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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Mariki Turek pt. ,, WyKkorzystanie
bioluminescencyjnych bakterii 4. fischeri w badaniach ekotoksycznosci ksenobiotykéw
jonowych i niejonowych”

Badania ekotoksykologiczne substancji chemicznych, zaréwno pojedynczych zwiazkéw jak i
ich mieszanin, stanowig dzi$ nieodzowny element oceny ryzyka $rodowiskowego
zanieczyszczet. Prowadzone na réznych poziomach organizacji biologicznej, maja za zadanie
poznanie mozliwej odpowiedzi ostrej lub chronicznej organizmow narazonych na
funkcjonowanie w skazonych ekosystemach. Szczegblng role w baterii narzedzi

wszystkich Srodowisk wodnych. Ze wzgledu na SWO0jg prostote wykonania, ale przede
wszystkim wysoki stopien standaryzacji. Dostepne komercyjnie testy takie jak Microtox®
LUMIStox™ i ToxAlert® pozwalaja na okreslenie toksycznosci badanej probki w oparciu o
pomiar zahamowania bioluminescencji. Bioluminescencja bakterii Jest Scisle zwigzana z
gestoscia ich populacji oraz stanem metabolicznym. Bakterie luminescencyjne emitujg
Swiatlo, gdy znajdujg si¢ W optymalnym dla siebie srodowisku. W warunkach normalnych
komoérki bakterii wykorzystujg 10% energii pochodzacej z metabolizmu na Swiecenie. W
obecnosci zwigzkéw toksycznych dla mikroorganizméw z uwagi na zaburzenia procesow
metabolicznych ich luminescencja jest hamowana.

Uzyskiwane wyniki badas ekotoksykologicznych, zwhaszcza te uzyskiwane za pomocg
standardowych protokoléw, staja sie takze coraz czgsciej podstawg poszukiwania
teoretycznych zaleznosci elementdw struktury chemicznej badanego zwiazku a aktywnoscig
biologiczng. Bogaty dorobek metod ilo$ciowych zaleznoéci struktura — aktywno$¢ (QSAR)
pozwala dzi§ na wyprowadzanie wiarygodnych  zaleznosci odpowiedzi testow
ekotoksykologicznych z wybranymi deskryptorami molekularnymi badanych czgsteczek
chemicznych.

Biorge powyzsze pod uwage nalezy uznaé, ze wybor tematyki pracy doktorskiej Pani mgr M,
Turek jest bardzo aktualny i wpisuje si¢ we wspolczesne trendy chemii $rodowiska, ktéra
coraz czesciej wigeza do Swojego warsztatu metodologicznego badania ekotoksykologiczne.
Rozprawa doktorska pod tytulem ,,Wykorzystanie bioluminescencyjnych bakterii 4. fischeri
W badaniach ekotoksycznosci ksenobiotykéw jonowych i niejonowych” powstata w Instytucie
Chemii Uniwersytetu Humanistyczno—Przyrodniczego im. Jana Diugosza w Czgstochowie
pod kierunkiem prof. dr hab. Piotra Balczewskiego i dr Ewy Rézyckiej -Sokolowskiej. Praca
liczy 188 stron, podzielona jest na trzy obszerne czescl (czesé literaturowa, badania wlasne,



cze$é eksperymentalna), zawiera 46 rysunkow, 35 tabel oraz odnosi si¢ do 288 pozycji
literaturowych.

W puli badanych zwigzkoéw chemicznych znalazly si¢ ciecze jonowe z grupy
halogenooctanéw, tiodioctanéw, fenoksyoctanéw i fenylotiooctanéw amoniowych, ktore
strukturalnie byly analogami wycofywanego z obiegu handlowego glifosatu, a ich
projektowanie miato na celu znalezienie alternatywnego, bezpieczniejszego herbicydu.
Badania ekotoksykologiczne nowo projektowanych cieczy jonowych wpisujg si¢ w szerszy,
obecny w $wiecie przemystu chemicznego trend ich prospektywnej oceny ryzyka, ktora
winna towarzyszy¢ kazdej strategii wprowadzania na rynek nowych preparatéw chemicznych
z zamiarem ich uzycia na masowa skale. Jednym z celow szczeg6towych przedstawionej do
recenzji pracy bylo takze zbadanie ekotoksycznoséci farmaceutycznych substancji czynnych
(API) oraz substancji pomocniczych z wykorzystaniem G(-) bakterii Aliivibrio fischeri oraz
stworzenie modeli QSAR pozwalajacych na przewidywanie aktywnosci biologicznej
zwigzkéw chemicznych z badanych grup na podstawie ich budowy a takze projektowanie
nowych jonowych zwigzkéw herbicydowych bezpiecznych dla srodowiska. Do badan
wybrano stosowane w terapii nadcisnienia tetniczego leki z grupy antagonistow receptora
angiotensyny II (ARBs) (walsartan, losartan-K i -H, irbesartan, kandesartan, telmisartan) oraz
z grupy diuretykéw (hydrochlorotiazyd), charakteryzujace sig¢ niskg rozpuszczalnoscia, ich
formulacje farmaceutyczne a takze pojedyncze substancje pomocnicze stosowane w tych
formulacjach. Zbadano toksyczno$¢ mieszanin w uktadach API-API, API substancja
pomocnicza i substancja pomocnicza-substancja pomocnicza. Dane eksperymentalne
uzyskane dla mieszanin poréwnano z przewidywanymi opartymi o dwa najczesciej stosowane
modele CA (z ang. Concentration Addition) i IA (z ang. Independent Action). Aby
potwierdzié istnienie synergistycznych lub antagonistycznych efektow, w badanych
mieszaninach obliczono wspétczynnik MDR (ang. Model Deviation Ratio), ktdry wskazuje na
odchylenie wartoéci eksperymentalnej od wartosci przewidywanej i okrefla stopief
dopasowania modelu.

Takze i w tym przypadku, wybér substancji czynnych ze wzgledu na wysokie
prawdopodobienistwo obecnosci tych zwiazkow w srodowisku byt bardzo trafny, wypetniajac
istotna luke w naszej wiedzy o oddziatywaniu lekow przeciwnadci$nieniowych na $rodowisko
wodne. Wiekszos¢ dostgpnych wynikow badan ekotoksycznosci lekéw dotyczy samych
substancji biologicznie czynnych, natomiast do srodowiska razem z nimi wprowadzane sa
takze wchodzace w sktad formulacji farmaceutycznych substancje pomocnicze, takie jak
surfaktanty, emulgatory czy konserwanty. Cz¢s¢ z nich jak np. konserwanty (ze wzglgdu na
wlasciwosci hamujace rozwéj drobnoustrojow) czy surfaktanty (jako $rodki powierzchniowo
czynne) wprowadzone do srodowiska, moga wywolywac efekty toksyczne lub jako skladniki
mieszanin zwickszaé biodostepnosé czy toksycznosé innych zwigzkéw. Wiedza na temat
toksyczno$ci substancji pomocniczych jest niewielka. Dostepne doniesienia naukowe
wykazujg, ze obecno$¢ substancji pomocniczych w mieszaninach zwigksza toksycznos¢
lekow.



Wyniki badan zostaly opublikowane w szesciu artykulach wieloautorskich, w tym w tak
prestizowych czasopismach jak Green Chemistry, Jowrnal of Hazardous Materials czy
Chemosphere. Zastanawiam sig¢, dlaczego mimo tak dobrego upowszechnienia wynikow
badan kandydatka zdecydowala si¢ na ksiazkowa forme dysertacji? Naturalnym bylaby tu
forma ,,zszywki” artykutéw z krotkim przewodnikiem. Co prawda w rozprawie zawarto
wyniki nieopublikowane, ale jak si¢ domyslam sg juz pewnie w ich trakcie i dajac sobie
troche czasu mozna bylo przyja¢ taki wtasnie model publikacji dysertacji.

Przechodzac do oceny samej rozprawy nalezy uznaé, ze wigkszo$¢ z poruszanych zagadnien,
zarébwno w zakresie studidw literaturowych jak i opisu wynikéw wiasnych przedstawiono
wystarczajaco szczegblowo 1 wyczerpujaco. Imponuje rozmach podjetych badan, ktére nie
tylko koncentrujg si¢ na profilowaniu ekotoksykologicznym badanych zwigzkéw, ale takze
obejmujg syntez¢ chemiczng, charakterystyke fizykochemiczng oraz modelowanie QSAR.
Wigkszos¢ z osiggnie¢ kandydatki nalezy oceni¢é wysoko. Najwazniejsze osiggnigcia
rozprawy to: (i) zaprojektowanie, synteza i pelna charakterystyka fizykochemiczna 24 soli
amoniowych strukturg nawigzujacych do glifosatu, (ii) pelna charakterystyka oddziatywania
toksycznego wobec V. fischeri zsyntezowanych chiralnych i niechiralnych soli, a takze
dowiedzenie, iz niektore z nich moga sta¢ si¢ atrakcyjng, nietoksyczng alternatywg dla dotad
stosowanych herbicydéw, (iii) potwierdzenie efektu wzrostu toksycznosci wraz z
wydluzaniem lancucha alkilowego oraz wykazanie, iz moze ona takze rosngé wraz ze
zwickszaniem liczby atoméw chloru w  grupie fenylowej zsyntezowanych
chlorofenoksyoctanéw, (iv) opracowanie i potwierdzenie uzytecznosci modyfikacji
standardowego protokotu Microtox® do oceny ekotoksykologicznej stabo rozpuszczalnych
API, (v) dowiedzenie wystgpowania szeregu efektéw antagonistycznych i synergistycznych w
badanych mieszaninach oraz skuteczne zastosowanie modeli dzialania toksycznego do
predykcji oddzialywania zsumowanego lub niezaleznego. oraz (vi) wyprowadzenie zaleznosci
QSAR pomigdzy toksycznoscia a wybranymi deskryptorami molekularnymi dla cieczy
jonowych oraz antagonistéw receptora angiotensyny IL

Analiza wynikow otrzymanych z wykorzystaniem zaproponowanej metody rodzi takze pewne
pytania. Otrzymane dla niektérych srodkow farmaceutycznych /formulacji wartodci EC50 sa
bardzo wysokie np. dla masa tabletkowa TEL (Telmizek) ok. 20 g/l po 5 minutowej
ekspozycji ok. 16 g/l przy 15 minutowej ekspozycji (Tabela 19). Czy zdaniem autorki taka
gestosé zawiesiny nie zaburza pomiaru bioluminescencji. Czy nie rozwazano, podobnie jak to
jest w przypadku protokolu Microtox® Solid Phase Test, wprowadzenia do procedury
wykonywania testu filtracji prébek po ekspozycji bakterii na badane zwigzki. Czy wg
Doktorantki jest mozliwe, ze za obserwowany efekt toksyczny odpowiada frakcja
rozpuszczona leku i substancji pomocniczych? Czy wykonywano takie testy dla pordwnania?

Ponadto test zahamowania bioluminescencji nie moze by¢ jedynym testem stosowanym do
oceny ekotoksycznosci zwigzkéw/mieszanin. Moze on by¢ stosowany jako test o charakterze
przesiewowym, wstepnym, w celu poréwnania toksycznosci zwiazkoéw z tej samej grupy, do
budowania modeli QSAR jednakze dla rzetelnej oceny ekotoksycznosci substancji i
uzyskania pelnej informacji o ryzyku zwigzanym z obecnoscig badanych zwigzkow w



srodowisku rekomenduje si¢ stosowanie baterii testow z wykorzystaniem organizmow
reprezentujacych rézne ogniwa lancucha troficznego 1 rézne poziomy organizacji
biologicznej. Wskazaniem do stosowania tego typu podejscia jest rozny mechanizm dziatania
substancji chemicznych w tym zwiazkéw aktywnych biologicznie na organizmy niecelowe a
takze rozna wrazliwo$¢ organizmdow na zanieczyszczenia.

W pracy natknglem si¢ tez na kilka bledow i uchybien, m.in.: (i) w prezentacji danych
liczbowych zastosowano jako separator dziesietny kropke a nie, jak to powinno byé w
konwencji tekstow polskojezycznych, przecinek, (ii) aniony PFe, BFs blednie nazwano
strukturami organicznymi, (iii) niescistoscia jest takze stwierdzenie, ze w literaturze brak jest
szczegolowych badan dotyczacych biodegradacji cieczy jonowych, (iv) zrédta literaturowe w
opisach rysunkéw poprzedza stowo ,thumaczenie” co jest pewnie jakim$ systemowym
bledem redakcyjnym, (v) blgdnie nazwano anion bis(trifluorometylo-sulfonylo)imidkowy
jako -imidowy, (vi) w pracy pojawia si¢ termin ,,ilo$ciowa zalezno$¢ matematyczna”, ktory
nie ma wigkszego sensu.

Powyzsze pytania 1 watpliwosci nie sg bardzo istotne i w Zadnej mierze nie podwazajg jakosci
prezentowanych wynikéw badan naukowych i mojej pozytywnej ich oceny. Podsumowujac,
twierdze, ze cel pracy zostal zrealizowany a sama rozprawa zawiera solidny i warto$ciowy
materiat badawczy. Kandydatka wykazala sie przy tym znajomosciag warsztatu
ekotoksykologicznego, syntetycznego i analitycznego.

Kandydatka jest autorka 10 publikacji naukowych opublikowanych w czasopismach
recenzowanych oraz 4 zgtoszen patentowych. Kierowata tez projektem Preludium NCN oraz
byla laureatkg programu L.’Oréal Dla Kobiet i Nauki w 2020 roku.

Biorac pod uwage powyzsze fakty z przekonaniem twierdze, ze oceniana dysertacja doktorska
spelnia ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom i wnosze do Rady Dyscypliny
Nauki Chemiczne Uniwersytetu Humanistyczno-Przyrodniczego im. Jana Diugosza w
Czegstochowie o dopuszczenie mgr Mariki Turek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.





