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Dr hab. Hanna Pruchnik, prof. UPWr Wroctaw, 29.03.2023 1.

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Baranskiej
pt. ,,Ocena wlasciwosci prooksydacyjnych, genotoksycznych i proapoptotycznych
wybranych uniepalniaczy bromofenolowych w jednejadrzastych komérkach krwi

obwodowej czlowieka”

Praca doktorska mgr Anny Baranskiej zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab.
Jaromira Michatowicza w Katedrze Biofizyki Skazen Srodowiska Instytutu Biofizyki na Wydziale
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego. Celem niniejszej rozprawy bylo
pordwnanie wplywu czterech uniepalniaczy bromofenolowych, tj.: tetrabromobisfenolu A,
tetrabromobisfenolu S, 2,4,6-tribromofenolu oraz pentabromofenclu na jednojadrzaste komérki
krwi obwodowej czlowieka. Badania mialy na celu okre§lenie wlasciwosci prooksydacyjnych,
genotoksycznych oraz proapoptotycznych ww. zwigzkéw w badanym modelu komorkowym.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi cykl pigciu publikacji z listy JCR wraz
z 34 stronicowym opracowaniem. Dysertacja jest spdjna i tworzy dobrze udokumentowang
logiczna calo§é (tacznie 123 strony). Zostala napisana w sposob przejrzysty i zwigzly. Pierwsza
cze$é rozprawy, omawiajgea cykl publikacyjny, rozpoczyna si¢ od spisu artykutéw wchodzacych
w zakres dysertacji, zawiera streszczenia w jezyku polskim i angielskim, cel badan, spis
materialébw 1 metod oraz syntetyczny opis uzyskanych wynikéw zakonczony schematem
przedstawiajagcym proponowany mechanizm dzialania bromoorganicznych uniepalniaczy w
jednojadrzastych komorkach krwi obwodowej cztowieka. Wprowadzenie koncza wnioski 1 spis
aktualnej, cytowanej literatury skiadajgcy si¢ z 40 pozycji. Nastgpnie przedstawiony zostat
dorobek naukowy Doktorantki. W kolejnej czgsci znajdziemy kopie artykuldéw, a w ostatniej

podpisane oswiadczenia wszystkich wspdtautorow publikacii.
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Podstawg rozprawy sg cztery prace oryginalne oraz jedna przegladowa o sumarycznym

wspolczynniku oddziatywania IF=36,479 1 sumarycznej liczbie punktéw MNIE — 760:

1. Whika A, Wozniak A., Wozniak E., Michatowicz J. (2020). Tetrabromobisphenol A,
terabromobisphenol § and other bromophenolic flame retardants cause cytotoxic effects and
induce oxidative stress in human peripheral blood mononuclear cells (in vitro study).
Chemosphere, 261:127705.

2. Barafiska A.,Wozniak A., Mokra K., Michalowicz JI. (2022). Genotoxic mechanism of action of
TBBPA, TBBPS and selected bromophenols in human peripheral blood mononuclear cells.
Frontiers in Immunology, 13:869741.

3. Barafiska A., Sicifiska P., Michatowicz 1. (2022). Apoptosis-inducing potential of selected
bromophenolic flame retardants: 2,4,6-tribromophenol and pentabromophenol in human
peripheral blood mononuclear cells. Molecules, 27:5056.

4. Baranska A., Bukowska B., Michatowicz 1. (2022). Determination of apoptotic mechanism of
action of tetrabromobisphenol A and tetrabromobisphenol S in human peripheral blood
monontuclear cells: A comparative study. Molecules, 27:6052.

5. Michatowicz J., Wiuka A., Bukowska B. (2021). 4 review on environmental occurrence, toxic
effects and transformation of man-made bromophenols. Science of the Total Environment,
811:152289.

Artykuty opublikowano w renomowanych czasopismach. Oznacza to, Ze omawiana praca
naukowa zostala juz zweryfikowana i pozytywnie oceniona przez niezaleznych specjalistow.
Zgodnie z zamieszczonymi o$wiadczeniami wklad Doktorantki w oryginalne publikacje jest
znaczacy 1 wynosi 60% w przypadku pierwszej pracy oraz po 65% procent w kolejnych trzech.
Pani mgr Anna Baranska brala udzial w opracowaniu koncepcji badai oraz planowaniu
cksperymentéw. Wykonala wszystkie testy dotyczace apoptycznego wplywu badanych
bromofenoli na jednojadrzaste komorki krwi obwodowe] cziowieka oraz wickszo§¢ analiz
cytotoksycznego, oksydacyjnego 1 genotoksycznego wplywu zwigzkéw na komorki.
Zinterpretowala, opracowala statystycznie i przedyskutowata uzyskane wyniki. Napisala cztery
oryginalne prace naukowe, ktorych jest pierwszym autorem oraz wybrane rozdzialy artykutu
przegladowego stanowigce 35% calodci, a mianowicie: wstep, whasciwosci fizykochemiczne,
produkcja i zastosowanie bromofenoli, wystgpowanie w Srodowisku, narazenie ludzi na te zwigzki
oraz czgsci rozdziatlu dotyczgcego toksycznosci bromofenoli. Bez watpienia, mozna stwierdzié, iz
Doktorantka ma szeroka wiedzg teoretyczng w zakresie realizowanego tematu badawczego oraz

umiejetnos$é samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.
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Badania podjete przez Doktorantke sq niezmiernie wazne, dotycza zagadnien
zwigzanych z ochrona zdrowia czlowieka i organizméw zywych. Przedmiotem badan sg wybrane
bromoorganiczne zwigzki, szeroko stosowane w przemy§le jako $rodki ograniczajace palnosé
materialéw, a takze jako sktadniki polimerdw. Ze wzgledu na powszechne wykorzystanie tworzyw
sztucznych produkcja bromowanych zwigzkéw ro$nie i obecnie stanowig one okoto 25%
wszystkich antypirenow na rynku. Na podstawie dotychczasowych badan wiadomo, ze zwigzki te
przenikaja do $rodowiska naturalnego, stwierdzono ich obecnod¢ w glebie, wodzie, produktach
spozywczych, jak rowniez w organizmie czlowieka oraz zwierzat. Najczesciej stosowanymi
bromofenolowymi uniepalniaczami sa: tetrabromobisfenol A (TBBPA), tetrabromobisfenol S
(TBBPS), 2,4,6-tribromofenol (2,4,6-TBP) oraz pentabromofenol (PBP). Wiedza na temat ich
potencjalnie negatywnego wpltywu na organizmy ludzi i zwierzat jest niewystarczajaca i
konieczne sg dalsze testy aktywnosci biologicznej. W szczegdlnoscei, znikoma liczba doniesien
dotyczaca wplywu bromoorganicznych zwiazkéw na komdrki krwi czlowieka uzasadnia podjgeie
tego typu analiz. W zwigzku z tym, wybor tematu badawczego: ,,Ocena wilasciwosci
prooksydacyjnych,  genotoksycznych i  proapoptotycznych — wybranych  uniepalniaczy
bromofenolowych w jednojqdrzastych komorkach krwi obwodowej czlowieka” jest jak najbardziej
stuszny. Kolejne etapy badan, majace na celu okre§leniec mechanizmu dziatania TBBPA, TBBPS,
2,4,6-TBP i PBP w jednojadrzastych komdrkach krwi obwodowej czlowieka, zostaly opisane i
przedyskutowane w czerech ww. wymienionych publikacjach (1-4). Jak juz wspomniatam, z
uwagi na fakt, ze wszystkie publikacje zostaly szczegblowo zrecenzowane przez specjalistow z
danej dyscypliny, pozostala mi rola dokonania oceny cato$ciowe)j znaczenia naukowego pracy.

Celem badan opisanych w pierwszej publikacji byta ocena efektow cytotoksycznych oraz
zmian w poziomie stresu oksydacyjnego pod wplywem TBBPA, TBBPS, 2,4,6-TBP i PBP w
jednojadrzastych komorkach krwi obwodowej cziowicka (PBMCs), ktore sa kluczowe dia
prawidtowego funkcjonowania uiktadu odpornosciowego. Wyniki wykazaty, ze badane zwigzki
zmniejszajg Zywotno$¢ PBMCs i poziom ATP oraz zwigkszajg tworzenie reaktywnych form tlenu
(w tym rodnika hydroksylowego). Ponadto badane substancje indukowaty peroksydacje lipidow

oraz powodowaly oksydacyjne uszkodzenia biatek w inkubowanych komérkach., Zauwazono
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réwniez, ze najwigksze zmiany powodowal TBBPA, natomiast najstabsze dziatanie wykazywal
TBBPS, ktory w przemysle jest wprowadzany jako zamiennik TBBPA.

Celem badan przedstawionych w drugiej oryginalnej pracy byla okredlenic mechanizmu
oraz ocena potencjalu genotoksycznego badanych uniepalniaczy bromofenolowych w
jednojadrzastych komoérkach krwi obwodowe] czlowieka. Przy uzyciu metody kometowej w
wersji neutralnej i mikroskopii fluorescencyjnej oznaczano poziom uszkodzen dwuniciowych
DNA, oceniono poziom naprawy DNA. Przy uzyciu metody kometowej w wersji alkalicznej i
mikroskopii fluorescencyjnej oznaczano uszkodzenia oksydacyjne puryn i pirymidyn w DNA.
Oceniono zdolnoéci tworzenia adduktéw z DNA przy uZyciu plazmidu E. coli (pUC 19) oraz
elektroforezy. Stwierdzono, iz badane substancje, powoduja uszkodzenia oksydacyjne lipidow,
bialek oraz zasad purynowych i pirymidynowych w DNA; nie tworzg adduktéw z DNA,
prawdopodobnie indukujg jedno- i dwuniciowe uszkodzenia DNA w sposob posredni.

Ostatnim zadaniem badawczym, przedstawionym w pracy trzeciej i czwartej byta ocena
potencjatu apoptotycznego TBBPA, TBBPS, 2,4,6-TBP oraz PBP w jednojadrzastych komorkach
krwi obwodowej cztowieka. Przy wykorzystaniu szeregu metod przeprowadzono: ilodciows oceng
Zzmian apoptotycznych z zastosowaniem podwojnego barwienia oraz detekcja z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej; analize poziomu jonéw wapnia w komorce z uzyciem znacznika Fluo
3-AM i cytometrii przeptywowej; analize poziomu fragmentéw o masie 85 kDa powstajagcych w
wyniku rozszczepienia PARP-1 z zastosowaniem przeciwciala monoklonalnego i pomiarem
technikg cytometrii przeptywowej. Oceniono aktywno$¢ kaspaz 3., 8., 9. przy zastosowaniu
odpowiedniego substratu peptydowego; poziom peknig¢ DNA z wykorzystaniem metody
TUNEL; zmiany kondensacji chromatyny z wykorzystaniem podwojnego barwienia znacznikami
oraz mikroskopii fluorescencyjnej, oznaczono réwniez poziom mitochondrialnego potencjathu
transblonowego. Stwierdzono, ze badane substancje, gtoéwnie TBBPA i PBP (w mnigjszym
stopniu 2,4,6-TBP) zwigkszaly liczbe komorek apoptotycznych i nekrotycznych, natomiast
TBBPS zwigkszal glownie liczbg komérek ulegajacych apoptozie.

Zakonczeniem catosci cyklu jest praca przegladowa bgdaca jednoczesnie doskonatym

wprowadzeniem do problemu naukowego, ktorym zajmuje sig Doktorantka.



sy | UNIWERSYTET

LAy VE
4 & =
£

By

W_ PRZYRODNICZY
o™ | WE WROCLAWIU

3

KATEDRA FIZYKI I BIOFIZYKI

Po analizie wszystkich publikacji stwierdzam, ze uktad artykutdw jest logiczny 1 w pelni
odpowiada postawionemu celowi pracy, a przyjete zalozenia badawcze zostaly zweryfikowane i
wyjasnione. Wykazano, ze wybrane do badan zwigzki wykazuja zréinicowany potencjal
prooksydacyjny, cytotoksyczny i genotoksyczny w jednojgdrzastych komérkach krwi obwodowe;j
cztowieka. Zweryfikowano hipotezg o sposobie oddzialywania badanych substancji z DNA.
Okre$lono/zaproponowano mechanizm dziatania bromoorganicznych uniepalniaczy w badanych
komérkach, Uzyskane wyniki wskazuja na zasadnos$¢ zastgpowania w przemyS$le TBBPA przez
TBBPS, jako mniej toksyczng substancje.

Podczas lektury pracy doktorskiej nasungty mi sig¢ pewne pytania, komentarze do dyskus;i:

1. Doktorantka, zgadzajac si¢ z innymi badaczami zakiada, ze ,mniefsza cytotoksycznosé
TBBPS w porownaniu do TBBPA moze wynikaé z obecnosci grupy sulfonowej w
czgsteczce tego zwiqzku, ktora w mniejszym stopniu niz obecnosé grup metylowych w
czgsteczce TBBPA decyduje o toksycznosci tej substancji”. Proszg o uzasadnienie tego
zatozenia, np. podanie wynikow pokazujgcych mnigjsza toksycznodé grupy sulfonowej w
porownaniu do grup metylowych dla innych niz badane zwigzkow. Moze pomocne byloby
wykorzystanic symulacji komputerowych, modelowania molekularnego w celu
sprawdzenie oddziatywan TBBPA-DNA/lipid lub TBBPS-DNA/lipid?

2. Jakie powinny byé kolejne ectapy badan uniepalniaczy bromofenolowych w celu
potwierdzenia ,,zagroZenia, jakie stwarzajq one dla zdrowia czlowieka™?

3. W pracy przegladowe] omodwione sa wlaSciwodei fizykochemiczne wybranych
uniepalniaczy podana jest m.in. rozpuszczalnosé 2,4,6-TBP oraz PBP w wodzie. Jaka jest
rozpuszczalno$¢ pozostatych dwach zwiazkéw TBBPA oraz TBBPS?

4. Co jest bardzo istotne, uszkodzenia oksydacyjne lipidow, bialek i DNA oraz zmiany w
wewngtrzkomdérkowym  poziomie jondow wapnia 1 transblonowym potencjale
mitochondrialnym stwierdzono w badanych komoérkach pod wplywem uniepalniaczy
bromofenolowych w stgzeniach, ktére oznaczane byly w organizmie cziowieka w
warunkach narazenia §rodowiskowego oraz zawodowego na te substancje. Czy potrzebne

dane (oznaczenia stgzen) sq na podstawie publikacji opisanych w pracy przegladowej (5),
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czy moze innych, nie zamieszczonych zestawien statystycznych? Cuzy istniejg tego typu
dane dla ludzi w Polsce?
5. W jaki sposob badane zwigzki dostaja si¢ do wnetrza komorki? Czy znany jest mechanizm

transportu zwigzkow przez blong komérkowg?

Podsumowujac, w mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Anny Baranskiej jest bardzo
warto$ciowa i stanowi istotng nowosé. Tematyka pracy dotyczy aktualnych, waznych dla zdrowia
ludzi i zwierzat zagadniefl. Wyniki w niej zawarte wnoszg znaczacy wkiad w rozw6j badah nad
cytotoksycznym mechanizmem dziatania bromowanych zwigzkdéw uniepalniajgcych. Nalezy
zaznaczy¢, 7e badania o charakterze toksykologicznym w odniesieniu do jednojadrzastych
komoérek krwi obwodowej czlowieka nie byly dotychczas przeprowadzone. W ninigjszej pracy
zostalo wykonanych wiele eksperymentow przy uzyciu odpowiednio dobranych metod
analitycznych z zakresu spektrofotometrii, spektrofluorymetrii, cytofluorymetrii oraz mikroskopii
fluorescencyjnej, co $wiadczy o tym, iz Doktorantka zna dobrze nowoczesny warsztat badawczy
1 posiada wiedzg z obszaru biologii, biofizyki i biochemii. Badania zawarte w dysertacji zostaty
wihasciwie zaplanowane, wykonane i opublikowane w renomowanych czasopismach. Na
podkreslenie zastuguje tez dorobek naukowy Pani mgr Anny Baranskiej (sumaryczny IF =43,517,
980 pkt MEIiN), na ktory sktada si¢ lgcznie 8 publikacji, 2 rozdzialy w monografiach
pokonferencyjnych, 22 komunikaty konferencyine o zasiggu krajowym i migdzynarodowym oraz
fakt, iz badania prowadzone w ramach tej rozprawy byly finansowane nie tylko z dotacji celowej
dla mlodych naukowcéw oraz uczestnikéw studidéw doktoranckich (B1811000001801.02,
B1911000002126.02), ale rowniez w ramach grantu, pt. ,,Poréwnanie potencjafu apoptotyczrego
wybranych uniepalniaczy bromofenolowych w jednojgdrzastych komorkach krwi obwodowej
cztowieka” (PRELUDIUM 17, B2011000001034101), ktorego Doktorantka byta kierownikiem.
Wszystko to swiadczy o samodzielnoéci 1 duzym zaangazowaniu w pracg naukowa Doktorantki,

jak rowniez o umiejgtnosciach pozyskiwania funduszy na badania.
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Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Anny Barafskiej jest
opracowaniem naukowym stanowigcym oryginalne rozwigzanie problemu badawczego i spetnia
wymogi Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595, z pdznigjszymi zmianami).
Wnosze¢ do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki
biologiczne o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Doktorantki do kolejnych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie, w uznaniu warto$ciowych, oryginalnych wynikow, ktore zostaly
opublikowane w specjalistycznych czasopismach naukowych oraz w uznaniu znajomosci szeregu
metod badawczych w tym narzedzi biologii molekularnej, jak rowniez doglebnego opracowania

tematu rekomenduje wyrdznienie rozprawy stosowna nagroda.

Wroclaw, 29.03.2023 r






