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Na oceniang rozprawe doktorska sktadaja si¢ cztery publikacje (trzy prace
oryginalne i praca przegladowa), stanowiace spdjny z tematem rozprawy cykl
artykuléw oraz drukowany dokument zawierajacy kopie powyzszych czterech
publikacji, o$wiadczenia wspodtautorow prac, omdwienie celu, wynikéw,
streszczenia 1 dorobek naukowy Doktorantki.

Publikacje dotycza weryfikacji in vitro bezposredniego wplywu pigciu
wybranych zwigzkéw bromofenolowych na struktur¢ i funkcje krwinek
czerwonych czlowieka. Cztery prace, ktorych taczny IF wynosi 13,441 1 125 pkt
MNiSW, opublikowane zostaly w indeksowanych czasopismach naukowych o
miedzynarodowym zasi¢gu, znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports.

Badania finansowane byly w latach 2016-2018 z dotacji celowej dla
miodych naukowcow oraz uczestnikow studiow doktoranckich, zgodnie z
kodami projektow :  B16 11000001167.02 , B17 11000001518.02
B18 11000001800.02 .
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Dobor tematu rozprawy uwazam za wlasciwy, bardzo trafny 1 oczekiwany
zarOWno przez innowacyjny przemyst, jak 1 centra zdrowia publicznego.

Zgadzam si¢ z Doktorantka, ze zwiazki uniepalniajace syntetyczne
materialy (Flame retardants, FRs) maja za zadanie obnizy¢ ryzyko wystapienia
pozaru, a takze wydluzy¢é czas na bezpieczna ewakuacj¢ ludzi i zwierzat z
miejsca pozaru. Bromowane zwiazki ograniczajace palno$¢ (BFRs) w liczbie
ponad 80 réznych substancji, stanowig okoto 25% wszystkich FRs.

Pierwsza praca pogladowa: Moniki Jarosiewicz i Bozeny Bukowskiej;

., Tetrabromobisfenol A — toksycznosé, narazenie Srodowiskowe i
zawodowe”; Medycyna Pracy 2017, 68, 121-134, stanowi doskonatle
kompendium odnosnie S$rodowiskowego 1 zawodowego narazenia na
tetrabromobisfenol A (TBBPA). Powszechne zastosowanie TBBPA



spowodowato skazenie gleby, wody i powietrza narazajac ludzi i zwierzgta na
ekspozycje tym zwiazkiem. Wlasciwosci hydrofobowe TBBPA sprzyjaja jego
bioakumulacji w tkankach ludzi (szczegdlnie w tkance thuszczowe;,
erytrocytach, osoczu i mleku matki), a takze w organizmach ryb 1 owocow
morza. Dlatego tak pilng sprawa jest poznanie mechanizméw toksycznego
wplywu tej substancji i jej pochodnych na organizmy ssakow.

Druga publikacja oryginalna: Moniki Jarosiewicz, Piotra Duchnowicza,
Anny Wiuka i Bozeny Bukowskiej; ,, Evaluation of the effect of brominated flame
retardants on hemoglobin oxidation and hemolysis in human erythrocytes”,
Food and Chemical Toxicology 2017, 109, 264-271 przybliza nam mechanizm
in vitro toksycznego oddzialywania na komorki czlowieka.

Erytrocyty (RBC) stanowig doskonaly model komérek bezjadrzastych do
badania wplywu ksenobiotykéw na funkcj¢ hemoglobiny transportujacej tlen,
rownowage pro-/antyoksydacyjna, a takze opornosc i stabilnos¢ blony krwinek
oraz zwiazanej z nig apoptotycznej $mierci tych komorek, zwanej eryptoza.

Poréwnano  potencjal  hemolityczny 1 oksydacyjny  dwoch
tetrabromobisfenoli A 1 S (TBBPA i1 TBBPS) oraz trzech bromofenoli: 2,4-
dibrofenolu (2,4-DBP), 2.4,6-tribromofenolu (2,4,6-TBP) i1 pentabromofenolu
(PBP), uwzgledniajac narastajace stezenie zwiazku, jak 1 wydluzenie czasu
inkubacji komorek ze zwiazkiem (24, 48 i 72 godziny). Pozwolito to
Doktorantce na ustalenie zaréwno bezpiecznego i najdluzszego czasu inkubacji
krwinek czerwonych (48 godzin) oraz przedhemolitycznego stgzenia badanych
pigciu zwigzkow.

Uzyskane w powyzszych badaniach wyniki pozwolilty Doktorantce na
wyciagnigcie nastepujacego WNIOSKU czastkowego:

- » Bromofenole powoduja wzrost stopnia hemolizy i st¢zenia
methemoglobiny w erytrocytach czlowieka; potencjal hemolityczny i
oksydacyjny zalezy zaréwno od liczby pierscieni aromatycznych, jak i
liczby bromu w czasteczce”.

W trzeciej pracy oryginalney : Moniki Jarosiewicz, Jaromira
Michalowicza i Bozeny Bukowskiej; ,, In vitro assessment of eryptotic potential
of tetrabromobisphenol A and other bromophenolic flame retardants”;
Chemosphere 2019, 215, 404-412 oceniajac eryptozg¢ stosowano ustalone
uprzednio optymalny czas inkubacji erytrocytow i przedhemolityczne stezenia
TBBPA, TBBPS, 2,4-DBP, 2,4,6-TBP, PBP.

Do oceny eryptozy Doktorantka wykorzystata nowoczesng i wiarygodna
technike cytometrii przeplywowe;j, stosujac swoiste sondy fluorescencyjne:

- stezenie reaktywnych form tlenu (RFT) okreslono stosujagc sondg
fluorescencyjng dioctanu 2’°,7’-dichlorodihydrofluoresceiny (DCFH2-DA);

- eksternalizacj¢ fosfatydyloseryny oceniono przy uzyciu aneksyny V,
wyznakowanej izotiocyjanianem fluoresceiny;



- stezenie wapnia wewnatrzkomorkowego oznaczono za pomoca
znacznika fluorescencyjnego Fluo3 AM;

- aktywno$¢ kaspazy-3 badano przy uzyciu specyficznego substratu
DEVD-FMK, sprz¢zonego z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC);

-aktywnosci kalpain badano przy uzyciu specyficznego substratu t-
butoksykarbonylo-Leu-Met, sprze¢zonego z 7-amino-4-chlorometylkumaryng
(CMAC).

Zgadzam si¢ z hipoteza Doktorantki, ze badane przez Nig in vitro
cytotoksyczne substancje (TBBPA, TBBPS, 24-DBP, 24,6-TBP , PBP)
., przyczyniajq sie do wejscia komdrki na droge eryptozy na skutek indukcji przez
nie stresu oksydacyjnego. W odpowiedzi na stres oksydacyjny prokaspaza- 3 jest
hydrolizowana do formy aktywnej. Nastepnie kaspaza-3 hamuje aktywnosc
translokazy aminofosfolipidowej, odpowiedzialnej za transport
fosfatydyloseryny do wewnetrznej monowarstwy blony. W konsekwencji na
powierzchni blony erytrocytarnej eksponowana jest fosfatydyloseryna, co
powoduje rozpoznanie komorki przez makrofagi i ich fagocytoze”

Uzyskane w powyzszych badaniach wyniki pozwolily Doktorantce na
wyciagniecie nastepujacych WNIOSKOW czastkowych:

- ,, Bromowane uniepalacze indukuja eryptoze poprzez generowanie
RFT, aktywacje¢ kaspazy-3 oraz eksternalizacje¢ fosfatydyloseryny”;

- s, TBBPA, 2,4-DBP oraz PBP wykazuja dzialanie utleniajace juz w
niskim ste¢zeniu Srodowiskowym (1 ng/ml)”.

Doswiadczalng weryfikacj¢ powyzszej hipotezy, ze badane cytotoksyczne
substancje zaburzaja rownowage pro-/antyoksydacyjna 1 poprzez wzrost
stezenia RFT nastgpuje aktywacja kaspazy 3 1 apoptotyczna $mier¢ krwinki
czerwonej, przeprowadzono w czwarte] publikacji oryginalnej: Moniki
Jarosiewicz, Anity Krokosz, Agnieszki Marczak i Bozeny Bukowskiej; ,, Changes
in the activities of antioxidant enzymes and reduced glutathione level in human
erythrocytes exposed to selected brominated flame retardants; Chemosphere
2019, 227, 93-99.

W celu okreslenia aktywnosci enzymatycznej postuzono si¢ uznanymi
metodami spektrofotometrycznymi:

- aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) oznaczono metoda Misra i
Fridovich;

- aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej (GSH-Px) oznaczono matoda
Rice-Evans i wsp.;

- aktywno$¢ katalazowa hemolizatu (CAT), jako sume¢ aktywnosci
katalazy 1 aktywnosci katalazowej hemoglobiny, oznaczono metoda Aebi;

- stezenie glutationu zredukowanego (GSH) oznaczono metoda Ellman’a.

Uzyskane w powyzszych badaniach wyniki pozwolily Doktorantce na
wyciagni¢cie nastgpujacego WNIOSKU czastkowego:



» Badane zwigzki wywoluja stres oksydacyjny w krwinkach
czerwonych podwyiszajac stezenie RFT oraz obnizajac aktywnos¢ systemu
antyoksydacyjnego”.

Powyzsze trzy prace oryginalne, w ktorych Doktorantka jest pierwszym
autorem pozwolily Jej na przedstawienie czterech wnioskow czastkowych oraz
w pelni upowaznily Ja do wysunigcia WNIOSKU GENERALNEGO
ROZPRAWY DOKTORSKIEJ, o duzym znaczeniu poznawczym i
aplikacyjnym:

» Najwiekszy potencjal eryptotyczny, hemolityczny i oksydacyjny
wykazuje tetrabromobisfenol A  (TBBPA), natomiast najmniejszy
(stosowany jako jego substytut) tetrabromobisfenol S (TBBPS). Uzyskane

wyniki _(w_zakresie analizowanych parametréw oraz badanego typu

komorek) wskazuja na zasadno$¢ zastepowania TBBPA przez TBBPS”.

Przedstawione lapidarnie 1 interesujgco omowienie czterech prac
wchodzacych w zakres rozprawy doktorskiej, ubogacone dobra znajomoscia 33
pozycji literatury uzupetniajacej, $wiadczy o imponujacej wiedzy Doktorantki.

Udokumentowany dorobek naukowy Doktorantki obejmujacy:

- 6 prac oryginalnych 1 2 prace przegladowe o sumarycznym IF 26,924
oraz 245 pkt. MNiSW;

- 6 rozdzialéw w monografiach pokonferencyjnych;

- 30 doniesien zjazdowych;

- kierowanie projektem badawczym o kodzie 2017/27/N/NZ7/00548,
finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki,
budza podziw i uznanie recenzenta.

Na  podkreslenie, zdaniem recenzenta, zastluguja uzyskane przez
Doktorantk¢ wyrdznienie przyznane JM Rektora UL, wyroznienie za
dzialalno$¢ doktorancka, nagroda za najlepszy poster w Karpaczu, udzial w
konferencji Biofizycznej w Baltimore, a takze przewodniczenie komitetowi
organizacyjnemu Ogolnopolskiej Konferencji Doktorantow.

Ambitny cel pracy zostal przez Doktorantke zrealizowany. Z pelnym
przekonaniem stwierdzam, Ze oceniana przeze mnie praca spelnia wszystkie
wymagania stawiane ustawowo rozprawom doktorskim, nawet znacznie je
przewyzszajac, a uzyskane wyniki oryginalnych badan, ze wzgledow
poznawczych jak i aplikacyjnych w technologie przemyslowe oraz decyzje
medycyny pracy i centrum zdrowia publicznego, stanowia sukces naukowy
zaréwno Doktorantki jak i Pani Promotor.

Dlatego zwracam si¢ do Szanownego Pana Dziekana prof. dr hab.
Andrzeja Kruka i Wysokiej Rady Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska



Uniwersytetu Lodzkiego o dopuszczenie mgr Moniki JAROSIEWICZ, ze
Stacjonarnych Studiéw Doktoranckich Genetyki Molekularnej,
Cytogenetyki i Biofizyki Medycznej, do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego i wyrdznienie ocenianej rozprawy.

Z. wyrazami szacunku
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