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1. Zasadnos¢ doboru tematyki

Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr Dominiki Gadarowskiej prezentuje
wyniki badan, ktorych celem bylo opracowanie metody in vitro przy pomocy ktérej mozliwe
bedzie okreslanie dziatania uczulajacego na skorg, substancji chemicznych, zwigzanego z
dwoma etapami reakcji alergicznej: reakcji zapalnej keratynocytéow (KC) oraz aktywaciji
komérek dendrytycznych (DC).

Tematyka badawcza jest bardzo interesujagca i wnosi nowe informacje do
immunotoksykologii zwigzanej z alergicznym kontaktowym zapaleniem skory (ang. Allergic
Contact Dermatitis, ACD) wystepujacym z coraz wigkszg czgstotliwoscia w populacji ludzkiej
w odpowiedzi na coraz wigksze zanieczyszczenie gleby, wody i powietrza atmosferycznego.
Szacuje sig, ze problemy skérne zwiazane z kontaktem ze zwigzkami chemicznymi ma okoto
40% osob dorostych i 20-30% dzieci i mtodziezy. Tak wigc tego typu problemy skérne staty
si¢ obecnie powaznym problemem zaréwno zdrowotnym jak i érodowiskowym. Tym bardziej,
ze wspllczesnie przypisuje sig ich czestsze wystepowanie wiasnie czynnikom $rodowiskowym,
a nie genetycznym, choé oczywiscie predyspozycja genetyczna tez ma tu duze znaczenie. Do
substancji chemicznych przyczyniajacych si¢ do kontaktowego zapalenia skéry mozemy
zaliczy¢, migdzy innymi: nikiel, chrom, kobalt, formaldehyd, substancje zapachowe czy
konserwanty. Nie bez znaczenia na rozwoj alergii kontaktowej maja zanieczyszczenia obecne
W powietrzu atmosferycznym i powietrzu pomieszczen. Czgsto nie wywohija ACD
bezposrednio, ale posrednio wplywaja na produkcj¢ mediatoréw stanu zapalnego lub
wzmacniajg odpowiedz immunologiczng (efekt adiuwantowy). Adiuwantem s3 np. czasteczki
spalin z silnikéw Diesla (ang. DEP). Szereg zwiazkéw chemicznych zanieczyszczajgcych
powietrze moze przyczynié sie takze do rozwoju postaci rozsianej alergii kontaktowej
obejmujacg skore odstonigtych czesci ciala (ang. Airborne Contact Dermatitis, ABCD).
Obecny w Srodowisku przyrodniczym mikroplastik oraz nanoplastik moze takze wywolywac
problemy skérne mimo, ze gtéwng droga ekspozycji na te czynniki u czlowieka jest uktad
pokarmowi i oddechowy.



Ze wzgledu na narastajacy problem alergicznego kontaktowego zapalenia skory podawanie
informacji na temat dziatania uczulajgcego na skorg zwiagzkéw chemicznych dopuszczanych na
rynek s3 wymagane przez rozne akty prawne, miedzy innymi: w ocenie zagrozen i ryzyka
chemikaliow Organizacji Wspolpracy Gospodarczej 1 Rozwoju (OECD, 2014),
Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady w sprawie rejestracji, oceny, udzielania
zezwolen i stosowanych ograniczen w zakresie chemikaliow (ang. Registration, Evaluation,
Authorisation of Chemicals, REACH, 2007) czy Globalny Zharmonizowany System
Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliow ONZ (ang. Globally Harmonized System of
Classification and Labeling of Chemicals, UN GHS, 2021). Dzi¢ki rozporzadzeniu REACH
pod kontrolg znalazly si¢ substancje wprowadzone na rynek zaréwno po, jak i przed 1981r. Z
kolei Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady (EU, 2008) uregulowata negatywny wpltyw
na $rodowisko przyrodnicze wynikajgcy z wytwarzania odpaddéw i gospodarowania nimi
szczegdlnie zwracajac uwage na odpady niebezpieczne. W ocenie dzialania uczulajgcego
zanieczyszczen na skore istniejg roOwniez wytyczne, zalecane przez te organizacje, zawierajace
procedury badawcze zwigzane z testami toksykologicznymi wykorzystujacymi rdézne systemy
badawcze, gtéwnie wykonywanymi in vivo (tac. na zywym). Obecnie dazy si¢ jednak do
ograniczania badan na zwierzgtach. Pojawity si¢ wigc alternatywne metody oceny ryzyka
czgsciowo lub w pelni zastgpujace eksperymenty z udzialem zwierzat. Rozporzadzenie
REACH zaleca cztery podejscia do takich badan toksykologicznych, sa to: metody in silico,
bazujace na modelach i obliczeniach komputerowych danego zwigzku; modele in chemico,
metody chemiczne badajace wlasciwodci zanieczyszczen; metody in vitro (tac. w szkle),
badania procesow biologicznych w warunkach sztucznych poza zywym organizmem; metody
ex vivo, wykorzystujace izolowane tkanki i narzady zwierzg¢ce. Zainteresowanie metodami
niezwierzgcymi oceniajgcymi potencjat uczulajacy na skorg rosnie w ostatnich latach, bowiem
w 2009r. wprowadzono w Europie zakaz testowania nowych skladnikow kosmetykéw na
zwierzgtach, z kolei aktualizacja rozporzadzenia REACH z 2017r. wymaga stosowania metod
in vitro i in silico jako metod pierwszego wyboru w badaniach toksykologicznych.

Metody alternatywne w badaniach alergicznego kontaktowego zapalenia skory
wykorzystujg model tzw. sciezek niekorzystnego wyniku (ang. Adverse Quicome Pathways,
AQP), ktory identyfikuje sekwencje zdarzen molekularnych i komérkowych wymaganych do
wywolania efektu toksycznego w momencie narazenia organizmu na dzialanie zwigzku
chemicznego. Tak wigc AOP jest konstruktem analitycznym opisujacym sekwencyjny fancuch
przyczynowo powigzanych zdarzen na réznych poziomach organizacji biologicznej, ktére
prowadzg do niekorzystnych skutkéw zdrowotnych lub ekotoksykologicznych.

Wszystko to potwierdza aktualnos¢ i trafnos¢ wyboru tematyki rozprawy doktorskiej
przez Paniag mgr Dominike Gadarowska i Jej promotora Panig dr hab. inz. Joanne Kalke oraz
promotora pomocniczego Panig dr Anng Daniel- Wojcik. Badania wpisujg si¢ bowiem w
poszukiwanie kluczowych zdarzen w procesie uczulenia skory.

2. Charakterystyka pracy

Rozprawa doktorska Pani mgr Dominiki Gadarowskiej zostala przygotowana w ramach
programu Doktorat wdrozeniowy (Il edycja) Ministerstwa Edukacji i Nauki. Zostala zawarta
na 194 stronach i jest podzielona na 10 zasadniczych cz¢éci poprzedzonych wykazem skrotoéw
oraz streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Na zasadnicza cze$é pracy sklada sie
wprowadzenie do tematyki badan, wstep, cel i tezy pracy wraz z jej zakresem i metodyka badan,
wyniki i ich dyskusja, wnioski, spis pozycji literaturowych (190 pozycji) oraz zalgczniki
zawierajace tabele z wynikami badan,



W wprowadzeniu do tematyki rozprawy Doktorantka naswietlita zasadno$¢ podjecia badan
nad opracowaniem metodyki taczacej dwa kluczowe etapy, tj. reakcje zapalng keratynocytow i
aktywacj¢ komorek dendrytycznych, wystepujace w procesie dzialania uczulajacego na skore,
zgodnie z AOP, obejmujacego cztery kluczowe zdarzenia (ang. key events): KE1 wigzanie
haptenéw z bialkami skory, KE2/3 aktywacja keratynocytow i aktywacja komérek
dendrytycznych, KE4 aktywacja i proliferacja limfocytéw T w wezlach chlonnych.

We wstepie obejmujagcym przeglad literatury Doktorantka przedstawita mechanizm
powstawania alergicznego kontaktowego zapalenia skory w ktorym kluczowg role petnia
komérki naskorka keratynocyty oraz komérki dendrytyczne skéry wraz z charakterystykg i
opisem metod badawczych stosowanych w mierzeniu kluczowych zdarzen (KE) w §ciezkach
niekorzystnych skutkow (AOP). W koncowej czgsci wstgpu scharakteryzowano metody
hodowli komorek naskérka poréwnujac najczesciej stosowane metody uwzgledniajace tylko
Jeden typ komoérek zwigzany z konkretnym kluczowym zdarzeniem w procesie uczulenia skory
z mozliwoscig zastosowania metody kokultury, w ktorej hodowane moga by¢ np. dwa rodzaje
komorek. Taka hodowla umozliwia zbadanie wzajemnych oddzialywan dwéch populacji
komérek. Autorka przedstawila modele hodowli komérkowych dwuwymiarowych (2D) i
trojwymiarowych (3D) w odniesieniu do stosowanych w swoich badaniach keratynocytow i
komorek dendrytycznych.

Ta czg$¢ rozprawy, uwzgledniajgca dane z najnowszego piSmiennictwa, jest bardzo
dobrym wprowadzeniem do badan wlasnych Autorki przedstawionych w kolejnych
rozdzialach.

W rozdziale 3 okreslono cel pracy, sformutowano teze pracy i trzy tezy czgstkowe oraz w
Sposob syntetyczny zaprezentowano zakres badan, ktory obejmowatl cztery etapy badah
eksperymentalnych. Dodatkowo, dla wigkszej przejrzystosci, Doktorantka opracowata
graficzne schematy ilustrujgce czynnosci wykonywane na poszczegdlnych etapach badan.

Gléwnym celem naukowym rozprawy doktorskiej Pani mgr Dominiki Gadarowskiej
byto opracowanie metody igczqcej minimum dwa kiuczowe etapy w zakresie dzialania
uczulajgcego na skore 1. reakcji zapalnej keratynocytow i aktywacji komorek dendrytycznych.

Doktorantka sformutowata gléwna teze badawcza rozprawy: mozliwe jest opracowanie
metody badawczej z zastosowaniem kokultury keratynocytow i komérek dendrytycznych, ktéra
bedzie lqczyla przynajmniej dwa kluczowe etapy w zakresie dzialania uczulajgcego na skore,
odpowiedniq do oceny dzialania haptenéw i prohaptenéw oraz trzy tezy czastkowe: 1) ocena
potencjatu uczulajqcego substancji badanych mozliwa Jest na podstawie poziomu cytokin
zapalnych keratynocytow hodowanych w kokulturze z komérkami dendrytycznymi, 2) mozliwa
Jest ocena potencjatu uczulajgcego substancji badanych na podstawie ekspresji antygendéw
powierzchniowych na komérkach dendrytycznych hodowanych w kokulturze z keratynocytami,
3) kokultura keratynocytéw i komérek dendrytycznych jest lepszym modelem predykcyjnym
potencjatu  uczulajgcego substancji badanych niz modele monokulturowe; predykcja
wlasciwosci uczulajgcych dokonuje sie na podstawie ekspresji antygenow powierzchniowych
komorek dendrytycznych oraz poziomu cytokin zapalnych keratynocytow hodowanych w
kokulturze KC/DC.

Sposob przeprowadzania badan, przygotowanie probek do analiz, charakterystyke
badanych zwigzkéw oraz opis wykorzystanych metod badawczych i ich protokotéw Pani mgr
Dominika Gadarowska zamieécita w rozdzialach 4 i 5. Biologicznym systemem badawczym
byly trzy rodzaje ludzkich komorek KC oraz dwa typy komorek DC-podobnych. Wykorzystano
16 zwigzkéw chemicznych o znanym dziataniu uczulajgcym na skorg oraz substancji nie
uczulajgeych, w tym substancji o dziataniu drazniagcym. Dobér metod badawczych zostal
zaplanowany prawidlowo. Doktorantka prowadzita hodowle komérkowe in vitro, dazac do
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opracowania autorskiej kokultury badanych komoérek naskorka, sprawnie postugujac sie
metodami  mikrobiologicznymi,  biochemicznymi i immunologicznymi  zaréwno
podstawowymi jaki bardziej zaawansowanymi wymagajacymi obslugi specjalistycznego
sprzgtu laboratoryjnego (np. analiza cytometryczna, analiza ELISA, mikroskopia odwrocona,
analiza fluorescencji). W trakcie eksperymentéw zastosowano dwa rodzaje kokultury:
posrednig 1 bezposrednia w celu uwzglednienia wzajemnego oddziatywania na roznych
poziomach migdzy badanymi komoérkami zaangazowanymi w proces uczulania skory. W
pierwszym etapie badan Doktorantka oznaczata profil uwalniania cytokin zapalnych przez trzy
rodzaje keratynocytow (komorki pierwotne NHEK - neonatal, komorki pierwotne NHEK - adult,
ustanowiong lini¢ komérkowa Keratinosens™) hodowanych w monokulturze pod wplywem
substancji uczulajgcej jakim byl 2,4- dinitrochlorobenzen (DNCB) w celu okreslenia
optymalnego st¢zenia KC i optymalnego czasu ich ekspozycji na substancj¢ uczulajgcg, tak aby
osiagna¢ jak najwigksze stezenie produkowanych cytokin. Etap drugi polegal na oznaczaniu
profilu uwalniania cytokin zapalnych przez wybrane w pierwszym etapie dwa rodzaje KC
(NHEK- neonatal i NHEK- adult) hodowane w kokulturze bezposredniej w pieciu
kombinacjach z dwoma rodzajami komérek dendrytycznych (THP-1 i MUTZ-3) w obecnosci
trzech substancji uczulajacych i dwoch nieuczulajacych w celu weryfikacji, czy kokultura ma
wplyw na st¢zenie cytokin zapalnych oraz czy to badanie moze by¢ markerem koncowym w
opracowywane] metodyce. W trzecim etapie badan Doktorantka prowadzita eksperymenty
oceniajgce ekspresj¢ dwoch antygendw powierzchniowych (CD54 i CD86) komoérek DC
hodowanych w kokulturze bezposredniej i posredniej z komérkami KC w celu wybrania typu
komorek DC i KC do dalszych badan. Komérki poddawano ekspozycji na trzy substancje
uczulajagce oraz dwie nieuczulajgce. Z kolei celem czwartego etapu byta walidacja
wytypowanej metody kokulturowej KC/DC. W tym celu przeprowadzono badania na
wybranych w poprzednich etapach komérkach NHEK-neonatal/ THP-1 hodowanych w postaci
kokultury bezposredniej do oceny potencjatu uczulajacego 14 substancji chemicznych
scharakteryzowanych w tabeli 4.3. (9 substancji o znanym dziataniu uczulajacym i 5 substancji
nieuczulajgcych). W celu okreslania st¢zen ekspozycyjnych badanych substancji wyznaczano
wartos¢ CV75, czyli takie stgzenie zwigzku chemicznego przy ktérym zywotno$é komorek
utrzymuje si¢ na poziomie 75%. Ponadto, w analizie uzyskanych wynikow, Doktorantka
przeprowadzila analizg¢ statystyczng w programie Statistica 10 z wykorzystaniem testu t-
Studenta (analiza istotnosci statystycznej wynikéw) oraz w programie POStat v.1.8.4. (krzywe
ROC i ocena jakosci klasyfikaciji).

Nast¢pne rozdziaty dysertacji to Wyniki (rozdziat 6) i Dyskusja (rozdziat 7). W rozdziale 6
Doktorantka doktadnie omdwita i przedstawita, w sposob przejrzysty- graficzny zgodnie z
wezesniej opisanymi etapami badaf,, uzyskane wyniki. Wartodci liczbowe badanych
parametrow zostaly natomiast zebrane tabelarycznie w zalgczniku do pracy (rozdziat 10).
Kazdy podrozdziat konczy si¢ syntetycznym podsumowaniem opisujacym najwazniejsze
osiagnigcia uzyskane w kolejnych etapach badan. Szczegélnie cenne informacje znalazly sie w
rozdziale 7 dotyczacym dyskusji otrzymanych wynikéw z doniesieniami innych autoréw oraz
W rozdziale 8 zawierajagcym wnioski wraz z nakre§lonymi dalszymi kierunkami badan
eksperymentalnych. W tych rozdzialach Autorka porzadkuje wyniki badan, dokonuje ich
syntezy uwypuklajac wartosci poznawcze i aplikacyjne rozprawy, potwierdza realizacje
celu pracy wraz z jej zakresem oraz potwierdza gléwna teze pracy i tezy czastkowe.



3. Ocena rozprawy

Podjety przez Panig mgr Dominike Gadarowska problem naukowy, jak juz stwierdzono
wczesniej, jest bardzo istotny i aktualny, bowiem wpisuje si¢ w opracowywanie metod
badawczych bedacych alternatywa do badan na zwierzgtach w celu wypelnienia wymagan w
zakresie informacji dotyczgcej substancji chemicznych zgodnie z rozporzadzeniem REACH.
Metody alternatywne, opisane w tym rozporzadzeniu, to migdzy innymi metody in vitro,
ktorymi zajmowata si¢ Doktorantka, czyli badania procesow biologicznych przeprowadzane w
warunkach sztucznych, poza organizmem zywym.

Podstawg proby opracowania metody alternatywnej do oceny dzialania uczulajacego
substancji na skorg, zgodnie z zasada kluczowych zdarzefi KE1-KE4 wystepujacych w tym
procesie i wpisujacych si¢ w tzw. Sciezke niekorzystnych skutkéw (AOP, OECD) byto,
wynikajace ze studiow literaturowych Autorki, stwierdzenie, iz aktualnie zatwierdzone do
celow regulacyjnych metody alternatywne obejmujg tylko jedno kluczowe zdarzenie w
procesie uczulenia skoéry. Stad wigc, podjete przez Doktorantke badania nad procesami
zachodzacymi w hodowli dwéch populacji komérek naskérka, keratynocytéw oraz komorek
dendrytycznych, petlnigcych kluczowa role w immunologicznym procesie indukcji
alergicznego kontaktowego zapalenia skéry w ramach kokultury. Taki sposéb hodowli
pozwolit na integracj¢ kilku kluczowych zdarzeqn w jednym tedcie bardziej
odzwierciedlajagcym procesy zachodzgce w Zywym organizmie poprzez opisanie lancucha
przyczynowo powigzanych zdarzen na poziomie komunikacji migdzykomérkowej.

Na podkreslenic zastuguje takze wybér odpowiedniego systemu badawczego. Autorka w
celu wytypowania do swojej metody badawczej komérek skory przeprowadzita badania
poréwnawcze zardwno na komoérkach keratynocytéw pierwotnych pochodzacych z naskérka
noworodka oraz naskorka dorostych jak i na linii komérek uniesmiertelnionych. Te pierwsze
charakteryzuja si¢ ograniczong dhigoécig zycia i podobienstwem fenotypowym do komérek
normalnych oraz prawidlowa regulacjg wzrostu i réznicowania, natomiast drugie, czesciej
stosowane w testach, mogg by¢ przyczyna niedoktadnych wynikéw bowiem mogg odznaczaé
si¢. wigksza zmiennoscia genotypowa i fenotypowa oraz zaburzonymi mechanizmami
sygnalowymi i mniejsza aktywno$ciag metaboliczng. Z kolei jezeli chodzi o komérki
dendrytyczne Doktorantka wybrata do badan uniesmiertelnione linie DC-podobne: komérki
THP-1, przypominajgce pierwotne monocyty i makrofagi oraz komérki MUTZ-3 fizjologicznie
podobne do komérek dendrytycznych, bowiem w przeciwienstwie do keratynocytow,
pierwotne komérki dendrytyczne sa trudne do pozyskania. Wystepuja w naskorku na poziomie
2-4% populacji komorek.

Réwnie istotnym zagadnieniem byl wyb6r odpowiednich markerow aktywacji
keratynocytéw zachodzacej podczas procesu uczulania, a objawiajacej sig uwalnianiem szeregu
cytokin zapalnych.

Doktorantka testowata takze dwa modele prowadzenia kokultury: model bezposredni
umozliwiajacy kontakt bezposredni typu komérka-komérka i model posredni, w ktorej dwa
typy komoérek znajdowaty si¢ w osobnych przedziatach. Takie podejscie umozliwito zbadanie
wzajemnej komunikacji pomigdzy komoérkami KC i DC zwiazanej z ekspresja antygenow
powierzchniowych na powierzchni komérek THP-1 w odpowiedzi na obecnosé substancji
uczulajgcych. Z jednej strony komorki THP-1 pobudzaja keratynocyty do wydzielania cytokin,
podczas gdy keratynocyty zwigkszaja aktywacjg komérek dendrytycznych w odpowiedzi na
obecnos¢ substancji chemicznych.

W konicowej fazie eksperymentéw Doktorantka przeprowadzita walidacje wytypowanej
przez siebie metody badawczej w obecnoscei znanych substancji uczulajacych i nieuczulajacych



wraz z oceng efektywnos$ci tego modelu postugujac si¢ krzywymi ROC, ktore sg graficznym
jego przedstawieniem. Obliczenia te pozwolilty na wybranie modelu badan dajacych jak
najmniej blgdnych klasyfikacji w odréznianiu substancji uczulajgcych od nieuczulajacych.

Cytowana Literatura zamyka sig liczbg 190 pozycji (rozdziat 9) z czego przewazajaca
wigkszos¢ stanowig artykuly naukowe o zasiggu migdzynarodowym opublikowane w ciggu
ostatnich 10-15 lat. Dobdr bogatego oraz w glowne] mierze najnowszego pi$miennictwa
wskazuje na duza dojrzalos¢ Autorki i umiejgtnos¢ wykorzystania literatury zrodlowej,
zaréwno na etapie planowania badan, jak i1 w ich trakcie oraz w interpretacji i dyskusji
otrzymanych wynikow.

Osiagnigcie celu pracy oraz potwierdzenie postawionych przez Doktorantke tez wymagato
realizacji duzego zakresu pracy, co wigzalo si¢ z przeprowadzeniem skomplikowanych i
pracochtonnych prac doswiadczalnych. Na podkredlenie zashuguje bardzo dobrze opanowany
przez Doktorantkg warsztat badawczy obejmujacy techniki badan mikrobiologicznych,
biochemicznych 1 immunologicznych. Zakres eksperymentéw laboratoryjnych zostat
zaplanowany prawidtowo, odpowiednio do celu i zakresu dysertacji. Pod wzgledem
merytorycznym praca nie budzi zastrzezen. Doktorantka wiasciwie interpretuje wyniki
cksperymentow naukowych oraz sprawnie porusza si¢ w literaturze tematu, whasciwie
rozwigzujac problemy badawcze, wyciagajagc z nich logiczne wnioski, ktore potwierdzaja
zrealizowanie celu tej pracy badawczej.

Do najwazniejszych osiggni¢é naukowych Doktorantki nalezy zaliczy¢:

» Osiagnigcie gtéwnego celu badan, tj. opracowanie autorskiej metody in vitro kokultury
bezposredniej laczacej minimum dwa etapy kluczowe w zakresie dziatania
uczulajacego substancji chemicznych na skorg, to jest etapu KE2 i KE3 z
zastosowaniem komorek keratynocytow NHEK-neonatal i komérek dendrytycznych
THP-1 oceniajgcej dziatanie substancji uczulajgcych na podstawie ekspresji antygenu
powierzchniowego CD54 na komérkach dendrytycznych oraz poziomu cytokin IL-1
alfaiIL-18 charakteryzujacych reakcje zapalng keratynocytow.

» Dokonanie walidacji zaproponowanej metody badawczej wraz z weryfikacja siedmiu
roznych modeli predykcyjnych w oparciu o trzy wytypowane markery stanu zapalnego
(IL-1 alfa, IL-18, CD54).

» Wykazanie, iz opracowana kokultura bezposrednia KC/DC integrujagca dwa typy
komoérek o roznej wrazliwosci na badane substancje chemiczne wykazuje wieksza
aktywnos$¢ metaboliczng oraz jest bardziej skuteczniejsza w wykrywaniu haptenow i
prohaptenow w nizszych st¢zeniach niz jest to mozliwe w hodowlach
monokulturowych. Ponadto w takiej hodowli mozliwe jest obnizenie stezenia
ekspozycyjnego substancji co daje mozliwo$¢ badania zwigzkéw chemicznych stabiej
rozpuszezalnych w wodzie i innych rozpuszczalnikach oraz mozliwe jest skrocenie
czasu narazenia badanych komoérek do 24h.

» Stwierdzenie, iz konieczne jest wyznaczanie za kazdym razem wartosci CV75 badanych
substancji chemicznych w stosunku do komérek KC/ DC i stosowanie w badaniach
stezenia zwigzku wlasciwego dla wrazliwszych komorek.



» Opracowana metoda badawcza ma duzy potencjat aplikacyjny i moze by¢ interesujaca
alternatywa w poréwnaniu z testami monokulturowymi ze wzgledu na skrocenie czasu
badania, obnizenie stezenia badanych substancji i kosztéow badan przez integracje
dwoch kluczowych etapow KE2/ KE3. Ponadto do jej stosowania nie konieczna zgoda
komisji etycznej.

Rozprawa doktorska Pani mgr Dominiki Gadarowskiej jest dobrze przygotowana pod
wzgledem formalnym. Prowadzony przez Doktorantke wywod jest logiczny, poparty
konkretnymi danymi. Na podkreslenie zashiguje fakt zebrania, w formie wykresow i tabel,
bardzo obszernej bazy danych pomiarowych, ktére mogg poshuzy¢ jeszcze do obliczen
innych zaleznosci lub moga stanowié punkt wyjécia do planowania nastepnych
eksperymentow. Wigkszo$¢ zawartych w pracy danych i wynikéw pomiarowych zastuguje
na publikacj¢. Dysertacja nie jest wolna od drobnych btedéw i nietrafnych sformutowan. W
niektorych miejscach Autorka stosowata skréty myslowe, czy okreélenia zargonowe. Te
uwagi nie majg jednak wptywu na merytoryczne walory pracy.

Konczac moja opinie pozwole sobie zamiesci¢ kilka pytan bedacych punktem wyjScia
do dyskusji na obronie pracy:

1) Czym kierowano si¢ przy wyborze zwigzkéw chemicznych do badan? Czy mozna
badane substancje zaliczy¢ do réznych grup chemicznych pod wzgledem ich budowy?
Czy budowa chemiczna zwigzku be¢dzie miata wplyw na typ/ sit¢ odpowiedzi
immunologicznej w badanym modelu?

2) Czy opracowana metoda znalazlaby zastosowanie w badaniu probek $rodowiskowych
bedacych mieszaning dziesigtkow substancji chemicznych o réznych stezeniach w
mieszaninie?

3) Badanie jakich kluczowych zdarzen w mechanizmie uczulenia skory stanowitoby
rozwinigcie przedstawionej w dysertacji metody?

4. Whniosek koncowy

Podsumowujgc mojg opini¢ stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Dominiki
Gadarowskiej pt.: ,,dktywacja komérek dendrytycznych i keratynocytow Jjako alternatywna
metoda oceny dziatania uczulajgcego ksenobiotykéw” stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego w dyscyplinie inzynieria srodowiska, gérnictwo i energetyka i wskazuje
na wysoki poziom wiedzy teoretycznej Doktorantki oraz umiejetnosé samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Opiniowana praca spelnia wymagania stawiane pracom
doktorskim okreSlone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. z p6z.zm. - Prawo o szkolnictwie
wyzszym © nauce (Dz.U. z 2022r. poz.574). Wobec tego przedkiadam Wysokiej Radzie
Naukowej Dyscypliny inZynieria Srodowiska, gornictwo i energetyka Politechniki Slaskiej
wniosek o przyjecie opiniowanej rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Dominiki Gadarowskiej
do publicznej obrony pracy doktorskie;j.

Biorge pod uwage wysoki poziom merytoryczny prowadzonych badan oraz ich Znaczaca
wartos¢ poznawcza, wnioskuj¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Dominiki

Gadarowskiej.
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