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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Jacka Grebowskiego
pt ,Wyznaczenie statych szybkosci reakcji wysoko hydroksylowanego fulerenu Ceo(OH)z6 z
produktami radiolizy wody i okreslenie mechanizmu jego oddziatywania na erytrocyty

cztowieka”

Fulerenole sg hydroksylowanymi pochodnymi fulerendw, ktore dzieki swojej budowie
chemicznej i zwigzanych z nig wiasciwosciom fizyko-chemicznym staty sig¢ w ostatniej
dekadzie obiektem coraz to szerszych badan powigzanych z potencjalnym zastosowaniem w
medycynie. Wykazujg dualistyczny charakter, zalezny od warunkéw badan, ktory polega na
wiasciwosciach antyoksydacyjnych i pro-oksydacyjnych. Doniesienia literaturowe wskazujg
na mozliwoé¢ ich aplikacji m.in. w diagnostyce medycznej do przenoszenia substancji
kontrastujgcych, do kierowanego transportu lekow, jako neuroprotektorow, substancji
radioprotekcyjnych takze, jako radiouczulaczy. Wiele modyfikacji fulerenéw  Ceo,
zawierajacych w swojej strukturze 60 atomoéw wegli, do pochodnych rozpuszczalnych w
wodzie polega na przytgczeniu okres$lonych grup funkcyjnych takich jak: hydroksylowa
(polinydroksyfulereny), glikol polietylenowy (PEG-fulereny) poliwinylopirolidon  (PVP-
fulereny). Zmodyfikowanie funkcjonalne np. ugrupowaniem —OH, nadaje tym czgsteczkom
zdolno$é do ochrony przed wolnymi rodnikami. Niwelacja najbardziej reaktywnego wolnego
rodnika (‘OH) w stosunku do wrazliwych na utlenianie biomolekut to stezeniowo-zalezna
funkcja antyoksydacyjna. Jesli zatozyé, ze generacja wolnego rodnika (OH) w organizmie
mogtaby sie odbywa¢ na drodze absorpcji promieniowania jonizujacego, to w ochronie przed
skutkiem tego promieniowania mozna by zastosowaé fulerenole, na co wskazujg wykonane

juz badania na zwierzetach.

Dlatego celem podstawowym rozprawy doktorskiej byto po pierwsze, wyznaczenie
statych szybkosci reakcji wysoko hydroksylowanego fulerenolu Ceo(OH)ss z produktami
radiolizy wody: rodnikiem hydroksylowym (‘OH) oraz elektronem uwodnionym (€sq) Oraz
oszacowanie energii aktywacji reakcji, po drugie okreslenie mechanizmu/sposobu

oddziatywania tego fulerenolu z erytrocytami i ich btong komorkowa. Cele pracy zostaty
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sformutowane i dobrane bardzo interesujgco a przedstawione zagadnienia do rozwigzania sg
wazne i aktualnie potrzebne. Majg charakter wielowatkowy i nowatorski. Oceniang rozprawe
doktorska stanowi zestawienie, przedstawione ponizej, trzech oryginalnych artykutow
naukowych, opublikowanych w czasopismach specjalistycznych oraz w jednej 1 pracy
przegladowej, w ktorych to udziat Doktoranta potwierdzony o$wiadczeniami wspotautorow,

mozna uznac za istotny:

1. Rate constants of highly hydroxylated fullerene Ceo interacting with hydroxyl radicals and hydrated electrons.
Radiation Physics and Chemistry (2014) 103, 146-152. Praca wspotautorska, z Jackiem Grgbowskim na
1pierszym miejscu, 72 % udziatu.

2 Fullerenol could associate to band 3 protein of human erythrocyte membranes. Biochimica at Biophysica Acta
(2013a) 1828 (9) 2007-2014. Praca wspdtautorska, z Jackiem Grgbowskim na 1pierszym miejscu, 55 % udziatu.

3. Membrane fluidity and activity of membrang ATPases in human ertthrocytes under the influence of
polyhydroxylated fullerene. Biochimica at Biophysica Acta (2013b) 1828 (9) 2007-2014. Praca wspotautorska, z
Jackiem Grebowskim na 1pierszym miejscu, 42% udziatu.

Praca przegladowa: Fullerenols as a new therapeutic approach in nanomedicine. Biomedicine Research
International (2013c) 751913. Praca wspofautorska, z Jackiem Grebowskim na 1pierszym miejscu, 82% udziatu.

Prace oryginalne Doktoranta majg charakter dos$wiadczalny, stanowig zwarty cykl mono-
tematyczny zagadniern podstawowych zwigzanych z realizacjq postawionych celow
doktoratu, natomiast praca przegladowa prezentuje stan wiedzy w badaniach nad fulerenami
oraz wskazuje ich mozliwosci aplikacyjne w aspekcie biomedycznym. Doktorant jest réwniez
wspotautorem 6 publikacji, ktére nie wchodza do doktoratu, 28 doniesien konferencyjnych, w
tym 4 zagranicznych. Wygtosit takze 4 prezentacje na sympozjach i konferencjach w tym na
letniej szkole w Greciji.

Waga zestawionych w ramach rozprawy doktorskiej prac, jesli ocenia¢ je na
podstawie parametru Impact Factor jest wysoka i waha si¢ od wartosci ok. 1,3 poprzez ok.
27 do 3,9. Sumaryczna wartos¢ tego parametru (prac wchodzacych w sktad doktoratu)
wynosi IF = 11,819, czemu odpowiada 125 punktow MNiSzW a w przeliczeniu na
zadeklarowany, w odpowiednich o$wiadczeniach, wktad doktoranta do tych publikacji rowny
jest IF=6,952. Nalezy takze zaznaczyé, ze catkowity IF bardzo bogatego dorobku
publikacyjnego Doktoranta rowny jest 19,307, zas liczba punktéw MNiSzW wynosi 243.
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Praca doktorska zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Mieczystawa
Puchaly, jako promotora oraz przy udziale dr hab. Anity Krokosz bedacej promotorem
pomocniczym w Katedrze Biofizyki Molekularnej we wspotpracy z Migdzyresortowym
Instytutem Techniki Radiacyjnej na Wydziale Chemicznym Politechniki t6dzkiej oraz z
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych w Zaktadzie Chemii Heterogennej
PAN. Oérodek macierzysty, w ktérym zostata przygotowana praca doktorska, funkcjonuje w
ramach Instytutu Biofizyki Ut, ktory nalezy do czotowych krajowych centréw, gdzie
prowadzone sg badania naukowe z dyscypliny biofizyka w réznych aspektach
funkcjonowania membran biologicznych.

Pierwszy nurt badan Doktoranta, praca nr 1, to zagadnienia identyfikacyjne i
charakterystyka fizyko-chemiczna struktury fulerenolu Ceo(OH)ss, @ takze okreslenie
podstawowej wielkosci - state] szybkosci reakcji fulerenolu z produktami radiolizy wody
(rodnikiem hydroksylowym i elektronem uwodnionym). Wartos¢ statej szybkosci reakcji
(wynosita odpowiednio 2,0-10° dm® mol s oraz 2 5-10° dm® mol s™') z dobrym przyblizeniem,
nawigzuje do tej wyznaczonej przez Goldiego i Asmusa z 1999 r. w przypadku rodnika
hydroksylowego natomiast jest ok. 5-krotnie wyzsza od danych literaturowych, gdy chodzi o
elektron uwodniony (Mohan i wsp., 1998). Autor wnioskuje na podstawie poréwnan, ze
zdolnosci fulerenoli do wychwytywania produktow radiolizy wody (wolnego rodnika ‘OH oraz
elektronu uwodnionego €,,) Wraz ze wzrostem stopnia hydroksylacji klatki weglowej Ceo nie
malejg. S to bardzo wazne z poznawczego oraz praktycznego punktu widzenia odkrycia,
ktéore udowadniajg zdolno$¢ do wychwytywania/niwelacji bardzo reaktywnego wolnego
rodnika ‘OH przez ten wysokohydroksylowany fulerenol oraz wskazujg na ich potencjalne

dziatanie ochronne/antyoksydacyjne przed RTF na poziomie organizmu.

Bardzo wazng czescig rozprawy jest znalezienie czesciowych odpowiedzi, w ramach
drugiego zadania badawczego jakie zrealizowat Doktorant i zaprezentowat w pracach nr 2 i
3, wyjasniajagcych molekularny mechanizm oddziatywania fulerenolu Ceo(OH)ss (W
stosunkowo wysokich stezeniach, czyli w 50, 100 i 150 mg/L) z komorkami erytrocytéw i ich
bfong plazmatyczna. Podejscia eksperymentalne (praca nr 2, chronologicznie poézniejsza)
opieraty sie na analizach mikroskopowych i diagraméw z cytometrii przeptywowej w
przypadku badar morfologicznych badanych obiektow (zmodyfikowanych erytrocytow),
pomiarach stopnia hemolizy erytrocytéw i stezenia jonow potasu wyptywajacych z nich oraz
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analizach elektroforetycznych profilu biatek btonowych zmodyfikowanych erytrocytow.
Natomiast podejécie eksperymentalne w przypadku wczesniejszej pracy nr 3 opierato sig¢ na
wyznaczeniu ilosci fulerenu [w pg/mg biatka] wbudowanego do btony erytrocytow oraz na
analizach jego wptywu na aktywno$¢ ATPaz bton erytrocytow oraz na anizotropie
(fluorescencji) znacznikow fluorescencyjnych rozmieszczonych w réznych rejonach btony
erytrocytow. W petni podzielam zdanie Doktoranta, co do wskazania najwazniejszych
osiggnie¢ majacych wyraz zarowno w konkluzjach prac nr 2 i 3 jak rowniez w krotkiej
dyskusji zawartej w ramach ok. 5 stronicowego streszczenia. Osobiscie za szczegolnie
istotne osiagnigcia w ramach tej czesci rozprawy uwazam udokumentowanie, niewielkich
zmian w morfologii erytrocytéw ludzkich indukowanych asocjacjg fulerenolu Cgo(OH)3s z
biong (uzytego w stosunkowo wysokich stezeniach), ktore skutkujg zmianami w organizacji
transbfonowej biatek cytoszkieletu, w szczegolnosci biatka pasma 3, co czyni ten fulerenol
potencjalnym nos$nikiem lekow. Natomiast inne wazne odkrycia, to wykazanie
wbudowywania sie fulerenolu do btony erytrocytow i mozliwosci jego migracji do wnetrza
dwuwarstwy oraz inhibicja aktywnosci ATP-az (Na",K'-; Ca?*- oraz Mg** -ATPaz). Oznacza
to bezposrednie lub posrednie oddziatywanie z enzymami btonowymi erytrocytow ludzkich,

co moze modulowaé jonowg homeostaze, ktéra reguluje $mier¢ komorek.

W nawigzaniu do opracowania doktoratu mam kilka pytan:

1). Czy w ramach zastosowanej procedury eksperymentalnej dla zbadania anizotropii
fluorescencji sond ANS, TMA-DPH i DPH w btonach modyfikowanych wykonat Doktorant
wstepne do$wiadczenia dla wykluczenia efektu gaszenia znacznikéw przez badany fulerenol
o wzrastajacym stezeniu od 50-150 mg/L? Nie ma nic na ten temat w procedurach pracy nr
3. Moje watpliwosci dotyczg w szczegolnosci, istotnych w interpretacii, rezultatow z
zastosowaniem sondy DPH. Wykazujg one réznice istotne statystycznie dla stezert 100 i 150
mg/L, zmniejszenie anizotropii w granicach tylko ok 13%.

2.) Doktorant nie podaje niepewnosci pomiaru takich wielkosci jak stata szybkosci reakcji
fulerenolu Ceo(OH)s6 z produktami radiolizy (odpowiednio 2.0-10° dm® mol s i 2,5-10° dm’
mol s™) czy wartosci procentowej inhibicji wyptywu jonéw potasowych z erytrocytow (20,3
%). Czy pomimo opublikowania tych danych nie moze pokusi¢ sig¢ o oszacowanie

niepewnoséci pomiarowej tych istotnych wielkosci?
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3). Prosze Doktoranta o probe interpretaciji rozbieznosci uzyskanego wyniku wartosci statej
szybkosci reakcji badanego fulerenu z elektronem uwodnionym (2,5-10° dm® mol s), ktéra
jest ok. 5-krotnie wyzsza od danych literaturowych (Mohan i wsp., 1998).
4). Prosze Doktoranta o odpowiedz na trudne pytanie _Jakie badania zaproponowatby na
przysztos¢ jako pilne, w aspekcie aplikacyjnym fulerenu Ceo(OH)36, jako nosnika lekow
chemoterapeutycznych o zmniejszonych skutkach ubocznych dla organizmu?

Jako tzw. ,zszywka” rozprawa nie pozostawia wiele pola Doktorantowi do wykazania
sie talentem edytorskim. Chce jednak zaznaczyC, ze czesci formalne rozprawy zostaty
zredagowane jasno i do$¢ starannie. W moim odczuciu zaproponowatabym pewne korekty,

ktore mogg uczyni¢ ptynniejszym czytanie streszczenia:

1) Str. 3, 4 wiersz od gory: Proponuje przeredagowanie istniejgcego zdania na: Biatka reagujg z
produktami radiolizy wody: €aq, H’, "OH z relatywnie wysokimi statymi szybkoSci reakgcji w przedziale
wartosci pomiedzy 10°=10"" dm®mol™ s™...zamiast: Biatka reaguja z produktami radiolizy wody: €,
H', "OH z do$¢ duzymi statymi szybkosci reakcji miedzy 10°-10"" dm’mol™'s™...

2) Str. 3, 9 wiersz od géry: w zdaniu brak orzeczenia, w tym przypadku stowka ,jest’

3) Str. 3, 10 wiersz od gory: Zdanie zawiera podmiot domysiny -,on", ktory nalezatoby zamieni¢ na
rodnik hydroksylowy, poniewaz zdanie poprzedzajace traktuje o mechanizmach enzymatycznych w
komorkach

4) Str. 3, 15 wiersz od gory: zmienitabym sktadni¢ zdania, poniewaz zawiera ono powtorzenia stowa
przez’

5) Str. 13, 17 wiersz od gory: Zdanie zaczynajgce sie od cyt. ‘Nie jest jednak okreslona..."warto z
powodzeniem zastgpi¢ dwoma prostymi zdaniami

6) Str. 4, wiersz 10 od gory: Zdanie zmienitabym na nastepujace: ,Odziatywanie fulerenu Ceo(OH)zs Z
btong plazmatyczng erytrocytow okreslono przy uzyciu metod: elektroforetycznej, mikroskopowej i
spektroskopowych.” Zamiast ,Odziatywanie fulerenu Ceo(OH)ss z biong plazmatyczng erytrocytow
okreslono przy uzyciu metod: elektroforetycznych, mikroskopowych i spektroskopowych.”

7)  Str. 4 wyniki przedstawione w punktach:1 i 2 przedstawitabym w postaci 2 zdan - kazdy punkt

8) Str. 5, wyniki punkt 4: koricowa sentencja tego punktu, stowo ,méwig” zmienitabym na ,wskazujg na’

9) Str. 7 — przedostatnie zdanie streszczenia nazwane ,Podsumowanie i wnioski” jest stylistycznie
niedopracowane

10) Str. 16 cyt. 17 oraz strony 17-18 cyt.1,4.,6, 19, wystepuja tzw. literowki

Formutujgc konkluzje chciatabym stwierdzi¢, ze pan mgr Jacek Gregbowski przedstawit

wartoéciowg rozprawe doktorska, oparta na licznych oraz  wazkich wynikach
przeprowadzonych przez siebie badan naukowych. Wymagaty one od eksperymentatora

duzej wiedzy z zakresu biofizyki oraz umiejgtnosci praktycznych z zakresu preparatyki
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biochemicznej oraz nabycia szerokich umiejetnoéci  prowadzenia badan przy uzyciu
wielorakich technik i metod. Opublikowane juz wyniki prac badawczych w ramach tej
rozprawy wnoszg do nauki éwiatowej z obszaru biofizyki oraz nauk biomedycznych wiele
nowych i cennych informacji takze o duzym medycznym potencjale aplikacyjnym. Oceniam
ja na bardzo dobry.

Nalezy doda¢, ze badania w ramach tej pracy doktorskiej byly miedzy innymi
wspoétfinansowane:1) przez NCN, projekt Preludium, zrealizowany w latach 2012-2013, pod
kierownictwem Doktoranta; 2) przez Unig Europejska, w ramach programu Operacyjnego
Kapitat Ludzki Priorytet VIII, Projekt Doktoranci — Regionalna Inwestycja w Mtodych
naukowcow — Akronim D-RIM, 3) przez Uniwersytet £odzki, w ramach badan wiasnych na
podstawie dwoch umow.

Wobec powyzszego stwierdzam, ze Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pozniejszymi zmianami) i wnosze o

dopuszczenie pana Jacka Grgbowskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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