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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Pani mgr Karoliny Czarny
zatytutowanej
» Wplyw hormonéw na fitoplankton oraz metody ich oznaczania w

Srodowisku wodnym”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Karoliny Czarny zostala wykonana
w  Pracowni Zagrozen Srodowiska Wydziatu Chemii Uniwersytetu Lodzkiego pbd
kierunkiem dr hab. Stawomiry Skrzypek, prof. UL, dr hab. Renaty Gadzaty-Kopciuch, prof.
UMK z Uniwersytetu im. Mikotaja Kopernika w Toruniu jako kopromotora i dra Dominika
Szczukockiego z Uniwersytetu Lodzkiego jako promotora pomocniczego. Przedmiotém
ocenianej rozprawy doktorskiej sg zagadnienia zwigzane z okresleniem wplywu hormonéw na

organizmy wodne oraz metod ich oznaczania w prébkach $rodowiskowych.

We wszystkich elementach $rodowiska (w wodach, glebie, powietrzu, tkankach
organizméw zywych) wykrywana jest cata gama roznorodnych zwigzkow chemlcznych
bedacych ksenobiotykami. Zwiazane jest to przede wszystkim z coraz wigkszym postepem
gospodarczym, rozwojem przemystu i rolnictwa. Obecnosé tych substancji moze negatywnie
wplywaé na rozwdj i funkcjonowanie organizméw oraz przyczyni¢ sie do rozwoju wielu
choréb. W ciggu ostatnich lat coraz cze$ciej zwraca si¢ uwage na mozliwosé oddzialywanla
niektérych substancji na uktad hormonalny i rozrodczy, a takze ich wplyw na ptodnosé oraz
nieprawidtowosci w budowie i dziataniu narzgdow plciowych. Zwiazki takie, zaklocajace

funkcjonowanie uktadu dokrewnego, okresla si¢ mianem zwigzkow endokrynologicznie

czynnych (Endocrine Disrupting Compounds, EDCs). Stanowig one duza grupe substancjl;i,



ktére ze wzgledu na podobiefistwo strukturalne do endogennych hormonéw steroidowych,
wykazujg zdolno$¢ wiazania si¢ z odpowiednimi receptorami i zakltécajg funkcjonowanie
ukladu dokrewnego. Sa one wszechobecne w srodowisku, zdolne do bioakumulacji
1 wykazujg aktywnosé biologiczng juz w niewielkim stezeniu. Na szczeg6lng uwage wsrod
tych zwigzkéw zashuguja naturalne i syntetyczne hormony stosowane jako leki i $rodki
antykoncepcyjne oraz w leczeniu i do poprawy produktywnosci zwierzat. Ich negatywny
wplyw na organizmy zywe jest bezsporny dlatego tez niezb¢dne sa badania dotyczgce
skutkéw ekspozycji organizméw wodnych na dziatanie hormonéw oraz opracowywahie
skutecznych metod ich oznaczania i stalego monitorowania w $rodowisku.

By w efektywny sposéb monitorowaé obecnogé hormonéw, nalezy uwzglednié fakt, iz
probki rzeczywiste (takie jak wody powierzchniowe), w ktérych zwigzki te sg obecnhe,
odznaczajg si¢ zlozonym skiadem matrycy, w ktdrej czgsto poziom innych substancji
przewyzsza stgzenie analitow. Poniewaz stosowane do tej pory metody przygotowania probek
wciaz posiadajg pewne wady i ograniczenia, poszukuje sic nowych, lepszych lub modyfikuje
metody juz istniejace. |

Dlatego tez zrozumiatym jest fakt, ze celem rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny
Czarny, bylo okreslenie wplywu naturalnych i syntetycznych hormonéw steroidowych na
wzrost sinic i zielenic, jako modelowych przedstawicieli fitoplanktonu, a w drugiej czesci
opracowanie efektywnej procedury oznaczania tych zwiazkéw w prébkach srodowiskowych.
Do tego celu zastosowata selektywne polimery z odciskiem molekularnym do ekstrakceji i
wzbogacania oznaczanych analitéw z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii

cieczowe;.

Oceniana rozprawa nie zostata napisana w klasycznym uktadzie pracy doktorskiej; i
zgodnie z przepisami opublikowanymi w Dz. U. z 2011 r. Nr 84, poz. 455, art. 13, ust. |2
stanowi spdjny tematycznie zbiér 5 artykuléw, w tym jednego artykutu przegladowego i
Jednego po recenzjach w redakcji - czasopisma, opublikowanych w prestlzowych
migdzynarodowych czasopismach o wysokim  wspétezynniku  oddziatywania (IF),
poprzedzony spisem rysunkéw i tabel, wykazem skrétéw i akroniméw, autoreferatem,
podsumowaniem, streszczeniem, wykazem cytowanej literatury, przedstawieniem sylwetki ze
spisem dorobku naukowego Autorki rozprawy 1 o$wiadczeniami wspétautordw.
Przedstawiony w dokumentacji dorobek naukowy zawiera réwniez publikacje, ktére nne

wchodzg w sktad rozprawy doktorskiej (5 prac). Lacznie jest to az osiem publikacji w



czasopismach z listy Filadelfijskiej i 1 publikacja spoza tej listy, 3 rozdziaty w monografiach,
1 zgloszenie patentowe oraz az 84 doniesienia konferencyjne, w tym 10 komunikatow
ustnych, ale az 67 w sesjach, konferencjach i sympozjach doktorantéw. Taka ,,aktywnog¢é
konferencyjna” budzi moje watpliwosci, poniewaz wymaga to jednak jakiego$ naktadu pracy
1 czasu. Moim zdaniem Jest to, w pewnym sensie, podejscie podobne do zbierania Znaczkéw
Co nie znaczy, ze nie doceniam szerokiego spektrum zainteresowarn Doktorantki. Pomimo
tego uwazam, ze osiggniecia te sa imponujace, a sumaryczny IF tych publikacji wynosi
25,085, przy czym sumaryczny IF 5 prac wchodzacych w skiad rozprawy to 20,577.
Recenzent jest pod wrazeniem tak wartosciowego dorobku Doktorantki osiggnigtego| w

krétkim przeciez czasie czterech lat studigw doktoranckich.

Autoreferat rozpoczyna »Wstep” bedacy krétkim przedstawieniem literatury przedmiotu
zawierajacy omowienie naturalnych i syntetycznych hormonéw, ich zastosowania,
wystgpowania w srodowisku, negatywnym wptywie na organizmy wodne oraz sposobéw ich
oznaczania, co zostalo szczegétowo opisane w pracy przegladowej wchodzacej w zakres
rozprawy. Zaréwno pod wzgledem merytorycznym, jak i edytorskim ta czesé pracy swiadczy
o trafnym doborze tresci i nie budzi zastrzezer. Czg$¢ literaturowa poparta jest dobrze
dobranymi cytacjami z literatury. Zwiericzeniem tego krotkiego wstepu jest przedstawienie
celu pracy. Cel ten dzieli sic na dwie czgsci. Pierwsza z nich dotyczy okreslenia wplywu
naturalnych i syntetycznych hormonéw na wzrost wybranych sinic (4nabena variabilis,
Microcystis aeruginosa) i zielenic (Chlorella vulgaris, Scenendesmus armatus). Natomiast
celem czesci drugiej jest opracowanie i walidacja procedury analitycznej oznaczania

hormonéw z wykorzystaniem polimeréw z odciskiem molekularnym do ich wydzielania.

W czgsci pracy zatytulowanej »Materialy i metody badawcze” mgr K. Czarny
przedstawia procedury badania wplywu hormonéw na wzrost fitoplanktonu, hodowle sinic| i
zielenic, sposoby wykonywania testow toksykologicznych i statystycznej analizy wynikév‘v.
Nastepnie opisuje sposéb opracowania procedury analitycznej uzytecznej w analizie
hormonéw  rozpoczynajac od optymalizacji metody wysokosprawnej chromatografii
cieczowej, po czym ekstrakcje z wykorzystaniem polimeréw z odciskiem molekularnym oraz

walidacje procedury wydzielania i oznaczania hormonéw w probkach wodnych.

Kolejna czg$¢ pracy zawiera otrzymane wyniki wraz z ich dyskusjg. W pierwszym

kolejnosci omawia i dyskutuje wyniki badaf wptywu pojedynczych hormonéw na Wzrosi;t



wymienionych wezesniej organizméw, a nastepnie trzech mieszanin wybranych hormonéw.
Uzyskane wyniki potwierdzity toksyczne dziatanie w stosunky do badanych organizmow,
zardwno pojedynczych hormonéw jak i, co oczywiste, ich mieszanin. Najsilniejszy efekt
toksyczny wykazaty 17a- -etynyloestradiol (EE2) i progesteron o $rednich wartoSciach ECsy w
zakresie 79-104 mg/l. Natomiast badania toksycznosci mieszanin wykazaty, ze zalezy ona od
sktadu mieszaniny i jest najwyzsza dla mieszanin najbardziej toksycznych hormonéw, a
ponadto wykazaty synergistyczne dziatanie tych zwiazkéw. Dla mieszaniny sktadajacej su; z
najbardziej toksycznego estrogenu EE2, progesteronu i androgenu Srednie wartosci ECs
wynosity bowiem 37-74 mg/l. Uzyskane wyniki potwierdzajg zatem to, iz pomimo braku
ukftadu hormonalnego w badanych organizmach, zwigzki te mogg ograniczaé wzrost
fitoplanktonu. Uzyskane wyniki wplywu hormonéw na fitoplankton przedstawita w trzech

pracach, z ktérych dwie juz sie ukazaly, a trzecia jest po recenzjach.

Poniewaz toksycznosé hormonéw wobec organizméw wodnych zalezy od ich st@ZerAia
niezbedne sa efektywne procedury ich wydzielania i oznaczania w wodach
powierzchniowych. Dlatego tez mgr Karolina Czarny w drugiej czesci swojej dysertacji zaﬁ;ia
si¢ opracowaniem efektywnej procedury oznaczania badanych hormonéw w probkach
wodnych. Ze wzgledu na wystgpowanie tych zwigzkéw w wodach pow1erzchmowych 0
ztozonym sktadzie i w niskich stezeniach, ponizej poziomu detekcji urzadzen analitycznych,
procedura taka musi zawieraé metode wydzielania, oczyszczania i wzbogacania analitow |w
prébece. Do tego celu Autorka zastosowata, charakteryzujace sie wysoka selektywnosqa(,
polimery z odciskiem czasteczkowym naniesione na porowate zele krzemionkowe. Do tego
celu zastosowata sze$¢ réznych sorbentow roznigeych sie wielkoscia porow krzemionki
uzytej do naniesienia warstwy polimeru z odciskiem molekularnym (MIP) i zastosowaniem
17B-estradiolu jako wzorca. Wszystkie testowane sorbenty charakteryzowaty sie Wysokq
precyzjg, w zakresie 4-6 % i dobrymi odzyskami wynoszacymi od 79% do 101% i byiy
poréwnywalne lub wyzsze od danych literaturowych. Zbadata réwniez efekt matrycowy i
udowodnita, ze w procedurze z zastosowaniem HPLC-DAD do oznaczania tych zwigzkéw,
nie ma on istotnego wplywu poniewaz uzyskane sygnaly analityczne réznig si¢ mniej niz
20%. Nastgpnie przeprowadzita walidacje testowanej metody dla szeéciu hormondw
steroidowych okreslajac zakres liniowosci, LOD i LOQ. Wykazata zatem uzytecznosé
opracowanej metody do oznaczania hormonéw w probkach wody srodowiskowej. Wyniki te

opublikowata w kolejnej pracy bedacej podstawa Jej rozprawy.



Otrzymane wyniki i wynikajace z nich wnioski Pani mgr Karolina Czarny krétko

omawia i komentuje w czedci zatytulowanej ,,Podsumowanie”. |

|

Nie mam wiekszych zastrzezeni i uwag dotyczacych zaréwno samej rozprawy, jak i
merytorycznej strony publikaciji przedstawionych do oceny jako rozprawa doktorska. Prade te
zostaly bowiem gruntownie ocenione przed opublikowaniem przez odpow1ednlch
recenzentéw, tym bardziej ze zostaty opublikowane w czasopismach o wysokiej renomle \%
tym miejscu cheiatbym jednak wyrazi¢ uznanie Autorce rozprawy za podjecie sie reahzacp
trudnej, interdyscyplinarnej tematyki. Na uwage zastuguje réwniez Jej umiejetnosé

wspltpracy z wieloma osobami i w roznym zakresie tematycznym. |

Niemniej jednak ma jedna uwage:

- Dlaczego Autorka wyraznie nie okresla, czy MIPy syntezowata osobiscie, czy tez
otrzymata je od Pani Prof. Gadzaly-Kopciuch. Takiej informacji nie mozna znalezé w
autoreferacie, jak i w pracy opublikowanej w JournalL of Separation Science dotyczacej tego
zakresu badan. Z przedstawionych o$wiadczen wspotautorow wynika bowiem, ze udzial
wszystkich wspétautorow polegal na konsultacjach naukowych, udziale w interpreteicji

wynikow i przygotowaniu manuskryptow.

Na podstawie lektury publikacii wehodzacych w sktad rozprawy moge stwierdzié, ze

\
Doktorantka sprawnie postuguje si¢ jezykiem angielskim. Na uwage zashuguje réwniez fakt,
iz autoreferat jest dobrze napisany i zawiera tylko nieliczne drobne btedy. Te, ktére znalaztem

wymieniam ponizej:
- str. 26; ,,za pomocg”, a nie »przy pomocy”
- str. 34; powinno by¢: ,,...zwiazki zaklocajace. ..”

Str. 38; powinno by¢: ,,Podsumowujac foaEEet...”

Podsumowujgc chciatbym stwierdzié, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska reprezentuje wysoki poziom badan i zawiera wiele elementéw nowosci naukowéj.
Zakres badan, zawarte w niej wyniki doswiadczalne, sposéb interpretacji oraz wnioskowaniia
wskazujg, ze mgr Karolina Czarny wykazata umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia

interesujgcych badan naukowych i wniosta istotny wktad w rozwéj badan srodowiskowych z



zakresu chemii i toksykologii, a szczeg6lnie nad okresleniem toksycznosci zwigzkow
organicznych wystepujacych w  srodowisku wodnym oraz procedur analityczrfych
uzytecznych w ich oznaczaniu. Po zapoznaniu si¢ z rozprawg mgr Karoliny Czamy
stwierdzam, Ze przedstawiona rozprawa spelnia wszelkie wymagania stawiané w
Ustawie o tytule naukowym: i stopniach naukowych rozprawom doktorskim i wnosze o jej

dopuszczenie do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, majac na wzgledzie wysoki poziom merytoryczny rozprawy, czego
dowodem jest opublikowanie wynikéw w prestizowych miedzynarodowych czasopismach o
wysokim  wsp6tczynniku oddziatywania (IF), wnioskuje 0 wyrdznienie recenzowanej
rozprawy. Wniosek ten dodatkowo wzmacnia znaczacy dorobek naukowy i organizacyjny

mgr Karoliny Czarny,
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