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Recenzja
osiggniecia naukowego i catoksztattu dorobku naukowego
dr Anny Marii Barbasz
W postepowaniu o nadaniu stopnia doktora habilitowanego

Dane biograficzne

Dr n. biologicznych Anna Barbasz jest absolwentkg Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ.
Tytut magistra uzyskata na podstawie pracy pt ,Badanie wigzania wielkoczasteczkowego kininogenu
do powierzchni komérek mysich makrofagéw RAW 264. 7°, wykonanej w Zakiadzie Biochemii
Analitycznej. W tej samej jednostce wykonywata prace doktorska. Stopien dr n. biologicznych
uzyskata na podstawie pracy pt. ,Adsorpcja i aktywacja uktadu produkciji kinin na powierzchni
monocytéw i makrofagow”. Promotorem obydwu prac byt prof. dr hab. Andrzej Kozik.

Po uzyskaniu stopnia doktora w roku 2009 Kandydatka zostata zatrudniona na etacie adiunkta w

Instytucie Biologii Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej w Krakowie, gdzie
pracuje do chwili obecnej.

Ocena osiggniecia naukowego

Jako podstawe do ubiegania sig o stopieri doktora habilitowanego dr Anna Barbasz przedstawita
osiggniecie naukowe pt: ,Biochemiczne aspekty cytotoksycznosci nanoczastek srebra i ziota”.

Na ,Osiagnigcie” sktada sie cykl siedmiu publikacji oryginalnych, opublikowanych w latach 2015-2018,
prezentujacych wyniki oceny cytotoksycznosci nanoczastek srebra i ziota oraz ich prekursorow w
dwoch modelach: ludzkich komérkach nowotworowych oraz kalusie pszenicy. Prace zostaty
opublikowane w czasopismach o migedzynarodowym zasiegu. Ich sumarycznym wspofczynnik
oddziatywania IF wynosi 14, 556.
tacznie wszystkie prace przedstawione jako osiggniecie byty cytowane 40 razy. W szeéciu artykutach
kandydatka jest pierwszym autorem, a w trzech korespondencyjnym. Swoj wkiad w powstanie tych
prac ocenia na 30-75%. Potwierdzajg to w swoich deklaracjach wspétautorzy, choé wydaje sie, ze
przynajmniej w pracach A1, A2 i A5 wkiad dwoch pierwszych autoréw jest réwno cenny.
Prezentowany cykl prac bedacy osiggnieciem naukowym jest zasadniczo spéjny tematycznie i
koncentruje sig na ocenie cytotoksycznosci réznych form nanoczastek srebra (AgNPs) i ich
prekursoréw oraz niektorych parametréw, ktore moga by¢ powigzane z efektem cytotoksycznym.
Jedna praca dotyczy nanoczastek ztota.



Nie podjeto proby blizszego wyjasnienia mechanizmu cytotoksycznosci a jej ocene, z jednym
wyjgtkiem, oparto wylacznie na tescie MTT.

Jako modele badawcze zastosowano dwie linie komérkowe wywodzace sie z histiocytowego
chioniaka U-937 i ludzkiej ostrej biataczki promielocytowej HL-60. Obydwie linie pod wptywem
odpowiednich stymulatoréw takich jak octan mirystynianu forbolu (PMA), a takze zwigzki polarne takie
jak dimetylosulfotlenek (DMSO) réznicujg sie do komorek, ktére wykazujg fenotypowe i funkcjonalnie
podobienstwo do makrofagéw i/lub granulocytdw i monocytow.

Dr Barbasz w swoich badaniach wykorzystata PMA i DMSO do réznicowania w kierunku makrofagow,
granulocytow i monocytéw. W przedstawionej pracy [A1] nie podano jednak Informacji na temat
weryfikacji réznicowania i zywotnosci komérek po stymulacii.

Ocena cytotoksycznosci zostata przeprowadzona jak wyzej wspomniano w odniesieniu do wszystkich
testowanych form nanoczasteczek iich prekursoréw z wykorzystaniem bromku 3- (4,5-dimetylotiazol-
2-ilo) -2,5-difenylotetrazoliowego (MTT) wg nieco zmodyfikowanego protokotu. Istniejg dane
wskazujgce, ze nanoczastki srebra mogg absorbowaé sél tetrazolowg, modyfikowaé aktywnosé
katalityczng dehydrogenaz i wptywaé na pomiar spektrofotometryczny [Riaz-Ahmed et al. 2017].
Sugerowane sg rézne rozwigzania, tego problemu, Wirowanie przed odczytem zastosowane przez
Habilitantke mogto czesciowo te problemy wyeliminowaé. Tym niemniej interpretacja
prezentowanych wynikow, wymaga duzej ostroznosci, a w przysziosci ew weryfikacji.

Porownujac oddziatywania, réznych pod wzgledem prekursora i reduktora uzytego do syntezy,
nanoczatek srebra na przezycie komérek nie zréznicowanych i zréznicowanych Habilitantka
stwierdzita wigksze wskazniki przezycia w przypadku komarek zréznicowanych.  AgNPs zwigkszaty
takze w wigkszym stopniu w komoérkach niezréznicowanych poziom tlenku azotu oceniany na
podstawie pomiaru stezenia azotyndéw i poziomu GSH co ew moze $wiadczy¢ o aktywacji syntazy
tlenku azotu i zwigkszeniu ochrony antyoksydacyjne;j.

Poréwnanie cytotoksycznosci nanoczastek srebra i ich prekursoréw wskazato na mniejsza
cytotoksycznosc tych pierwszych, zaréwno w promonocytach jak i promielocytach i wywodzacych sig z
nich monocytach, makrofagach i granulocytach na co wskazywaty wartosci LDs,. Nie jest jasne
dlaczego Habilitantka zdecydowata sig na obliczanie tego wiasnie parametru, ktory odnosi sie
zasadniczo do badan in vivo z wykorzystaniem zwierzat doswiadczalnych. Bardziej adekwatna do
badarn komérkowych bytaby wartos¢ ICs,. Ponadto w przypadku prekursoréw stwierdzono wigkszy
poziom azotynéw mierzonych odczynnikiem Griessa w poréwnaniu z nanoczgsteczkami srebra [A2].
Nalezy jednak zauwazy¢, ze i ta metoda moze prowadzi¢ do nieprawidtowej oceny poniewaz
nanoczastki srebra zakiocajg odczyt spektrofotometryczny. Tak wiec nizsze poziomy azotynoéw po
traktowaniu komérek nanoczasteczkami srebra mogg wynikaé z interferencji z odczynnikiem. Ta sama
uwaga moze dotyczy¢ pozioméw azotyndéw oznaczanych po traktowaniu komérek nanoczgsteczkami
ztota [AS]. Mozna przyja¢, ze Habilitantka modyfikujac protokdt oznaczenia w pewnym stopniu
zapobiegta temu efektowi.

W kolejnym etapie [praca A3] oceniano, jaki wptyw na cytotoksyczno$¢ niestymulowanych komérek
obydwu linii komérkowych maja takie parametry jak czynniki stabilizujgce zaadsorbowane na
powierzchni nanoczgstek i ich fadunek powierzchniowy.



W odniesieniu do oceny tych efektow wykorzystano najszerszy zestaw analiz, co w wigekszym stopniu
niz w pozostatych pracach uzasadnia tytut ,Osiggniecia”. Poza testem MTT oraz oceng poziomu
azotynow, oznaczono poziom LDH w medium hodowlanym, aktywnos$¢ SOD oraz catkowity aktywnos¢
antyoksydacyjng (test DPPH), peroksydacje lipidow mierzong poziomem TBARS oraz prozapalnej
interleukiny 1L-6. Uzyskane wyniki wskazywaty na mniejszg cytotoksycznosé nanoczgstek dodatnio
natadowanych w poréwnaniu z nanoczgsteczkami obdarzonych fadunkiem ujemnym, co potwierdzita
poza testem MTT, zwigkszona aktywno$¢ LDH w medium hodowlanym. Wzrost poziomu IL-6 mogt
dowodzi¢, ze wigksza toksyczno$¢ nanoczastek otrzymanych przy uzyciu borowodorku sodu (tadunek
ujemny) mogta wigzac sie z ich dziataniem prozapalnym (wzrost IL-6). Wiekszg cytotoksycznosé
wykazywaty takze nanoczastki srebra funkcjonalizowane cysteing o zmiennym w zaleznosci od pH
tadunku [A4]. Te obserwacje dostarczajg cennych informacji na temat powigzania sposobu
przygotowywania nanoczgstek srebra z ich efektem cytotoksycznym.

W dwéch ostatnich pracach cyklu sktadajgcego sie na ,Osiggniecie” przedstawiono wyniki badan
dotyczacych oddziatywania AgNPs na komorki roslinne na przyktadzie kalusa pszenicy. Wykorzystujgc
stezenia AgNPs oraz jonéw srebra podobne do tych, jakie stosowano w ludzkich komérkach
nowotworowych oceniano morfologie komérek roslinnych, marker stresu osmotycznego proline,
peroksydacije lipidow oraz aktywnos$¢ enzymoéw anty-oksydacyjnych.

Uzyskane wyniki wskazywaty na podobne do komérek ludzkich oddziatywanie AgNPs i jonéw srebra w
komoérkach roslinnych i jednoczesnie sugerowaty, ze ich podtozem moze byé stres oksydacyjny.
Poréwnanie komorek kalusa podatnych i nie podatnych na stres nie wykazato miedzy nimi istotnych
réznic w ocenianych parametrach. Jednak negatywnie natadowane nanoczastki srebra byty znaczaco
bardziej toksyczne dla komérek podatnych na stres. Tym samym Kandydatka udowodnita, ze tadunek
powierzchniowy ma istotne znaczenie w cytotoksycznym dziataniu AGNPs zaréwno w odniesieniu do
ludzkich komérek nowotworowych jak i prawidiowych roslinnych.

Podsumowanie osiaggniecia

Mimo szerokiego stosowania aktywno$¢ biologiczna nanoczastek srebra i ziota ciggle jest
poznawana. Wiele czynnikoéw zwigzanych z przygotowaniem NPs moze mie¢ wptyw na ich
cytotoksycznos¢. Uwzglednienie réznych aspektéw przygotowania AgNPs oraz ich wiasciwosci takich
jak tadunek powierzchniowy w ocenie cytotoksyczno$ci w modelach ludzkich komérek
nowotworowych, w tym poddanych procesowi réznicowania oraz komérkach roslinnych to niewatpliwie
najwigkszy atut prac przedstawionych, jako ,Osiggniecie”. Uzyskane dane przyczyniajg sie do
poszerzenia wiedzy o elementach, ktére moga mie¢ wptyw na efekt dziatania nanoczastek srebra i
ziota i stanowig indywidualny wkiad dr Anny Barbasz w rozw6j badan w rej dziedzinie. Wymienione w
tytule aspekty biochemiczne wymagajg jednak pogtebionej analizy i ostrozne; interpretacji. W tej
pogtebionej analizie warto bytoby tez uwzgledni¢ komérki prawidiowe. Jest to zwigzane z odmienng
rolg czynnika Nrf2 w ekspresji genéw kodujacych enzymy anty-oksydacyjne w komérkach
prawidtowych i rakowych.



Ocena dorobku naukowego

Na ogoIny dorobek naukowy dr Barbasz sktada sie 18 artykutow oryginalnych o dosyé zréznicowanej
tematyce oraz jednej pracy z zakresu psychologii. Siedem z nich zostato wigczonych w skiad
osiggnigcia. Czgs¢ z nich nawigzuje do problematyki rozprawy doktorskiej, osoczowego uktadu
kininogenezy, bedgcego obszarem zainteresowan naukowych Jej promotora. Te prace [B1, B2, B4,
C5,C6,C7] opublikowane w prestizowych czasopismach (m.in. Biological Chemistry), doczekaty sie
najwigkszej liczby cytowan, co zwigzane jest nie tylko z ich, jakoscig, ale czasem, jaki uptynat od ich
opublikowania. Juz w ramach wiasnej ciezki naukowej dr Barbasz analizowata sktad zwigzkow
biologicznie czynnych szczego6lnie anty-oksydantow w materiale rolinnym, oceniata ochronne
dziatanie kwasu askorbinowego przeciw toksycznemu dziataniu kadmu. Wykorzystata tez modele
badawcze zastosowane w pracach wskazanych, jako ,Osiagniecie”, czyli linie komérkowe U-937 i HL-
60 i kalusa pszenicy. W odniesieniu do tego ostatniego badano wzajemne powigzanie pomiedzy
poziomem poliamin, osmoprotektanéw i aktywnoscig enzymow antyoksydacyjnych w odpowiedzi na
indukcje stresu osmotycznego. Ta praca nalezy do najczesciej cytowanych w dorobku dr Barbasz. W
przediozonym do oceny zestawie prac brak jest artykutéw poglagdowych. Sg natomiast pozycje o
charakterze popularyzatorskim [C8] zaréwno z zakresu nauki jak i zainteresowan pozanaukowych.
Wyniki swoich badan Kandydatka prezentowata na konferencjach krajowych, bgdz miedzynarodowych
organizowanych w Polsce. Wéréd wymienionych w dorobku 29 komunikatéw zjazdowych s3 jednak i 4
prezentowane zagranicg.

Dr Barbasz brata udziat w realizacji 6 projektéw badawczych w tym jednym w ramach akcji COST. Nie
kierowata jednak samodzielnie zadnym projektem badawczym.

Odbyta jeden staz krajowy (Instytut Fizjologii Roslin PAN). Jednak wiekszo$é Jej prac byta
wykonywana we wspotpracy z instytucjami naukowymi w kraju, ale takze zagranicg, co $wiadczy o
umiejetnosci nawigzywania kontaktéw naukowych.

O tym, ze jest znana w $rodowisku specjalistow szczegolnie z obszaru nanoczastek $wiadczy rowniez
powierzenie Jej recenzji artykutow sktadanych do redakcji czasopism z tej dziedziny.

Ocena dorobku dydaktycznego i popularyzatorskiego

Dr Barbasz od momentu zatrudnienia w Uniwersytecie Pedagogicznym prowadzita i prowadzi nadal
zajecia w formie Cwiczen i wyktadéw dla kilku kierunkdw studiow i szerokiego zakresu przedmiotow
takich jak Biochemia, Analiza instrumentalna, Technologia informacyjna, Hodowla komérek i tkanek,
Toksykologia komorkowa, Techniki mikroskopowe i fluorescencyjne, Wybrane zagadnienia z
Chemii medycznej, Molekularne podstawy enzymologii. W odniesieniu do niektérych opracowata
program i bytfa inicjatorkg ich wprowadzenia do programu studiow.

Sprawowata opiekg nad studentami wykonujgcymi prace licencjackie. Byta promotorem 15 prac
magisterskich, a recenzentem 7.

Bierze aktywny udziat w pracach organizacyjnych na rzecz uczelni. Jest m.in. cztonkiem komisji
rekrutacyjnej i angazuje sie w dziatania promocyjne i popularyzujgce nauke takie jak Festiwal Nauki i
Sztuki Festiwal i pokazy dla uczniéw szkét $rednich i podstawowych. Brata udziat w organizacii
matopolskiego Festiwalu Innowacji (2014)



Ocena autoreferatu

Literatura przedmiotu dotyczgcego , Osiagniecia” jest bogata i obejmuje opublikowane w ostatnich
latach bardzo obszerne artykuty pogladowe. Kandydatka w swoim autoreferacie w wiekszosci
przypadkow odwotuje sie do pozyciji sprzed 6 lat lub jeszcze wczesniejszych. Z tego byé moze powodu
pomija problemy analityczne zwigzane z oceng cytotoksycznosci nanoczastek. Wiele sformutowan w
autoreferacie nie jest uzasadnione przedstawionymi wynikami i prowadzi do zbyt daleko idacych
wnioskow np. trudno na podstawie testu MTT moéwic o , zmniejszeniu mitochondrialnych funkg;i
komérek”. Ta sama uwaga dotyczy schematu przedstawiajgcego mechanizm dziatania nanoczastek
bazujgcego tylko na jednej wiasnej pracy oraz wnioskéw koricowych — podsumowania
najwazniejszych osiggniec.

Whioski korncowe

Podsumowujac stwierdzam, dorobek naukowy dr Anny Barbasz spetnia podstawowe wymogi stawiane
kandydatom w postepowaniu habilitacyjnym w dziedzinie nauk biologicznych, okre$lone ustawa z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. nré5 poz.595 ze zm.). Uzyskanie petnej samodzielnosci naukowej powinno przyczynié sie do
rozwinigcia Jej wiasnych obszarow zainteresowar z bardziej pogtebiong analizg badanych Zjawisk.
Wnoszg, zatem do Wysokiej Rady Wydziatu Geograficzno-Biologicznego Uniwersytetu
Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej w Krakowie o dopuszczenie dr Anny Barbasz do
dalszych etapéw postepowania habilitacyjnego.
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