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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Kingi Malinowskiej zatytulowanej
»0cena wlasciwosci prooksydacyjnych, genotoksycznych i proapoptotycznych nanoczastek
polistyrenu w jednojadrzastych komérkach krwi obwodowej cztowieka™
Promotor rozprawy: Prof. dr hab. Bozena Bukowska
Promotor pomocniczy: Dr Paulina Sicinska

Recenzowana rozprawa doktorska zostala zrealizowana w Katedrze Biofizyki Skazen
Srodowiska Instytutu Biofizyki Uniwersytetu Lodzkiego w ramach Stacjonarnych Studiow
Doktoranckich Genetyki Molekularnej, Cytogenetyki i Biofizyki Medycznej. Niniejsza recenzja
zostata sporzadzona w oparciu o decyzjc Komisji Uniwersytetu Lodzkiego ds. Stopni
Naukowych w dyscyplinie Nauki Biologiczne z dnia 27 czerwea 2023 roku, w wyniku ktorej
zostalem powolany na recenzenta rozprawy doktorskiej Pani mgr Kingi Malinowskie;j.

Wspotezesny rozwdj cywilizacyjny, zaréwno w skali lokalnej jak i globalnej, sprzyja
powstawaniu wielu innowacyjnych rozwigzan m.in. w farmacji, medycynie, inzynierii czy
przemysle. Z jednej strony s3 one szansa na opracowanie nowych technik mogacych znalezé
zastosowanie w wielu dziedzinach nauki np. biotechnologii, bioinzynierii, genetyce
molekularnej czy nanotechnologii. Z drugiej strony silny rozwdj przemystowy nie jest obojetny
dla srodowiska naturalnego. Przykladem moga byé zmiany klimatyczne i bedace ich
nastgpstwem roznego rodzaju kleski ckologiczne np. susze czy gwattowne zjawiska
meteorologiczne. Zagrozen jest oczywiscie wigcej a jednym z nich jest mikroplastik.
Zagadnienic zwigzane z obecno$cig mikroczastek i nanoczgstek plastiku w érodowisku jest
obecnie coraz szerzej badane. Jednoczesnie wskazuje sig, ze mikroplastik stanowi globalny
czynnik  zanieczyszczenia Srodowiska podobnie jak np. dwutlenek wegla. Skazenie
mikroplastikiem moze w istotny sposob zaburza¢ funkcjonowanie np. ekosysteméw wodnych
czy ladowych, a wehtanianie i odkladanie si¢ mikroplastiku w organizmach zywych prowadzi
do jego ekspansji w fanicuchu troficznym skutkujac rozprzestrzenianiem si¢ skazenia rowniez na
organizm czlowieka. Intoksykacja mikroplastikiem i nanoplastikiem moze zachodzi¢ nie tylko
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droga pokarmowa. ale réwniez oddechowa i dermalna skutkujac rozwojem réznego rodzaju
stanow patologicznych. Z tego wzglgdu niezwykle wazne sg badania zwigzane z okresleniem
zagrozen jakie niesie mikro- i nanoplastik dla $rodowiska oraz poznaniem i wyjasnieniem
mechanizmdw toksycznego wplywu mikroczastek i nanoczastek plastiku na uktady biologiczne
rowniez na poziomie komorkowym.

Analiza rozprawy doktorskiej

Tematem rozprawy doktorskiej Pani mgr Kingi Malinowskiej jest ..Ocena wilasciwosci
prooksydacyjnych,  genotoksycznych i  proapoptotycznych nanoczastek  polistyrenu
w jednojadrzastych komorkach krwi obwodowej czlowieka”. Zagadnienie poruszane przez
Autorke jest niezwykle interesujgce, bardzo wazne zaréwno z biologicznego jak
i toksykologicznego punktu widzenia oraz wpisuje si¢ w nurt badan zwiazanych z zagrozeniami
zwigzanymi ze skazeniem srodowiska mikro i nanoplastikiem.

Recenzowana rozprawa doktorska jest opracowaniem pisemnym i stanowi zbior
opublikowanych i powiazanych tematycznie artykutéw naukowych z dotaczonym streszczeniem
W jezyku polskim i w jezyku angielskim. Pod wzgledem formalnym praca doktorska Pani mgr
Kingi Malinowskiej spetnia wymogi artykutu 187 Ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym
i Nauce z dnia 20 lipca 2018 (Dz. U. 2018 poz. 1668).

Na poczatku prezentowanej rozprawy doktorskiej zostat umieszezony spis tresci, spis publikacji
wchodzacych w zakres rozprawy doktorskiej oraz streszczenia (w j. polskim i j. angielskim).
Nastgpnie Doktorantka zamiedcita czgs¢ przedstawiajaca ,.Cel naukowy i omdwienie wynikow”.
W tym fragmencie zostalo ujgte krétkie wprowadzenie do badanego zagadnienia, ktére w sposob
wyczerpujacy uzasadnia dlaczego zostaty podjete przeprowadzone przez Panig mgr Kinge
Malinowska badania. Nastepnie Autorka formuluje cel pracy oraz przedstawia material
badawczy i stosowane metody. Kolejny fragment zamieszczony na stronach 14-19 opisuje
otrzymane wyniki. W dalszej czgsci Doktorantka przedstawita podsumowanie oraz wnioski.
Calos¢ konczy wykaz zastosowanej literatury uzupeiniajacej, w ktdrej ponad 70% stanowia
prace z ostatnich 8 lat.

Kolejna czgd¢ rozprawy przedstawia dorobek naukowy Autorki. Zasadnicza cz¢s¢ dysertacii
stanowig 4 publikacje wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej tj.

1. . Polystyrene nanoparticles: Sources, occurrence in the environment, distribution in tissues,
accumulation and toxicity to various organisms” (IF=8,041, pkt. MEIN=100)

2. ,Oxidative Properties of Polystyrene Nanoparticles with Different Diameters in Human Peripheral
Blood Mononuclear Cells (In Vitro Study)” ((1F=6,208, pkt. MEiN=140)

3. WPolystyrene nanoparticles: the mechanism of their genotoxicity in human peripheral blood
mononuclear cells” (IF=5,881, pkt. MEiIN=140)

4. ,.The effect of nonfunctionalized polystyrene nanoparticles of different diameters on the induction of
apoptosis and mTOR level in human peripheral blood mononuclear cells” (IF=8,943, pkt. MEIN=140)

ktére zostaly utozone w sposob przemyslany tworzac zwartg i logiczng pod wzgledem ukladu
tresei calos¢. Sumaryczny IF publikacji (1-4) wchodzacych w sklad recenzowanej rozprawy
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doktorskiej wynosi £jr=29,073, natomiast punktéw ministerialnych Emien=520. Ponadto we
wszystkich pracach wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej Pani mgr Kinga Malinowska
jest pierwszym Autorem z co najmniej 55% udzialem w powstaniu kazdej z prac.

Pierwsza z publikacji (1), stanowigcych zasadnicza czgs¢ rozprawy doktorskiej, jest
opracowaniem przegladowym zawierajacym opis aktualnej literatury dotyczacej mikro-
i nanoczgstek plastiku. Pod tym wzgledem moze by¢ ona traktowana jako gltowny wstep
teoretyczny dysertacji. Autorka opisuje zrodta mikroplastiku i nanoplastiku, mechanizmy ich
akumulacji w organizmie i penetracji do komorek oraz toksyczno$¢ polistyrenu zaréwno in vitro
jak iin vivo.

W drugiej pracy (2), stanowigcej pierwsza przedstawiajgcg otrzymane w efekcie badan
eksperymentalnych wyniki, Autorka potwierdza metoda DLS rozmiar stosowanych nanoczastek
polistyrenowych (odpowiednio 29 nm, 44 nm i 72 nm) oraz bada ich wplyw na generowanie
reaktywnych form tlenu (RFT), peroksydacje lipidow i bialek oraz apoptoze i przezywalnos¢
jednojadrzastych komorek krwi obwodowej cztowieka wykazujac, ze wszystkie stosowane NPs
podwyzszaja poziom RFT, indukujg peroksydacje lipidow i protein oraz apoptozg, jednoczesnie
obnizajac przezywalnos¢ komorek. Stwierdzono réwniez, ze najwigksza cytotoksycznosc
spos$rod badanych NPs posiadajg najmniejsze, 29 nm nanoczastki polistyrenu.

Trzecia publikacja (3) wchodzaca w skfad rozprawy doktorskiej zostata opublikowana
w  czasopismie Nanotoxicology i dotyczy badania mechanizmu genotoksycznosci
polistyrenowych NPs wzgledem jednojadrzastych komorek krwi obwodowej czlowieka.
Doktorantka wykazata, ze 24-godzinna inkubacja komoérek z badanymi NPs skutkowala
pojedynczymi i podwadjnymi pgknigciami DNA oraz prowadzita do oksydacyjnego uszkodzenia
pirymidyn i puryn (tych ostatnich w wigkszym stopniu). Efekt byt zalezny zaréwno do stgzenia
jak i érednicy badanych NPs. Ponownie okazalo si¢, ze najmniejsze sposréd badanych
nanoczastek polistyrenu posiadaty najwigkszg cytotoksycznos$c i genotoksycznosc przejawiajgcg
sig. w indukowaniu, w stezeniu 0,lpg/mL, powstawania 8-hydroksy-2-deoksyguanozyny.
Jednoczesnie, uszkodzenia DNA spowodowane przez 29 nm NPs, w przeciwienstwie do 44 nm
i 72 nm NPs, nie byly naprawiane w peini w czasie 2 godzin.

Ostatni, czwarty manuskrypt (4) wchodzacy w sktad rozprawy doktorskiej Pani
Mgr Kingi Malinowskiej jest zwigzany z okresleniem proapoptotycznych mechanizmow
aktywnos$ci badanych NPs polistyrenu i zostal opublikowany w czasopismie Chemosphere.
Autorka wykazala, ze wszystkie stosowane nanoczastki, w sposdb zalezny od stezenia,
prowadzily do wzrostu zarowno odsetka komdrek apoptotycznych jak i cytozolowego stezenia
jonow wapnia, podwyzszaly aktywnos$¢ kaspazy 3 i kaspazy 9 oraz poziom Ser/Thr kinazy
mTOR oraz obnizaly potencjal mitochondrialny. W przypadku aktywnosci kaspazy 8 zmiany
byty istotne statystycznie tylko dla NPs o $rednicy 29 nm dla 3 najwyzszych stezen tj. 1pg/mL.
10 pg/mL i 100pg/mL, co wskazuje na mozliwos¢ aktywacji przez te NPs zewngtrznego szlaku
apoptozy.

Jestem pod ogromnym wrazeniem zastosowanej przez Panig Mgr Kinge Malinowska
metodologii i mnogoscei technik badawczych zardwno tych stricte fizykochemicznych tj. analiza
potencjatu zeta. mikroskopia sit atomowych (AFM), skaningowa mikroskopia elektronowa
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(SEM), analiza dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS) jak i biologicznych tj. test MTT,
ocena poziomu RFT, peroksydacja lipidow i bialek, analiza peknig¢ DNA, uszkodzen
oksydacyjnych i naprawy DNA, aktywnos¢ kaspaz. poziom kinazy mTOR, analiza apoptozy
i autofagii, znakowanie fluorescencyjne, potencjal  mitochondrialny. eksternalizacja
fosfatydyloseryny czy poziom jonéw wapnia.

Wszystkie zastosowane w pracy metody badawcze zostaty dobrane w sposdb prawidlowy i sg
w pelni uzasadnione. Umozliwilo to Autorce zbadanie w sposob niezwykle doktadny
i jednoczesnie w szerokim aspekcie wplywu nanoczastek polistyrenowych na jednojadrzaste
komérki krwi obwodowe]j czlowieka. Dzicki temu Pani mgr Kinga Malinowska w petni
zrealizowata zamierzony przez siebie cel pracy.

Pomimo bardzo dobrze przygotowanej rozprawy Autorka nie uniknela pewnych

niescistosci np. brak jednostki gestosci komédrek na stronie 12 (czy byla to ilos¢ komérek na
~ml”, . dm®” czy inna objetos¢) czy zaznaczenie, ze wyniki zostaly zawarte w manuskrypcie
gotowym do wystania (podczas gdy zostat on finalnie opublikowany) oraz literéwek np. zamiast
skrotu ,.um” pojawiaja si¢ ,mm”. Sa to generalnie drobne bledy i w zaden spos6b nie wplywaja
na bardzo duzg warto$¢ naukows i merytoryczng pracy.
Jednoczesnie mam kilka matych pytan, ktore pojawily si¢ w trakcie recenzowania rozprawy.
Odnoszac sig do pracy, w ktorej Autorka analizowata peroksydacje¢ biatek i jako marker
wskazujgcy na utlenianie monitorowata spadek fluorescencji tryptofanu chciatbym zapyta¢ czy
byly brane pod uwage réwniez analizy poziomu formylokinureniny i kinureniny $wiadczace
o oksydacji tryptofanu, oznaczenie grup tiolowych czy sulfotlenkéw metioniny i czy rozwazano,
czy na spadek fluorescencji Trp w obecnodci badanych nanoczgstek nie wptywato po prostu
oddziatywanie NPs z biatkami i zwykte gaszenie fluorescencji na drodze kompleksacji NPs z
proteinami, co opisuje wiele prac zwiazanych z analizg oddzialywania pomiedzy réznymi
typami nanoczastek a biatkami. Jednoczesnie cheiatbym poprosi¢ o wyjasnienie, co byto
podstawg zroznicowania RFT na reaktywne formy tlenu i wysoce reaktywne formy tlenu, czy
byl to np. okres pottrwania czy jaki$ inny czynnik roznicujacy i jak byly wyznaczane wartodci
LC50 czy ICS50 tzn. czy bylo stosowane jakies dopasowanie np. funkcja liniowa? Okreslenie, ze
LC50 jest powyzej 1000pg/mL (wykres 5 w publikacji nr 2 ) czy IC50>1000pg/mL w publikacji
nr 3 wydaje si¢ by¢ troch¢ malo precyzyjne. Na koniec cheiatbym zapytaé jaki marker byt
dodawany w stezeniu 2uM (publikacja w Int.J.Mol.Sci 2021, Materiaty i Metody, podrozdzial
4.7 (Lipid Peroxidation) i 4.8 (Protein Oxidation)) i czy Doktorantka ma jaki$ pomyst jak mozna
wyjasni¢, ze badane nanoczastki polistyrenu powodowaly wzrost poziomu kinazy mTOR w
stezeniach nizszych niz te, ktore indukowaty apoptoze, natomiast dla stgzen wyzszych
(indukujacych apoptozg) odnotowano zmniejszenic poziomu mTOR?

Podsumowanie recenzji

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Kingi Malinowskiej stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu jakim jest zbadanie wplywu nanoczgstek polistyrenowych na
jednojadrzaste komorki krwi obwodowej cztowieka i wnosi zupelnie nowg wiedze dotyczaca
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cytotoksyeznej aktywnosci tych nanoczastek. Praca zostala przygotowana w sposob rzetelny,
Jest spdjna, a kolejne badania w sposob logiczny wynikajg z poprzednich. Jako calosé
recenzowana rozprawa doktorska stanowi doskonale kompendium  merytoryczno-
metodologiczne zwigzane z oddzialywaniem i wplywem nanoczastek polistyrenowych na
Jednojadrzaste komorki krwi obwodowej czlowieka.

Recenzowana dysertacja w petni dowodzi, ze Pani mgr Kinga Malinowska posiada szeroki
zakres wiedzy dotyczacej zaréwno opisywanego zagadnienia jak i metod fizykochemicznych
i technik biologii molekularnej, co w pelni potwierdza umiejetnosé doktorantki do
samodzielnego planowania i prowadzenia pracy naukowe;j.

Bardzo mocno nalezy podkresli¢, ze Autorka dysponuje wspaniatym dorobkiem naukowym.
Lacznie jest wspotautorkg pigciu prac z listy JCR o catkowitym IF wynoszgcym 33,629 i sumie
punktow MEIN 680. dwdch rozdziatéw w monografiach oraz pozyskata dwuletni grant NCN
w ramach programu . Preludium” pt. ,Nanoczastki polistyrenowe i ich wiasciwosci
epigenetyczne i genotoksyczne w ludzkich Jednojadrzastych komérkach krwi obwodowej”.
Ponadto aktywnie uczestniczy w upowszechnianiu  wynikéw  prowadzonych  prac
eksperymentalnych majac na koncie 8 doniesien konferencyjnych oraz brala udzial
w popularyzowaniu nauki wygtaszajac prelekcje i organizujgc warsztaty np. w ramach Festiwalu
Nauki, Techniki i Sztuki ¢zy Nocy Biologow.

Podsumowujge stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Kingi Malinowskiej pt. ,.Ocena
wiasciwosci prooksydacyjnych, genotoksycznych i proapoptotycznych nanoczastek polistyrenu
w jednojadrzastych komoérkach krwi obwodowej cztowieka™ spetnia wszystkie wymogi stawiane
pracom na stopiefi naukowy ,,doktora” okreslone w ustawie - Ustawa Prawo o Szkolnictwie
Wyzszym i Nauce z dnia 20 lipca 2018 (Dz. U. 2018 poz. 1668). W zwigzku z tym wnosze do
Komisji Uniwersytetu Lodzkiego ds. Stopni Naukowych w  dziedzinie nauk $cistych
i przyrodniczych w dyscyplinie Nauki Biologiczne o dopuszczenie Doktorantki do dalszych
etapOw postepowania doktorskiego i o nadanie Pani mgr Kindze Malinowskiej stopnia
naukowego ,.doktora”.

Wnhiosek o wyréznienie pracy doktorskiej

Recenzowana rozprawa doktorska prezentuje szczegolne walory poznawcze wnoszac zupelnie
nowa wiedze na temat wplywu nanoczastek polistyrenowych na jednojgdrzaste komorki krwi
obwodowej czlowieka oraz prezentuje imponujacy zakres badan. Ponadto efektem
zrealizowanych prac eksperymentalnych sg 3 publikacje z listy JCR o wysokim IF, wszystkie
opublikowane w czasopismach posiadajacych 140 punktow wg. MEIN. Z tego wzgledu skladam
do Komisji UL ds. Stopni Naukowych w dyscyplinie Nauki Biologiczne wniosek o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej Pani mgr Kingi Malinowskie;j.

Dr hab. Szymon Sekowski
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