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Pracy doktorskiej mgr Mariki Turek

pt. “Wykorzystanie bioluminescencyjnych bakterii A. fischeri w badaniach ekotoksycznos$ci

ksenobiotykéw jonowych i niejonowych”

Wraz z rosnacg swiadomoscia dotyczaca zagrozeni srodowiskowych, wzrasta nacisk na
prowadzenie oceny ekotoksycznosci nowych grup substancji chemicznych. Poczatkowo ocena ta
obejmowala jedynie srodki ochrony roélin oraz metale i trwale zanieczyszczenia organiczne.
Dyrektywa REACH wprowadzila konieczno$¢ wykonywania badari ekotoksykologicznych dla
wszystkich substancji produkowanych w Unii Europejskiej i wprowadzanych na jej rynek
w ilodciach powyzej jednej tony, zas$ Europejska Agencja ds. Lekéw wymaga dostarczenia badari

ekotoksykologicznych wszystkich noworejestrowanych lekéw.

W ekotoksykologii stosowane sa dwa rodzaje biotestéw. Pierwszy na organizmach
kluczowych dla ekosysteméw np. glonach, rozwielitkach, wybranych rybach, organizmach
bentosowych, dzdzownicach i pszczolach. Badania z ich uzyciem, zalecane w standardach OECD
do badan substancji chemicznych, wymagaja czesto poglebionej wiedzy biologicznej, s3 trudne do
wykonania, za$ interpretacja wynikéw jest czesto niejednoznaczna. Druga grupa biotestéw - na
organizmach modelowych, latwo dostepnych, o krétkim czasie inkubacji, daje wyniki powtarzalne,
latwe do przedstawienia i interptetacji matematycznej/statystycznej. Doktorantka swoje badania
biologiczne prowadzila z uzyciem systemu Microtox® wykorzystujacego bakterie
luminescencyjne Allivibrio fischeri przeznaczonego do szybkiej oceny toksycznoéci, zwlaszcza
w stacjach wodociaggowych, oczyszczalniach Sciekéw, a takze skriningu ekotoksycznosci.
System ten i jego ,klony” jest stosowany obecnie w tysiacach laboratoriéw na catym swiecie. Dzieki
zastosowaniu standaryzowanych przez producenta, lekko zmodyfikowanych szczepéw bakterii
o zwigkszonej przepuszczalnosci blon komdrkowych, odpowiedZ organizméw jest szybka,
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powtarzalna i poréwnywalna w réznych laboratoriach. Stosujac ten system, nalezy pamigtaé
ojego ograniczeniach. Bakterie sj organizmami prokariotycznymi, nie beda reagowaly na
substancje oddziatujace na receptory, fizjologie organizméw eukariotycznych. Stad wysoka
korelacja wynikéw testéw na A. fischeri z wynikami testéw na organizmach wyzszych dotyczy
przede wszystkim grup substancji o podstawowych mechanizmach dzialania na komérki np.
oddzialywaniu na btony lub podstawowe, uniwersalne dla wszystkich zywych organizméw
sktadniki komérek. Dodatkowo, jest to test oceny toksycznosci ostrej i nie jest wskazany do oceny
substancji bakteriostatycznych, np. wigkszodci antybiotykéw. Po trzecie, ptynem do rozciefczend w
tedcie Microtox® jest 2% roztwdr NaCl, oddziatujacy czesto na badane substancje np. kompleksujacy
jony metali. Niestety, o tych ograniczeniach Doktorantka nie wspomniala ani w czesci

literaturowej, ani przy omawianiu wynikéw badan wlasnych.

Rozprawa doktorska Pani Mariki Turek dotyczy dwdch grup substancji biologicznie
czynnych: anionowych cieczy jonowych oraz lekéw. Analizujac pierwsza grupe zwigzkow,
wczeéci literaturowej Doktorantka oméwila doniesienia naukowe dotyczace oceny ich
toksycznosci w teécie Microtox®. W wiekszosci prac badano cale serie pochodnych, dzigki czemu
mozliwe bylo formulowanie prawidlowosci dotyczacych zaleznosci toksycznosei od struktury.
I temu zagadnieniu Autorka poswiecila znaczna cze$é pracy. W wyniku przeprowadzonych badan
wlasnych okreslila toksycznoéé cieczy jonowych o potencjalnych wlasciwosciach herbicydowych:
halogenooctanéw  amoniowych, 2,2’ tiodioctanéw  amoniowych, fenoksyoctanéw
i fenylotiooctanéw amoniowych. Jaki zakres stezen badanych ksenobiotykéw byl stosowany do
wyznaczania wartosci EC50, skoro np. dla zwiagzku 11 warto§é EC50=87300 mg/L (Tabela 11)? Jesli
byty to wartoéci ekstrapolowane, powinno to by¢ zaznaczone w pracy, a wyniki te nie powinny by¢
brane pod uwage w analizie statystycznej. Dodatkowo, z jednej strony wielokrotnie pada
stwierdzenie, ze badane zwiazki byly nietoksyczne dla bakterii (str. 70, 75, 126). Z drugiej strony
analizowane sg réznice w toksycznoéci. Takie niezreczne stwierdzenia wywoluja dysonans

poznawczy.

Dla wszystkich zwiazkéw, stosujac odpowiednie programy, obliczyla 18 deskryptoréw:
elektronowych, termodynamicznych oraz strukturalnych, a nastepnie wyznaczyla réwnanie QSAR.
Na uwage zasluguje znaczna liczba zastosowanych deskryptordw, z ktérych, z wykorzystaniem
algorytmu kroczacego, w réwnaniu QSAR pozostaly trzy, istotnie wplywajace na toksycznosé
badanej grupy ksenobiotykéw. Pojawia sie jednak pytanie, dlaczego, mimo swiadomosci, ze liczba
uzytych w analizie in silico zwigzkéw jest niewielka (14), Autorka pracy nie zdecydowala si¢ na

wiaczenie do tej analizy ksenobiotykéw analizowanych przez innych autoréw (podobnie jak to
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uczynila dla pochodnych niejonowych)? Przeprowadzona analiza wskazuje na umiejetnosé
postugiwania sie przez Doktorantke metodami obliczeniowymi, za$ podjeta proba wyjasnienia
istniejacych zaleznosci - na rozumienie réznicy pomiedzy korelacja, a zaleznoscia przyczynowo-
skutkowa. Niestety, w wielu przypadkach badacze ograniczaja sie jedynie do wykazania istnienia

jak najwyzszej istotnosci statystycznej, nie prébujac nawet wyjasnic jej sensu biologicznego.

W drugiej czesci badani wlasnych Pani Marika Turek ocenila toksyczno$é najczescie;
stosowanych w Polsce antagonistéw receptora angiotensyny II. Zdecydowanymi elementami
nowosci zastosowanymi w pracy byly: podjecie sie oceny oddzialywania na bakterie A. fisheri
substancji pomocniczych stosowanych w formulacjach lekéw oraz ocena toksycznosci stabo
rozpuszczalnych w wodzie substancji przy uzyciu opatentowanej przez zesp6t, ktérego czlonkiem
jest Doktorantka, modyfikacji metody testu bezposredniego kontaktu (Microtox-SPT). Pomyst
zastosowania testu Microtox-SPT jest ciekawy, pojawia sie jednakze watpliwo$é, czy w tym
przypadku toksycznos¢ (wartosé EC50) moze byé wyrazana w mg/L badanej substancji (Tabela 18)?
Toksycznosc ta moze by¢ zalezna od wielu innych czynnikéw np. stopnia rozdrobnienia substancji
badanej, czasu przygotowania prébek do badar, a takze rodzaju plynu do rozcieficzeri (w tescie
Microtox-SPT stosowany jest 3,5% roztwor NaCl, w przeciwieristwie do 2% wykorzystywanego w
tedcie Microtox®). Dodatkowo, wiele czynnikéw fizycznych moze wplywaé na luminescencje
probki, np. obecnosé/trwatosé zawiesiny, sorbcja bakterii na czastkach statych lub dodatkowe
zrédla energii (np. laktoza). Podobne watpliwosci pojawiaja si¢ przy ocenie wynikéw
»ekotoksycznosci” mas tabletkowych, zwlaszcza w stezeniach rzedu graméw na litr. Wiele
z substancji wymienionych w Tabelach 16 oraz 21 tworzy w wodzie roztwory koloidalne,
rozpraszajace/pochlaniajace swiatto i blokujace np. wymiane gazows (dostep tlenu) do komérek
bakterii. W tak wysokich stezeniach moga takze wplywac na ci$nienie osmotyczne roztworéw. Czy
bylo to brane pod uwage? Cze$¢ wynikéw zamieszczonych w Tabeli 21 wskazuje na to, ze substancje
albo byly badane w olbrzymich steZeniach (skrobia, krospowidon: 4-7%), albo wyniki byly
ekstrapolowane. Dlatego uwazam, Ze do wynikéw ,ekotoksycznoéci” samych substancji
pomocniczych, a takze formulacji lekowych nalezy podejéé z ostroznoécia. Stwierdzenie na stronie
94: ,...substancje pomocnicze nie sa inertnymi substancjami i moga wchodzié w réznorakie
interakcje z API...” uwazam za bledne. Prawidlowo skonstruowana formulacja ma za zadanie m.in.
ochroni¢ API przed hydrolizg, izomeryzacja, polimeryzacjg i fotodegradacja. Ani producenci, ani
instytucje dopuszczajace leki do obrotu nie zgodza si¢ na wprowadzenie na rynek lekéw, ktérych
sklad nie jest stabilny i w ktérych moga zachodzi¢ interakcje fizykochemiczne pomiedzy

skladnikami.
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Najszerszym elementem rozprawy doktorskiej byla ocena zaleinosci zachodzacych
pomiedzy elementami mieszanin. Doktorantka zastosowata dwa modele, powszechnie stosowane
w tego typu analizach: CA (Concentration Addition) oraz IA (Independent Action). Ponownie,
niezaleznie od jakosci uzytych danych wejsciowych (toksycznosci), mam duze uznanie dla
umiejetnosci analizy danych. Poza podejéciem czysto matematycznym Autorka pracy starala sie
analizowaé wyniki takze pod wzgledem interakeji fizykochemicznych (zmiany pH $rodowiska,
zmian hydrofobowosci zwigzkéw). Analizy te stanowia jednak w duzej mierze spekulacje i nie s
podparte przekonujacymi dowodami. Byé moze lepszym podejéciem bytaby ocena mniejszej liczby
substancji, ale za to wréznych proporcjach. Interesujacym np. watkiem bylaby poszerzona
ekotoksykologiczna analiza interakcji pomiedzy antagonistami receptora angiotensyny II

i hydrochlorotiazydem.

Czy rézne podejécie modeli IA oraz CA w stosunku do istnienia wartosci progowej toksycznosci bylo
brane pod uwage? Czy w ocenie toksycznosci substancji silnie alkalicznych (meglumina, weglan
magnezu) modyfikowano pH medium? Jesli nie, to w tych przypadkach nie powinno si¢ méwic

o toksycznosci substancji (str. 113), lecz o niekorzystnych warunkach srodowiskowych.

Swoje badania Doktorantka wykonata w Instytucie Chemii Uniwersytetu Humanistyczno-
Przyrodniczego im. Jana Dlugosza w Czestochowie, pod kierunkiem prof. dr hab. Piotra

Balczewskiego oraz dr Ewy Rézyckiej-Sokotowskiej.

Przedstawiona do oceny rozprawa stanowi dysertacje liczaca 188 stron, podzielong na trzy
czesci: literaturowa, badania wlasne i cze$é eksperymentalna, w ktdrej zamieszczono szczegétowe
wyniki nieopublikowanych wczesniej analiz. Z uwagi na bardzo duza liczbe danych
do$wiadczalnych, w wielu miejscach Doktorantka odnosita si¢ do opublikowanych wcze$niej prac
eksperymentalnych zespotlu badawczego, ktérych lista zostala przedstawiona na koricu rozprawy.
Taki uklad nie pozwala jednakie na okreélenie indywidualnego wkiadu Doktorantki
w opublikowane prace. Mozna przypuszczad, ze pelnila w nich istotna role, na co wskazuje fakt,
izwtych pracach byla pierwszym autorem. Podobna uwaga dotyczy czesci eksperymentalne;,
wktérej zamieszczono szczegdlowe wyniki analiz, zaréwno biologicznych, jak
i fizykochemicznych, wykonanych wieloma, réznymi technikami badawczymi. Z tresci rozprawy
wynika, ze jej Autorka wykonata wszystkie te analizy samodzielnie, jednakze powinno to by¢ jasniej
wyartykulowane. Na podkreslenie zastuguje obszerna bibliografia obejmujaca 300 pozyciji,
w wiekszoéci oryginalnych, aktualnych publikacji naukowych.
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Cel pracy zostal poprawnie sformutowany i koresponduje z dalszymi czesciami rozprawy.
W rozdziale ,Wnioski” Autorka zebrata uzyskane wyniki w ramy uogdlnionych stwierdzen, ktére

stanowig odpowiedZ na pytania postawione w rozdziale ,,Cel pracy”.
Drobne uwagi:

Ryc. zamiast Rys. Rycina (Ryc.) jest pojeciem szerszym i obejmuje wszystkie rodzaje grafik
zamieszczonych w pracy: schematéw, fotografii, chromatograméw i wykreséw;

Str. 19. Tytul podrozdziatlu czesci literaturowej: ,ksenobiotyki niejonowe: farmaceutyki” jest
niezrgczny. Znaczng cze$¢ substancji czynnych lekéw stanowig zwigzki, ktére majg charakter
jonowy, a czesto amfoteryczny;

Str. 26. Czy przy pomiarze luminescencji powinno sie stosowac pojecie absorbancja?

Str.35. Producenci (w sensie systematyki organizméw) nie sg podzieleni na rzedy;

Str. 38. Nie wskazano na korelacje testu Microtox®z toksycznoscia lekéw dla organizméw wyzszych;
Str. 42. Czy zasadne jest wyrazanie EC50 mieszanin w mg/L?

Str. 68. Glifosat takze jest herbicydem;

Str. 73. Pentachlorofenol - I kategoria toksycznosci;

Str 75. Liczby atomdw chloru, a nie ilosci;

Str 79. Powinno byé: Tabela 14;

Str. 107. Eksperymentalna toksyczno$¢ mieszaniny (EC50=56,97 mg/L) jest mniejsza od
przewidywanej toksycznosci?

Str.140. Powinno by¢: krysztaty LOS-H przemyto woda...

Str. 145. Czy, w przypadku stosowania dodatkdéw rozpuszczalnikéw (4% MeOH), stosowano

odpowiednia kontrole rozpuszczalnika?

Powyzsze uwagi nie umniejszajg mojej wysokiej oceny pracy doktorskiej. Za najwazniejsze

osiggniecia uwazam:

- Zaobserwowanie wystepowania interakcji ekotoksykologicznych pomiedzy antagonistami

receptora angiotensyny II i hydrochlorotiazydem;
- Wyprowadzenie modelu QSAR dla badanych cieczy jonowych;

- Wskazanie deskryptoréw fizykochemicznych majacych najwickszy wplyw na dzialanie

biologiczne analizowanych substancji wobec bakterii luminescencyjnych A. fisheri.



Podsumowujac, wyrazam przekonanie, ze przedstawiona do oceny rozprawa mgr Mariki
Turek pt.: ,Wykorzystanie bioluminescencyjnych bakterii A. fisheri w badaniach ekotoksycznosci
ksenobiotykéw jonowych i niejonowych” spelnia wymagania stawiane rozprawom na stopied
doktora zgodnie z artykutem 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595z p6Zn. Zzm.) oraz

przepisami zmieniajacymi ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2018 poz. 1668)

Przedstawiam zatem Wysokiej Radzie ds. Nadawania Stopni Naukowych i Stopni w Zakresie Sztuki
Uniwersytetu Humanistyczno-Przyrodniczego im. Jana Diugosza w Czestochowie wniosek

o dopuszczenie mgr Mariki Turek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

)
prof/dr hab\g/ farm.
[ W
Grzegqrz Nalecz-Jawecki
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