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Ocena pracy doktorskiej

pt. ,Ocena wiasciwosci prooksydacyjnych, genotoksycznych i
proapoptotycznych wybranych uniepalniaczy bromofenolowych

w jednojadrzastych komdrkach krwi obwodowej cztowieka”

przygotowanej przez p. mgr Anne Barariska
pod kierunkiem p. prof. dr hab. Jaromira Michatowicza

w Katedrze Biofizyki Skazen Srodowiska Instytutu Biofizyki Uniwersytetu tédzkiego

Wiele syntetycznych zwigzkdw organicznych zaprojektowanych w celu poprawy
jakoéci i bezpieczenstwa zycia cztowieka moze mie¢ negatywny wpltyw na rézne
elementy biosfery i moze stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia ludzi. Zwiazki
bromofenolowe sa stosowane w réznych gateziach przemystu i wykorzystywane m.in.
do produkcji barwnikéw, Srodkéw ochrony roslin, zwigzkéw przeciwgrzybicznych
i wielu produktow zycia codziennego. Powszechne stosowanie zwigzkow
bromofenolowych spowodowato wzrost ich obecnosci w glebie, wodzie i powietrzu,
a takze w organizmach zywych. Zwiazki bromofenolowe, stosowane w celu
ograniczenia palnosci materiatdbw syntetycznych, znajdujg sie w wielu produktach
obecnych w Zzyciu codziennym cztowieka, w tym w tekstyliach, obiciach mebli,
samochodach, kablach, obudowach urzadzen elektronicznych itp. i moga by¢ z nich
stopniowo uwalniane. Zwigzki bromofenolowe zostaty wykryte w kurzu pomieszczen

uzytkowych, wodzie pitnej i produktach spozywczych, szczegolnie pochodzenia



zwierzecego. Zwiazki bromofenolowe mogag wnika¢ do organizmu czlowieka przez
skére, uktad pokarmowy i oddechowy a ich obecnos¢ wykryto w wielu narzgdach
czlowieka m.in. w nerkach, ptucach i tkance ttuszczowej. W pracy doktorskiej,
wykonanej w Katedrze Biofizyki Skazen Srodowiska pod kierunkiem p. prof. dr hab.
Jaromira Michatowicza, p. mgr Anna Baranska podjeta prébe zbadania wplywu
wybranych uniepalniaczy bromofenolowych na jednojgdrzaste komoérki  krwi
obwodowej cztowieka. Doktorantka wzieta pod uwage cztery zwiazki z tej grupy, w tym
tetrabromobisfenol A (TBBPA), tetrabromobisfenol S (TBBPS), 2,4,6-tribromofenocl
(2,4,6-TBP) oraz pentabromofenol (PBP).

Recenzowana praca ma typowy ukfad dysertacji doktorskiej przygotowanej
w oparciu o opublikowane prace oryginalne. W skiad pracy doktorskiej wchodzg cztery
publikacje oryginalne coraz jedna przegladowa poprzedzone streszczeniami w jezyku
polskim i angielskim, rozdziatem zawierajacym wprowadzenie, cel pracy, materiat
badawczy | metody, ombwienie wynikdéw i wnioski. W rozprawie znajduje sie wykaz

cytowanych pozycji, ale brakuje wykazu zastosowanych skrotow.

Ocena wprowadzenia i zasadnosci celu pracy

We wprowadzeniu p. mgr Anna Baranska krétko omawia zastosowanie zwigzkdw
bromofenolowych w przemysle, w szczegélnosci ich wykorzystanie w celu
ograniczenia palnosci zwigzkéw syntetycznych, a takze wymienia niektére badania,
w ktérych wykazano obecno$¢ tych substancji w bezposrednim $rodowisku
i organizmie cztowieka. Wiele miejsca posdwieca najszerzej stosowanemu i najlepiej
przebadanemu TBBPA, ktéry zostat uznany za zwigzek szkodliwy i jest stopniowo
zastepowany przez TBBPS. Wprowadzenie jest przygotowane w sposéb kompetentny

uzasadniajacy celowos¢ podjetych badan.

Ocena metodyki badan oraz warto$ci merytorycznej uzyskanych wynikéw

W pracach oryginalnych stanowigcych podstawe dysertacji przeprowadzono
ocene wptywu genotoksycznego, prooksydacyjnego i proapoptotycznego wybranych
uniepalniaczy bromofenolowych na jednojgdrzaste komorki krwi obwodowe;
cztowieka, ktore zostalty wyizolowane z kozuszka leukocytarno-ptytkowego z krwi
zdrowych dawcéw. W przeprowadzonych badaniach zastosowano szereg metod
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biologii komérkowej i molekularnej z uzyciem m.in. cytometrii przeptywowe;j,
luminometrii, spektrofotometrii, mikroskopii fluorescencyjnej i elektroforezy. Metody

zostaty dobrane prawidtowo i opisane w publikacjach wyczerpujaco.

Rozdziat ,Omowienie wynikow” obszernie przedstawia wyniki badan
przeprowadzonych przez Doktorantke i opublikowanych w czterech pracach
oryginalnych. Kazda publikacja jest krotko podsumowana. Praca opublikowana
w czasopismie Chemosphere przedstawia wptyw wybranych uniepalniaczy
bromofenolowych na przezywalno$¢ jednojgdrzastych komérek krwi obwodowe;.
Najwigksze zmiany odnotowano w wyniku dziatania TBBPA, przy czym spadkowi
przezywalnosci komérek towarzyszyto obnizenie poziomu ATP w komérkach, wzrost
poziomu reaktywnych form tlenu (RFT), peroksydacja lipidéw oraz oksydacyjne
uszkodzenia biatek. W pracy opublikowanej w czasopismie Frontiers in Immunology
wykazano, ze po inkubacji komérek z uniepalniaczami bromofenolowymi,
w szczegolnosci TBBPA, generowane sg jednoniciowe pekniecia DNA, w mnigjszym
stopniu dwuniciowe, uszkodzenia zasad azotowych, gtdwnie puryn, przy czym sg to
raczej efekty witérne dziatania RFT. W kolejnych dwéch pracach opublikowanych
w czasopismie Molecules przedstawiono, postugujac sie réznymi metodami, dziatanie
proapoptotyczne badanych zwigzkoéw. We wszystkich opublikowanych pracach
wykazano, ze badane zwigzki bromofenolowe majg rézny potencjat cytotoksyczny
wynikajacy z indukcji szeregu zmian na poziomie molekularnym w jednojadrzastych
komoérkach krwi obwodowej cztowieka, przy czym najwieksze zmiany indukowane sg
przez TBBPA i PBP, natomiast najmniej aktywny jest TBBPS. Oznacza to, ze wyniki
przeprowadzonych badahh w pei potwierdzajg zasadno$¢ zastepowania
w produktach przemystowych tetrabromobisfenclu A (TBBPA) tetrabromobisfenolem
S (TBBPA).

Nie mam watpliwosci, ze wyniki badan majg warto$¢ merytoryczng i pozwalaja
na wyciagniecie przedstawionych w rozprawie wnioskéw, aczkoiwiek w niektorych
fragmentach pracy dostrzegam drobne niedoskonatosci. W opisie wynikow
przedstawionych w pracy oryginalnej opublikowanej w Chemosphere stwierdzenie, ze
wykazano zwigzek pomiedzy zmniejszeniem sie puli ATP w jednojadrzastych
komérkach krwi obwodowej cztowieka a spadkiem ich zywotnosci ma raczej charakter
spekulacji, gdyz taki zwigzek nie zostat udowodniony w pracy, a opisane zjawiska

mozna traktowa¢ na podstawie uzyskanych wynikéw tylko jako wspdtistniejace.
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Dlatego nalezatoby raczej uzy¢ sformutowania ,prawdopodobnie ma swoéj udziat'.
W opisie wynikow przedstawionych w pracy opublikowanej w Frontiers in Immunology
uzyto sformutowania ,Wzrost poziomu reaktywnych form tlenu (obserwowany
w niniejszej pracy) oraz form reaktywnych czasteczek przyczynia sie do uszkadzania
struktury DNA przez ksenobiotyki”. Czym sg formy reaktywnych czasteczek”?
Ponadto, w zdaniu tym niewtasciwie opisano zwigzek przyczynowo skutkowy. Czy nie
powinno by¢, ze ksenobiotyki (uniepalniacze bromofenolowe) generujg RFT, ktdre
wywotuja uszkodzenia DNA? Kolejnym przyktadem nieprecyzyjnych sformutowan
moze by¢ ,TBBPA w nizszym stezeniu (0,1 pg/ml) spowodowat niewielki wzrost
poziomu utlenionych pirymidyn, natomiast wszystkie badane zwigzki spowodowaty
istotne zmiany w badanym parametrze wylgcznie w najwyzszym stezeniu 1 pg/ml.”
Zastrzezenia moze budzi¢ sformutowanie ,nizszym”, gdyz nie ma punktu odniesienia.
Analizujac wyniki przedstawione na rycinie 3 w w/w publikacji, do ktérych odnosi sie
Doktorantka, napisatabym raczej: ,TBBPA juz w stezeniu 0,1 ug/ml wywotuje
statystycznie znamienny wzrost poziomu utlenionych pirymidyn, natomiast
w przypadku pozostatych zwigzkéw do uzyskania zmian istotnych statystycznie
konieczne bylo zastosowanie stezenia 1 pg/ml.” We wniosku 1 napisano ,wieksze
zmiany”, ale ponownie brak punktu odniesienia; zdanie powinno byé uzupetnione ,niz
w ...". Niektore sformutowania nie sg wlasciwe np., ,rozszczepienie PARP1” powinno
by¢ zastgpione ,cieciem PARP1”; toksyczno$¢ w odniesieniu do komorek to
cytotoksycznos$é, gdyz stowo toksycznosé jest stosowane w odniesieniu do badan
przeprowadzanych in vivo. Jodek propidyny wigze sie¢ z DNA komorki, do ktérych
wnika przez uszkodzong btone komérkowa, a zatem nie tylko komérek nekrotycznych
(jak napisano w rozprawie doktorskiej), ale réwniez komérek pdzno-apoptotycznych.
Czy przymiotnik androstanowe mozna stosowaé w odniesieniu do receptorow?

Czy geny moga by¢ steroidogenne?

W skiad rozprawy doktorskiej wchodzi réwniez obszerny artykut przegladowy
na temat bromofenoli, ich szerokiego wykorzystania w przemyéle, powszechnego
wystepowania w biosferze i wynikajgcych z tego niekorzystnych konsekwenciji dla
zywych organizméw. Wspdtautorstwo artykulu  przegladowego, ale takze
piSmiennictwo zastosowane w ramach pracy doktorskiej $wiadczg o dobrej znajomosci

tematyki badan.



Ocena strony redakcyjnej pracy doktorskiej

Konstrukcja rozprawy jest poprawna poza brakiem wykazu skrétow. W warstwie
edytorskiej brakuje bardzo wielu odstepéw miedzy wyrazami (prawie 20), natomiast

odstep zostat wprowadzony w wyrazie adduktow (ad duktow).
Ocena dorobku naukowego

Liczba prac oryginalnych opublikowanych w ramach doktoratu jest
zdecydowanie ponadprzecietna dla dyscypliny. Wyniki sktadajace sie¢ na rozprawe
opublikowano w czterech pracach oryginalnych o tgcznym wspétczynniku wptywu (IF)
25,726 i punktach MEIN 560. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze we wszystkich
pracach oryginalnych Doktorantka jest pierwszym autorem, co oznacza Jej istotny
wktad w powstanie opublikowanych wynikéw. Swoj udziat w przygotowaniu publikacji
oryginalnych Doktorantka ocenita na 60%-65%. Potwierdzajg to rowniez oswiadczenia
pozostatych wspotautorow publikacji, ktore zostaty zamieszczone w dysertacji. Nalezy
jednak zauwazy€, ze dwie prace oryginalne opublikowane w Molecules (MDPI) sg
identyczne pod wzgledem koncepcyjnym i metodycznym, przy czym w jednej z nich
poréwnano zdolnos¢ TBBA | TBBS do indukcji apoptozy, natomiast w drugiej takie
poréwnanie przeprowadzono dla dwéch innych zwigzkéw bromofenolowych, 2,4 6-
TBP i PBP. Umieszczenie wynikdw w jednej pracy pozwolitoby na lepsza analize
porownawczg, ale rozumiem, ze w Swietle checnie obowigzujgcych mechanizméw
ewaluacji taka forma prezentacji wynikéw byta bardziej atrakcyjna. W skitad rozprawy
wchodzi réwniez praca przeglgdowa opublikowana w prestizowym dla dyscypliny
czasopismie Science of the Total Environment (IF = 10,754; punkty MEIN = 200).

Whioski koncowe recenzji

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska
p. mgr Anny Baranskiej, przygotowana pod kierunkiem p. prof. dr hab. Jaromira
Michatowicza, dotyczy interesujgcych i aktualnych zagadnien zwigzanych z wplywem
antropogenicznych zanieczyszczen Srodowiska na organizm Judzki i stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Uzyskane wyniki zostaly
Zinterpretowane w oparciu o obserwacje wiasne, doswiadczenia Zespotu oraz
doniesienia literaturowe. Watpliwosci wyrazone w recenzji powinny zostaé

rozstrzygniete w czasie obrony pracy doktorskie;.
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W zwigzku z powyzszym pozytywnie oceniam rozprawe doktorskg p. mgr Anny
Baranskiej. Uwazam, Ze rozprawa spetnia wymogi formalne okre$lone 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 p6zn. zm.). W zwigzku
z tym, wnosze do Komisji Uniwersytetu todzkiego ds. Stopni Naukowych
w Dyscyplinie Nauki Biologiczne wniosek o przyjecie rozprawy doktorskiej p. mgr Anny

Baranskiej i kontynuowanie postepowania o nadanie Jej stopnia doktora.

Jednoczesnie, biorac pod uwage tematyke badan, walory poznawcze pracy,
szerokie potraktowanie problemu naukowego, a takze dorobek publikacyjny
Doktorantki sktadam wniosek do Komisji Uniwersytetu toédzkiego ds. Stopni
Naukowych w Dyscyplinie Nauki Biologiczne o wyréznienie pracy doktorskiej p. mgr

Anny Baranskie;.
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