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L Tematyka rozprawy

Temat przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej dotyczy konsekwencji
dzialania opodzniaczy palenia lub inaczej uniepalniaczy (FR, ang. flame retardants)
w komorkach ukladu odpornosciowego. Obecnie wiadomo, ze opdzniacze palenia w znaczgcy
sposob wplywaja na organizmy zwierzat i ludzi jednak ich dzialanie w stosunku do komoérek
uktadu odpornosciowego jest szerzej nieznane. Tak wigc rozprawa bedaca zbiorem publikacji
stara si¢ uzupekic istniejacg luke badawcza.

Doktorantka w dwéch artykulach (jeden przegladowy IF?%23=8.2, pkt. MEiN=200
oraz jeden badawczy IF?9%°=8 0, pkt. MEiN=200) oraz dwéch manuskryptach (oba badawcze
[F?2=9.7, pkt. MEiN=140 i IF?*=69, pkt. MEiN=140) stara si¢ przedstawié
immunotoksyczne dzialania tetrabromobisfenolu-A (TBBPA), bisfenolu-A (BPA), eteru
oktabromodifenylowego (DecaBDE), tris(2-butoksyetylo)fosforanu (TBEP) i fosforanu
tricylosowego (TCP). Calo$¢ rozprawy jest spdjna tematycznie i pasuje do zaproponowanego
tytulu rozprawy.

Pierwszy z artykutow (Leila Khani, Leonardo Martin, Lukasz Pulaski, Cellular and
physiological mechanisms of halogenated and organophosphorus flame retardant toxicity.

Science of the Total Environment 2023, 897:165272. DOI: 10.1016/j.scitotenv.2023.165272)

to kompleksowy przeglad toksyczno$ci FR, zaréwno halogenowanych jak i fosforowych, %
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organizmy zwierz¢ce i komorki ludzkie. Autorka podkresla, ze FR ktore byly niegdys
uwazane za stosunkowo nietoksyczne, obecnie posiadaja opisany negatywny wplyw na wiele
procesOw biologicznych. Doktoranta we wlasciwy sposéb akcentuje mechanizmy dziatania
FR na poziomie komoérkowym ktére bardzo czesto wynikaja z ich silnej lipofilnoéci. Praca
opisuje jak FR zaburzaja struktur¢ blon komérkowych i1 kluczowych elementéw szlakéw
sygnatlowych. Autorka nast¢pnie opisuje, jak takie zaburzenia przekladaja si¢ na poziom
organizmu wplywajagc na dysfunkcje hormonalne, zaburzenia metabolizmu oraz negatywne
efekty w funkcjonowaniu uktadu rozrodczego i odpornosciowego. Podsumowujac, publikacja
stanowi obszerng syntez¢ dotychczasowych badan nad toksyczno$ciag FR, przedstawiajac
wspolne mechanizmy dzialania réznych zwigzkéw. Publikacje wyr6znia kompleksowos¢,
rzadko spotyka si¢ przeglad laczacy oba typy FR i opisujacy ich efekt na wielu poziomach
organizacyjnych. Autorka stusznie zwraca uwage, ze pomimo chemicznego zréznicowania
rézne FR oddzialuja na podobne cele biologiczne. Ta holistyczna prezentacja istniejacego
stanu wiedzy oraz wskazanie luk poznawczych sprawia, ze praca wnosi istotny, oryginalny
wklad do literatury przedmiotu i stanowi bardzo dobre wprowadzenie do dalszych badan
doktorantki.

Drugi z artykuléw (Leila Khani, Maciej Studzian, Leonardo Martins, Michal
Gorzkiewicz, Lukasz Putaski, Tetrabromobisphenol A, but not bisphenol A, disrupts plasma
membran¢ homeostasis in myeloid cell models — A novel threat from an
establishedmpersistent organic pollutant, Science of the Total Environment 2025,
961:178284. DOL: 10.1016/j.scitotenv.2024.178284) jest praca badawcza poréwnujaca wptyw
TBBPA i BPA na fizykochemiczne wiasciwosci blon komérkowych uktadu odpornosciowego
linii takich jak HL-60, THP-1, Mono Mac 6. Gléwnym odkryciem jest to, Ze ekspozycja na
TBBPA a nie na BPA, prowadzi do zaburzenia stanu bton komérkowych. TBBPA znaczaco
zwigksza rotacyjny i boczny ruch lipidéw w blonach plazmatycznych podnoszac ich ptynnos¢
1 obnizajagc ogdlng polaryzacje oraz uporzadkowanie lipidow. Co interesujace, w blonach
wewngtrznych tych samych komoérek obserwowano odwrotng tendencj¢. W przeciwienstwie
do tego co powodowalo TBBPA, BPA przy podobnym stgzeniu nie wykazywat zadnego
istotnego wptywu na wlasnosci blon. Autorka wnioskuje, Ze blona komérkowa makrofagéow

i innych komorek odpornosciowych moze by¢ nowym celem toksycznego dziatania TBBPA.M
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Odkrycie doktorantki jest istotne, poniewaz wskazuje na wezesniej niewystarczajaco poznany
mechanizm toksyczno$ci Srodowiskowej TBBPA bazujacy na zaburzeniach fizycznych
wlasciwosci bton komorkowych ukladu odporno$ciowego. W literaturze znalezé mozna
doniesienia sugerujace wplyw TBBPA na dzialanie blony komoérkowej jednak, zadna
z wcezesniejszych publikacji nie dokonuje poréwnania TBPPA i BPA oraz nie omawia
mechanizmu glebie;j.

Trzecia przedstawiona do recenzji praca stanowigca manuskrypt (Leila Khani,
Maciej Studzian, Leonardo Martin, Lukasz Pulaski, The brominated flame retardant
DecaBDE inhibits low-density lipoprotein macropinocytosis in human M2 macrophages,
Archives of Toxicology — manuskrypt w ocenie) opisuje dziatanie powszechnie stosowanych
bromowanych opézniaczy palnoéci (BFRs, ang. brominated flame retardants) takich jak
DecaBDE, TBBPA i heksabromocyklododekan (HBCD) na metabolizm lipidéw ludzkich
pierwotnych makrofagéw. Autorka wykazala, ze w stezeniu 5 pM DecaBDE i HBCD silnie
hamujg pochlanianie lipoproteiny LDL przez makrofagi populacji M2. Doktoranta sugeruje
ze, efekt ten nie byl spowodowany bezposrednim blokowaniem kanatéw endocytozy LDL,
lecz wynikal z zaburzenia ekspresji genéw kodujgcych elementy szlaku makropinocytozy
1 wptywem na kinaz PI3Ky, Akt3, WNKI1 i SGK1. Eksperymenty wykazat, ze DecaBDE
hamuje pobieranie duzych czastek typowych dla makropinocytozy, podczas gdy nie wplywa
na endocytoze zalezng od receptoréw ani na fagocytoze bakterii. W poréwnaniu do innych
BFRs zauwazono slabszy efekt dla HBCD oraz brak dzialania dla TBBPA. Podsumowujac
Autorka wykazala, Zze DecaBDE moze zaklocaé homeostaze lipidowa organizmu poprzez
zahamowanie alternatywnej $ciezki pobierania cholesterolu przez makrofagi. Odkrycie to jest
istotne w kontek$cie miazdzycy i chordb cywilizacyjnych zwigzanych z akumulacjg lipidéw.
W literaturze znalez¢ mozemy doniesienia, ze DecaBDE sprzyja formowaniu sie komérek
piankowatych poprzez wzrost ekspresji TLR4 i pobieranie LDL, jednak badania Doktorantki
uzupelniaja ten obraz pokazujac, ze jednocze$nie DecaBDE hamuje alternatywng droge
makropinocytozy LDL. Tym samym praca przedstawia oryginalny mechanizm
immunotoksycznego dzialania BDE-209, komplementarny do dotychczas znanych efektow.
Nowatorskie jest zwlaszcza badanie wptywu DecaBDE na makropinocytoze w komérkachl ),

odporno$ciowych, co nie byto wczesniej opisywane. ’
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Czwarta przedstawiona do recenzji praca stanowigca manuskrypt (Leila Khani,
Maciej Studzian, Leonardo Martin, Lukasz Pulaski, TBEP and TCP impair metabolic and
immune functions in human macrophages: a novel redox-related activity with potential
immunotoxic consequences, Environment International — manuskrypt w ocenie) bada wptyw
dwoch fosforowych FR takich jak TBEP i TCP na funkcje metaboliczne i odporno§ciowe
ludzkich makrofagéw. Wbrew powszechnemu pogladowi, ze FR wywolija efekty
prooksydacyjne, autorka wykazuje, ze TBEP i TCP powoduja obnizenie produkcji
reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species) w ludzkich pierwotnych
makrofagach. Efekt ten zachodzi szybko i nie wynika ani z bezposredniego wychwytu ROS,
ani ze zwigkszenia ekspresji enzymow antyoksydacyjnych. Badania doktorantki wykazaty, ze
TBEP i1 TCP nie hamujg aktywno$ci NADPH-oksydaz, ale indukuja hiperpolaryzacj¢ blony
mitochondrialnej przy niezmienionym poziomie nadtlenku superoxydu w macierzy
mitochondrium. Skutkiem tych zaburzen bylo wyrazne ostabienie kluczowych funkcji
makrofagéw. TCP zmniejszyl dwukrotnie st¢zenie ATP w cytoplazmie i praktycznie
zahamowal uwalnianie nadtlenku wodoru do §rodowiska zewnatrzkomoérkowego. Mimo zZe
fagocytoza bakterii pozostala niezmieniona, TCP drastycznie ograniczyl zdolno$¢
makrofagéw do zabijania pochlonietych bakterii Staphylococcus aureus. Efekty te
zaobserwowano przy stezeniach rz¢du kilku mikromoli, istotnych z punktu widzenia realnego
narazenia. Wyniki podkreslaja nowy mechanizm immunotoksyczny dziatania TBEP i TCP
1 zaburzenie homeostazy redoks oraz funkcji antybakteryjnych makrofagéw. W literaturze
brakuje wczesniejszych doniesien o takim dziataniu TBEP lub TCP na komorki ukiadu
immunologicznego. Stwierdzenie, ze te zwiazki wykazuja dzialanie przeciwoksydacyjne w
makrofagach, stanowi zatem oryginalny wklad. Autorka stusznie zauwaza ze mechanizm ten

nie byl wczesniej opisany dla badanych FR.

II. Ocena wiedzy teoretycznej doktorantki
Rozprawa pani mgr Leili Khani Khouzani przedstawia obszerny przeglad literatury
dotyczacej opozniaczy palenia (publikacja nr 1). Autorka doktadnie opisuje charakterystyke
FR, ich podzial chemiczny oraz cel stosowania, a takze skalg¢ ich produkcji i zanieczyszczen

srodowiskowych. Doktorantka przedstawia rodzaje FR (bromowane, fosforanowe itp.) j
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przyklady (np. DBDE, HBCD, TBBPA, TCP), co §wiadczy o aktualnosci i rzetelnosci wiedzy
teoretycznej. W rozdziale dotyczacym ukladu odporno$ciowego autorka wyjasnia jego
funkcje oraz podkresla znaczenie rownowagi mi¢dzy nimi dla zdrowia czlowieka (publikacja
nr 1). W pracy zauwazono, ze wptyw FR na ukfad odpornoéciowy jest dotychczas stabo
poznany, co uzasadnia postawienie pytan badawczych w tym zakresie. Szerokie siegniecie do
najnowszych Zrédet oraz jasne osadzenie tematu w kontekécie immunotoksyczno$ci $wiadcza

o gruntownej wiedzy teoretycznej doktorantki.

III.  Ocena umiejetno$ci prowadzenia samodzielnej pracy naukowej

Doktorantka przedstawita jasno sformutowany problem badawczy i cel pracy ktérym
bylo zbadanie skutkéw dziatania réznych FR na komorki uktadu odpornosciowego. W mojej
ocenie dob6r modeli eksperymentalnych byl uzasadniony. Doktorantka powadzila badania
zaréwno na liniach komérkowych uktadu odpornosciowego (HL-60, THP-1, Mono Mac 6),
jak 1 na makrofagach izolowanych od pacjentdw. Przyjete stezenia zwigzkéw sg doéé wysokie
ale jednak wystarczajaco bliskie poziomom stwierdzanym w Srodowisku. Zastosowanie
odpowiednich kontroli (rozpuszczalnik DMSO) czy zwigzkéw odniesienia (poréwnanie
TBBPA z BPA) wskazuje na rzetelne podejscie eksperymentalne. Autorka wykorzystata
zaawansowane techniki pomiarowe i moge¢ jednoznacznie stwierdzié, ze doktorantka zna
bogaty zaséb technik badawczych. W publikacji 2 mgr Leili Khani Khouzani wykorzystata
bogaty zas6b metod fluorescencyjnych. W przedlozonym do oceny manuskrypcie 1
przeprowadzono pomiary endocytozy, natomiast w manuskrypcie 2 doktorantka wykonywata
pomiary ROS, polaryzacji mitochondrialnej, poziomu ATP oraz zdolno$ci makrofagéw do
zabijania bakterii. Uwazam, Zze wyniki analizowano przy uzyciu odpowiednich technik
statystycznych, zwracajac uwag¢ na spdjno$¢ z hipotezami. Przykladowo, hamowanie
pochtaniania LDL przez DecaBDE wykazano za pomocg réznych metod oraz doktorantka
wykorzystywala szeroka game inhibitoréw makropinocytozy. Sposéb prowadzenia badat,
kompleksowa analiza danych i wiarygodne wnioskowanie potwierdzajg zdolno§é doktorantki

do sambdzielnej pracy naukowe;j.

IV.  Ocena oryginalnosci wkladu naukowego
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Przedstawiona rozprawa zawiera liczne oryginalne ustalenia. W punkcie I niniejszej
recenzji staratem si¢ podkresli¢ najwazniejsze z nich. Nowatorskie jest m.in. zastosowanie w
immunotoksykologii zaawansowanych metod biofizycznych do badania wplywu FR na
struktury komorkowe. Badania doktorantki, wykazaly ze TBBPA specyficznie zwigksza
mobilno$¢ lipidow w blonie plazmatycznej monocytéw, obnizajac polaryzacje blony czego
nie obserwowano dla podobnego chemicznie BPA. W manuskrypcie 1 (trzecia
z przedstawionych do oceny prac) po raz pierwszy opisano zjawisko, wpltywu DecaBDE oraz
HBCD na hamowanie makropinocytozy - lipoproteiny LDL w makrofagach M2. Uzyskane
wyniki majg istotne zaniecanie z medycznego punktu widzenia. Wazng innowacja ocenianej
rozprawy jest takze wykazanie, ze niektore fosforanowe FR (TBEP, TCP) dzialaja nietypowo
a w szczegolnosci zmniejszajg produkcje ROS w makrofagach przez mechanizm zwigzany
z hiperpolaryzacja mitochondriow. W  szczegdlnosci TCP  znaczaco obniza
wewngtrzkomérkowy poziom ATP i produkcje¢ nadtlenku wodoru, rownoczesnie hamujac
bakteriobdjcze zdolno$ci makrofagéw. Te wyniki otwieraja nowe perspektywy badawcze
dotyczace czynnikow immunotoksycznych FR. Bazujac na wiedzy recenzenckiej oraz
przedstawionych do oceny publikacji i manuskryptéw uwazam Ze wyniki doktorantki sg

oryginalne i wnosza istotng wiedze¢ w poznanie mechanizmu dziatania FR.

V. Uwagi, pytania i sugestie

Uwaga 0golng do catosci zbioru prac pani mgr Leili Khani Khouzani jest to Ze
wszystkie przedstawione publikacje i manuskrypt sa bardzo estetyczne a przygotowane
schematy w znaczacym stopniu ulatwiajg zrozumienie przedstawionych tresci. Ogodlng
sugestia do wszystkich badan dotyczacych FR jest to aby w przyszlo§ci doktorantka
rozwazyla uzywanie pozywek hodowlanych bez czerwieni fenolowej oraz surowicy
pozbawionej hormonéw steroidowych (CH-FBS, ang. charcoal stripped fetal bovine serum).
Czerwien fenolowa jest znanym estrogenem. Ponadto, standardowa surowica jest bogata w
rézne hormony steroidowe a w przypadku FR ktére sg znanymi zwigzkami zaburzajacymi
hormonalng réwnowage organizmu (EDCs, ang. endocrine-disrupting chemicals) moze to
wplywaé na wyniki badan. Jest to szczegélnie istotne w przypadku szlakéw molekularnych
z ktorymi estrogeny lub androgeny mogg interferowaé takimi jak np. PPARs, AhR, WNT itp.
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Na badane w niniejszej rozprawie mechanizmy nie ma to istotnego wpltywu poniewaz s3 to
procesy niezalezne od steroidéw. Dodatkowo, komorki ukladu immunologicznego maja
bardzo niska ekspresj¢ receptoréw estrogenowych i androgenowego. Chcialbym to jednak
zaznaczy¢ gdyby doktorantka planowata kontynuowaé badania nad glebszymi szlakami
molekularnymi lub na innych typach komoérek. Ponizej zamieszczam szczegblowe uwagi

i sugestie do poszczegdlnych publikacji i manuskryptow.

Publikacja 1

W przypadku publikacji 1 bedacej przegladem badan dotyczacych FR nie mam
istotnych uwag. Uwazam, ze wybor publikacji do przegladu jest wlasciwy. W kontekscie
calosci rozprawy oczywisty jest przeglad publikacji dotyczacych ukladu immunologicznego
natomiast ciekawi mnie dlaczego drugim z omawianych uktadow jest uktad rozrodczy. Czy

mogibym prosi¢ o uzasadnienie tego wyboru?

Publikacja 2

e W publikacji nr 2 doktorantka prowadzila swoje badania tylko na liniach
biataczkowych (HL-60, THP-1, MM6), czy rozwazane byly lub beda prowadzone
podobne badania na komérkach prawidtowych?

e Doktorantka badala wptyw TBBPA uzywajac sond fluorescencyjnych. Ja w swoich
badaniach z 2016 roku (Szychowski KA, Rybczynska-Tkaczyk K, Leja ML,
Wéjtowicz AK, Gminski J. Tetrabromobisphenol A (TBBPA)-stimulated reactive
oxygen species (ROS) production in cell-free model wusing the 2'7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA) assay-limitations of method.
Environ Sci Pollut Res Int. 2016, 23(12):12246-52. doi: 10.1007/s11356-016-6450-6)
wykazalem, ze sonda fluorescencyjna jaka jest H;DCFDA spontanicznie reaguje
z TBBPA wywolujac fluorescencje bez obecno$ci komoérek. Czy doktorantka
sprawdzata interakcje miedzy TBBPA a uzywanymi w badaniach sondami?

e Uzyte stezenie 25 pM jest do§¢ wysokie, ale uzasadnione w kontekscie figur 2, 3 i 4.
Natomiast czy doktorantka moze si¢ odnie§¢ do stezen spotykanych w organizny

czlowieka? Jaki jest to zakres stezeh i zawarto§ci?
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W przyszlo$¢ doktorantka moglaby zbada¢ wplyw TBBPA na syntezg cholesterolu
i jego metabolizm, moze to wplywaé na organizacj¢ mikrostruktur lipidowych, co

pomogloby wyjasni¢ mechanizm zwigkszonej ptynnosci blony.

krypt 1

Uwazam zZe w manuskrypcie mozna by odwola¢ si¢ do wczesniejszych badan
dotyczacych nasilenia pobierania lipoprotein przez DecaBDE ktore bylo zalezne od
receptora TLR4. Czy doktorantka moglaby si¢ odnie§¢ do badan Zhi
1 wspolpracownikow? (Hui Zhi, Jiang-Ping Wu, Lin-Ming Lu, Yan Li, Xiao-Yun
Chen, Jun Tao, Bi-Xian Mai. Decabromodiphenyl ether (BDE-209) enhances foam
cell formation in human macrophages via augmenting Toll-like receptor 4-dependent
lipid uptake. Food Chem  Toxicol. 2018 Nov:121:367-373. doi:
10.1016/j.£ct.2018.09.024.)

W manuskrypcie wykorzystywano st¢zenie 5 pM nie wydaje si¢ ono wysokie jednak
czy sprawdzano ewentualna toksyczno$¢ tego stezenia dla komoérek? Czy byty
wykonywane badania optymalizacyjne, lub bazowano na wcze$niejszych badaniach
wiasnych?

W pracy wykonano jedynie badania ekspresji mRNA genéw. Na tej podstawie silne
wnioskowanie jest kontrowersyjne poniewaz mRNA nie ma pelnego przelozenia na

powstajace biatka. Czy doktorantka planuje wykona¢ w przyszlosci badania ekspresji
biatek?

Manuskrypt 2

8|Str

Podobnie jak w przypadku publikacji 2 czy doktorantka sprawdzila czy badane
zwigzki wchodzg w interakcje z sondami fluorescencyjnymi?

Aby lepiej wyjasni¢ mechanizm dziatania TBEP i TCP nalezaloby wykona¢ glebsze
zbadanie szlakéw molekularnych. Czy doktorantka moze zaproponowac¢ biatka lub

szlaki molekularne ktére nalezaloby zbada¢ w przyszlosci?

ona

Fal
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VL.  Wnhniosek koncowy
Na podstawie dokonanej oceny stwierdzam, ze rozprawa spelnia wymogi naukowe i
formalne. Praca jest merytorycznie dobrze udokumentowana, a przeprowadzone badania
posiadajg znaczaca warto§¢ poznawcza. Zgodnie z art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce wnioskuj¢ do Rady Naukowej o dopuszczenie pani
mgr Leili Khani Khouzani do dalszych etapéw postepowania ws. nadania stopnia doktora w

dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne.

VII. Wyréznienie
Uwazam, Ze rozprawa charakteryzuje si¢ wysoka warto§cig naukows i oryginalnym wkladem
w badania immunotoksycznosci opdzniaczy palenia, co uzasadnia przyznanie jej wyréznienia.
W $wietle powyzszego wnioskuj¢ do Rady Naukowej o przyznanie wyréznienia rozprawie

doktorskiej pani mgr Leili Khani Khouzani.

Rzeszéw, 4.42.2025
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