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QOcena pracy doktorskiej mgr Kingi Malinowskiej
pt: ,,Ocena wlasciwosci prooksydacyjnych, genotoksycznych i proapoptotycznych

nanoczastek polistyrenu w jednojadrzastych komorkach krwi obwodowej czlowicka’

Przedstawiona mi do recenzji praca Pani Kingi Malinowskiej dotyczy bardzo waznego
1 cickawepo zagadnienia na temat toksycznosci nanoplastiku (nanoczastek polistyrenu). Mimo
obecnoscei plastiku w srodowisku juz od wielu dziesigcioleci, zaskakujgcym jest fakt iz badania
dotyczace toksycznosci mikroplastiku a w szczegdlnosci nanoplstiku nabraly rozpedu dopiero
w ostatnim dziesigcioleciu. W naukowych bazach danych latwo znalezé informacii, ze
gwaltowny wzrost prac o tematyce nanoplastiku i jego toksycznego wplywu na tkanki i
komdrki czlowieka zauwazalny jest dopiero od 2018-2019 roku, czyli mniej wigce] w czasic
rozpoczeeia prac badawcezych doktorantki. S“fiadczy e o idealnym momencie wpisania si¢ w
swiatowy trend naukowy dotyczacy niesamowicie waznego zagadnienia. Praca badawcza
dotyczy przede wszystkim wplywu nanoplastiku na jednojadrzaste komérki krwi obwodowej
(PBMC). Nie dziwi wiec fakl, iz doktorantka wziela pod lupg wplyw nanoplastiku (<100 nm),
ktory moze sie tworzy¢ z mikroplastiku (<500 nm). Tak male rozmiaru powodujg, ze
nanoplastik  jako pochodna stosowanego plastiku w wielu galgziach przemystu w tym
farmaceutycznego, laboratoryjnego czy tez kosmetycznego, tatwo moze przechodzié przez
baricry biologiczne, kumulowa¢ si¢ w tkankach 1 wyrzadzajge powazne szkody w organizmie.

W sklad pracy doktorskiej wehodza 4 artykuly, w tym | przegladowy. a wige rozprawa

dokterska ma forme tzw. cyklu publikacji. Praca doktorska obgmuje spis publikacyi
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wchodzgeych w zakres rozprawy. streszezenie w jezyku polskim. streszczenie w jezyku
angielskim, cel naukowy oraz omdwienie wynikow, dorobek naukowy. kopie publikacji oraz
oswiadczenia wspotautorow prac. W celu naukowym i opisie wynikow dodatkowo doktorantka
uwzglednila 49 pozycji literaturowych., We wprowadzeniu doktorantka opisuje ogdlny wplyw
nanoplastiku na organizmy zywe, obecnos¢ nanoplastiku w organizmice czlowieka oraz jego
toksycznosé. We wprowadzeniu wyst¢puje jednak zdanie mogace nieco wprowadzac w blad,
bowiem autorka sugeruje iz nie ma jak dotad badan dotyczacych dzialania nanoplastiku na
ludzki uklad krwionosny. Oczywiscie nie jest to prawda. bo takie badania sa. jednakze
zaktadajac iz prace badawcze doklorantka zaczela w czasie pojawiania sig pierwszych takich
prac mozna ten blad wybaczyé, cho¢ bez watpienia wprowadzenie powinno byc lepiej
zakwalizowane. Cel pracy zostal postawiony prawidlowo. Dobdr materiatu badawczego i
metod badawczych jest odpowiedni. cho¢ nie ma informacji dlaczego akurat czastki
nanoplastiku o rozmiarach 29, 44 craz 72 nm zostaly wybrane do badan. Pomimo, iz nie mam
zastrzezen do wyboru metod, mam kilka zastrzezen do sposobu analizy i wyciagniecia
prawidlowych wnioskow kidre pojawity sie w artykulach a wiec tym samym w podsumowaniu.
Wedtug mnie jest tam kilka bledéw o ktorych wspomne analizujac konkretne prace wchodzace
w cykl publikacji. Po opisie metod badawczych doktorantka przedstawia oméwienie wynikow
badan. Postanowilem jednak przeanalizowac poszczegdlne publikacje a nastepnie odniesé sig
do podsumowania wynikéw przedstawionych przez doktorantke, tym bardziej, ze doktorantka
trochg sig gubi w opisie wynikow, raz analizujac wyniki z pracy trzeciej a nastgpnie 7 pracy
drugie;j.

Pierwsza praca przegladowa pt,, Polvstvrene nanoparticies; sources, occurrance in the
enviromment, distribution in tissues, accumulation and foxicity to various organisms’, zostala
opublikowana w Envirommental Pollution o 1F- 8,041, Praca w dostateczny sposob prezentuje
zardowno Zrodla nanoplastkiu w $rodowisku jak i jego wplywu na organizmy zywe. Praca
zostata napisana w bardzo przejrzysty i dokiadny sposob, zatem nie dziwi fakt. ze zostala
opublikowana w czasopi$mie o dos¢ wysokim IF. Nie mam rowniez watpliwosci, iz
rozpoczeeie pracy doktorskie od napisania tzw. przegladowki jest nieztym pomyslem,
poniewaz pozwala mlodemu czlowiekowi wdrozyé si¢ w badang tematykeg. Kolejny artykut to
pierwsza praca oryginalna pt,,Oxidative properties of polystyrene nanoparticles with different
diameters in lhuman peripheral blood mononuciear cells (in vitro study)’’ opublikowana w
czasopismie Infernational Jowrnal of Molecudar Science, 1F- 6,208, Praca dotyczy wlasciwodci
prooksydacyjnych stosowanych nanoczgstek. Wedlug autordéw publikacji nanoczgstki plastiku

indukujg reaktywne formy tlenu (ROS) co jest Sciste powiazane z zywotnoscig komorek
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PBMC. Zauwazaja. ze juz najmniejsze stezenie tj. 0.01 pg/ml czastek o rozmiarze 29 nm moze
by¢ juz szkodliwe, a tak niskie sigzenie mozna juz znalez¢ we krwi. Lalwo mozna zauwazy¢,
iz artykul ten jest wstepna pracg w calym cyklu badan i na jej podstawie wybrano odpowiedni
zakres stezen nanoczgstek a takze wybrano odpowiednie metody uwzglednione w dalszych
pracach. Pomimo recenzji i opublikowania pracy w ostatecznej i najdoskonalszej formie,
mozna zauwazy¢ kilka niescistosei ktore rzutujg rowniez na dalsze etapy pracy badawczej. W
pierwszej czesci prezentowane sg wyniki z DLS (dynamicznego rozpraszania $wiatla)
wskazujgce na rozmiary czastek nanoplastiku. Autorzy slusznie zauwazaja, ze jest on mnicj
wigc laki sam jak podaje producent. To co jest trochg dziwne to fakt, zc prezentowane sg wynik
tzw. number (percent) a w kolejnych artykulach mamy juz volume {percent). Zatem dwa
parametry tych samych czasteczek w dwoch réznych pracach. Nie jest napisane dlaczego w ten
sposob? Nastepnie prezentowane sg wyniki  peroksydacji bialek z wykorzystaniem metody
wygaszania fluorescencji tryptofanu. Dodatkowo wkrada sie informacji, iz ta metoda mowi
nam o uszkodzeniach bialka. W moim przekonaniu jest to blad, bowiem wygaszanic
fluorescencji tryptofanu w bialku moze by¢ spowodowane wieloma rzeczami np. zmiany
konformacji bialka czy tez zmiany w warstwie hydratacyjne] biatka a niekoniecznie jego
uszkodzeniem a juz na pewno nie peroksydacji. Wszystko zalezy od rodzaju bialka, liczbie
tryptofandw. jego ekspozycji na powierzchni a takze formy biatka ). czy jest monomerem czy
tez dimerem itp. Nie wspominajac juz o rodzaju oddzialywania nanoczastek z bialkiem z
uwzglednieniem analizy termodynamicznej. Ten blgdny ,,fakt’* powtarza sie w calej rozprawie
doktorskiej.

Kolgjna praca opublikowana w Nanotoxicology o 1F-5,881 pt,, Polysivrene nanoparticles; the
mechanism of their gonotoxicity in heman pervipheral blood mononuclear celis” dotyczy
przedstawienia mechanizmu genotoksycznosci stosowanych nanoczastek. Jest (o kolejny
sluszny etap pracy doktorskiej gdzie od ogolnej analizy toksycznosci opisane] w pierwszej
pracy doktorantka przechodzi do dokladniejszej analizy mechanizmu stojgcego za
toksycznoscia nanoplastiku. Podsumowaniem tej pracy jest informacja, iz stosowane
niefunkcjonalne nanoczastki plastiku indukuja jedno, jak i dwuniciowe peknigeia DNA,
powodujg oksydacje puryn i pirymidyn oraz powoduja wzrost poziomu 8-oxod(. Najmniejsze
nanoczgstki tj. 29 nm powodujg najwigksze zmiany co autorzy podsumowuja, iz moze to by¢
spowodowane najnizszym potencjalem zeta i hajmniejszym rozmiarem, co ulatwia penetracje
do komorki. O ile sam fakt, iz najmniejsze nanoczastki moga wyrzadzié najwicksza . krzywde™’
jest niezaprzeczalny, to utozsamianie go z najnizszym potencjalem zeta jest niewystarczajace

tym bardziej, iz analiza DLS i potencjatu zeta jest w mojej opinii przeprowadzona niedoktadnie.



Cho¢ w bazach danych mozna zauwazy¢ analize DLS i zeta potencjalu réznych nanoczastek w
mediach hodowlanych jak w tym przypadku RPML. to powinno sie tego unikaé jezeli nie mamy
dodatkowych danych. Autorka stusznie zauwazyla. iz nanoczastki w mediach hodowlanych
mogg tweorzy¢ korong biato-nanoczastki, co zmieni zardwno ladunek powierzchniowy jak i
rozmiar nanoczgstek, ale bez dodatkowych analiz nie mozna sugerowac iz potencjal zeta
nanoczastek w medium jest nizszy badz wyzszy a rozmiar mniejszy bad? wiekszy. W tym
przypadku mamy do czynienia ze zlozonym ukladem a zmiany potencjalu zeta i DLS bez
podania np. indeksu polidyspersyjnoscei jest malo znaczgee. Takie zmiany moga powodowad
np. zmniejszong badz zwickszong agregacje nanoczastek a wtedy nie mamy odzialywania
nanoczastek np. o rozmiarze 44 nm, a duzo wigkszych agregatow z komérkami. Dodatkowo
autotzy pracy sugeruja iz ma to wplyw na latwiejsze przechodzenie do komorek, Raczej mylace
jesl tu utozsamiania wartosci potencjatu zeta z ladunkiem nanoczastek. Cheialbym w tym
miejscu wspomnie¢, iz negatywnie natadowane nanoczastki nie koniecznie musza latwej
przechodzi¢ przez blong komdrkowsg co wynika z jej ladunku.

Ostatnia praca opublikowana zostala w Chemosphere o 1F-8,943 pt,, The effects of npn-
Junctionalized polystyrene nanoparticles of different diameters on the induction of apoptosis
nd mTOR level in human peripherial blood mononuclear celss’ . Tutaj doktorantka przechodzi
do analizy wplywu wybranych nanoczastek na indukcje procesu apoptozy oraz poziomu bialka
mTOR. Na uwage zasluguje swietny dobdér metod badawczych i bardzo dokiadna analiza
uzyskanych wynikéw. W podsumowaniv mozna wyczytac, iz nanoczgstki plastiku indukujg
apoptoze poprzez mitochondrialny szlak i wzrost poziomu cytozolowego jondw wapnia Ca®’.
Najmniejsze nanoczgsiki o $rednicy 29 nm dodatkowo indukuja wzrost aktywnosci kaspazy 8.
Widac rowniez wzrost poziomu kinazy mTOR. W mojej opinii jest o najlepsza praca z calego
cyklu, gdzie nie mam zadnych zastrzezen.

Po analizie publikacji wehodzacych wcykl pracy. postanowilem opisac to co jest przed
nimi czyli posumowanie wynikdéw. Doktorantka w miarg dokiadny sposéb podsumowuje
wyniki 7z opublikowanych prac, dobrze wyciggajac wnioski np. to ze najmniejsze czyli o
rozmiarze 29 nm nanoczastki powodowaly najwigksze efekty apoptotyczne, akiywowaly
zewnetrzny szklak apoptozy czy tez sa najbardzie] genotoksyczne, jednak kilka bledow zostato
utrwalonych takich jak np. te dotyczace potencjalu zeta i DLS w pozywce RPMI. Widac
rowniez, ze podsumowanie nie bylo od dawna zaktualizowane bowiem jest tam np. informacja
0 pracy gotowe] do wystanie. a w cyklu publikacji dostajemy juz opublikowany artykul.
Podsumowujge, cykl publikacji wchodzgeych w sklad prace doktorskiej Pani Kingi

Malinowskiej jest swietny. Zaczyna si¢ od pracy przegladowej, oryginalnej o raczej ogdlnej



toksycznosci na komorki PBMC, poprzez analize gonotoksycznoscei i na koniec apoptozy.
Publikacje znajdujg w bardzo dobrych czasopismach 1 pomimo kilku bledow, wyciagnigte
wnioski sg prawidlowe a cel postawiony na poczatku jak najbardziej osiggniety. Nie mam
walpliwosci. iz rozprawa doktorska stanowi orvginalne rozwigzanie problemu badawczego
oraz prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng kandydatki w dyscyplinie oraz umiejgtnosei
samodzielnego prowadzema pracy naukowej. Indywidualny wkiad kandydatki w kazda z prac
na podstawic zalaczonych oswiadezen nie budzi watpliwosci.

Dodatkowo jestem rowniez przekonany. ze uzyskana w ten sposob wiedza poprzez udzial
doktorantki przyczyni si¢ do dalszego rozwoju naukowego zespolu badawczego w ktorego

sklad wchodzila Pani Malinowska.

Na koniec recenzji chcialbym réwniez wspomnie¢ o catkowitym zaangazowaniu
doktorantki w prace naukowe. Warto wspomnie¢ o 8 doniesieniach zjazdowych w tym jednym
zagranicznym w Maastricht we wrzesniu 2022 na konferencji...... tu nie wiadomo dlaczego nie
ma tytutu konferencji, cho¢ wiasnic tym najbardziej powinna sie pochwali¢ doktorantka.
Zapewne chodzi o 16th International Congress of Toxicology (ICTXVI). Prowadzila rowniez
wicle warsziatéw co S$wiadezy o wysokim zaangazowaniu doktorantki réwniez w
popularyzowaniu nauki. Nalezy réwniez wspomnie¢ o zdobytym grancie dla doktorantow z

Narodowego Centrum Nauki- Preludium.

Pomimo kilku btedow ktére mozna znalez¢ w rozprawie doktorskiej. uwazam, ze praca
jest wykonana w bardzo dobry sposdb. uwzglednia zardwno doglebna analize $wiatowej
wiedzy na temat toksycznosci nanoplastiku po doglebna analize mechanizmow stojaca za jego
toksycznoscig na komaorki PMBC. co potwierdza fakt publikacji w czasopismach o wysokim
IF i cytowalnosci od S do 17 eytowan w pracach oryginalnych, a w przegladowej az 170 wedlug
bazy Scopus. Bioragc wszystkic zalety pracy wspomniangj powyzej. nie mam watpliwodci, iz

praca doktorska zastuguje na wyréznienie.

Podsumowujge stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani
Mgr Kingi Malinowskiej pt. ,,Ocena wlasciwosci prooksydacyjnych. genotoksycznych i
proapoptotycznych nanoczastek polistyrenu w jednojadrzastych komorkach krwi obwodowej
cztowieka™ stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i spetnia warunki okreslone
w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. 2018

poz.1668). Rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedz¢ teoretyczna kandydatki w



dyscyplinie nauk biologicznych oraz umiejetnosé samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.
Wnosze¢ do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki
biologiczne o dopuszczenie Pani Kingi Malinowskiej do dalszych etapow postepowania
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doktorskiego.



