysium slabiej
zaznaczone. W zarodkach poddanych dziataniu kompleksu tlenku grafenu z 1%, 2% i 5%
ckstrakiem CEME komérki mi¢sniowe byly okragle i lepiej rozwiniete. Znacmy wzrost liczby
komorek wystiapil w po aplikacji 2% i 5% ckstraktu CEME. Ponadto, skutkiem stymulacji przez
ekstrakt CEME w stgzeniu 2% bylo zwigkszenie liczby jader komérkowych. We wszystkich
badanych grupach wspdlczynnik proliferacji utrzymywal sie na poziomie stwierdzonym
w grupie kontroinej. W zadnej z badanych grup nie pojawily si¢ zmiany w aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD).

Publikacja 3. Po 24 godzinnej inkubacji ludzkich mioblastow w obecnosci tlenku grafenu
(100 ppm), biatka S (Sug/ml) lub ich tacznej aplikacji morfologia tych komérek w obu grupach
nie réznita si¢. Zachowaly one swdj charakterystyczny wydhmony kszialt, w hodowli nie
pojawila si¢ apoptoza ani nekroza, a przylegajgcy do komorek tlenek grafenu nie spowodowal
deformacji ich struktury. Zastosowanie mikroskopii konfokalnej nie uwidocznito
morfologicznych zmian w obrazie aktyny, choé w obecnosci tlenku grafenu, atakze tlenku
grafenu i biatka S zwigkszeniu vlegla jej ogdlna powierzchnia w komorkach Nie pojawily sie
symptomy polimeryzacji akityny, dezintegracji cytoszkieletu, ani sygnaly wskazujace na indukcje
proceséw cytotoksycznych. We wszystkich czierech analizowanych grupach komoérek (kontrola,
komorki z tlenkiern grafenu; z bialkiem S oraz z tlenkiem grafenu wraz z biatkiem S) po
zastosowaniu technik immunofluorescencyjnych ujawnila si¢ stata, wysoka ekspresja receptora
ACE2 na powierzchni mioblastéw. Specyfika warunkéw eksperymentalnych nie wplynela, ani
na zmiang calkowitej i sredniej powierzchni zajmowanej przez te receptory, ani na morfologic
iliczbe jader komoérkowych. Spodréd 40-tu badanych bialek zaangazowanych w procesy
zapalne, po inkubacji ludzkich mioblastéw z biatkiem S nastgpit wzrost ekspresji biatka adhezji
migdzykomorkowej (ICAM-1), biatka chemotaktyeznegoe monocytéow (MCP-1) oraz
interleukiny-8 (IL-8). Dodatek tlenku grafenu zniwelowal efekt biatka S redukujge ich ekspresje
do poziomu wystepujacego w grupie kontrolnej. Analiza proteomiczna wykazala, z¢ w grupach
eksperymentalnych zmiany ckspresji dotyczyly Iacznie 667-miu bialek, wéréd ktérych jedna
trzecia nalezala do bialek zaangarowanych w procesy komorkowe, a jedna piata uczesiniczyla w
regulacji proceséw metabolicznych. Ogdlnie, biatko S bylo stymulatorem ekspresji protein
natomiast po dodaniu tlenku grafenu do komoérek inkubowanych z bialkiem S nastepowalo
obniZenie poziomm ekspresji. Jednak jej najwickszy, dotyczacy wielu bialek z tej puli, spadek
pojawil si¢ po podaniu samego tlenku grafenu. Trendy zmian (przedstawione na wykresach
wulkanowych) uwidocznily specyficzny dia kazdego czynnika eksperymentalnego kierunek ich



wplywu na poziom ekspresji bialek. Po stymulacji biatkiem 8 ekspresja 13-stu biatek wzrosta
ainnych 13-stu zmalala. W jednoczesnej obecnosci biatka S i tlenku grafenu macznie
podwyzszony poziom ekspresji dotyczyl pigciu, a obnizony 638-miu bialck. Sam tlenck grafenu
zwickszyl ekspresje pigciu biatek redukujac ja jednoczesnie dla 431 innych. Sposérdd zbioru
wszystkich bialek o obnizonej ekspresji, 375 bylo wspélnych dla grupy z tlenkiem grafenu oraz
grupy biatkiem S i tlenkiem grafenu. Specyficzne dla kazdej grupy badanych komidrek byly
natomiast biatka o podwyzszonej ekspresji.

Najwigkszy, stymulujgcy wplyw biatka S dotyczyt pobudzenia ekspresji dziesieciu
bialek: deacetylazy histonowej (HDAC?2), mitochondrialnego biatka podobnego do stomatyny-2
(STOML-2), mitochondrialngj dysmutazy ponadilenkowej (SOD2), peroksysomalnego
wielofunkeyjnego enzymu typu 2 (HSD17B4), cykloksygenazy-1 (COX-1), glikoproteiny CD59
(CD59), kalponiny-3 (CNN3), biatka zwiazanego z kaweolami 4 (CAVIN4), tytyny (TTN) oraz
biatka rybosomalnego 408 S3 (RPS3). W obecnosei tlenku grafenu efekt wywolany przez biatko
S byl zniwelowany do poziomu w grupie kontrolnej. Odwrotny, hamujgcy wplyw biatka S
dotyczyl natomiast ekspresjt keratyny typo pierwszego cytoszkicletu 9 (KRT9) oraz biatka
homeryny (HRNR). Po dodanin tlenku grafenu, w komérkach mioblastow nastgpit znaczacy
wzrost ekspresji tych bialek.

Lektura publikacji wchodzacych w sklad ocenianej rozprawy nasunela mi nastepujace
pytania:

1. Na jakiej podstawie dokonano wyboru zastosowanych w badaniach stezenia tlenku grafenu
(100pp) oraz stezenia biatka S (Sug/ml): czy zostaly one ustalone na podstawie wezesniejszych
badafi wlasnych zespolu, czy wybrano je na podstawic danych z pi$émiennictwa? Takiej
informacji nie znalaztam, ani w zalaezonych pracach, ani w opracowaniu w jezyku polskim.

2. Na podstawie wynikéw swych badan Doktorantka wskazuje na szczegolny aplikacyjny
potencjat tlenku grafenu w zakresie szeroko pojmowanej inzynierii tkankowej. Czy
w dostepnym pismiennictwie specjalistycznym pojawily sic juz informacje o wykorzystywaniu
tego nanomaterialn w prakiyce, na przyklad do wspierania procesdéw regeneracyjnych
w organizinie? Proszg o krotki komentarz dotyczacy aktualnego stanu wiedzy w tym zakresie.

3. W komérkach progenitorowych migéni, hodowanych przez 96 godzin w obecnosei nanofilmu
tlenkuz grafenu, zwigzek ten nie ujawnil wiasciwosci cytotoksycznych. Czy sg dane dotyczace
retencji tego typu nanomalerialdw w organizmie ssakéw, jak tez oceny ich potencjalnej
cytotoksycznosci w modelu in vivo przy, hipotetycznie, znacznie dhuzszym i zrdoznicowanym

komérkowo kontakcie z nanomaterialem?



4. Czgé€ badan Doktorantki skupiala si¢ wokot wplywu specyficzmego koktajlu biatkowego
(CEME) oraz tlenku grafenn na wybrane cechy stnuikturalne i funkcjonalne komoérek
macierzystych wyizolowanych z miesni szkieletowych. Czy s3 badania o podobnym charakterze,
lecz skoncentrowane na wlasciwosciach komérek macierzystych mig¢énia sercowego?

3. W tabeli 1 (Nanotechmolagy. Science and Applications, 2023) zawarta jest m.in. informacja
o liczbie bialek, ktore w ludzkich mioblastach wykazaly nasilong ckspresja w obecnosci samego
tlenku grafenu (5 bialek) oraz tlenku grafenu podanego lgcznie z biatkiem S (5 bialek). Czy
wiadomo juz jakie to sg biatka?

6. W jaki sposéb uzyskuje sie precyzje (specyficznosé) substratows korony biatkowej tlenku
grafenu w zakresie dostarczania badZ usuwania biatek z komédrek?

I1.2. Opracowanie w jezyku polskim

Tekst opracowania rozpoczyna si¢ Streszezeniem w jezyku polskim i Abstraktem w jezyku
angielskim. Oba rozdzialy zestaly przygotowane zgodnie z kanonem przygotowania tego typu
tekstu naukowego i zawierajg syntetycznie ujete informacje o zalozeniach badawezych, celu
badan, materiale badawczym, wynikach oraz wnioskach.

Wstep, W pigciostronicowym rozdziale Doktorantka synietycznie zaprezentowala najwazniejsze
aspekty zagadnien naukowych lezacych u pedstaw podjetych badann. Rozpoczynajac od
charakterystyki tlenku grafenu jako nanomaterialu weglowego o spodziewanej wysokiej
biozgodnosci, wskazuje nastgpnie na jego potencjal do peinienia funkcji mimicznej macierzy
zewngtrzkomoérkowej, jak tez pelnienia roli noénika w systemie dwukierunkowego transportu
bialek w organizmie. ZwigZle przedstawia proces réznicowania migéniowych komorek
progenilorowych w procesie biogenezy, a nast¢pnic wskazuje na stymulujace dzialanie
ekstraktéw biatkowych na proliferacje 1 tempo réznicowania komérek miogennych w warunkach
in vitro. Zwraca uwage na potencjal stymulacyjny - dotychezas nie stosowanego w takich
badaniach - ekstraktu bialkowego z migsni kodczyny tylnej zarodka kurczgcia przyblizajge tym
samym jeden z kluczowych czynnikéw zastosowanych w przeprowadzonych eksperymentach
wlasnych. Caly opis umieszcza w koniekscie zastosowan nanomaterialéw 1 czynnikow wzrostu
w inZynierii tkankowej. W kolejnej partii tekstu Doktorantka skupia si¢ na badaniach wiasnych
charakteryzujac zatozenia i cele badawcze jakie zostaly przyjete w doswiadczeniu pierwszym
i syntetycznie rekapituluje uzyskane wyniki. Nastepnie wskazuje na potencjal egzogennego
biatkowego wspomagania in ovo umeziiwiajacego dostarczanie do rozwijajacych sie zarodkow
czynnikdw wspierajacych proces prawidlowego rozwoju miesni kurczecia, Wskazuje na fizyczne
wlasciwosci tlenku grafenu umozliwiajgee tworzenie korony biatkowej 1 wykorzystywanie tego
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nanomaterialn do transportu egzogennych bialek do komoérek. Konhczac ten fragment tekstu
powraca do badan wlasnych podajgc cele badawcze i najwainiejsze wyniki jakie uzyskala
w doswiadczeniu drugim. Przechodzac do zjawiska pandemii COVID-19 krdtko charakieryzuje
typowe dla tej choroby zjawisko burzy cytokinowej, a nastgpnie wskazuje na zidentyfikowang
m.in w komoérkach migéni gladkich, perycytach i komdérkach satelitarnych miesni czlowicka
ckspresj¢ mRNA transblonowej proteazy serynowej enzymu konwertujacego angiotensyne 1.
Wyjagnia, 7e taki profil ekspresji stwarza biologiczng podstawe do wniknigcia wirusa
SARS-COV-2 do organizmmu przez receptory ACE2 zlokalizowane takze w tkance migsniowej.
Biorgc pod uwagg fakt, ze tkanka ta stanowi ponad 50% bialek organizmu, moze ona, nawet przy
niskiej syntezie cytokin w poszczegélnych komérkach, zapewnié lacznie wydatng podaz bialek
prozpalnych i, w konsekwencji, znaczaco przyczynia¢ si¢ do indukcji zjawiska burzy
cytokinowej. W dalszej czesci Doktorantka odnosi sie do metod ograniczania tego zjawiska
i wskazuje na tlenck grafenu jako supercienki material weglowy odznaczajacy si¢ potencjatem
do wigzania na swej powierzchni m.in. bialek cytokin indukowanych w przebiegu choroby
COVID-19. W koficowym fragmencie rozdziale Doktorantka podaje zalozenia, cel badan, jak tez
komentuje najwazniejsze wyniki wlasne uzyskane w doswiadczeniu trzecim.

Rozdzial ,,Wstgp” powstal z wykorzystaniem 25 publikacji, z ktérych 11 stanowig prace
opublikowane w latach 2020-2022. Choé jest bardzo zwiczla prezentacjs merytorveznego ta
rozprawy, to logicznie uzasadnia wybér pedjetej przez Doktorantke tematyki badawczej.

Uwagi.

1. W rozdziale tym Doktorantka komentuje wyniki wiasne, kiore przedstawione beda dopiero
wrozdziale ,,Oméwienie gldéwnych wynikéw prac doswiadczalnych”. Tymczasem rozdzial
»Wstep” powinien charakieryzowaé jedynie merytoryczne tlo podjetych badan i w logiczny
sposob uzasadniaé przyjete zalozenia badawcze. Antycypowanie wynikéw w tekscie, ktérego
zadaniem jest przekonanie czytelnika co do zasadnodci zaplanowanych prac doswiadezalnych,
nie jest wilasciwe.

2. W rozdziale brak jest sformulowanej hipotezy badawczej bedacej z zatozenia kluczowym
zwornikiem koncepcyjnym badan. Dopiero nastepnym krokiem powinno byé okreslenie celéw
badaweczych siuzacych jej weryfikacji. W mojej ocenie, cele badawcze, ktore Doktorantka
sformulowala w rozdziale Wstgp powinny byé, wraz z hipoteza badawcza, wyodrebnione
w osobnym rozdziale. Dzigki takiej strukturyzacji caly tekst opracowania wj¢zykn polskim
zyskatby va przejrzystosei.



Materialy. Rozdzial liczy dwie strony i zawiera: charakterystyke: (i) tlenku grafenu
z uwzglednieniem uzytych w do§wiadczeniach jego form nanofilmu oraz zawiesiny
w kompleksie z cksiraktem biatkowym; (ii) opis oirzymywania wodnego ekstraktn migsni
koficzyny tylnej 18-dniowego zarodka kurczecia; (iii) opis zastosowanych hodowli komérek
progenitorowych izolowanych =z 8/9-dniowych zarodkdw kurczecych oraz  hodowli
nienowotworowych komérek ludzkich mioblastéw; (iv) informacje o uzytych w badaniach
zarodkach kurzych; (v) informacje o formie uzytego bialku S kolca wirusa SARS-COV-2
(biatko o pelnej dlugosci z zachowana strukturg frzech podjednostek). Dodatkowo, rozdzial
zawiera schemat trzech wykonanych do$wiadezef, z uwzglednieniem wykorzystanych w nich
materiatow i modeli badawczych. Tekst dostarcza pajwazniejszych informacji o wykorzystanych
materialach, a ich bardziej szczegblowy opis zawieraja trzy publikacje wchodzace w skiad

ocenianegj TOZpPrawy.

Metody. Rozdzial zwigzle przedstawia zastosowane procedury amalityczne. Nalezg do nich:
spcktroskopia w podczerwieni z transformacjs Fouricra oraz elektronowa mikroskopia
transmisyjna  zastosowana do charakterysiyki tlenku grafenu; spektrometria  mas
z zastosowaniem platformy Max-Quant 1.6.3.4 wykorzystana do charakterystyki profilu
biatkowego wodnego ekstraktu z wmiesni zaredkéw kurczgeyeh; mikroskopia $wietlna,
elektronowa, skaningowa i konfokalna oraz metoda immunochemiluminescencyjna
wykorzystane do okreslenia morfologii i ekspresji bialek w komérkach progenitorowych
i komérkach HSkM; metoda kolorymetryczna do oceny zywotnodci komorek, test ELSA BrdU
do oznaczenia proliferacji komérek; metoda gRI-PCR do oznaczania ekspresji mRNA; metoda
immunohistochemiczna sluzaca identyfikacji jadrowego antygenu komérek proliferujgeych; test
SOD do oznaczania aktywnodci dysmutazy nadtlenkowej oraz test hemolizy krwinek
czerwonych. Rozdzial koficzy informacja o statystycznej analizie danych. Zaprezentowany tekst
jest przekonujacg, zgodng z danymi zamieszczonymi w publikacjach oryginalnych, prezentacja
zastosowanego warsziatu analitycznego. Dokladny opis metodyki zawierajg trzy prace
z wynikami oryginalnymi.

Uwagi.

1. Informacja o analizie statystycznej danych nie jest precyzyjna. W pracy 1 (Molecules, 2020)
1w pracy 2 (dnimals, 2021) oprécz jednoczynnikowe) analizy wariancji ANOVA, zastosowany
byl tez test post-hoc Tukey’a.

Oméwienic glownych wynikéw prac doswiadczalnych. Rozdzial liczy szesnascie stron i jest
najdluzszg czg¢Scig opracowania. Struktura tekstu $cisle odzwierciedia podzial badaf na trzy

cksperymenty, Tekst jest wzbogacony o pochodzace z publikacji oryginalnych tabele, ryciny
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izdjgcia spod mikroskopu. Wyczerpujaco przedstawia najwaimiejsze wyniki obejmujace
wszystkie aspekty przeprowadzonych analiz.

Uwagi.

1. W mojej opinii, oceniany rozdzial nic ma charakteru zapowiadanego w tytule ,,oméwienia
wynik6w”, gdyz opisujac rezultaty swych badad Doktorantka nie komentuje ich na tle
dostepnego piémiennictwa.

2. Wzmianka o wynikach innych niz wlasne pojawia si¢ jedynie we fragmencie dotyczacym
prezentacji czesci danych z do$wiadczenia trzeciego. Doktorantka podajac tu informacje
o badaniach na ludziach i myszach (strona 38-39 opracowania) nie podaje zrodel literaturowych,
co nalezy uzna¢ za powazny blad formainy.

2. Czytelnik moze by¢ rozczarowany faktem, ¢ Doktorantka nie podjela w tym rozdziale nawet
proby wprowadzenie narracji integrujacej otrzymane wyniki, Wrazenie ,tekstu technicznego”
potgguje przy tym fakt, ze sg one referowane pod winietami ,,Do$wiadczenie I, II, III”, zamiast
pod odpowiednimi tytulami odnoszacymi si¢ do problematyki, jakiej dotyczyly poszczegdlne
eksperymenty.

3. Nie jest zrozumiale, dlaczego w rozdziale poswigconym wynikom Doktorantka powtarza
informacje dotyczace celow badafi i zastosowanych schematéw doswiadczeh.

Whioski. Rozdzial nic zostal przygotowany odpowiednio do standardu opracowania tego
elementu tekstu naukowego, zgodnie z ktérym powinien on zawieraé jedynie zwigZle
sformulowane wnioski odnoszace si¢ do przyjetych w badaniach hipotez. Niezrozumialy jest
wigc powdd, dla ktérego zawarte s3 w nim takze trzy, bez mala jednostronicowe, opisy
poszczegdlnych doswiadczen, w ktorych Doktorantka ponownie wyszczegdlnia cele badawcze
iw formie skréconej przytacza uzyskane wyniki. W rozdziale brak jest koncowych,
syntetycznych konkluzji plynacych z badad. Wypunktowane stwierdzenia, zamieszczone pod
kazdym z opiséw doswiadczen, w mojej ocenie, nie s3 wnioskami z badan, lecz stanowig jedynie
zrekapitulowane obserwacje badawcze.

Podsumowanie. Ostatni fragment opracowania jest jednostronicows, bez odnosnikéw do danych
z pi$miennictwa synteza najwazniejszych obserwacii eksperymentalnych.

Uwagi.

1. Zaskakujgca jest kompozycja tekstu, w ktérej podsumowanie badan jest zamieszczone po,
a nie przed rozdzialem Wnioski.
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2. Wnikliwg analiz¢ swych danych Doktorantka przygotowala jedynie w trzech publikacjach
oryginalmych, a w opracowaniu w jezyku polskim zrezygnowala z przedstawienia
skonfrontowanego z danymi z pismiennictwa komentarza, kiGry umiejetnie podkreslatby aspekty
fizjologiczne i aplikacyjne uzyskanych wynikéw. W mojej opinii brak takiego tekstu utrudnia
czytelnikowi uchwycenie zintegrowanego obrazu badan Doktorantki i w konsekwencji obniza
naukowy walor opracowania.

Bibliografia. Spis literatury zawiera 28 pozycji, sposréd kidrych 12 to prace opublikowane
w ostatnich pigciu latach (2018-2022).

Uwagi.

1. Bibliografia ni¢c odzwierciedla rzeczywistej liczby prac zacytowanych w tekscie opracowania,
gdyz w tekscie brak jest nastgpujgeych, zamieszezonych w spisie prac: Tan et al., 2021 (pozycja
7), Asfour et al., 2018 (pozycja 12), Valdez et al., 2000 (pozycja 13).

IT1. Podsumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa stanowi oryginalne, logicanie skonstruowane dzielo
naukowe, Kkitorego powstanie wymagato od Doktorantki nabycia wiedzy w zakresie
teoretycznych podstaw swoich badan, umiejgtnosci formutowania celéw i zadan badawczych,
opanowania nowoczesnych technik analityczanych i dokonania odpowiednicj interpretacji
otrzymanych z ich wykorzystaniem danych, a takze wykazania si¢ zdolnoscia do opracowania
i przygotowania publikacji do druku,

W serii wnikliwych badati Doktoranta wykazata:

(i) stymulujace oddziatywanie ekstraktu biatkowego CEME na proces miogenezy komorek
progeniforowych migsnia koficzyny tylnej zarodka kurczecia;

(i1) udziat bialek ekstraktu CEME (bez oraz w obecnosei tlenku grafenu) w indukcji samoistnej,
ryimicznej kurczliwosci komérek migéniowych z czestotliwoseia 1,7 skurczn na minute;

(iii) uzytecznos€ tlenku grafenu (w formie nanofilmu) w tworzeniu niszy ulatwiajgcej zasiedlanie
komérek progenitorowych w warunkach in vitro;

(iv) niewrazliwos¢ komérek progenitorowych na obecnosé tlenku grafene w hodowli in vitro
w kontekscie utrzymania zywotnosci i zdolnosei do procesu rémicowania tych komorek;

(v) biozgodnosé tlenku grafenu podirzymujacego prawidlowy rozwdj, mase ciala, parametry
biochemiczne krwi i Zywotnosé zarodkéw kurczecych in ovo;

(vi) stymulujace oddziatywanie egzogennego ekstraktu CEME na struktore miesni

szkieletowych zarodka in ovo;
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(vii) obecnos¢ receptora konwertazy angiotensyny 2 (ACE2) w nienotworowych komérkach
ludzkich micblastow;

(viii} prozapaing aktywnos¢ biatka S kolkea wirusa SARS-COV2 w komdrkach ludzkich
mioblastéw in vifro preez stymulacje syntezy bialek ICAM-1, MCP-1 oraz IL-8 uczestniczacych
w zjawisku burzy cytokinowej;

(ix) zdolnosé tlenku grafenu do redukcji poziomu bialek prozapalnych indukowanych przez
biatko § w komérkach ludzkich mioblastéw.

Choé calodé badan Doktorantki odznacza sic wysokim walorem pozhawczym, to warto
wyrozni¢ pionierskie obserwacje im vitre dotyczgce samoistnej aktywnosei skurczowej
prekursorowych komoérek migéniowych wraz z udokumentowaniem prorozwojowej roli tlenku
grafenu w formowaniu korzystnej niszy, w ktorej zasiedlone komérki, w obecnosci
specyficznego ekstraktu biatkowego, uzyskujg swa dojrzalo$é fimkcjonalng. Réwnie cennym
osiagni¢ciem jest wiaczenie tkanki miesniowej do groma biologicznych wrét, sprzyjajacych
wzbudzeniu 1 intensyfikac)i nicbezpiecznego dla organizmu zjawiska burzy cytokinowej, jak tez
uzyskanie po raz pierwszy eksperymentalnych przeslanek wskazujgcych na potencjat tienku
grafenu w redukcji prozapalnego dziatania bialka S kolca wirusa SARS-COV2 w komérkach
ludzkich mioblastéw.

Slabszg czeg$cig ocenianej rozprawy jest opracowane w j¢zyku polskim. Doktorantka nie
ustrzegla si¢  kilkukroinych powtérzefi dotyczacych sformulowanych celéw  badan
i zastosowanych schematéw badawczych, co niekorzystnie wplynelo na klarowno$é catego
opracowania. Zastrzezenia budzi tez jego kompozycja oraz przygotowany niezgodnie ze
standardem rozdziat Wnioski.

Zgloszone przeze mmnie uwagli krytyczne nie kwestionujg zadnego eksperymentalnego
aspektn przeprowadzonych badar, lecz dotyeza wylacznie niedociggnieé opracowania w jezyku
polskim. Uwagi te traktuje jako wskazoéwki dla Doktorantki do wykorzystania w dalszej pracy
naukowej. Nie przewazaja one mojej ogdlnej wysokiej oceny omawianego dziela nankowego.
Wnioskujge na podstawie przekazanej mi do oceny rozprawy doktorskiej oceniam, ze Pani mgr
inz. Jadmina Balaban jest merytorycznie przygotowana do samodzielnej pracy badawczej.

IV. Wniosek koicowy

Uwzgledniajagc wyméog dokonania oceny indywidnalnego wikladu Doktorantki

w powstaniu publikacji wchodzgeych w sklad przedstawionej mi do recenzji rozprawy
doktorskiej, po zapoznaniu si¢ z pisemnymi os$wiadczeniami zozonymi przez wszystkich
wspdtautoréw kazde] z nich, wktorych jednoznacznie potwierdzaja oni wiodacy udziat
Doktorantki przy planowaniv 1wykonaniu pracy eksperymentainej oraz cafosciowym
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opracowaniu otrzymanych wynikéw i przygotowaniu publikacji do druku oceniam, ze
indywidualny, tworczy wkiad Pani mgr inZ. JaSminy Balaban w zakresie wykonanej pracy
Koncepeyjnej, eksperymentalnej i edyiorskiej jest wystarczajacy do uznania jej za Autorke
przedlozonej rozprawy doktorskiej.

Reasumujgc pragne stwierdzi€, Zze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
zatytulowana: ,, Wplyw tlenku grafenu i wybranych bialek na funkcjonalno-morfologiczne
cechy komorek migsniowych. Badania modelowe” spelnia wszystkic wymagania stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce z dnia
20 fipca 2018 r. (Dz. U. 2023 r. poz. 742). W zwiazkn z powyzszym, zwracam si¢ do Rady
Dyscypliny Nauki Biologiczne Instytutu Biologii Szkoly Giéwnej Gospodarstwa Wigjskiego
w Warszawie z prosbg o dopuszczenie Pani mgr inz. Jasminy Bafaban do dalszych etapow
postgpowania doktorskiego.

Pani mgr inz. JaSmina Balaban przedstawila pionierskie dane, ktére po raz pierwszy
zobrazowaty potencjat tlenku grafenu jako substancji ulatwiajgcej dojrzewanie funkcjonalne
migsniowych komérek progenitorowych w warunkach in vifro oraz jako substancji
umozliwiajacej redukcje poziomu biatek prozapalnych w komorkach ludzkich mioblastow
infekowanych biatkiem S kolca wirusa SARS-COV2. Majac na wzgledzie wyrdzniajacs, wysoka
warto$¢ naukows uzyskanych wynikéw, kidre ukazaly sie w renomowanych czasopismach
specjalistycznych, a takze ich znaczacy potencjat aplikacyjny wnoszg tez o wyr6znienia tej
TOZprawy.

A Gopente

Prof. dr hab. Alina Gajewska

14



TOTSIOMY 94 f -7 0

n39s Py I, R

\dy\ztydéw gﬁ?@i) 3\50%

21-v0~¥20Z: e3eq
N ¥Z0Z/0.101/Mdy

(1] R




