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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Jakuba Maculewicza

Zatytutowanej: ,Biokoncentracja zwigzkdéw chemicznych obdarzonych tadunkiem — analityka,

ocena metodami in vitro oraz in vivo”.

Wykonanej pod kierunkiem dr hab. inz. Anny Biatk-Bielinskiej, prof. UG, w Katedrze Analizy

Srodowiska, Wydziatu Chemii, Uniwersytetu Gdanskiego.

Recenzja zostata przygotowana na zlecenie Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Uniwersytetu
Gdanskiego w oparciu o art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. (z pozn. zm.), dotyczacy wymagan

stawianych rozprawom doktorskim.

Podstawg ubiegania sie o stopien naukowy doktora jest spdjny tematycznie cykl
7 wieloautorskich prac: 3 przegladowych oraz 4 oryginalnych opublikowanych w latach 2020-
2024. Wszystkie prace zostaty opublikowane w czasopismach o bardzo wysokiej pozycji
naukowej: Journal of Hazardous Materials (Q1, IF=13,6, 200 pkt. MEiN), Science of the Total
Environment (Q1, IF=9,8, 200 pkt. MEiN), Talanta (Q1, IF=6,6, 100 pkt. MEiN) oraz Biochimica et
Biophysica Acta-Biomembrans (Q2, IF=3,4, 100 pkt. MEiN). Sumaryczny wspdtczynnik
oddziatywania dla tych prac wynosi 62 i odpowiada 1200 pkt. MEiN, co jest wynikiem
imponujagcym jak na rozprawe doktorskg. W 6 pracach Pan mgr Jakub Maculewicz jest
pierwszym autorem, a w siédmej pracy — autorem korespondencyjnym, co wskazuje na znaczny
wkfad Doktoranta nie tylko w wykonanie badan, ale takze przygotowanie publikacji. Prace
sktadajace sie na rozprawe doktorskg byty cytowane 90 razy (Web of Science; stan na
22.05.2024), co swiadczy o bardzo wysokiej randze czasopism, ale takze o tym, ze rozprawa

doktorska porusza aktualng tematyke naukows.

Publikacje wchodzace w sktad rozprawy poprzedzone s3 50-stronicowym
opracowaniem, w ktérym Doktorant w syntetyczny sposdb przedstawit najwazniejsze

zagadnienia ze swojej rozprawy doktorskiej, zaréwno z czesci teoretycznej (publikacji
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przeglgdowych), jak i doswiadczalnej (publikacji oryginalnych). Na koricu umiescit oswiadczenia

wszystkich wspdétautoréw publikacji.

Badania ekotoksykologiczne zwigzkéw chemicznych stanowigcych zanieczyszczenie
srodowiska przyrodniczego obejmujg szereg analiz, od wykrywania ich w réznych przedziatach
srodowiskowych (woda, Scieki, osad denny, gleba) po analizy toksycznosci dla podstawowych
grup organizmow. Procesy biokoncentracji, bioakumulacji oraz biomagnifikacji odgrywajg
bardzo istotng role w ekosystemach, a ich analiza jest niezbedna w ocenie dtugotrwatego
oddziatywania substancji chemicznych na organizmy zywe. Europejska Agencja Lekdw zaleca,
aby wszystkie substancje czynne lekdw o wysokim potencjale do bioakumulacji podlegaty ocenie
zarowno toksycznosci chronicznej, jak i trwatosci w srodowisku. Jednoczesnie, jako kryterium
zaliczenia do tej grupy substancji, wskazuje jedynie na wspoétczynnik podziatu oktanol/woda.
Mgr Jakub Maculewicz w pracy przegladowej P1 stanowigcej wstep do rozprawy doktorskiej
(J.Maculewicz et al. Sci Total Environ 2020, 739:140261) wskazat na koniecznos¢ rewizji tego
kryterium. Z jednej strony, ksenobiotyki mogg gromadzi¢ sie nie tylko w tkankach o wysokiej
zawartosci niepolarnych lipidéw w skutek oddziatywan hydrofobowych, ale takze wigzac sie
z biatkami i fosfolipidami. W tych przypadkach wazng role mogg odgrywac inne rodzaje
oddziatywan miedzyczgsteczkowych. Po drugie, ws$réd ksenobiotykdéw wykrywanych
w Srodowisku przyrodniczym duzg grupe stanowig zwigzki chemiczne obdarzone tadunkiem
i w ich przypadku, w procesie biokoncentracji duzo wazniejszg role mogg odgrywad inne rodzaje
oddziatywan. Z uwagi na bardzo duzg liczbe ksenobiotykdw, a takze problemy etyczne
i ekonomiczne zwigzane ze stosowaniem testéw na rybach zalecanych przez OECD (OECD 305),
coraz czesciej w badaniach biokoncentracji wykorzystywane sg analizy in vitro wykorzystujgce
odpowiedne fazy sorpcyjne. Doktorant dokonat systematycznego przegladu tych testow,

ukazujac ich wady i zalety.

W kolejnych dwdch publikacjach przegladowych (publikacja P2: Maculewicz et al.
J Hazard Mater 2022, 437:129353 oraz P3: Maculewicz et al. Sci Total Environ 2022, 802:149916)
Doktorant zaprezentowat dwie grupy ksenobiotykdw: ciecze jonowe i produkty przemian lekow,
bedace przedmiotem badan eksperymentalnych prowadzonych w czesci doswiadczalnej
doktoratu. Ciecze jonowe sg solami majgcymi w strukturze ztozone kationy organiczne oraz
nieorganiczne lub organiczne aniony. Ich szerokie zastosowanie w rdinych obszarach
dziatalnosci cztowieka wigze sie nie tylko z unikalnymi wtasciwosciami fizykochemicznymi, ale
takze przekonaniem o ich znikomej szkodliwosci dla srodowiska. Zainteresowanie badaczy
substancjami czynnymi lekéw wywotane ich bardzo silnym dziataniem toksycznym na organizmy
wodne, a takze lawinowo rosngcym spozyciem na wszystkich kontynentach, skupione jest od
ponad 40 lat, przede wszystkim, na zwigzkach macierzystych. Natomiast produkty przemian
abiotycznych i biotycznych lekéw sg badane dopiero od niedawna. Wybdr tych grup byt
nieprzypadkowy. Do obu nalezg zwigzki obdarzone tadunkiem. Sg coraz czesciej wykrywane
w Srodowisku, a ich biokoncentracja w organizmach zywych, podobnie jak toksycznos¢, sg stabo
zbadane i trudne do przewidzenia. Uwazam taki wybér przedmiotu badan za stuszny i w petni

uzasadniony. Aktualnos¢ wyboru tych dwdch grup ksenobiotykow potwierdza wysoka



cytowalnos¢ prac przeglagdowych, wynoszaca wg bazy Web of Science 27 (P2) oraz 51 (P3)
cytowan (22.05.2024).

W czesci doswiadczalnej Pan mgr Jakub Maculewicz wykonat szereg badan wybranych
27 cieczy jonowych oraz 7 produktow transformacji lekéw. Dobdr cieczy jonowych nie budzi
watpliwosci. Rézna dtugosé tancucha alifatycznego w kationach, rézne aniony w potgczeniu
z tymi samymi kationami i vice versa dajg mozliwos¢ wyciggniecia bardziej ogdlnych wnioskéw
dotyczacych zaleznosci badanego parametru (toksycznosci, biokoncentracji itp.) od struktury
zwigzku. Natomiast wybdr produktéw transformacji lekdw wydaje sie przypadkowy. Dlaczego,

sposrad tysiecy metabolitéw i produktéow przemian lekéw wybrano te wtasnie 7 zwigzkéw?

W pierwszym etapie badan Doktorant opracowat i zwalidowat metody oznaczania
chromatograficznego z detekcja spektrofotometryczng wszystkich kationéw cieczy jonowych
wybranych w pracy (publikacja P4: Maculewicz et al. BBA-Biomembranes 2024, 1866:184320).
W badaniach powinowactwa cieczy jonowych oraz produktéw transformacji lekow do bton
komodrkowych zastosowat gotowe testy mikroptytkowe wykorzystujgce lipidy osadzone na
statym nosniku (SSLM), czyli metode, ktdrg wczesdniej opisat w pracy P1 jako szybky metode
przesiewowgq, przydatng w celu otrzymania danych dla modeli matematycznych. Zgodnie
z przeznaczeniem tych testédw zespdt badawczy poréwnat wyniki doswiadczalne z wynikami
uzyskanymi w modelu COSMOmic przeznaczonym do przewidywania oddziatywania zwigzkéw
chemicznych z btonami biologicznymi. Wspdtpraca w miedzyosrodkowym zespole badawczym

umozliwita Doktorantowi szersze spojrzenie na analizowany problem naukowy.

Poszerzone w stosunku do publikacji P4 badania przeprowadzono dla produktéw
transformacji lekéw. Oprécz analizy powinowactwa do bfon biologicznych (fosfolipidow),
zbadano wigzanie analitow z modelowymi biatkami albuming oraz kwasng glikoproteing
(publikacja P5: Kowalska et al. Sci Total Environ 2021, 783:146987). Umozliwito to kompleksowe
zbadanie bioakumulacji tych ksenobiotykdéw w modelu in vitro, nie tylko wskutek oddziatywan
hydrofobowych, ale takze elektrostatycznych. Jest to podejscie nowatorskie, rzadko stosowane
w analizach ekotoksykologicznych dotyczgcych biokoncentracji/bioakumulacji, w ktérych
badacze skupiajg sie jedynie na oddziatywaniach niepolarnych, z lipidami. Kazda substancja
czynna lekdw posiada dane farmakologiczne i farmakokinetyczne dotyczace wigzania z biatkami
(np. baza drugbank.com). W publikacji P5 zabrakto odniesienia sie autoréw do tych danych.
Interesujgce wydaje sie takze porédwnanie uzyskanych danych eksperymentalnych dotyczacych
produktow transformacji lekdw z danymi dla substancji macierzystych. Czy potencjat do
biokoncentracji poprzez wigzanie z biatkami takze sie zmniejsza, podobnie jak lipofilnos¢
produktéw metabolizmu lekdw? Dodatkowo pojawia sie pytanie, dlaczego w Tabeli 2 publikacji
P5 zamieszczono wartosci log Kow, a nie wartosci wspotczynnika podziatu skorygowanego pH?
Jego wartos¢ wskazataby na lipofilnosé ocenianych zwigzkéw w stosowanym w pracy medium
PBS o pH=7,4.

Analiza zastosowanych metod badawczych w publikacjach 4 oraz 5 rodzi dwie grupy

pytan. Po pierwsze, czy wyniki uzyskane dla analitéw rozpuszczonych w PBS (buforowanym



roztworze 0,9% NaCl) mogg by¢ przeniesione do warunkéw wystepujgcych w Srodowisku
wodnym i organizmdéw w nim bytujgcych? Po drugie, wszystkie analizy prowadzono w pH=7,4.
Natomiast w $rodowisku, zwtaszcza eutroficznym oraz lekko zasolonym pH jest zwykle wyzsze
i czasem nawet przekracza wartos¢ 8,0. Czy takie zmiany pH moga wptywac na uzyskane wyniki?

Czy ten parametr powinien by¢ uwzgledniony w modelach matematycznych?

Wiekszo$¢ badaczy zajmujgcych sie analizg loséw ksenobiotykéw w Srodowisku skupia
sie na pracy laboratoryjnej na modelach in vitro albo analizach in vivo. Pan mgr Jakub Maculewicz
w ostatnich dwdch pracach nalezgcych do cyklu (publikacja P6: Maculewicz et al. Talanta 2023,
12:3790 oraz publikacja P7: Maculewicz et al. Sci Total Environ 2023, 858:159388) podjat sie
trudnego zadania oceny biokoncentracji wybranych kationéw imidazoliowych w tkankach matzy
pobranych z Zatoki Gdanskiej. Oznaczanie tych analitéw w matrycy biologicznej wymagato
opracowania wtasciwej metody ekstrakcji do fazy statej, a nastepnie metody oznaczania
technikg UHPLC z detekcjg MS/MS. Doktorant rozwigzat wszystkie problemy analityczne
zwigzane zaréwno z rdéznorodnoscig analitow (dtugosé tancucha alifatycznego od 10 do 18
atoméw wegla), jak i efektem matrycowym utrudniajgcym analizy na poziomie sladéw. Metoda
zostata prawidtowo zwalidowana. Uzyskane wyniki wskazujg na mozliwg biokoncentracje
niektérych kationdw z cieczy jonowych, zalezng, w réznym stopniu dla réznych zwigzkéw, od

poziomu zasolenia badanych roztwordw.

Podsumowujgc merytoryczng ocene rozprawy uwazam, ze zaplanowany zakres badan
zostat w petni zrealizowany. Za najwazniejsze osiggniecia, a jednoczesnie elementy majace

duzy wptyw na rozwd@j dziedziny naukowej, uwazam:

1. Opracowanie i walidacje nowych metod analitycznych dotyczacych oceny ilosciowej
kationdw cieczy jonowych w réznych matrycach, w tym w matrycy biologicznej, na
poziomach ng/g;

2. Ocene powinowactwa cieczy jonowych do fosfolipidéw i wykazanie, ze kluczowym
parametrem jest dtugosc¢ tancucha weglowodorowego;

3. Poruszenie tematu i wykonanie wstepnej oceny powinowactwa produktéw przemian
substancji czynnych lekéw do biatek;

4. Wykazanie w eksperymencie in vivo mozliwosci biokoncentracji kationéw

imidiazolowych w tkankach matzy.

Podkresli¢ nalezy wtasciwy uktad prac w cyklu rozprawy doktorskiej. Zawarte w pracach
teoretycznych tezy stanowity przestanki do realizacji eksperymentéw badawczych. Prace
doswiadczalne realizowane byty w logicznym ciggu od przygotowania warsztatu badawczego,

przez eksperymenty in vitro, po eksperymenty in vivo.

Czesc¢ teoretyczna pracy wskazuje na dobrg znajomos¢ przez Doktoranta aktualnych
probleméw badawczych w obszarze ekotoksykologii, wyzwan stojacych przed naukowcami
i praktykami wobec rosngcej Swiadomosci etycznej prowadzacej do ograniczenia w badaniach

liczby kregowcow, w tym ryb.



Natomiast cze$¢ doswiadczalna pracy wskazuje na umiejetno$¢ postugiwania sie
nowoczesnymi technikami chemii analitycznej, a takze, co jest bardzo istotne w pracy
badawczej, umiejetnoséc pracy w zespole i korzystania z wiedzy i do$wiadczenia innych zespotéw

naukowych.
Whiosek koricowy

Podjety przez Doktoranta temat stanowi bardzo aktualne zagadnienie z punktu widzenia
ekotoksykologii i chemii $rodowiskowej i wpisuje sie w trend poszukiwania metod
alternatywnych w stosunku do stosowanych obecnie badari na kregowcach. Przedstawione
uwagi krytyczne nie umniejszajg mojej bardzo wysokiej i pozytywnej oceny catoéci pracy.
Oceniana rozprawa doktorska stanowi oryginalny i indywidualny wktad Doktoranta w rozwdj
nauk chemicznych i Srodowiskowych i spetnia wszystkie wymagania zawarte w art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. (z poZn. zm.). Majac na uwadze wszystkie powyzsze fakty, z petnym
przekonaniem sktadam wniosek do Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Uniwersytetu
Gdanskiego o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr. Jakuba Maculewicza i dopuszczenie go do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage bardzo wysoki dorobek naukowy Doktoranta wnioskuje
do Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych UG o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
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