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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt.,, Zmiany strukturalne i funkcjonalne bton erytrocytow cztowieka oraz biatka
modelowego albuminy narazonych na dziatanie nanoczgstek polistyrenu o réznych
srednicach (in vitro)”

wykonanej przez mgr Kamila Ptuciennika

pod kierunkiem prof. dr hab. Bozeny Bukowskiej (promotor) i dr hab. Pauliny Siciniskiej
(promotor pomocniczy)

w Katedrze Biofizyki Skazen Srodowiska, Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytetu todzkiego

Rozprawa doktorska mgr Kamila Ptuciennika zostata napisana w postaci
wielostronicowego komentarza (Wprowadzenia) do zbioru 3 artykutdw opublikowanych w
latach 2023 — 2025 w recenzowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym oraz
jednego manuskryptu publikacji oryginalnej (wystany do czasopisma Nanotoxicology, 2025).
Doktorant jest pierwszym autorem we wszystkich pracach witgczonych do rozprawy
doktorskiej (2 prace oryginalne, jedna publikacja przeglagdowa, manuskrypt publikacji), co
definiuje Jego kluczowy wkfad w ich powstanie. Sumaryczna warto$¢ 5-letniego IF
prezentowanych prac wynosi 13,4, sumaryczna punktacja MNiSW wynosi 380. Praca
obejmuje 32 strony maszynopisu, wigczajgc w to streszczenie, literature uzupetniajgcy (37
pozycji bibliografii i 2 Zrédta internetowe), a takze liste wtasnego dorobku naukowego.

W sktad dorobku naukowego mgr Kamila Ptuciennika wchodzi wspoétautorstwo 3
publikacji w uznanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. Doktorant jest
wspotautorem 3  doniesien  konferencyjnych w jezyku angielskim i 5 doniesien
konferencyjnych w jezyku polskim, w tym jedna prezentacja ustna. Ponadto Doktorant byt
organizatorem i cztonkiem komitetu naukowego na konferencjach, prowadzit warsztaty
popularyzujagce nauke organizowane przez Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu todzkiego. Doktorant uczestniczyt w szkoleniach naukowych i odbyt staz
naukowy na Uniwersytecie Warminsko-Mazurskim w Olsztynie, oraz jest cztonkiem Polskiego
Towarzystwa Biofizycznego.

Pismiennictwo zacytowane w pracy, zarowno we Wprowadzeniu jak i w publikacjach
wiaczonych do rozprawy, obejmuje dobrze dobrane tematycznie zrédta, gtdwnie publikacje z
czasopism naukowych opublikowane, w przewazajacej liczbie, w ostatnich 5 latach. Zaréwno
we Wprowadzeniu jak i w publikacjach wtaczonych do rozprawy wystepujg przejrzyste i
bardzo czytelne schematy i ryciny, ktdre uzupetniajg test pracy.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Kamila Ptuciennika dotyczy oceny
wptywu nanoczgstek polistyrenu (PS-NPs) na strukture i funkcjonowanie albuminy ludzkiej
oraz erytrocytow. Cele szczegétowe pracy dotyczyty:

1. analizy wptywu PS-NPs na indukcje hemolizy w zawiesinie erytrocytéw,

2. okreslenia oddziatywania PS-NPs na ptynnos¢ btony erytrocytarnej oraz na morfologie
komorek,
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3. oceny zmian powodowanych przez nanoczgstki polistyrenu w wybranych biatkach
erytrocytarnych oraz albuminie ludzkiej, w tym: analiza poziomu utleniania biatek bfonowych
i hemoglobiny, zmiany w aktywnosci acetylocholinoesterazy, a takze zaburzenia w strukturze
przestrzennej oraz utlenianiu tryptofanu w albuminie,

4. zbadania wptywu PS-NPs na proces eryptozy oraz okre$lenie mechanizmu tego
procesu.

W badaniach zastosowano niefunkcjonalizowane nanoczastki polistyrenu o rdéznych
$rednicach (~¥30 nm, ~45 nm i ~70 nm) i w szerokim zakresie stezen (0,001 — 200 pg/ml) w
zaleznosci od stosowanej metody.

Problematyka pracy jest nowatorska, a wuzyskane wyniki dobrze uzupetniajg
dotychczasowg wiedze na temat oddziatywania czastek plastiku na skfadniki krwi w
organizmie cztowieka. Na podstawie literatury naukowej wiadomo, ze nanoczastki plastiku
wykrywano we krwi czy innych tkankach cztowieka. Badania opisane w pracy odnosza sie
zaréwno do komérek — erytrocytow (krwinek czerwonych), najbardziej licznych komérek
krwi, jak i do biatek erytrocytéow i albuminy ludzkiej, biatka najobficiej wystepujgcego w
osoczu krwi. Takie podejscie, oparte o réwnoczesng analize wptywu PS-NPs na albumine i
erytrocyty pozwala na zidentyfikowanie wspdlnych mechanizméw toksycznosci na réznych
poziomach ztozonosci biologicznej i prowadzi do wnioskéw, ze PS-NPs mogg uszkadzac
erytrocyty nie tylko bezposrednio, ale takze posrednio poprzez modyfikacje albuminy, co
odbiera krwinkom ich naturalng bariere ochronna.

Znaczacym elementem nowatorskim jest wykazanie, ze istotne zmiany strukturalne w
albuminie (zmiana otoczenia tyrozyny i tryptofanu w czgsteczce) oraz zmiany funkcjonalne w
erytrocytach (usztywnienie btony komdrkowej, modyfikacja lepko$ci wewngatrzkomérkowe;j,
zmiany ksztattu komorek) zachodza juz przy bardzo niskich stezeniach PS-NPs (0,1-10
ug/ml). Wiekszosé wczesniejszych badan koncentrowata sie na znacznie wyzszych dawkach,
ktére sg mato prawdopodobne do wystgpienia w warunkach in vivo. Wyniki te majg wiec
kluczowe znaczenie dla realnej oceny ryzyka zdrowotnego u ludzi.

Waznym wnioskiem z przeprowadzonych badani jest wskazanie, w jaki sposéb czastki
plastiku mogg wywotywaé Smieré erytrocytow. Wykazano, ze PS-NPs w stezeniach
przedhemolitycznych (ponizej 10 pg/ml) nie indukuja klasycznej eryptozy (zaprogramowanej
$Smierci krwinek); nie zaobserwowano zmian stezenia wapnia w komodrkach, zmian w
eksternalizacji fosfatydyloseryny ani aktywacji kaspazy-3, a takze wzrostu poziomu
reaktywnych form tlenu w stezeniach, ktére nie niszczg btony komdrkowej. Zamiast tego
odkryto, ze plastik wywotuje wzrost aktywnosci kalpain co objawia sie zmianami w
strukturze btony i cytoszkieletu erytrocytéw prawdopodobnie o charakterze mechanicznym.

Kolejng wazng obserwacjg wynikajgcg z przeprowadzonych przez Doktoranta badan jest
wykazanie tworzenia tzw. , twardej korony” (hard corona) na niefunkcjonalizowanych PS-NPs
poprzez oddziatywanie z albuming. Wykazano, ze oddziatywanie to prowadzi do trwatych
zmian w strukturze drugorzedowej albuminy, co powoduje spadek witasciwosci ochronnych
czy nasilenie procesu hemolizy. Zaobserwowano, ze wieksze nanoczastki (~70 nm) tworzg
mierzalng metodg dynamicznego rozpraszania Swiatta "twardg" korone biatkowga z albuming,
podczas gdy dla najmniejszych czgstek (~30 nm) efekt ten byt ponizej granicy wykrywalnosci.

W badaniach wykazano zaleznos¢ pomiedzy efektami biologicznymi a stezeniem nanoczastek
oraz potwierdzono wptyw wielkosci nanoczastek. Najmniejsze czastki (~¥30 nm) okazaty sie
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najbardziej hemolityczne, co przypisuje sie ich tatwiejszej penetracji i gestszemu upakowaniu
na btonie. Najwieksze czastki (~70 nm) wykazuja najwiekszg zdolnosé¢ do zmiany ksztattu
krwinek (tworzenie stomatocytéw) przy najnizszych stezeniach, co wynika z silniejszego
nacisku fizycznego na powierzchnie komorki. Ponadto, w pracy podkreslone jest znaczenie
pomiaru potencjatu zeta w konkretnym medium inkubacyjnym (bufor Ringera pH=7,4), a nie
tylko w wodzie, co pokazuje, jak S$rodowisko biologiczne zmienia wfasciwosci
fizykochemiczne nanoczgstek plastiku i ich zdolnos¢ do adhezji do komérek.

Do zrealizowania celdw pracy w badaniach zastosowano kilka metod, w tym metody
fluorymetryczne i spektrofotometryczne,  metode  elektronowego  rezonansu
paramagnetycznego, cytometrie przeptywows, okreslenie potencjatu zeta, dychroizm
kotowy, metode dynamicznego rozpraszania Swiatta, mikroskopie swietlng. Do analizy
statystycznej wynikéw zastosowano test ANOVA, i test post hoc Tukey’a, oceniono
spetnienie warunkéw do takiej analizy (zgodno$¢ z rozktadem normalnym, homogennosc
wariancji). Wszystkie metody zostaty szczegdétowo opisane we Wprowadzeniu oraz w
zataczonych publikacjach. W mojej opinii metody zostaty prawidtowo dobrane do
zrealizowania postawionych celéw pracy.

Opisane w pracy wyniki badan sg wtasciwie omdéwione w poréwnaniu do danych
opisanych w literaturze naukowej. Dotyczy to szczegdlnie rozdziatu Dyskusja w publikacjach
wiaczonych do pracy, gdzie wyniki pracy wiasnej sg przedyskutowane ze wskazaniem réznic i
podobieAstw z wynikami raportowanymi przez innych badaczy, z podkresleniem
nowatorstwa i uzasadnieniem badan witasnych. Wszystkie postawione cele pracy zostaty
zrealizowane, a uzyskane wyniki pozwolity na sformutowanie odpowiednich wnioskéw
(wnioski sg poparte wynikami badan opisanymi w pracy). Doktorant wskazuje na znaczenie
modyfikacji struktury albuminy pod wptywem PS-NPs, co moze posrednio nasilaé
uszkodzenia erytrocytow wywotfane przez nanoplastik w organizmie (in vivo). Zmiany w
czgsteczce albuminy mogg prowadzi¢ do denaturacji tego biatka i w konsekwencji do
destabilizacji btony komérkowej erytrocytow.

Z obowiazku recenzenta chciatabym zwrdécié uwage na kilka punktéw:

- materiatem badawczym sg erytrocyty izolowane z kozuszkéw leukocytarnych
separowanych z krwi ludzkiej. Dlaczego taki wybdr materiatu do uzyskania erytrocytow
zamiast krwi petnej? W kozuszkach sg gtéwnie leukocyty i ptytki krwi, ktore moga takze
pozosta¢ w zawiesinie erytrocytéw przygotowanej do badan.

- dlaczego wybrano 24-godzinny czas inkubacji badanych czgstek polistyrenu z komdrkami
czy biatkami? W literaturze opisywane sg badania z krétszg inkubacjg np. 3 godziny.

Uwagi do manuskryptu publikacji do Nanotoxicology:

- w badaniu nie wykazano istotnego wptywu PS-NPs na eksternalizacje fosfatydyloseryny na
powierzchni erytrocytéw poza najwyzszym stezeniem najmniejszych badanych nanoczgstek
(30 nm). Do oceny ekspozycji fosfatydyloseryny zastosowano metode wigzania aneksyny V,
ktéra wymaga wyzszych stezen jondw Ca (np. 2,5 — 3 mM) w oddziatywaniu z komérkami,
natomiast w buforze Ringera stezenie Ca2+ wynosi 1 mM. Czy w tej metodzie poprzestano
na 1 mM stezeniu Ca2+?
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- w badaniu zastosowano metode cytometrii przeptywowej, brakuje informacji jakie
parametry rejestrowano (odsetek komodrek pozytywnych? mediana intensywnosci
fluorescencji?)

- w jakim buforze byty wykonywane pomiary stezenia jondw wapnia? HBSS? Bufor HEPES? O
jakim sktadzie?

- zabrakto w tekscie Wprowadzenia wyjasnienia skrétéw z jezyka angielskiego np. HSA, ROS.
Przedstawione powyzszej uwagi nie umniejszajg dobrej oceny merytorycznej pracy.

W mojej opinii praca przedstawia oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i wpisuje
sie w bardzo aktualng problematyke wptywu srodowiska oraz stylu zycia na zdrowie
cztowieka. W ostatnich latach znaczgco zwiekszyta sie ilo$¢ plastiku w otoczeniu cztowieka,
znaczgco tez wzrosta ilos¢ produktéw jego rozpadu, ktére w postaci mikroczastek czy
nanoczastek o zréznicowanej wielkosci i sktadzie (np. czgstki zawierajgce funkcjonalne grupy
chemiczne nadajgce tadunek) wnikajg do organizmu cztowieka lub zwierzat i kumulujg sie w
tkankach. Badania nad wptywem nanoczastek plastiku na tkanki organizmu cztowieka maja
istotne znaczenie z perspektywy wspdtczesnych nauk biomedycznych, toksykologii
srodowiskowej oraz zdrowia publicznego. Wyniki opisane w pracy przyblizaja mechanizmy
wzajemnych oddziatywan pomiedzy czgstkami plastiku a komdrkami krwi - erytrocytami czy
biatkami, wskazujg na odziatywania z btonami komodrkowymi, umozliwiajg identyfikacje
potencjalnych mechanizméw toksycznosci, takich jak stres oksydacyjny czy zaburzenia
funkcji komoérkowych. Ocena roli czastek plastiku wobec tkanek, komodrek czy biatek ma
znaczenie dla oceny dfugoterminowego ryzyka zdrowotnego zwigzanego z ekspozycjg na
mikro- i nanoplastik. Systematyczne badania pozwalajg ustali¢, czy ich obecno$¢ moze
przyczyniaé sie do rozwoju choréb przewlektych, zaburzen immunologicznych lub proceséw
nowotworowych. Obserwacje poczynione w pracy zwracajg takze uwage na zachowanie
czgstek w réznym Srodowisku, w tym na zmiany tadunku czgstek w buforach w poréwnaniu
do wody, co moze przyczynia¢ sie do rozwoju metod diagnostycznych i analitycznych
umozliwiajgcych wykrywanie i iloSciowa analize nanoplastikéw w tkankach biologicznych.

Rozprawa doktorska prezentuje ogblng wiedze teoretyczng Doktoranta w dyscyplinie nauki
biologiczne oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Zgodnie z
przedstawionymi oswiadczeniami wspétautoréow, udziat Doktoranta w publikacjach
wiaczonych do pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu i wykonaniu
eksperymentéw, analizie, opracowaniu i interpretacji wynikdw, opracowaniu pierwszej
wersji manuskryptu, przygotowaniu odpowiedzi dla recenzentéw i zatwierdzeniu ostatecznej
wersji pracy.

W podsumowaniu stwierdzam, ze praca doktorska magistra Kamila Ptuciennika jest
nowatorska i wnosi wartosci poznawcze uzupetniajgce dotychczasowg wiedze na temat
wptywu niefunkcjonalizowanych nanoczgstek polistyrenu na erytrocyty i biatka osocza.
Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668). Przedktadam Komisji Uniwersytetu
tédzkiego ds. stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne wniosek o dopuszczenie
mgr. Kamila Ptuciennika do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
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