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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Gajewicz pod tytutem ,Opracowanie metod in
silico stuzgcych przewidywaniu cytotoksycznego wptywu nanoczastek tlenkow
nieorganicznych na komérki bakterii E. coli oraz ludzkie keratynocyty (HaCaT)”

Ocena ryzyka $rodowiskowego substancji i preparatéw chemicznych na state wpisata sie w
proces ich projektowania i wytwarzania i jest dzi§ integralnym elementem obrotu
gospodarczego chemikaliami. Jednym z najobszerniejszych elementéw tego procesu jest
ocena toksykologiczna i ekotoksykologiczna zwigzkéw chemicznych prowadzona na réznych
poziomach organizacji biologicznej. Punktem wyj$cia sg tu zwykle badania toksycznoSci ostrej
z uzyciem wybranych gatunkéw bakterii (np. Vibrio fischeri, E. coli), eukariotycznych linii
komérkowych (np. komoérki raka szyjki macicy HeLa, szczurze komoérki biataczkowe IPC-81)
czy glonéw (np. Chlorella vulgaris, Pseudokirchneriella subcapitata). Co prawda, peiny obraz
aktywnoSci biologicznej substancji czy preparatu chemicznego uzyskiwany jest dopiero po
ocenie dziatania chronicznego wobec organizméw wyzszych, to jednak wstepna ewaluacja
toksykologiczna z uzyciem testow komoérkowych ma kapitalne znaczenie dla uchwycenia
podstawowych zalezno$ci pomiedzy strukturg chemiczng a aktywnoS$ciag biologiczng (tzw. t-
SAR, ang. thinking in terms of Structure Activity Reationship).

W 2007 roku do systemu prawnego Unii Europejskiej wprowadzono sformalizowane
regulacje dotyczace rejestracji, oceny ryzyka i dopuszczania do obrotu substancji
chemicznych pod wspd6lng nazwg REACH (ang. Registration, Evaluation, Authorisation and
Restriction of Chemicals). W systemie tym obok metod laboratoryjnej ewaluacji
toksykologicznej substancji chemicznych zaleca sie takze stosowanie metod analizy
komputerowej (in silico), przy czym gtéwng przestanka tych rekomendacji jest stopniowe
zastepowanie badan z uzyciem zwierzat kregowych. Jedng z dwéch najwazniejszych metod
jest tu iloSciowe modelowanie zalezno$ci struktura chemiczna - aktywno$¢ biologiczna (tzw.
QSAR, ang. Quantitave Structure Activity Relationship), ktére obecnie jest z powodzeniem
wykorzystywane do przewidywania toksyczno$ci i ekotoksycznosci, ale tez podstawowych
parametréw rozprzestrzeniania sie substancji chemicznych w $rodowisku (np. czaséw
péttrwania, biokoncentracji, wspétczynnikéw podziatu miedzy rézne fazy Srodowiskowe i
in.).

Metody QSAR staty sie takze podstawowym warsztatem badawczym Pani mgr Agnieszki
Gajewicz, ktéra w swojej pracy doktorskiej postanowita zweryfikowaé ich uzyteczno$¢ do
okreslenia wybranych wtaéciwosci fizykochemicznych nanoczastek tlenkéw nieorganicznych,
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ktére z kolei mogg mie¢ wptyw na toksyczno$¢ komérkowgq tych uktadéw. Praca doktorska
zostata wykonana w Pracowni Chemometrii Srodowiska Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego pod kierunkiem Pana dr hab. Tomasza Puzyna, prof. UG, mtodego naukowrca,
ktéry na polu wykorzystania metod chemometrycznych w ocenie zagrozen chemicznych
$rodowiska odni6ést juz wiele spektakularnych sukces6w zauwazonych przez
miedzynarodowg spoteczno$¢ naukowa.

Wybrana przez kandydatke tematyka pracy doktorskiej jest nie tylko bardzo interesujgca z
naukowego punktu widzenia ale i niezwykle ambitna. Do tej pory, metody QSAR w
odniesieniu do nanomateriatéw wykorzystywane byty bardzo rzadko, gtéwnie ze wzgledu na
niejednoznaczno$¢ konserwatywnych parametréw fizykochemicznych tego typu uktadéw w
poréwnaniu z konwencjonalnymi strukturami molekut.

Praca ma uktad typowy. Cato$¢ rozprawy obejmuje 194 stron maszynopisu i podzielona jest
na 8 rozdziatéw. Spis pi$miennictwa obejmuje 302 pozycje. W pracy umieszczono 25 tabel i
53 rysunkéw.

Po krotkim wstepie doktorantka zaprezentowata zwiezta ale bardzo dobrze napisang
charakterystyke nanomateriatéw, koncentrujac sie na historii, podstawowej klasyfikacji i co
najwazniejsze wiasciwosciach fizycznych i chemicznych, ktére wynikaja z budowy tych
uktadéw. Mimo iz do powszechnej §wiadomo$ci §wiata nauki dociera coraz wiecej faktéw na
temat niezwyktej specyfiki tych materiatéw to jednak prawdopodobnie wcigz nie jesteSmy w
stanie w petni wykorzysta¢ mozliwosci technologicznych nanoczastek. Autorka przytaczajac
przyktadowe obszary zastosowan nanomateriatéw pisze, moze nieco przesadnie, o ,Zlotej
erze” nanotechnologii, gléwnie w obrebie wspétczesnej elektroniki, optyki, medycynie,
farmakologii i kosmetologii. Jednak prostg konsekwencjg wszechobecno$ci nanomateriatéw
stata sie takze ich coraz powszechniejsza obecno$¢ w srodowisku naturalnym.

W tej czeSci pracy znalazta sie takze przekrojowa charakterystyka metod QSAR opisujgca
stosowane algorytmy, klasyfikacje deskryptoréw, a takze zestaw ,dobrych praktyk” stuzgcy
wiarygodnej ocenie uzyskiwanych wynikéw. Jako eksperymentaliste cieszy mnie, iz
doktorantka kazdorazowo podkresla wage jako$ci danych empirycznych dla dalszego procesu
modelowania, nie zachtystujac sie ,nieograniczonymi mozliwo$ciami” jakie(&awac’ by sie
mogto dajag nam metody in silico. Rozdziat ten konczy krétki przeglad dotychczasowych
zastosowan metod QSAR do opisu cech nanomateriatéw.

Nastepnie zaprezentowano hipotezy i cele badawcze. Doktorantka moéwi o czterech
hipotezach podczas gdy z tatwo$cia mozna by je zamkng¢ w jednej zwieztej hipotezie.
Podobnie rzecz si¢ ma z celami pracy, ktérych podano jedenascie, a ktére powinny petnié role
celow szczegétowych poprzedzonych jednym celem gtéwnym, ktérego autorka nie
sformutowata.

Nastepujgca po tym cze$¢ metodyczna natomiast, napisana jest bardzo dobrze i przejrzyscie.
Przedstawiono etapy metodyki wyznaczania deskryptoréw, metodologii opracowania
uproszczonych modeli molekularnych (umozliwiajgcych zastosowanie modelowania na
poziomie metod ab initio) oraz ocene adekwatno$ci zastosowanych metod kwantowo-
mechanicznych. Oméwiono tez metodologie zastosowania wybranych (obliczonych i
uzyskanych z TEM) deskryptoré6w do modelowania aktywno$ci biologicznej nanoczatek
tlenkéw nieorganicznych. W cze$ci metodologicznej pracy kandydatka zawarta réwniez
przeglad metod kwantowo-mechanicznych i chemometrycznych wykorzystywanych w
badaniach wtasnych.



Najobszerniejsza cze$cig rozprawy jest prezentacja uzyskanych przez doktorantke wynikow
badan. Wiekszo$¢ z uzyskanych przez kandydatke wynikéw oceniam bardzo wysoko. Za
najwazniejsze osiggniecia doktorantki uwazam:

Opracowanie metodyki obliczenia deskryptoréw strukturalnych odzwierciedlajgcych
wielko$¢ czastki, ksztalt, porowato$¢ oraz powierzchnie, na podstawie fotograficznej
rejestracji obrazu z wyKkorzystaniem TEM. Przedstawiona koncepcja jest
prawdopodobnie pierwsza préba wykorzystania deskryptoréw, ktére pochodza z
analizy obrazu mikroskopowego w ocenie ryzyka chemicznego stwarzanego przez
nanomateriaty.

Opracowanie efektywnej metodyki budowy uproszczonych modeli molekularnych,
reprezentujacych fragmenty powierzchni nanoczastek tlenkéw nieorganicznych, ktéra
umozliwita wyznaczenie deskryptoréw kwantowo-mechanicznych wyrazajacych
specyfike nanostruktury.

Wykazanie, ze wtadciwosci elektronowe nanoczastek MeOx zmieniajg sie
w dwojaki sposéb: w sposéb linowy lub do punktu nasycenia. Uzyskane wyniki maja
bardzo praktyczne znaczenie w kontek$cie obliczen deskryptoréw kwantowo-
mechanicznych do rozwoju opracowywanych metod in silico.

Wykazanie uzyteczno$ci metod QSAR w ocenie ryzyka dla nanomateriatéw do oceny
cytotoksycznego wplywu nanoczastek tlenkéw metali i metaloidow na komorki
bakterii E. coli oraz komoérki ludzkiej linii komdérkowej karatynocytéw

Opracowanie koncepcji szacowania brakujgcych danych toksykologicznych
w oparciu o tzw. grupowanie i podejscie przekrojowe (ang. grouping i read-across) -
Zasadniczg zaletg opracowanej metody grupowania i szacowania przekrojowego -
decydujagca o jej przewadze nad metodami QSAR - jest fakt, iz nie wymaga ona duzej
iloéci danych potrzebnych do zdefiniowania grup indywiduéw o podobnej
toksycznosci

Wykazanie réznic w mechanizmie indukowania odpowiedzi cytotoksycznej przez
nanoczastki tlenkéw metali i metaloidéw na poziomie komdérkowym (komoérki bakterii
E. coli oraz ludzkich karatynocytéw, HaCaT) oraz wskazanie na: morfologie komérki,
wielko$§¢ nanoczastki oraz tatwo$¢ uwalniania kationéw metali/metaloidéw z
powierzchni nanoczgstki

Stworzenie skryptu w jezyku MATLAB, ktéry umozliwia automatyczng kalibracje i
walidacje dowolnego modelu QSAR w oparciu o metode regresji wielokrotne;j.

Z kolei ponizej wymieniam zagadnienia budzgce moje watpliwo$ci oraz pytania jakie pojawity
sie w trakcie lektury dysertacji:

Postulowany przez kandydatke (ale tez innych autoréw) mechanizm dziatania
toksycznego nanoczgstek badanych tlenkéw metali opiera sie na zatozeniu odrywania
kationéw metali z powierzchni nanomateriatu, ktére oddziatujg dalej z danym uktadem
biologicznym. Czy w tym zatozeniu nie nalezatoby uwzgledni¢ takze potencjalnej
asocjacji uwolnionych kationéw z dostepnymi w $rodowisku ekspozycji anionami
(organicznymi i nieorganicznymi), ktére mimo wszystko ograniczytyby biodostepno$¢
uwolnionego kationu?



» (Czy biorgc powyzsze pod uwage mozna by rozszerzy¢ zastosowanie opracowanego
przez autorke modelu do oceny toksyczno$ci takich nanomateriatéw wobec glonéw
wod brakicznych czy morskich - powszechnie wykorzystywanych w testach
ekotoksykologicznych ?

= (Czy i na ile metody in silico - opracowane w oparciu o jeden lub dwa deskryptory
teoretyczne - sg wiarygodne? Czy nie jest to zbytnie uproszczenie rzeczywistos$ci?

= Jakie jest prawdopodobienstwo praktycznego zastosowania opracowanych przez
kandydatke metod in silico w przemys$le i procedurach rutynowych?

» (Czy z ekonomicznego punktu widzenia, celowe jest obliczanie deskryptoréow
pochodzacych z analizy obrazu mikroskopowego? Czy nie bytoby taniej wykonac
odpowiednie = badania  eksperymentalne na  poziomie in vitro lub
in vivo?

» (Czy uprawnione jest stosownie terminu ,cytotoksyczno$¢” w odniesieniu do oceny
toksyczno$ci bakterii? Wg mnie termin ten zarezerwowany jest dla toksykologii
komoérek eukariotycznych

Przytoczone watpliwos$ci nie maja istotnego charakteru i nie podwazajg w zadnej mierze
wartos$ci rozprawy i mojej bardzo pozytywnej jej oceny. Reasumujgc, uwazam, ze cel pracy
zostat zrealizowany, a postawione przez autorke tezy znalazty potwierdzenie. Rozprawa mgr
Agnieszki Gajewicz zawiera bogaty, solidny i warto$ciowy materiat badawczy, a Kandydatka
wykazata sie ponadto doskonatg znajomoscig technik komputerowych.

Kandydatka jest autorka 10 publikacji naukowych opublikowanych w dobrych i bardzo
dobrych czasopismach naukowych, z ktérych 3 powstato w wyniku realizacji badan
doktorskich. Nalezy przytoczy¢ takze jej wskazniki scjentometryczne, ktére moga budzi¢
podziw, biorgc pod uwage mtody wiek kandydatki: tgczna warto$¢ wspétczynnika wptywu IF
wszystkich opublikowanych prac wynosi ponad 62, liczba cytowan (bez autocytowan) wynosi
64, a Indeks Hirscha jest réwny 4. Doktorantka jest ponadto wspétautorem 2 rozdziatéw w
ksigzkach opublikowanych przez prestizowe wydawnictwa miedzynarodowe. Wyniki swoich
badan kandydatka prezentowata (w formie 3 wyktadéw i 20 posteréw) podczas kilku
konferencji o zasiegu zaréwno krajowym jak i miedzynarodowym. W czasie przewodu
doktorskiego kandydatka odbyta pie¢ stazy naukowych w USA i Japonii oraz byta laureatka
trzech konkurséw stypendialnych oraz czterech nagrdd za osiggniecia naukowe.

Bioragc pod uwage powyzsze fakty z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedtozona do
oceny rozprawa spetnia ustawowe i zwyczajowe Kkryteria stawiane rozprawom doktorskim i
wnosze do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Agnieszki
Gajewicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, majac na wzgledzie ponadprzecietny dorobek kandydatki oraz jej dotychczasowa
aktywno$¢ naukowg zwracam sie takze do Wysokiej Rady z wnioskiem o wyrdznienie tej
rozprawy.



