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Recenzja pracy doktorskiej mgr Katarzyny Mokrej na temat ,,Ocena wplywu bisfenolu A i
jego wybranych analogéw na jednojadrzaste komorki krwi obwodowej czlowieka”.

Kazdego dnia czlowiek styka si¢ z przedmiotami uzytecznymi w zyciu codziennym wykonanymi z
tworzyw sztucznych, ktorych sktadnikami sa polimery i zywice epoksydowe. Tworzywa takie
znajduja szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym, elektronicznym, papierniczym i w wielu
innych dziedzinach. Niezbadany jest jednak w peini wptyw tych substancji na organizm ludzki, a w
szczegblnosci na uktad odpornosciowy cziowieka, odpowiedzialny za ochrong organizmu przed
szkodliwym dzialaniem czynnikoéw zewnetrznych.

Badania wykonane przez panig mgr Katarzyng Mokra w ramach rozprawy doktorskiej wiaza si¢
Scisle z istotnym problemem jakim jest duze narazenie organizmu cztowieka na powszechnie
stosowane w zyciu codziennym sktadniki tworzyw sztucznych, do ktérych naleza m. in. analogi
bisfenolu A (BPA). Bisfenole stanowig bowiem grupe zwigzkéw powszechnie stosowanych do
produkcji poliweglandow i poliestrow znajdujacych zastosowanie w artykutach codziennego uzytku
takich jak: plastikowe opakowania do zywnosci, butelki na napoje, zabawki, jak roéwniez jako
implanty i cewniki stosowane w medycynie. Utrzymujaca si¢ na wysokim poziomie produkcja
bisfenolu A, ktéra w 2013 roku wyniosta 6,8 min ton, oprocz duzych korzysci, sktania do myslenia i
pytania o ewentualne dziatania niepozadane na organizm tego zwiazku. Przeprowadzone dotychczas
badania toksykologiczne wskazujg na mozliwo$¢ przenikania bisfenoli do organizmu cztowieka na
drodze wziewnej, pokarmowej i dermalnej oraz kumulowania si¢ tych substancji w tkankach i ptynach
ustrojowych. Wyniki badan epidemiologicznych wskazuja na potencjalnie rakotworczy oraz
endokrynny wptyw BPA na organizm. Ponadto zwraca si¢ uwagg na zalezno$¢ pomigdzy
podwyzszonym poziomem bisfenoli we krwi i w moczu a rozwojem chorob takich jak: cukrzyca,
otylosci, alergia i astma, gtownie u dzieci, co moze mie¢ zwigzek z uposledzeniem funkcji uktadu
immunologicznego przez te zwiazki. Do chwili obecnej nie zostaly poznane mechanizmy
oddziatywania bisfenoli z komdrkami krwi, w szczegdlnosci z leukocytami, ktore petnia zasadnicza
role w funkcjonowaniu uktadu odporno$ciowego w organizmie czlowieka.

Badania podjete przez panig mgr Katarzyne Mokrg, w ramach pracy doktorskiej dotyczg wigc
waznego problemu zwigzanego z ochrong zdrowia cztowieka. Doktorantka zbadata wptyw bisfenolu A
oraz jego wybranych analogéw na jednojadrzaste komorki krwi obwodowej. Badania o charakterze
toksykologicznym, a takze uwzgledniajace zagadnienia biofizyczne i fizjologiczne w leukocytach pod
wplywem oddziatywania z bisfenolami, nie zostaty dotad przeprowadzone.

Praca zostala wykonana w Katedrze Biofizyki Skazen Srodowiska, Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego, pod kierunkiem pana dr hab. Jaromira Michatowicza, prof.
nadzw. UL. Badania zrealizowane w ramach pracy doktorskiej byty finansowane z dwoch zZrodet:
grantu NCN (UMO-2012/07/NZ7/01174) pt. ,,Analiza mechanizmu oddzialywania wybranych
bisfenoli na erytrocyty i jednojadrzaste komorki krwi obwodowej cztowieka” oraz z indywidulanego
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stypendium stanowigcego dofinasowanie badan realizowanych w zakresie tematu: ,,Ocena wptywu
bisfenolu A i jego wybranych analogéw na jednojadrzaste komorki krwi obwodowej cztowieka”.

Rozprawe doktorska stanowi cykl trzech spdjnych tematycznie prac doswiadczalnych, dotyczacych
wptywu bisfenolu A i jego wybranych analogéw na jednojadrzaste komorki krwi obwodowe;j
cztowieka, ktore zostaly opublikowane w czasopismach z bazy Journal Citation Reports o zasiggu
mi¢dzynarodowym. W sktad rozprawy doktorskiej wchodzg nastepujace prace:

1. Michatowicz J., Mokra K., Bak A. Bisphenol A and its analogs induce morphological and
biochemical alterations in human peripheral blood mononuclear cells (in vitro study). Toxicology in
Vitro 2015, 29:1464-1472.

2. Mokra K., Kocia M., Michatowicz J. Bisphenol A and its analogs exhibit different apoptotic
potential in peripheral blood mononuclear cells (in vitro study). Food and Chemical Toxicology 2015,
84:79-88.

3. Mokra K., Kuzminska-Surowiec A., Wozniak A., Michatowicz J. Evaluation of DNA-damaging
potential of bisphenol A and its selected analogs in human peripheral blood mononuclear cells (in
vitro study). Food and Chemical Toxicology 2017, 100:62-69.

Warto podkresli¢, ze sumaryczna wartos¢ IF publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej
wynosi zgodnie z rokiem opublikowania 10.506, oraz 105 punktow MNiSW.

Do rozprawy doktorskiej zostaly rowniez dotaczone pisemne oswiadczenia wspotautoréw wyzej
wymienionych prac o ich udziale procentowym w poszczegdlnych publikacjach oraz dorobek
naukowy pani mgr Mokrej.

W pierwszej pracy Doktorantka jest drugim autorem, a w pracy drugiej i trzeciej pierwszym.
Zgodnie z o$wiadczeniami wspotautorow procentowy udziat Doktorantki w poszczegdlnych pracach
jest dominujacy i1 stanowi odpowiednio 55, 65 1 60 %. Ponadto z o$wiadczen wspoétautoréw prac
wynika, ze pani mgr Katarzyna Mokra uczestniczyta aktywnie w badaniach na etapie ich planowania,
nastgpnie wykonata caly szereg roznych oznaczen, ktére potrafita opracowac i opisa¢ w formie
publikacji (praca 2 i 3). Swiadczy to nie tylko o duzym zaangazowaniu Doktorantki w
przeprowadzonych badaniach na kazdym etapie ich realizacji, ale rowniez o godnej uwagi dojrzatosci
naukowo-badawczej pani mgr Mokrej.

Ponadto o0 duzej aktywno$ci naukowej Doktorantki $wiadczy Jej dorobek naukowy, ktory
zgromadzita poza pracami stanowigcymi rozprawe doktorska, a na ktory sktadaja si¢ dwie publikacje
opublikowane w czasopismach z listy JCR w wysoko indeksowanych czasopismach: Toxicology in
Vitro oraz Environmental Toxicology and Pharmacology (odpowiednio 30 i 20 pkt MNiSW oraz IF
3.238 i 1.862). Jest tez wspotautorka czterech publikacji stanowiagcych rozdzialty w monografiach pt.
»Badania Rozwoj Mtodych Naukowcéw w Polsce. Zywno$¢ i Bisfenole” oraz 14 komunikatow
konferencyjnych, przedstawionych na 9 konferencjach naukowych, w tym dwodch konferencjach
mi¢dzynarodowych. Nalezy réwniez podkresli¢, ze sumaryczny IF dorobku publikacyjnego tacznie z
pracami wchodzacymi w sktad rozprawy doktorskiej, zgodnie z rokiem opublikowania, wynosi 15.706
oraz 171 pkt MNiSW. Dorobek naukowy pani mgr Katarzyny Mokrej jest imponujacy, swiadczy 0
duzym potencjale naukowym Doktorantki i oceniam go bardzo wysoko.
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Poza spisem i kopiami publikacji do rozprawy doktorskiej Doktorantka dolgczyta rowniez
nastepujace rozdzialy: omodwienie celu naukowego uzyskanych w pracach wynikéw, streszczenia
rozprawy w jezyku polskim i angielskim.

Omowienie celu naukowego rozprawy i uzyskanych wynikow krétko podsumowuje zrealizowany
przez Doktorantke temat badawczy ujety w nastepujacych podrozdziatach: wprowadzenie, cel pracy,
omoéwienie prac wchodzacych w zakres rozprawy doktorskiej, wnioski oraz literatura uzupetniajaca.
We wprowadzeniu pani mgr Katarzyna Mokra w sposob syntetyczny zarysowata problematyke
zwigzang z powszechnym zastosowaniem bisfenoli i ich toksycznoscia, na podstawie doniesien
literaturowych opublikowanych gtownie w latach 2009-2015. Krotko uzasadnita wybor materiatu
badawczego, jaki zostal uzyty w badaniach stanowigcych rozprawe doktorska. Wybor bisfenolu A i
jego analogow bisfenolu F, S i AF zostal podyktowany ich duzg zawarto$cig w wielu komercyjnie
dostepnych produktach, jak butelki plastikowe i zabawki. Doktorantka wykonata réwniez bardzo
rzetelng i wnikliwg analiz¢ doniesien literaturowych dotyczacych biodostepnosci, aktywnos$ci
biologicznej, a takze toksyczno$ci tych zwigzkow. Ze wzgledu na ciaglte narazenie organizmu
cztowieka na kontakt z tymi zwigzkami doboér materiatu badawczego uwazam za bardzo wazny.
Uzasadniony rowniez zostal wybor obiektu badawczego, jaki stanowig komorki jednojadrzaste krwi
obwodowej cztowieka. Wybor tych komorek jest w petni uzasadniony, jesli chcemy pozna¢ reakcje
uktadu immunologicznego organizmu czlowieka w obecno$ci ksenobiotykow, jakim sg zwigzki z
grupy bisfenoli.

Jednoczes$nie zainteresowato mnie kilka informacji zawartych we wprowadzeniu do omdwienia
celu naukowego i uzyskanych wynikow. Doktorantka napisata, ze: ,,w przemysle wykorzystywanych
jest obecnie 16 roznych bisfenoli, z czego roczng produkcje BPA w 2013 roku oszacowano na 6,8 min
ton [GrandviewReasearch 2014].” Czy wiadomo w takim razie jaki to jest procent w odniesieniu do
wszystkich 16 wykorzystywanych w przemysle bisfenoli? We wstgpnie mozna rowniez przeczytac, ze
szereg panstw na $wiecie, w tym panstwa UE, wprowadzito ograniczenia w stosowaniu BPA w
produktach z tworzyw sztucznych przeznaczonych dla dzieci. Rzeczywiscie na wielu tego typu
produktach dostgpnych w sprzedazy widnieje informacja ,,BPA free”. Czy Doktorantka posiada
wiedzg, jakimi zwigzkami najcze$ciej zastgpowany jest bisfenol A w produktach dla dzieci? Czy sa to
badane analogi BPS, BPF, BPAF, czy moze inne zwigzki?

Celem badawczym pracy doktorskiej, poprawnie sformutowanym przez Doktorantke, byta ocena
wplywu BPA oraz jego analogow BPS, BPF i BPAF na jednojadrzaste komorki krwi obwodowe;j
czlowieka.

W dalszej czgséci pani mgr Katarzyna Mokra krotko omowita prace wchodzace w sktad rozprawy.
Warto doda¢, ze przedstawiona do oceny W ramach rozprawy seria publikacji, odzwierciedla zatozony
na etapie planowania projekt badan, ktory zostal w catosci zrealizowany. Oceniana praca doktorska
sktada si¢ z trzech publikacji, ktorych tematem przewodnim jest: Ocena wptywu bisfenolu A i jego
wybranych analogdéw na jednojadrzaste komorki krwi obwodowej cztowieka. Krew, z ktorej leukocyty
zostaly wypreparowane do badan, byta pozyskana z Banku Krwi w todzi od 20 zdrowych i
niepalacych wolontariuszy w wieku 18-55 lat. Zywotno$¢ tych komorek wynosita ponad 95 %, a ich
gesto$¢ wykorzystywana w wiekszo$ci analiz to milion komodrek na mililitr.

W $wietle opublikowanych wynikéw rodzi si¢ jednak nastepujace pytanie: jak dhugo i w jakich
warunkach mozna i nalezy przechowywac leukocyty, aby byly przydatne do badan i wykazywaly sie
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zywotnos$cia powyzej 95 %? Czy zostaly wykonane badania wstgpne w tym kierunku lub, czy sa na
ten temat doniesienia literaturowe? Czy Doktorantka jest rowniez w stanie powiedzie¢, w jaki sposob
uzyskane wyniki w odniesieniu do 0s6b dorostych mozna odnies¢ do dzieci?

Na szczeg6lng uwage w przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej zasluguje bogaty i
precyzyjnie zaplanowany, pod katem realizacji celu pracy, warsztat badawczy Doktorantki. Pani mgr
Katarzyna Mokra wykonata roznymi i umiejetnie dobranymi metodami biofizycznymi i analitycznymi
szereg badan i oznaczen, w ktorych okreslata oddziatywania wybranych bisfenoli z leukocytami.
Doktorantka wykonata nastgpujace badania dla tych komorek modyfikowanych bisfenolami:
oznaczenia morfologii i zywotno$¢, apoptozy i nekrozy, oznaczenia poziomu reaktywnych form tlenu,
uszkodzenia biatek i lipidow na drodze utleniania, 0znaczenia poziomu ATP i uszkodzenia DNA. Na
uwage zastuguje duza réznorodno$¢ wykonanych przez Doktorantke badan z wykorzystaniem
fluorescencyjnych technik badawczych: cytometrii przeptywowej, spektroskopii i mikroskopii przy
uzyciu szeregu znacznikow fluorescencyjnych. Przeprowadzone eksperymenty pozwolity Doktorantce
w pelni zrealizowac¢ cel badan.

W trakcie analizowania tej cze$ci rozprawy nasunely mi si¢ dwie uwagi. Przy omawianiu prac
stanowigcych rozprawe Doktorantka najwigcej uwagi poswigcita otrzymanym wynikom, ktore
niewatpliwie sg najistotniejszym osiggnigciem Doktorantki. W mojej ocenie warto jednak byloby
po$wieci¢ nie mniej uwagi zastosowanym w badaniach metodom i technikom badawczym, aby
uwypukli¢ bogaty warsztat badawczy wykorzystany przez Doktorantke. Wiele istotnych informacji, z
punktu widzenia wykonanych badan, tj.: pochodzenie materialu badawczego lub metoda izolacji
komorek jednojadrzastych krwi jest dostepna tylko w zataczonych pracach. Ponadto w tej czesci pracy
znalazlo si¢ kilka niezrgcznych wyrazen jezykowych tj.: ,,silniejsze oksydacyjne uszkodzenia biatek™ ,
,»hajsilniejsze uszkodzenia DNA” czy ,,wptyw nekrotyczny”.

Na podstawie uzyskanych wynikéw pani mgr Katarzyna Mokra sformulowata interesujace
whnioski:

1. Zwigzki z grupy bisfenoli zmniejszaly zywotno$¢ jednojadrzastych komorek krwi na drodze
obnizania poziomu ATP i wzmagania produkcji reaktywnych form tlenu, przez co indukowaty
uszkodzenia biatek i lipidow na drodze oksydacji.

2. Badane zwiazki wykazaly si¢ zroznicowanym potencjalem apoptotycznym zachodzacym
gtéwnie poprzez $ciezke mitochondrialna.

3. BPA i jego analogi powodowaly pekniecia jednoniciowe oraz w mniejszym stopniu dwuniciowe
DNA komorek leukocytow, ktore ulegaty efektywnej, jednak niepetnej naprawie.

4. Zwiazki BPA 1 BPAF indukowaly wyzej wymienione uszkodzenia w stezeniach
porownywalnych do poziomu BPA oznaczonego we krwi populacji ogélne;j.

5.Uzyskane wyniki wskazuja na zasadno$¢ zastgpowania zwigzku BPA zwigzkiem BPS w syntezie
tworzyw sztucznych i poddaje w watpliwo$¢ stosowanie w tym celu zwigzku BPAS.

Przedstawione wnioski, stanowig jednoczenie w mojej ocenie oryginalne osiggni¢cie Doktorantki,
gdyz zawieraja wazne i nowe aspekty poznawcze dotyczace skutkéw ekspozycji jednojadrzastych
komoérek krwi czlowieka na wybrane zwigzki z grupy bisfenoli. Wnioski 1, 2 i 3 sg prawidlo
sformutowane i wynikaja bezposrednio z wykonanych badan. Za najciekawszy i godny dalszych
badan toksykologicznych na innych modelach lub organizmach uznaje wniosek 5, natomiast 4
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wniosek uwazam za niepelny. Nalezatoby poda¢ poziom BPA oznaczony we krwi populacji ogolne;j i
powotac sie na literaturg. Dane te mozna znalez¢ w publikacji, ale przy omawianiu prac w tej czesci
rozprawy moim zdaniem ich zabrakto. Mam tez pytanie do pani mgr Katarzyny Mokrej, czy ma w
planach kontynuacje badan na innych sktadnikach morfotycznych krwi lub innych komérkach?

Podsumowujac, bardzo wysoko oceniam rozprawe doktorska pani mgr Katarzyny Mokrej. Na jej
duza warto$¢ merytoryczng sktadaja si¢ umiejetnie zaplanowane, przeprowadzone i opublikowane w
renomowanych czasopismach badania, podejmujace aktualny i wazny temat zwigzany z ochrong
zdrowia. Przedstawione w niej badania majg w petni charakter nowatorski. Doktorantka wykazata si¢
przy tym duzymi umiejetno$ciami samodzielnego prowadzenia badan eksperymentalnych oraz
znajomoscig problematyki z zakresu toksykologii, biologii i biofizyki. W swojej rozprawie
przedstawita oryginalne badania, ktére wzbogacaja nauke o badania o charakterze poznawczym, a
takze w przysztosci aplikacyjnym. Rozprawa doktorska pani mgr Katarzyny Mokrej spehnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie 0 stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku z
pozniejszymi zmianami. Uwazam, ze przedlozona mi do recenzji rozprawa jest podstawa do nadania
Doktorantce stopnia naukowego Doktora w dziedzinie nauk biologicznych, w dyscyplinie biofizyka.

Zwracam si¢ wiec z uprzejma prosba do Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Lodzkiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Katarzyny Mokrej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Biorac pod uwage niezwykle bogaty dorobek naukowy pani mgr
Katarzyny Mokrej, zakres i jako$¢ przeprowadzonych przez nig badan, zwracam si¢ do Wysokiej
Rady o wyrdznienie rozprawy doktorskiej i nagrodzenie Doktorantki.

Dr hab. inz. Dorota Bonarska-Kujawa
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