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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Czyzowskiej
pt. ,,Biochemiczno-biofizyczne aspekty cytotoksycznego dziatania nanoczgstek tlenku
cynku” wykonanej pod kierunkiem dr hab. Anny Barbasz, prof. UP
z Katedry Biochemii i Biofizyki Wydziatu Nauk Scistych i Przyrodniczych
Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej w Krakowie

Nanotechnologia,  dziedzina  nauki, ktorej  poczatki  siggaja  lat
dziewig¢édziesigtych ubieglego wieku, w ostatnich latach rozwija si¢ bardzo
dynamicznie. Produkty z udzialem nanomateriatow (wykorzystujacych nanoczastki
metali i tlenkow metali) znalazty zastosowanie niemal we wszystkich dziedzinach
zycia: elektronice, elektrotechnice, kosmetyce, farmacji, medycynie, rolnictwie,
przemysle spozywczym oraz chemicznym, gdyz jak si¢ powszechnie uwaza, moga
wplywaé na polepszenie warunkow pracy i zycia czlowieka. Jednym z najczesciej
stosowanych obecnie nanomateriatdéw sg nanoczastki tlenku cynku (ZnO-NPs) uzywane
ze wzgledu na ich specyficzne wilasciwosci fizyko-chemiczne, fotokatalityczne oraz
przeciwdrobnoustrojowe. Powszechno$¢ ich stosowania i stale rosngcy poziom tych
substancji w $rodowisku (powietrzu, wodzie, glebie) wzbudza niepokd] wielu
naukowcoOw i lekarzy. Wzrastajace zastosowania nanoproduktéw mogg nie$¢ ze sobg
nieuswiadomione jeszcze zagrozenia, szczegdlnie, z€ Wcigz niewiele wiadomo na temat
mechanizmow interakcji nanoczastek (w tym nanoczastek tlenku cynku) z organizmami
zywymi, stad wynika pilna potrzeba badan wptywu tych zwigzkéw na organizm
cztowieka i §rodowisko.

Wsrod osrodkow naukowych zajmujacych si¢ od lat badaniami potencjalnych zagrozen
jakie niosg nanoczastki metali i tlenkéw metali jest zespot z Katedry Biochemii i
Biofizyki Wydziatu Nauk Scistych i Przyrodniczych UP, kierowany przez Panig prof.
Ann¢ Barbasz, promotora przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej Pani
mgr Agnieszki Czyzowskiej. Zatem, oceniana praca zostala wykonana w zespole
majacym doswiadczenie w tego rodzaju badaniach i pod opiekg promotora o duzych
osiggnieciach naukowych w tej dziedzinie. Pod opicka Promotora Doktorantka
wykonata kompleksowe analizy biochemiczne i biofizyczne wptywu komercyjnych
nanoczastek tlenku cynku na wybrane komorki eukariotyczne w hodowli in vitro i

uzyskata nowatorskie wyniki, wskazujace na cytotoksycznos¢ badanych nanoczastek,
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ktora istotnie zalezy od rodzaju komdrki i jest przede wszystkim efektem oddziatywan
ZnO-NPs z lipidami btony komorkowe;.

Ocena formalna rozprawy

Rozprawa zostala przygotowana w formie zwartego krotkiego opracowania, do
ktorego zostat wiaczony zbior opublikowanych w latach 2019-2021 i powigzanych
tematycznie artykulow naukowych, pod wspdélnym tytutem: ,,.Biochemiczno-biofizyczne
aspekty cytotoksycznego dziatania nanoczgstek tlenku cynku”. Mozliwos¢ przygotowania
rozprawy doktorskiej w takiej formie jest zgodna z Art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce”, cho¢ niejednokrotnie wzbudzata wiele watpliwosci
i dyskusji w $rodowisku naukowym. Najczesciej zglaszane watpliwosci dla tej formuly
dotyczyty trudnosci w ocenie udziatu doktoranta w tworzeniu pracy w przypadku artykutow
wieloautorskich, ktore sa dominujgce w dziedzinie nauk biologicznych. Takie watpliwos$ci w
przypadku przedstawionej mi do oceny rozprawy sg zupeinie bezzasadne. Gdybym miata
przedstawi¢ przyktad poprawnie przygotowanej pracy doktorskiej w tej wiasnie formule, to
bez zadnych watpliwosci moglabym poda¢ rozprawe doktorskag Pani mgr Agnieszki
Czyzowskiej jako wzorcowa. Oceniana rozprawa to cykl pigciu tematycznie mocno
zwigzanych prac opublikowanych w dobrych czasopismach naukowych, z ktorych pierwsza
(praca Al) jest praca przegladowa opublikowang w International Journal of Environmental
Health Research (IF: 3,411; punkty MNISW: 70). Pozostate cztery publikacje prezentuja dane
oryginalne opublikowane w Acta Biochimica Polonica (praca A2) oraz w Journal of Applied
Toxicology (prace A3, A4 i A5), o wspotczynniku oddzialywania IF odpowiednio 1,42 i
3,446 oraz punktacji ministerialnej odpowiednio 40 i 100. Wiodaca rola Doktorantki w
powstawaniu tych prac nie budzi najmniejszych watpliwosci. We wszystkich publikacjach
bedacych podstawa rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszka Czyzowska jest pierwszym
autorem, co zwykle w publikacjach z naszej dyscypliny naukowej jest wyznacznikiem
wiodacej roli w przeprowadzaniu badan. Co wigcej, jest rOwniez autorem korespondencyjnym
w czterech z wymienionych prac, co z kolei §wiadczy niezbicie o znaczacym udziale
Doktorantki w powstawaniu koncepcji badan oraz napisaniu samych artykutéw. Potwierdzaja
to zatagczone o$wiadczenia wszystkich wspotautorow publikacii.

Reasumujac, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pod wzgledem formalnym
jest bez zarzutow.

Ocena merytoryczna

Autoreferat mgr Agnieszki Czyzowskiej (napisany w jezyku polskim) poprzedzajacy
teksty pieciu opublikowanych artykulow naukowych wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej liczy 47 stron maszynopisu, ktére obejmuja (poza spisem tresci): spis uzywanych
skrotow, streszczenia (w jezyku polskim i angielskim), wprowadzenie, cele pracy, opis
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materialow i metod, omowienie wynikéw zawartych w publikacjach, gtowne wnioski oraz
liste¢ publikacji wchodzacych w sklad doktoratu. Zakonczony jest przedstawieniem
pozostatych osiggnie¢ naukowych doktorantki.

Indeks skrotéw jest wyczerpujacy i nie mam zastrzezen do wigkszosci z nich, cho¢
nie bardzo rozumiem dlaczego np. skrét ,,PC” odpowiada ,,fosfatydylocholinom” (liczba
mnoga), a ,,PS” to wg Autorki ,fosfatydyloseryna” (liczba pojedyncza)? Wartosciowym
uzupehieniem indeksu skrotéw bytoby moim zdaniem podanie obok nazw polskich, pelnych
nazw w jezyku angielskim, szczegdlnie dla skrotow, ktére pochodzg z jezyka angielskiego.

Pierwszym rozdziatem autoreferatu jest wykaz publikacji stanowigcych rozprawe
doktorskg wraz ich ocena bibliometryczng i opisem udzialu Doktorantki w powstawaniu
kazdej z prac. Nie mam zadnych zastrzezen do tego opisu, natomiast chciatabym podkresli¢
wysoki, jak na rozprawe doktorskg, sumaryczny IF = 15,199 oraz sumaryczna liczbg punktow
MNISW cyklu przedtozonych publikacji, ktore juz byty kilkanascie razy cytowane.

Rozdziat ,,Wprowadzenie” to krétki komentarz autorski Doktorantki przedstawiajacy
wstep do przeprowadzonych badan, ktérego integralng czgs¢ stanowi wspominana wczesniej
praca przegladowa. Autorka zapoznaje czytelnika z tematykg wszechobecnych we
wspotczesnym $wiecie nanoczastek tlenku cynku opisujac zrédta ich powstawania,
réznorodne wlasciwos$ci, szerokie zastosowania, mechanizmy dziatania oraz potencjalne
zagrozenia dla zdrowia ludzi, ktére moga prowadzi¢ do roznych schorzen ogoélnoustrojowych
lub uszkodzen narzaddéw, wynikajace z bezposrednich kontaktow ZnO-NPs ze skora, drogami
oddechowymi i pokarmowymi cztowieka lub wywotane skazeniem $rodowiska. Ta cze$¢
rozprawy napisana jest przejrzyscie i logicznie i prowadzi w jasny sposob do przedstawienia
hipotez badawczych i1 celow pracy. W tresci tego rozdzialu zaintrygowato mnie stwierdzenie
,wihasciwosci inzynieryjnych nanoczgstek ZnO”. Co Autorka rozumie pod tym pojeciem
(ktére nie jest pojeciem powszechnie przyjetym w literaturze) i czy zdaniem Autorki
wiasciwosci naturalnych ZnO-NPs beda odmienne od tych dostepnych komercyjnie?

Nastepnie Pani Agnieszka Czyzowska przedstawia gtowny cel swoich badan, ktérym
byta ,kompleksowa biochemiczna i biofizyczna analiza wptywu komercyjnych nanoczastek
ZnO na wybrane komorki eukariotyczne” oraz jasno formutuje siedem celow szczegotowych.

W rozdziale ,Materialy i metody” Autorka opisuje stosowane w badaniach
nanoczastki tlenku cynku, ,,Materiat roslinny” i ,,Komorki ludzkie”, ktore wybrata do swoich
badan (cho¢ wsrod nich wymienione sg komoérki mysiego czerniaka B16-F0) oraz stosowane
metody. W opisie ZnO-NPs mojg uwage zwrocity wyniki analiz wlasciwosci fizycznych
nanoczastek stosowanych w badaniach, ktore, jak Autorka zaznaczyla w tekscie (str. 17),
odwotujgc si¢ do danych zawartych w Tabeli 1 ,wykonywano w wodzie dejonizowanej i
pelnej pozywce do hodowli komoérek”. Natomiast przedstawione w Tabeli 1 wyniki
pomiardw S$rednicy hydrodynamicznej, wskaznika polidyspersyjnosci oraz potencjalu zeta
stosowanych ZnO-NPs odnoszg si¢ do pomiaréw przeprowadzonych w H20 o pH = 8,8 oraz
pozywce uzywanej do hodowli komoérek o pH = 7,4. Skad wynikaja te niezgodnosci danych?
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Czy przedstawione w tabeli dane to wyniki analiz wykonanych w H>O o pH = 8,8 czy w H.0
dejonizowanej? Nasuwaja mi si¢ jeszcze pytania: czy sprawdzano wiasciwosci fizyczne
nanoczastek w H>O o pH = 7,4 (ktére odpowiadatoby pH pozywki) oraz dlaczego pomiary
wlasciwosci ZnO-NPs w pozywce do hodowli komorek ludzkich prowadzono w
temperaturze 25° C, a nie 37°C?

W dalszych czgéciach tego rozdzialu Doktorantka opisuje  szeroki zakres technik
biofizycznych, biochemicznych, cytochemicznych oraz metod biologii komorki roslinnej i
zwierzecej, ktore wykorzystywata w swojej pracy. Metody te sg bez watpienia wlasciwie
dobrane do rozwigzania problemu bedacego przedmiotem rozprawy doktorskiej, natomiast
opis niektdrych z nich (np. testu zywotnosci komorek MTT) jest napisany w sposéb niedajacy
mozliwos$ci powtdrzenia opisywanych doswiadczen, choéby ze wzgledu na brak podania
liczby komdrek/cm? naczynia czy powierzchni dotka ptytki doswiadczalnej, do ktorej
dodawano okreslong objegto$¢ odczynnikow reakcyjnych (np. 50ul MTT). Poniewaz
wszystkie stosowane metody sg poprawnie opisane w zalgczonych oryginalnych artykutach
A2 - A5, zdaniem recenzenta lepszym sposobem ich przedstawienia w polskiej wersji
rozprawy bytoby opisanie tylko celowosci ich stosowania oraz zasady kazdego testu wraz z
odwotaniem do odpowiedniej pozycji literaturowe;.

Kolejny rozdziat ,,Omoéwienie wynikow zawartych w publikacjach stanowiacych
rozpraw¢ doktorskg” napisany jest w sposob syntetyczny i klarowny i wskazuje, ze Autorka
w pelni zrealizowala wszystkie postawione sobie szczegdtowe cele rozprawy, co zostato
podsumowane w rozdziale ,,Gtéwne wnioski”, po ktérym nastepuje ,,Spis literatury cytowanej
w opisie cyklu publikacji”.

Do najwazniejszych wynikéw przeprowadzonych przez mgr Agnieszke Czyzowska badan
mozna zaliczy¢:

1) Wykazanie, ze w hodowli in vitro ZnO-NPs dzialaja cytotoksycznie na komorki
roslinne (kalusa pszenicy dwoch badanych odmian), a ich cytotoksyczno$¢ zalezy
istotnie od wrazliwosci komorek na stres srodowiskowy i zwigzana jest z indukcja
reaktywnych form tlenu, ktore uszkadzaja struktury komérkowe i prowadza do $mierci
komorek (praca A2).

2) Udowodnienie, ze ZnO-NPs (w stezeniach nizszych niz stosowane w bezposrednim
kontakcie z organizmem cztowieka) dzialaja cytotoksycznie na rdézne typy
modelowych komorek ludzkiego uktadu immunologicznego, co moze by¢ efektem
uszkadzania mitochondriow i dzialania proapoptotyczngo i/lub stymulacji
peroksydacji lipidow btonowych przez badane nanoczastki (praca A3).

3) Pokazanie, ze krdtka ekspozycja komorek na promieniowanie UV-A nasila stopien

cytotoksycznego dziatania ZnO-NPs, zarowno na komorki roslinne jak i zwierzece
(prace A2 i A3).
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4) Wykazanie, ze efektywno$¢ dziatania ZnO-NPs, na komorki ludzkie i zwierzgce,
znaczaco zalezy od rodzaju komorki oraz stgzenia nanoczastek i ich zdolnosci do
agregacji oraz, ze jony cynku uwalniane z nanoczastek w srodowisku wodnym nie
odgrywaja istotnego znaczenia W mechanizmie ich cytotoksycznego dziatania (praca
A4)

5) Okreslenie zwigzku pomigdzy toksycznoscia ZnO-NPs a sktadm 1 struktura
monowarstw lipidowych bton plazmatycznych (prace A4 i Ab)

Moim zdaniem szczegoOlnie interesujgce sg nowatorskie badania oceny stopnia toksyczno$ci
ZnO-NPs oparte na ocenie oddziatywan nanoczastek z modelowymi warstwami lipidowymi
utworzonymi z jednego rodzaju fosfolipidow (o jednakowych czesciach polarnych) albo z
mieszanin roznych lipidow imitujgcych sktad lipidowy bton komorkowych.

Bytabym wdzigczna doktorantce za syntetyczne pordwnanie w czasie obrony stopnia
toksycznosci badanych ZnO-NPs na wybrane komorki oraz na syntetyczne warstwy lipidowe,
ktorych sktad imitowat sklad dwuwarstwy lipidowej btony komorkowej tych samych
komorek. Czy zdaniem Autorki obecne w blonach komérkowych biatka oraz reszty cukrowe
glikolipidow i glikoprotein moga mie¢ znaczacy wplyw na cytotoksyczno$¢ nanoczagstek
tlenku cynku w odniesieniu do komorek ludzkich czy zwierzecych?

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Pod wzgledem edytorskim Oceniana rozprawa doktorska zostata przygotowana bardzo
starannie. Nie budzi to wigkszego zdziwienia poniewaz przedstawione wyniki zostaly juz
opublikowane i od tej strony sprawdzone przez recenzentow i redakcje czasopism. Nalezy
podkresli¢, ze w pracy przegladowej (Al) przedstawiono kilka pogladowych rysunkéw i
zbiorczych tabel $wietnie wprowadzajacych w tematyke pracy, co bardzo utatwia lekture calej
rozprawy doktorskiej. Dodatkowa cze$¢ pracy, poza publikacjami, réwniez zostata
przygotowana starannie pod wzgledem edytorskim. Ma uktad typowy dla prac doktorskich,
jest napisana poprawnie po polsku, cho¢ Autorce nie udato si¢ unikng¢ pewnych bledow
interpunkcyjnych czy gramatycznych np. ,,ilos¢ punktow” zamiast poprawnie ,liczba
punktéw” (punkt to rzeczownik policzalny) oraz literowek, ktore zmieniajac sens wyrazow
utrudniaja zrozumienie czytanego tekstu, np. ,,odmiany parzenicy” zamiast ,,odmiany
pszenicy”, ,,wyniknigcia” zamiast ,,wniknig¢cia” | zapozyczen z jezyka angielskiego, ktorych
nalezy unika¢ w artykutach pisanych po polsku np. ,,membrany komoérek™ zamiast ,,btony
komorkowe”.

Podsumowanie

Rozprawe doktorska Pani mgr Agnieszki Czyzowskiej oceniam bardzo wysoko.
Chcialam zaznaczy¢, ze wszystkie przedstawione powyzej uwagi krytyczne i pytania w
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zadnym stopniu nie obnizajg catoSciowej oceny pracy doktorskiej. W moim przekonaniu
Autorka uzyskata wartosciowe, stanowigce nowos$¢ naukowa wyniki badan wptywu
nanoczastek tlenku cynku na komorki eukariotyczne, zarbwno roslinne jak i zwierzgce, ktore
przyczynity si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmow cytotoksycznego dziatania tych
zwigzkow | otwieraja Szerokie perspektywy badan molekularnych na przyszto$é. Rezultaty
badan Doktorantki daja tez podstawg¢ do koniecznej 1 starannej analizy zasadnosci
powszechnego stosowania nanoczgstek tlenku cynku (np. w przemys$le kosmetycznym,
farmaceutycznym czy rolnictwie). Wszechobecnos¢ ZnO-NPs w srodowisku naturalnym
moze znaczaco wplynag¢ na produktywnos¢ upraw rolniczych, a ich bezposrednie
oddziatywania na organizm cztowieka mogg by¢ przyczyng wielu schorzen.

Warto rowniez podkresli¢, ze oprocz wynikdw badan przedstawionych w pracy
doktorskiej Pani Agnieszka Czyzowska ma rowniez znaczace inne osiggnigcia naukowe.
Doktorantka jest autorem w pigciu opublikowanych pracach naukowych niewchodzacych w
sktad rozprawy doktorskiej (o tacznym IF = 17,924 i sumarycznej liczbie punktow MNiSW =
380) oraz siedmiu komunikatach zjazdowych przedstawionych na Ogoélnopolskich
Konferencjach Naukowych. Odbyta roéwniez dwa staze badawcze w Instytutach PAN.

Przedstawiona do oceny praca spetnia wszelkie wymogi rozprawy doktorskiej.
Wnosze zatem o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Czyzowskiej przez Rade¢ Dyscypliny
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej w
Krakowie do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, z uwagi na bardzo
wysoka wartos¢ naukowg rozprawy doktorskiej, wnoszg o rozwazenie przez Wysoka Rade
mozliwo$ci jej wyrdznienia.
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