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Recenzja rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska autorstwa Pana mgr inz. Bartosza Skéry, w ktorej podstawaq jest cykl publikacji
pt. ,Ocena wykorzystania enkapsulacji liposomalnej oraz nabtonkowego czynnika wzrostu w
ukierunkowaniu toksycznoéci nanoczastek srebra przeciwko komérkom nowotworowym 2z
nadekspresja receptora nabtonkowego czynnika wzrostu” przygotowana zostata pod kierunkiem

promotora — dr hab. n. med. Konrada Szychowskiego, prof. WSIiZ.

Ogdlne informacje dotyczace rozprawy doktorskiej oraz sylwetki naukowej Doktoranta

Recenzja dotyczy rozprawy doktorskiej przygotowanej przez Pana Bartosza Skore. Praca liczy
86 stron, i sktada sie z rozdziatéw: Spis treéci, Wykaz stosowanych skrétéw, Analiza bibliometryczna
publikacji wchodzacych w sktad cyklu stanowigcych rozprawe doktorska, Publikacje wchodzace w sktad
cyklu prac, Podsumowanie i wnioski, Streszczenie w jezyku polskim, Streszczenie w jezyku angielskim,
Opinia Komisji Bioetycznej, Oswiadczenia wspétautoréw publikacji, Catosciowy dorobek naukowy
kandydata, oraz Bibliografia. Zaskakujgcym nieco jest fakt, ze nie ma rozdziatu pt. Wstep, ktory bytby
wprowadzeniem do tematu, natomiast po rozdziale dotyczacym publikacji wchodzgcych w sktad cyklu,
znajduje sie rozdziat Podsumowanie i wnioski, w ktérym dopiero pojawiajq sig informacje wstepne
dotyczace tematu. W rozdziale Podsumowanie i wnioski, s zawarte rowniez cele badawcze, ktore
winny by¢ umieszczone w odrebnym podrozdziale. Sq to uwagi techniczne, ktére nie dotycza

merytorycznej wartosci pracy.

Styl pisania jest jasny i fatwy do zrozumienia. Mozna odnale#¢ drobne btgdy gramatyczne czy
stylistyczne, ale nie umniejsza to wysokiej wartosci merytorycznej rozprawy. Szata graficzna jest

poprawna. Nalezy podkreéli¢ wysokiej jakoéci graficzne opracowanie artykutéw wigczonych do cyklu.



Wskazuje to na dbatoéé Doktoranta o jak najwyiszy, czytelny i zrozumiaty poziom zaprezentowania

swojej pracy naukowej.

Na cykl publikacji sktadaja sie trzy artykuty, jeden pogladowy oraz dwie prace oryginalne
opublikowane w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, tj. European Journal of Pharmaceutics
and Biopharmaceutics, Toxicology and Applied Pharmacology oraz Biomedicine & Pharmacotherapy.
taczny wspotczynnik wptywu (Impact Factor) cyklu publikacji wyniést 16,320, a taczna wartosc
punktowa MEIN publikacji wyniosta 340. We wszystkich pracach Aplikant jest pierwszym, a zarazem

korespondencyjnym autorem.

Na uwage zastuguje catoéciowy dorobek naukowy Aplikanta. Liczba wszystkich publikacji
tacznie z pracami wchodzacymi w sktad cyklu: 26, catkowita liczba cytacji (bez autocytowan): 148,
natomiast Indeks Hirsha Aplikant przedstawia jako 7, jednak nie jest to potwierdzone przez analizg
bibliometryczna. Przedstawiona w rozprawie analiza dotyczy jedynie artykutéw wchodzacych w sktad
cyklu, natomiast informacje o catoéciowym dorobku naukowym nie s potwierdzone bibliometrycznie.
Niemniej jednak wykazany przez Doktoranta dorobek naukowy jest imponujacy, to jest: sumaryczna

wartoé¢ wskaznika IF: 126,186, natomiast sumaryczna liczba punktéw MEiIN: 2580 pkt.

Aplikant wskazuje, ze jest autorem trzech posteréw naukowych i dwéch wystgpier na
konferencjach krajowych. Byt réwniez kierownikiem i wykonawcq w projektach naukowych. Jest

wspotautorem zgtoszenia patentowego. Wykazuje sie rowniez dziatalnoscig popularyzujqcq nauke.

Warto$¢ merytoryczna rozprawy

Pan mgr inz. Bartosz Skéra podjat sie wykonania oceny mozliwosci wykorzystania enkapsulacji
liposomalnej oraz nabtonkowego czynnika wzrostu w ukierunkowaniu toksycznosci nanoczastek srebra
przeciwko komérkom nowotworowym z nadekspresja receptora EGFR (ang. epidermal growth factor
receptor). Dokonat solidnego przegladu literaturowego tematéw zwigzanych z mozliwosciami
zastosowania nanoczasteczek srebra, sposobu ich przygotowania oraz cytotoksycznodci wzgledem
komérek nowotworowych, ktéry dat podstawe do przygotowania niezwykle ciekawej pracy
przegladowej ‘A concise review of metallic nanoparticles encapsulation methods and their potential
use in anticancer therapy and medicine’ (liczba zacytowanych artykutéw - 213). Autor w sposob bardzo
jasny i przystepny przedstawit mozliwosci ograniczenia kontaktu powierzchni toksycznych
nanoczasteczek metalicznych z komérkami, poprzez enkapsulacje - rézne jej sposoby, ktéra polega na
zamknieciu ich w warstwach organicznych. Poruszyt réwniez zagadnienia specyficznego

ukierunkowania dziatania na komarki nowotworowe. Na uwage w tym artykule zastuguje dbatos¢ o



oprawe graficzng — czytelne ryciny w znakomitej jakosci przedstawiajgce rodzaje i metody entrappingu,

a takze wady i zalety metod zamknigcia nanoczastek w warstwach organicznych.

Drugim artykutem wtgczonym do cyklu bedgcego podstawg ocenianej tu rozprawy doktorskiej
jest oryginalna praca badawcza zatytutowana ‘Epidermal Growth Factor-labeled liposomes as a way to
target the toxicity of silver nanoparticles into EGFR-overexpressing cancer cells in vitro’. Jest to bardzo
interesujacy manuskrypt na temat ukierunkowanego dziatania liposomalnych nanoczastek srebra
potaczonych z EGF —ligandem dla EGFR. Ta strategia miata na celu dostarczenie nanoczgstek w sposéb
preferencyjny do komérek nowotworowych z nadekspresja EGFR. Doktorant wykorzystat linie
komaorkowe raka ptuca A549 oraz raka jezyka SCC-15 jako modelowe. Jako kontrole zastosowat linie
prawidtowych fibroblastéw. Na uwage w tym artykule zastuguje armamentarium metod uzytych w
trakcie prowadzenia badari - poczgwszy od przygotowania koniugatow EGF z liposomami,
prowadzenie hodowli komdrkowych po testy: redukcji resazuryny, produkcji reaktywnych form tlenu,
LDH, aktywnosci kaspazy 3 i 9, aktywnosci katalazy i dysmutazy ponadtlenkowe]j, RT-qPCR, ELISA,
mikroskopi konfokalnej, az wreszcie zastosowanie metod statystycznych do potwierdzenia istotnosci
uzyskanych wynikéw. Jest widoczne, ze Doktorant ma doskonaty warsztat badawczy, jest solidnie
przygotowany do podejmowania wyzwan naukowych. Wyniki badan przeprowadzonych przez
Doktoranta przedstawione w przytaczanej tu publikacji wskazujg, ze w komdrkach na ktoére dziatano
kompleksami EGF-LipoAgNPs doszto do wzrostu aktywnosci kaspazy-9, co byto zwigzane z indukcjq
apoptozy z udziatem szlaku mitochondrialnego. Dalej, Aplikant wskazuje, ze tjczylo sie to z
zaburzeniem réwnowagi redoks w komorce czy zmiang potencjatu btony mitochondrialnej. Ponadto,
wyzsza aktywnos¢ kaspazy-9 zostata zaobserwowana w komérkach raka jezyka w poréwnaniu do
komarek raka ptuca. Doktorant konkluduje, ze liposomy charakteryzujg sie opéZnionym dziataniem w
stosunku do natywnych AgNPs, co wigze sie z uwalnianiem wiekszej ilosci jonéw Ag w komorce,
skutkujgc wzmozong indukcjg apoptozy. Autor wskazuje rowniez, ze zamkniecie jondow Ag w
liposomach ma dziatanie ochronne dla komérek zdrowych, a zwiekszajace toksycznosé¢ w komérkach
nowotworowych w poréwnaniu do natywnych nanoczgstek srebra. Reasumujgc wyniki, Doktorant
wskazuje na to, ze stworzony system liposomalny zmniejsza toksyczno$¢ nanoczgstek srebra wobec
prawidtowych ludzkich fibroblastéw oraz wzmacnia cytotoksyczne i proapoptotyczne ich dziatanie w
stosunku do komérek raka ptuca A549 oraz raka jezyka SCC-15, co jest wynikiem ukierunkowanego
dostarczania do komaérek komplekséw EGF-Lipo-AgNP - ich wychwytu przez receptor EGFR, bedacy w
nadekspresji na komorkach rakowych. Przedstawiana tu praca badawcza jest innowacyjna i moina
wnioskowa¢, ze powstata w oparciu o doskonaty znajomos¢ technik badawczych oraz niezwykty
cierpliwosci do prowadzenia tego typu badan. Na uwage w pracy zastugujg klarowne wykresy, ktore w

sposob przejrzysty przedstawiajg uzyskane wyniki.



Trzecig pracg, sktadowg cyklu, bedgcego podstawg do przygotowania rozprawy doktorskiej
jest artykut zatytutowany ‘Molecular mechanism of the uptake and toxicity of EGF-LipoAgNPs in EGFR-
overexpressing cancer cells’. Jest to kontynuacja poprzedniej pracy badawczej, majgca na celu
okreslenie wptywu EGF-LipoAgNP na geny zwigzane z endocytozg i indukcjg toksycznosci przez takie
liposomy w ludzkich komérkach raka ptuca AS549 i jezyka SCC-15. Autor wskazuje, ze mechanizm
wychwytu i indukcji toksycznosci przez liposomowe koniugaty EGF-Ag jest nieznany, a to badanie miato
dostarczy¢ informacji na ten temat. Wykorzystujgc antysensowne czgsteczki interferujgce siRNA w
komdrkach A549 i SCC-15 Badacz doprowadzit do wyciszenia ekspresji EGFR i poréwnat dostarczanie
lipokomplekséw do komdrek z wyciszong ekspresjg tego receptora oraz z jego nadekspresjg. Doktorant
zaobserwowat po zastosowaniu EGF-LipoAgNPs wzrost ekspresji mRNA gendéw zwigzanych z
endocytozg klatryno-zalezng: CLTC (ang. clathrin heavy chain) oraz genu AP2M1 (ang. adaptor-related
protein complex 2 mu 1 subunit) w komorkach raka ptuca i jezyka z ekspresjq EGFR, w poréwnaniu do
linii z wyciszonym interferencyjnie EGFR. Bardzo wazne jest wskazanie przez Autora, ze dalsze
eksperymenty powinny by¢ wykonywane w trybie in vivo, ze szczegdlnym uwzglednieniem potencjatu

zastosowania EGF-LipoAgNP w terapiach przeciwnowotworowych.

Uwaga dotyczaca tej pracy: nie zostata uzyta w badaniu kontrola w postaci prawidtowych
fibroblastéw, niemniej jednak nie umniejsza to wartosci wynikéw uzyskanych w drodze
przeprowadzonych eksperymentéw. Jednak warto wyjasni¢ dlaczego nie uwzgledniono kontroli w
eksperymencie. Druga uwaga dotyczaca tego artykutu, to metoda badania ekspresji: oparta jest o
analize mRNA, natomiast warto$ciowym bytoby poréwnanie ekspresji mRNA wzgledem ekspresji
biatka, chociazby w przypadku dwu wymienionych wczesniej gendw CTLC i AP2M1, poniewaz poziom

mRNA nie zawsze odzwierciedla ekspresje funkcjonalnych protein.

Podsumowujac cykl prac, ktory jest podstawgq rozprawy doktorskiej, nalezy podkresli¢, ze jest on
bardzo spdjny, zatozenia badawcze sy $ciéle skupione wokét centralnego punktu: wykorzystania
nanoczgstek srebra zamknietych w liposomach, jako czynnikdw w walce z komorkami rakowymi. Autor

rozprawy na podstawie swoich prac wyciggnat 5 poprawnie sformutowanych wnioskéw.

Mozna konkludowaé, ze Aplikant wykazuje sie wysokim stopniem zdeterminowania w
prowadzeniu badan oraz przygotowywaniem artykutéw, cierpliwoscig i systematycznoscia, ktére to
cechy w podejéciu naukowym sg niezwykle waine. Ponadto na uwage zastuguje dbatosc o graficzng

strone przygotowywanych publikacji.
Uwagi do rozprawy doktorskiej

1. Uwage zwraca ttumaczenie na jezyk polski nazwy komérek HUVEC (ang. human umbilical vein

endothelial cells), co powinno by¢ precyzyjnie przetozone w tekscie (zgodnie zresztg z wykazem



skrétow zawartym w rozprawie) jako ludzkie komérki srédbtonka zyty pepowinowej, zamiast
komorki srédbtonka naczyn krwionosnych.

2. Jesli chodzi o cel badawczy, dotyczy on receptora EGFR, ktérego nadaktywnos$¢ zwigzana z
nadmierng jego ekspresjg lub mutacjami aktywujgcymi w jego genie, jest szeroko opisywana
w literaturze. Nadekspresja/mutacje prowadzg do zwiekszenia aktywnosci szlakow
wewnatrzkomarkowych, poprzez autofosforylacje kinazy tyrozynowej EGFR, co wigze sie ze
wzmozong proliferacjq i uztosliwieniem komérek nowotworowych. Nadekspresja EGFR zostata
zidentyfikowana w wielu réznych nowotworach, w tym gtowy i szyi, pecherza moczowego,
przetyku, zotgdka, mozgu, piersi, endometrium, okreznicy i ptuca. Doktorant w swoich pracach
badawczych postuzyt sie liniami komérkowymi A549 (rak ptuca) i SCC-15 (rak jezyka) z
nadekspresjag EGFR. W zwigzku z tym, powstaje pytanie, czy byly rozwazane inne linie
komérkowe? Co wiecej, Pan Bartosz Skora opisuje podstawowe i ogdlne informacje o
receptorze EGFR, skupiajac sie przede wszystkim na enkapsulacji czasteczek nanosrebra. Jest
to stuszne podejscie, jednak zabrakio w rozprawie, moze nie w samych artykutach, ale we
wprowadzeniu do rozprawy, nieco informacji o znaczeniu terapii anty-EGFR w terapii raka
ptuca.

3. Dalej, nawigzujac do punktu 2: nie ma zadnych informacji co w przypadku mutacji EGFR,
zwtaszcza tych aktywujgcych — czy wykorzystanie EGF-LipoAg rowniez mogtoby przynies¢ takie
spektakularne wyniki, bez nadekspresji EGFR, a ze zmutowang nadaktywng forma tego
receptora?

4. Interesujgcym jest dlaczego Autor ukierunkowat sie w badaniach na EGFR, a nie na inne
receptory czy ligandy, ktére rowniez ulegajg nadekspresji na komodrkach nowotworowych.
Dalej, badania Doktoranta sg oryginalnym i znacznym wktadem w poszerzenie wiedzy na temat
potencjatu zastosowania nowych terapii w onkologii. Czy mozna prosi¢, aby Doktorant
przedyskutowat mozliwosci ukierunkowania liposomalnych nanoczastek srebra na inne cele

receptorowe w raku ptuca?

Powyisze uwagi w zaden sposdb nie umniejszajq wartosci przedstawianego przedsiewzigcia
badawczego, a jedynie wynikajg z poczucia, ze prace badawcze zostaty wykonane bardzo rzetelnie i sg
podstawa do kontynuacji badar na szczeblu in vivo oraz z wykorzystaniem innych celéw receptorowych

komérek nowotworowych.



Podsumowanie

Recenzowana rozprawa doktorska Pana Bartosza Skory spetnia warunki okreslone w art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pézn. zmianami). Wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Nauk
Medycznych CM Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach o dopuszczenie Pana mgr inz. Bartosza

Skéry do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pana Bartosza Skéry, na
podstawie tego, ze przedstawione tresci w rozprawie sa innowacyjne, oryginalne, opracowane z
ogromng dbatoscig o zakres merytoryczny i graficzny. Wyniki badar znacznie poszerzajq wiedze na
temat mozliwych zastosowan nanoczastek srebra w terapiach przeciwnowotworowych,
ukierunkowanych na receptor EGFR oraz dajg mozliwoé¢ pogtebienia prac naukowych z potencjatem

aplikacyjnym w ujeciu klinicznym.

Lublin, 31.03.2023r.

fuwo.



