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OCENA OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
pt. ,.Efekty dziatania nanoczastek krzemionki i zredukowanego tlenku grafenu na wybrane
komoérki nowotworowe w warunkach in vitro”
oraz caloksztaltu dzialalnosci naukowej, dydaktycznej i organizacyjnej
dr n. med. Rafata Kretowskiego
adiunkta w Zakladzie Biochemii Farmaceutycznej
Wydziatu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej

Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku

Oceny dokonano na zlecenie Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku. Przedmiotem
postepowania jest wniosek zainteresowanego z dnia 11 maja 2023r. o nadanie stopnia doktora
habilitowanego w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki
farmaceutyczne.

Przebieg zatrudnienia i kariery naukowej

Pan dr n. med. Rafal Kretowski jest absolwentem kierunku Analityka Medyczna
Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku. Dyplom magistra analityki medycznej uzyskal w 2008r.
Nastepnie, w 2014r. uzyskal stopienn naukowy doktora nauk medycznych w dyscyplinie
biologia medyczna, nadany uchwala Rady Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem
Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, na podstawie rozprawy
doktorskiej zatytulowanej ,,Regulacyjna rola biatka opiekuniczego ORP150 w metabolizmie
kolagenu w komorkach raka sutka linii MCF-7”, przygotowanej pod kierunkiem prof. dr hab.
Marzanny Cechowskiej-Pasko. Bezposrednio po ukonczeniu studidow, dr n. med. Rafat
Kregtowski  rozpoczal prace w Zakladzie Biochemii Farmaceutycznej Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku, w grupie pracownikéw naukowo-dydaktycznych, poczatkowo na etacie
asystenta (w latach 2008-2016), a nastgpnie adiunkta (od 2016r.), na ktérym pracuje do chwili
obecnej.
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Habilitant odby? jedynie dwa krétkoterminowe staze naukowe w krajowych osrodkach
badawczych; 12-sto dniowy w Centrum Innowacji Badan i Nauki w Lublinie (18-29.07.2022r.),
w ramach ktorego bral udzial w realizacji projektow prowadzonych w Ogrodzie Roslin
i Surowcow Kosmetycznych CIBiIN, dotyczace poszukiwania roslinnych substancji
o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym oraz substancji i surowcéw zapachowych
dla przemystu farmaceutycznego i kosmetycznego, oraz 5-cio dniowy staz badawczo-naukowy
w Katedrze 1 Zakladzie Chemii i Analizy Lekéw Wydzialu Nauk Farmaceutycznych
w Sosnowcu Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach (24-28.04.2023r.), gdzie
doskonalil umiejetnosci praktyczne zwigzane z prowadzeniem hodowli komérkowych,
zapoznawal si¢ z metodami spektrofotometrycznymi wykorzystywanymi w analizie
homeostazy komérkowej oraz metodami bioobrazowania molekularnego komérek
nowotworowych przy uzyciu technik mikroskopii konfokalne;j. Niestety Habilitant nie odbywat
stazy zagranicznych.

Ocena osiggniecia naukowego

Gtéwnym osiggnigciem naukowym Habilitanta, stanowigcym podstawe do ubiegania
si¢ o stopien naukowy doktora habilitowanego jest monotematyczny cykl 4 oryginalnych
artykutéw pod wspélnym tytutem ,,Efekty dzialania nanoczastek krzemionki i zredukowanego
tlenku grafenu na wybrane komoérki nowotworowe w warunkach in vitro”. Przedlozone
opracowanie stanowi spdjng calo$¢ i jest konsekwencjg dotychczasowego kierunku badan
Habilitanta. Prace zostaly opublikowane w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym
(Nanomaterials (H-1) oraz w International Journal of Molecular Sciences (H-2, H-3, H-4)
w latach 2017-2023, co wskazuje na niewatpliwa aktualno$¢ zaprezentowanych wynikow.
Sumaryczny wspétczynnik odzialywania IF wynosi 22,128, co odpowiada 455 pkt. MEiN.
Na podkreslenie zastuguje fakt, ze srednia wartos$¢ IF na prace wynosi 5,532 (3,504 do 6,208).
Wszystkie prace wchodzace w sklad cyklu sa wieloautorskie, we wszystkich Habilitant jest
zardwno pierwszym jak i korespondencyjnym autorem, co $§wiadczy o jego wiodacej roli
w powstanie publikacji, polegajace na opracowaniu hipotezy i koncepcji badawczej,
przeprowadzeniu analiz eksperymentalnych, interpretacji uzyskanych wynikéw oraz
redagowaniu publikacji. Wskazuje réwniez na dobre przygotowanie Habilitanta do przyszlej
dziatalnosci naukowej jako samodzielnego pracownika akademickiego. Na jednoznacznie
pozytywna ocen¢ zashuguje duza zgodnos¢ tematyczna calosciowego dorobku naukowego
Habilitanta z tematyka osiggnigcia habilitacyjnego. Do dokumentacji dotgczone zostaly
o$wiadczenia wspoétautoréw potwierdzajace ich udzial w powstanie prac. Wyodrebniony cykl
stanowia prace juz opublikowane (recenzowane i zaakceptowane), a rezultaty przedstawionych
badan posiadajag duze znaczenie poznawcze oraz zastosowanie w praktyce klinicznej; mogg
stanowi¢ nowoczesna strategie terapeutyczng w terapii nowotworow, ktdrych leczenie ciggle
stanowi wyzwanie wynikajace z opornosci wielolekowej lub aktywacji drog adaptacyjnych
promujacych przezycie oraz proliferacje komorek.
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Tematyka przedstawionego cyklu publikacji skoncentrowana jest wokol kwestii
wypracowania komplementarnego podejscia do nanoterapii, ktéra otwiera nowe mozliwosci
terapeutyczne w walce z nowotworami wykazujagcymi oporno$¢ na standardowy schemat
leczenia, w tym z glejakiem wielopostaciowym mdzgu oraz rakiem sutka.
Tytutlem wprowadzenia Habilitant przedstawia sytuacj¢ epidemiologiczng zwigzana
z zachorowalnoscig i $miertelnoscia populacji ludzkiej na nowotwory, oraz omoéwienie
nowego, kompleksowego podejscia do procesu leczenia, obejmujacego wdrozenie wczesnej
diagnostyki oraz opracowanie strategii terapeutycznych opartych m.in. na projektowaniu
czasteczek o potencjalnym dziataniu terapeutycznym. Wskazuje na kierunki poszukiwania
innowacyjnych metod leczenia, w ktory to trend wpisuje rozwdj nauk nanobiomedycznych,
dazacych do opracowania ,,inteligentnego leku” na raka. Habilitant podkresla celowosé badan
majgcych na uwadze opracowywanie nowoczesnych chemio-nanoterapeutykow, skierowanych
wybiorczo w celu eliminacji komérek nowotworowych, wskazujgc na mozliwosci zwigzane
z wykorzystaniem nanoczastek (SiNPs i rGO). Omawia wiasciwosci fizykochemiczne oraz
mechanizmy cytotoksycznego dziatania nanoczastek na komérki nowotworowe. Wskazuje,
ze pomimo postepu w naukach nanobiomedycznych mechanizm interakcji nanoczastek, w tym
SiNPs oraz rGO, z zywym organizmem ze wzgledu na swojg ztozono$¢ wcigz jest nie w peni
poznany i zrozumiany, uzasadniajac tym samym wybor tematyki i celowos¢ pojetych badan.
Wyboér modeli badawczych uzasadnia za$ czgstotliwoscig wystepowania okreslonych typow
nowotwordw oraz ich oporno$¢ na standardowy schemat leczenia, a takze potencjalem
terapeutycznym wynikajgcym z zastosowania nanoczastek.
Habilitant postawil sobie do zrealizowania dwa gléwne cele badawcze: zbadanie profilu
nanotoksykologicznego rGO i SiNPs na wybranych liniach komérek nowotworowych
w poréwnaniu do prawidlowej linii fibroblastow oraz efektéw biologicznego dziatania
wybranych nanomaterialéw w analizowanych liniach komdrkowych, determinujgcych
obserwowany efekt cytotoksyczny.
Prezentowane w ramach cyklu publikacje obejmowaly kompleksowe badania in vitro
z wykorzystaniem linii komoérek ludzkich, umozliwiajace na wczesnym etapie testOw ocene
wlasciwosci badanej substancji pozaustrojowo, co pozwala na eliminacje badan na zwierzetach.

Celem pierwszej z prac wchodzacych w sklad cyklu [H-1] byla ocena efektow
komoérkowych i molekularnych dziatania SiNPs na ludzkie komoérki glejaka wielopostaciowego
moézgu. Podjetym przez Habilitanta zagadnieniem bylo wykazanie roéznicy w wartosci
potencjalu zeta { i rozmiarach SiNPs w zaleznosci od osrodka dyspersyjnego. Powloka
bialkowa moze zmieni¢ zachowanie SiNPs, potencjalnie modyfikujgc stan agregacji
i odpowiedz komérkowa. W kolejnym etapie, okreslono stopien cytotoksycznego dzialania,
réznej wielkosci SiNPs w komoérkach glejaka wielopostaciowego mézgu linii LBC3, LN-18
oraz prawidlowej linii fibroblastow skory ludzkiej. Wykazano, ze SiNPs, o wielkosci 7 nm,
5-15 nm oraz 10-20 nm indukowaly, zalezng od wzrastajacej dawki i czasu inkubacji,
cytotoksyczno$s¢ w komorkach glejaka wielopostaciowego mozgu, a nieznacznie obnizaly
zywotnos¢ fibroblastow skory ludzkiej. Wykorzystujac metode cytometrii przeptywowej
potwierdzono indukcj¢ apoptozy i nekrozy w komoérkach linii LBC3, a w komoérkach linii
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LN-18 nekrozg. SiNPs o wielkosci 5-15 nm indukuja wzrost reaktywnych form tlenu (RFT),
obnizaja potencjal blony mitochondrialnej oraz powodujg pecznienie i deformacje blony
mitochondrialnej w komoérkach linii LBC3. Stwierdzono zalezng od dawki i czasu nasilong
aktywno$¢ kaspazy-9 w komorkach linii LBC3. Wykazano wzrost ekspresji genow
proapoptotycznych: Bim, Bax, Puma oraz Noxa. Uzyskane wyniki wskazuja na wzrost
stosunku LC3II/LC3] oraz nasilong ekspresje genu Atg5 w testowanych komorkach. W oparciu
o mikroskopowg obserwacj¢ struktur autofagolizosoméw stwierdzono wzrost liczby komorek
z kwasnymi organellami pecherzykowatymi. Uzyskane wyniki wskazuja, ze SINPs (5-15 nm),
skutecznie hamuja wzrost komorek glejaka wielopostaciowego mézgu na drodze indukcji
apoptozy i autofagii.

W ramach kolejnych badafi [H-4] majagcych na ‘celu ocene wplywu
przeciwnowotworowego i ustalenie mechanizmu dzialania SiNPs (o wielkosci 5-15 nm)
w liniach komorkowych raka sutka roznych molekularnych podtypéw (MDA-MB-231,
estrogenoniezalezne, ER-; ZR-75-1, estrogenozalezne, ER+) wykazano, ze indukuja one
obnizenie zywotnosci komérek obu linii. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazaly na zwiazek
pomi¢dzy nasilong produkcja RFT a obnizeniem poziomu grup tiolowych (-SH). Ponadto
SiNPs spowodowaly nasilenie peroksydacji lipidéw (TBARS) i obnizenie stosunku glutationu
zredukowanego do glutationu utlenionego (GSH/GSSG), ktoére réwniez pozytywnie
korelowaly ze wzrostem syntezy RFT przez komérki MDA-MB-231 oraz ZR-75-1.
Stwierdzono réwniez, ze wstgpne traktowanie komérek 5 mmol/l nacetylocysteing redukowato
stres oksydacyjny i obnizalo cytotoksycznosé wywolang przez SiNPs. Z przeprowadzonych
badan wynika ponadto, ze wzmozona synteza RFT prowadzila do nasilenia stresu
oksydacyjnego, ktory indukowat cytotoksyczno$¢ oraz apoptoze w badanych komérkach.
Wyniki sugeruja, ze SiNPs indukujg apoptoze¢ w komorkach raka sutka linii MDA-MB-231
i ZR-75-1, co oceniono poprzez ekspresj¢ aktywnej formy kaspazy-9 oraz kaspazy-3,
potwierdzajac ich aktywacje.

Celem kolejnych badan byla ocena wplywu rGO w warunkach in vitro
na cytotoksycznos¢, zmiany morfologii, proliferacje, stres oksydacyjny i apoptoze w liniach
komorkowych raka sutka T-47D, MCF-7, ZR-75-1, MDA-MB-231 oraz Hs 578T [H-2].
Wykazano, ze rGO powodowal zalezne od czasu i dawki nasilenie uwalniania dehydrogenazy
mleczanowej (LDH) do medium hodowlanego oraz wychwyt jodku propidyny (PI) przez
komorki liniit MDA-MB-231 i ZR-75-1. Natomiast nie stwierdzono istotnego statystycznie
wzrostu uwalniania LDH do medium oraz wychwytu PI przez komorki linii T-47D, MCF-7
oraz Hs 578T. Na podstawie testu proliferacji stwierdzono zalezne od czasu i dawki
zahamowanie proliferacji komérek MDA-MB-231 i ZR-75-1. Na podstawie uzyskanych
danych Habilitant wskazuje, ze GO indukujac silny stres oksydacyjny, indukujgcy wzrost
RFT, mogt prowadzi¢ do apoptozy komdrek raka sutka linii MDA-MB-231 i ZR-75-1.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze rGO powodowal nasilenie poziomu peroksydacji lipidow
(TBARS) i obnizenie stosunku GSH/GSSG, ktére réwniez pozytywnie korelowaly
z obniZeniem zawartosci grup tiolowych oraz wzrostem wytwarzania RFT w komorkach linii
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MDA-MB-231 oraz ZR-75-1. Podsumowujac Autor stwierdza, ze rGO wykazuje dzialanie
przeciwnowotworowe, ktore moze by¢ wykorzystane podczas terapii raka sutka.

W dalszym etapie badan poszukiwano molekularnego punktu dziatania rGO na komoérki
raka sutka linii MDA-MB-231 i ZR-75-1 [H-3]. Wykazano, ze rGO powodowat zalezng
od czasu i dawki redukcj¢ zywotnosci komérek raka sutka obu linii komérkowych, podczas
gdy fibroblasty skory ludzkiej (CRL1474) wykazywaly nieznaczne zmniejszenie zywotnosci.
Z przeprowadzonych badan wynika, ze rGO indukowat apoptoze oraz obnizat potencjat blony
mitochondrialnej w komorkach raka sutka, co wskazuje na indukcje apoptozy przez rGO
na drodze mitochondrialnej. Analiza cyklu komdrkowego wykazata istotnie podwyzszony
procent komorek raka sutka wchodzacych w faze S i subGl, $wiadczacy o apoptozie.
Stwierdzono zalezny od czasu wzrost ekspresji P21 w obydwu' liniach komérkowych
i dodatkowo nasilong ekspresj¢ P-P53 w komorkach linii ZR-75-1, co wskazuje na zatrzymanie
cyklu komérkowego. Ponadto, w pracy oceniono wplyw rGO na ekspresje biatek markerowych
autofagii (AtgS, P62 oraz LC3VII) stwierdzajac, ze rGO nasilal poziom ekspresji Atg5
1 LC3-1II oraz obnizal poziom ekspresji biatka P62 w komdrkach MDA-MB-231 i ZR-75-1.
Uzyskane wyniki wskazuja na zalezno$¢ pomiedzy wzrostem ekspresji LC3-II oraz bialka
Atg5. Podsumowujac, Habilitant stwierdza, ze rGO wydaje si¢ mie¢ wielokierunkowe dziatanie
cytostatyczne i cytotoksyczne w komorkach raka piersi, co czyni go obiecujagcym srodkiem
wartym dalszych badan.

Przedstawiony do oceny cykl prac, obejmujacy prezentacje mechanizmu
cytotoksycznego dzialania opartego na indukcji stresu oksydacyjnego oraz aktywacji
wewnatrzpochodnej drogi apoptozy i aktywacji autofagii, stanowi cenne uzupelnienie
dotychczasowej wiedzy na temat potencjalnych oddziatywan SiNPs oraz rGO z komoérkami
nowotworowymi. Badania z zakresu onkologii do§wiadczalnej koncentrujg si¢ na optymalizacji
nowych strategii terapeutycznych ukierunkowanych na innowacyjne S$rodki lecznicze.
Przeprowadzone przez Habilitanta badania sg nowatorskie, rzetelne, bardzo obszerne
1 starannie udokumentowane.

Podsumowujgc, po zapoznaniu si¢ z osiggni¢ciem naukowym dr Rafata Kretowskiego
stwierdzam, Zze doskonale wykorzystat on umiejetnosci naukowe  zar6wno
w odniesieniu do prac eksperymentalnych, jak i analizy otrzymanych wynikow. Uwazam,
ze zalozony przez Habilitanta cel badan zostal w pelni zrealizowany. Przedstawione do recenzji
osiggniecie naukowe bez watpienia stanowi znaczny wklad na drodze do poszukiwania nowych
1 skutecznych rozwigzan terapeutycznych mogacych stanowié doskonalg alternatywe
dotychczasowych terapii. W zwigzku z powyzszym, potwierdzam znaczny wkiad Habilitanta
w rozw0j dyscypliny naukowej nauki farmaceutyczne.

Ocena dorobku naukowego i dzialalnosci badawczej

Aktywnos¢ naukowa dr Rafata Kretowskiego obejmuje okres od 2011r., w ktérym
ukazala si¢ pierwsza wspoélautorska praca, do chwili obecnej. Na dotychczasowy dorobek
naukowy sklada si¢ 28 artykuléw opublikowanych w czasopismach z listy Journal Citation
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Reports (JCR), ktdry oceniam jako znaczny. Wedtug znajdujacej sic w dokumentacji analizy
bibliometrycznej (zalacznik nr 7, przygotowany przez Biblioteke Gtéwng Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku, na dzien 13.02.2023r.) sumaryczny wspotczynnik oddziatywania
IF wszystkich prac wynosi 106,963, odpowiadajagca mu punktacja MNiSW/MEIN 1796, liczba
cytowan wg Web of Science Core Collection 424 (bez autocytowan 380), a h-index 13,
co potwierdza warto$¢ naukowa dorobku Habilitanta.

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora dorobek naukowy Habilitanta obejmowat 7
petnotekstowych publikacji o facznym IF = 11,718 i punktacjg MEiN = 135 (opublikowanych
m.in. w Molecular and Celular Biochemistry, Cell Biology International czy Cancer
Biotheraphy and Radiopharmaceuticals) oraz opis bibliograficzny pracy opublikowany
w Farmaceutycznym Przegladzie Naukowym (MEiN = 6). Wyniki badan byly prezentowane
podczas 17 krajowych zjazdéw naukowych. Natomiast po uzyskaniu stopnia doktora dorobek
Habilitanta ulegl znacznemu powigkszeniu i obejmuje 21 prac o lgcznym IF = 95,245,
co odpowiada 1655 pkt. MEIN. O aktywnosci Habilitanta $wiadczy takze udzial
w konferencjach naukowych o zasiegu krajowym (18) i miedzynarodowym (6).

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora Habilitant petnit role kierownika badan
finansowanych w ramach dotacji statutowych (4) oraz byl wspotwykonawcg 10 projektow
badawczych. Po uzyskaniu stopnia doktora Habilitant byl wspolwykonawcg projektu
Narodowego Centrum Nauki w ramach konkursu PRELUDIUM 9 pt.: ,,Wplyw kwasu
tauroursodeoksycholowego (TUDCA) na redukcje stresu $rodplazmatycznego w komorkach
chondrocytéw jako nowy potencjalny kierunek wspomagania funkcjonowania chrzastki
stawowej” (Nr 2015/17/N/NZ7/01094). Pan Doktor uzyskal réwniez finansowanie
z Narodowego Centrum Nauki w ramach konkursu Miniatura 2 na prowadzenie badah
naukowych pt. ,,Zredukowany tlenek grafenu (rGO) jako czynnik indukujacy hipoksje oraz
modulator apoptozy w komoérkach raka sutka inkubowanych w obecnosci inhibitora
proteasomow” (Nr 2018/02/X/NZ3/00030). Otrzymal réwniez finansowanie badan
realizowanych w ramach dotacji statutowych (6; jako kierownik), a takze bral udziat (jako
wspotwykonawca) w realizacji zakonczonych (20) oraz biezacych (2) projektéw badawczych.

Analizujac $ciezke zawodowa dr Rafata Kretowskiego na podkreslenie zastuguje
konsekwencja w doborze tematyki badawczej. Rezultaty jednych badan stanowig inspiracje
do podjecia nowych wyzwan, natomiast umiej¢tno$¢ taczenia metod eksperymentalnych
z teoretycznymi umozliwia Habilitantowi dokonanie adekwatnej oceny danych oraz
wyciaganie odpowiednich wnioskéw. Potencjal publikacyjny Habilitanta wraz z uzyskanymi
wynikami badan naukowych jednoznacznie potwierdzaja ogromng determinacj¢ naukows,
pracowitos¢, wysoka dojrzato$¢ 1 dociekliwo$¢ badawcza, jak i umiejetnosé stawiania
i rozwigzywania problemow natury naukowe;.

Pozostata dzialalno$¢ naukowa dr n. med., Rafata Kretowskiego obejmuje m.in. Ocene
wplywu stresu siateczki srodplazmatycznej na wybrane linie komérkowe. W ramach badan
oceniono syntez¢ i degradacje kolagenu, mechanizm obnizonej apoptozy oraz starzenia
w komorkach raka sutka linii MCF-7, podczas stresu siateczki $rodplazmatycznej (ER),
indukowanego niedoborem glukozy. Wykazano, ze prowadzil on do uposledzenia biosyntezy
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kolagenu w komérkach raka sutka. Niedobor glukozy indukowat synteze biatka opiekuficzego
ORP150 w komorkach raka, ktoére chronito nowo syntetyzowany kolagen przed nadmierna
degradacja. Wykazano, ze w komorkach linii MCF-7 adaptujacych sie do stresu ER dochodzito
do aktywacji proceséw promujacych proliferacje. Natomiast w przeciwiefistwie do komérek
MCEF-7, fibroblasty skéry ludzkiej ulegaly starzeniu w warunkach niedoboru glukozy.

W ramach realizacji kolejnego zadania badawczego badano mechanizm apoptozy
indukowanej przez selektywny inhibitor proteasomow, bortezomib, w komoérkach raka jelita
grubego linii DLD-1. Wykazano, ze powodowal on $mier¢ komorek raka jelita na drodze
apoptozy i nekrozy, a mechanizm cytotoksycznego dziatania polegat na ostabieniu gléwnych
drog transdukeji sygnalu zwigzanych z hamowaniem ekspresji biatka opiekunczego GRP170
oraz obnizeniem ekspresji czynnika transkrypcyjnego: HIF-1a i NF-xB.

W kolejnych badaniach oceniano wplyw bortezomibu na apoptoze komorek raka sutka
linii MDA-MB-231 oraz fibroblastéw skéry ludzkiej linii CRL-1474. Stwierdzono silne
proapoptotyczne dzialanie bortezomibu na komoérki raka sutka, natomiast fibroblasty skory
ludzkiej nie ulegaly apoptozie, ale wykazywaly indukowany proces starzenia oraz silng
ekspresje biatka opiekuniczego ORP150 o dziataniu antyapoptotycznym.

Rozregulowanie szlaku sygnatlowego PI3K/AKT/mTOR powszechnie wystepuje
w glejaku wielopostaciowym mézgu oraz stanowi cele manipulacji terapeutycznych. W ramach
realizowanych prac badawczych nad inhibitorami mTOR stwierdzono, ze apitolisib (GDC-
0980) indukowal zalezng od czasu i dawki cytotoksyczno$¢ i apoptoze w komorkach glejaka
wielpostaciowego moézgu linii A-172. Otrzymane wyniki wskazuja, ze GDC-0980, jako
chemioterapeutyk, moze sta¢ si¢ kandydatem do dalszych badan w walce z glejakiem
wielopostaciowym mozgu.

Kolejny nurt badan, Ocena wplywu stresu oksydacyjnego na fibroblasty skéry ludzkiej,
dotyczyl wplywu naturalnych zwiazk6éw tj. anetol, na metabolizm kolagenu oraz apoptoze
fibroblastéw skory ludzkiej inkubowanych w obecnosci czynnika generujgcego stres
oksydacyjny (H202). Ponadto analizowano starzenie replikacyjne oraz profil aktywnosci
egzoglikozydaz, indukowanych stresem wywotanym przez tert-butyl w fibroblastach skory
ludzkiej. Stwierdzono, ze preinkubacja fibroblastéw z 0,5 uM anetolem chronila je przed
zgubnymi skutkami stresu oksydacyjnego, a tym samym nasilala syntez¢ kolagenu oraz
przeciwdzialala apoptozie. Zmiany na poziomie syntezy kolagenu, a takze wbudowywanie
radioaktywnej proliny do bialek kolagenowych pozytywnie korelowaly z ekspresja genu dla
kolagenu typu I. Wykazano, ze H2O; nasilal aktywno$¢ MMP-2, ktéry mogl skutkowaé
zmniejszeniem wydzielania kolagenu przez fibroblasty do medium hodowlanego oraz MMP-
9. We wspdlpracy z Samodzielng Pracownia Kosmetologii Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku stwierdzono wzrost aktywnosci badanych egzoglikozydaz (z wyjatkiem
B-glukuronidazy) w hodowli fibroblastow niepoddanych stresowi jak i tych z tert-butylem.

W ramach kolejnego kierunku badan dokonano Oceny wplywu deacetylaz histonéw
na komorki glejaka wielopostaciowego mozgu. Ocenie poddano wpltyw deacetylaz histondw,
fenylomaslanu (PBA) i belinostatu (Bel) na przezywalno$¢ komorek glejaka
wielopostaciowego mézgu. Stwierdzono, ze komérki glejaka linii LN-18 byly niewrazliwe
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na cytotoksyczne dzialanie PBA, podczas gdy w komoérkach LN-229 hamowal wzrost,
proliferacje oraz indukowat apoptoze. PBA zwigkszat ekspresje bialka P21, podczas gdy
poziom ekspresji P53 pozostal niezmieniony, obnizat ekspresj¢ genow antyapoptotycznych
Bcl-2, Bcl-XL, jednak bez wigkszego wplywu na ekspresje proapoptotycznych genéw Bax
i Bim. Wykazano, ze w komorkach LN-229, Bel indukowat apoptoze oraz nasilal ekspresje
proapoptotycznych genéw Puma, Bim, Chop i p21. Roéwnoczesnie wykazano, ze komorki
LN-229 traktowane Bel wykazywaly nasilong ekspresje¢ bialek opiekunczych z rodziny GRP78
i GRP94. W zwiazku z nasilong ekspresja p21 w obu liniach komérkowych LN-18 i LN-229
(w obecnosci Bel) wykazano zmniejszenie liczby komorek w fazie S cyklu komérkowego.

W ramach realizowanych projektow naukowych pt. Ocena wphwu nanoczgstek
krzemionki na komdrki nowotworowe, zmierzajacych do wyjasnienia mechanizmu dzialania
SiNPs, jednego z innowacyjnych kierunkéw badan w obszarze diagnostyki, obrazowania oraz
przysziosciowej terapii przeciwnowotworowej, stwierdzono, ze dzialajg one cytotoksycznie
na glejaka wielopostaciowego moézgu na drodze indukcji apoptozy i nekrozy. Aktywacja
apoptozy w badanych komérkach byla zwigzana z generowaniem RFT. Wykazano nasilong
ekspresjc genéw enzyméw antyoksydacyjnych oraz zaburzenie potencjalu blony
mitochondrialnej i obnizenie produkcji ATP w komoérkach linii LN-229, a takze nasilenie stresu
siateczki $rodplazmatycznej oraz odpowiedZ prozapalng na SiNPs. Stwierdzono, ze SiNPs
moga wyzwala¢ rozne efekty komorkowe/molekularne zalezne od warunkéw ekspozycii,
wielkosci i dawki, a takze typu komorek glejaka wielopostaciowego mozgu.

W ramach badan nad Zwigzkami naturalnymi o potencjalnym dziataniu
przeciwnowotworowym wykazano cytotoksyczne dziatania zwigzkow pochodzenia naturalnego
tj. kwercetyna oraz kwas p-kumarowy na komorki glejaka wielopostaciowego mézgu poprzez
indukcje stresu oksydacyjnego i apoptozy. Wykazano, ze oba zwigzki wplywaly na zmiany
przepuszczalnosci oraz tadunku powierzchniowego btony komérkowej glejaka.

Badania dotyczace Zwigzkéw  syntetycznych o  potencjalnym  dzialaniu
przeciwnowotworowym prowadzono z wykorzystaniem metronidazolu. Wykazano,
ze metronidazol obnizat Zywotno$é komérek raka jelita grubego linii DLD-1 oraz indukowal
apoptoze w badanych komérkach.

Wymienione obszary badawcze Habilitanta Swiadczg o jego wszechstronnosci i duzej
fachowosci w projektowaniu badan. Jest on do§wiadczonym praktykiem, ktory realizuje trudne

zalozenia badawcze na wysokim poziomie.
Realizujac swoje cele badawcze, obejmujagce zasadniczo wustalenie zmian

molekularnych w komoérkach nowotworowych wywotanych roznymi nanoczastkami,
Habilitant Scisle wspéltpracuje z Zakladem Polimeréw i Syntezy Organicznej Uniwersytetu
w Bialymstoku. Efektem wspélpracy jest nie tylko praca opublikowana w Journal
of Biomedical Nanotechnology (2017r.), ale réwniez uzyskanie patentu, ktérym objeto
procedur¢ otrzymania multifunkcjonalnego nanosystemu z rdzeniem =z materialu
magnetycznego 1 powloka z polimeru umozliwiajgcego terapie celowang lub detekcje
zmienionych nowotworowo komoérek (Nr patentu 232982, Sposéb otrzymywania
i zastosowania multifunkcjonalnego nanosystemu).
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We wspolpracy z Instytutem Chemii Organicznej Politechniki L6dzkiej Habilitant
realizowal badania obejmujace otrzymywanie nowych pochodnych 1,3,5-triazyny
0 potencjalnym przeciwnowotworowym mechanizmie dzialania (Investigational New Drugs,
2019r.). W ramach szeroko zakrojonych badan prowadzonych we wspolpracy z Katedrg
Chemii, Biologii i Biotechnologii Politechniki Biatostockiej, oceniano parametry stresu
oksydacyjnego w komorkach glejaka wielopostaciowego oraz raka sutka (H-2 i H-4), wplyw
nowych pochodnych komplekséw doksorubicyny z metalami na apoptoze, cykl komérkowy,
zywotnos$¢, proliferacje i cytotoksyczno$¢ w komorkach raka sutka (Molecules, 2017r.),
doksorubicyny i kwasu cykoriowego na stres oksydacyjny w fibroblastach skéry ludzkiej
(Nutrients, 2018r.), kwasu traumatynowego na parametry stresu oksydacyjnego oraz apoptoze
w komorkach raka sutka (Regulatory Toxicology and Pharmacology, 2019r.) oraz kwasu
cykoriowego na eliminacje stymulujagcego dzialania pestycydow na komorki czerniaka
(Environmental Toxicology and Pharmacology, 2020r.).

Niestety Habilitant nie wykazal zadnej wspétpracy miedzynarodowe;j.

O uznaniu osiggnig¢ Habilitanta swiadczg nagrody przyznane za dziatalno$¢ naukowa.
Pan Doktor zostat uhonorowany Zespolowa Nagroda Naukows I stopnia Rektora Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku w 2012r., Nagrodg Naukowg III stopnia (2013 i 2015r.) oraz
Nagroda Naukowg I stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (2014, 2017,
2018, 2019, 2021r.). Ponadto w 2019r. otrzymal Nagrode Naukowg III stopnia przyznang przez
Rektora Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku za uzyskanie finansowania projektu
pt. ,Zredukowany tlenek grafenu (rGO) jako czynnik indukujacy hipoksje oraz modulator
apoptozy w komorkach raka sutka inkubowanych w obecnosci inhibitora proteasomow”.

W roku 2012 otrzymal stypendium w ramach Europejskiego Programu Operacyjnego
Kapital Ludzki ,,Studiuje, badam, komercjalizuje - program wsparcia doktorantéw UMB”,
wspotfinansowanego przez Uni¢ Europejska, w ramach Europejskiego Funduszu Spolecznego
(1.10.2012r. do 30.09.2013r.).

Habilitant ciagle podnosi swoje kompetencje uczestniczagc w licznych kursach
i szkoleniach naukowych (20) tj.: szkolenie z zakresu innowacyjnych rozwiazah do hodowli
komorek ssaczych szkolenie w zakresie nowoczesnych technik laboratoryjnych czy szkolenie
w zakresie hodowli guzoéw nowotworowych — badania na modelu in vivo.

Podsumowujac cato$¢ dorobku naukowego Habilitanta z pelnym przekonaniem mozna
stwierdzi¢, ze zostal on znacznie powigkszony po uzyskaniu stopnia doktora, nie tylko pod
wzgledem liczby prac, ale takze ich warto$ci naukowej, a do§wiadczenie i umiejetnosci nabyte
w ramach pracy w krajowych zespotach stanowig gwarancje dobrego przygotowania do dalszej,
samodzielnej pracy naukowe;j.

Dzialalnosé dydaktyczna i organizacyjna

Dr Rafat Kretowski legitymuje si¢ doswiadczeniem jako ceniony dydaktyk, a przedstawiony
zbiér dokumentow pozwala wysoko oceni¢ zaréwno doswiadczenie jak i osiggniecia
dydaktyczne. Habilitant prowadzi ¢wiczenia z Biochemii dla studentéw III roku kierunku
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Farmacja Apteczna, II roku kierunku Analityka Medyczna i Kosmetologia oraz I roku kierunku
Dietetyka. Opracowal program i prowadzi fakultet ,, Techniki zaktadania i prowadzenia hodowli
komorkowych” dla V roku Analityki Medycznej, oraz seminaria pt. ,,Budowa i organizacja
macierzy pozakomorkowej: kolagen” i ,,Budowa, transport i transdukcja sygnatu przez blony
biologiczne” dla studentéw II roku kierunku Kosmetologia. Ponadto prowadzi zajecia
praktyczne ,,Cytometria przeptywowa — mozliwosci zastosowania w badaniach biomedycznych
1 farmaceutycznych” realizowane w ramach Szkoty Doktorskiej UMB dla studentéw III roku.
Pelnil funkcje promotora 5 prac magisterskich, a takze rol¢ opiekuna naukowego doktorantki
II roku Szkoly Doktorskiej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Habilitant uczestniczyt w wydarzeniach popularyzujacych nauke na rzecz srodowiska
naukowego. W 2017 i 2018r. prowadzil warsztaty pt. ,Metody hodowli
1 immunofluorescencyjnej analizy komérek nowotworowych” w ramach XV i XVI Podlaskiego
Festiwalu Nauki i Sztuki.

W latach 2010-2017 Pan Doktor by! czlonkiem Wydziatlowej Komisji Rekrutacyjnej. Ponadto,
wraz z prof. dr. hab. Marzanng Cechowskg-Pasko brat udzial w organizacji Pracowni Hodowli
Komoérkowych i Mikroskopii Fluorescencyjne;j.

Wyrazem uznania dla bogatego do§wiadczenia i wypracowanego warsztatu naukowego
dr Rafata Kretowskiego jest obecno$¢ w gronie Recenzentoéw czasopism naukowych. Habilitant
pelnit funkcje recenzenta prac (8) nadestanych do renomowanych czasopism tj. Antioxidants,
Biomolecules, Cancers, Cells czy International Journal of Nanomedicine.

Jest takze czlonkiem Polskiego Towarzystwa Biologii Komorki. Niestety nie jest
cztonkiem zadnej migdzynarodowej organizacji ani towarzystwa naukowego.

Whiosek koncowy

Caloksztatt aktywnosci dr n. med. Rafata Kretowskiego udokumentowany znaczacym
dorobkiem publikacyjnym wraz z innymi osiagnieciami, tj. umiejetno$¢ samodzielnego
formulowania koncepcji badan, racjonalnego ich planowania i realizowania poprzez
kompetentne rozwigzywanie waznych i aktualnych probleméw naukowych oraz zdolnos$é
do wspdlpracy i pozyskiwania srodkéw na badania, wskazuje na przygotowanie do pelnienia
roli samodzielnego pracownika naukowego.

W mojej opinii dotychczasowa aktywnos$¢ naukowa dr n. med. Rafata Kretowskiego, zwlaszcza
po uzyskaniu stopnia doktora, oraz przedstawione osiagniecie speiniajg wszystkie wymogi
formalne okreslone w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018r. poz. 1668 p6ézn. zm.). Biorgc pod uwage przedlozone
osiggniecie naukowe, a takze catoksztatt dzialalnosci Habilitanta przedstawiam pozytywnag
opini¢ wniosku Pana dr n. med. Rafata Kretowskiego o nadanie stopnia naukowego doktora

habilitowanego w dyscyplinie nauki farmaceutyczne. ( -
WebrtigrDitomon(ao
Dr hab. n. farm. Monika Dgbrowska
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