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OCENA

rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Mokrej pt.
»Ocena wplywu bisfenolu A i jego wybranych analogow na jednojadrzaste komorki krwi
obwodowej czlowieka”,

wykonanej pod kierunkiem dr hab. Jaromira Michalowicza, prof. UL, w Katedrze Biofizyki
Skazen Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego.

Bisfenol A czyli 2.2-bis(p-hydroksyfenylo)propan (BPA), zostal zsyntetyzowany po raz pierwszy
przez rosyjskiego chemika Aleksandra Pawlowicza Dianina w 1891 roku. Na duza skalg rozpoczeto
wykorzystywaé ten zwigzek chemiczny w latach 50-tych ubieglego wieku, gléwnie do utwardzania
tworzyw poliweglanowych oraz do produkeji zywic epoksydowych. BPA stosuje sie powszechnie do
produkcji butelek, pojemnikéw na zywnosé oraz puszek do przechowywania zywnosci i napojow, ale
rowniez do produkcji wielu uzywanych powszechnie artykutéw i sprzgtu niezwigzanych z zywnoscia.

Chociaz uwaza sig, ze ludzie narazeni sa przewlekle na raczej niskie stezenia BPA, gléwnie poprzez
zywno$¢ i wodg pitna oraz przez drogi oddechowe i przez skorg, to BPA stanowi istotny problem
zdrowia publicznego. Pierwsze naukowe doniesienia na temat mozliwego negatywnego wptywu BPA
na zdrowie, dotyczyly zaburzenia gospodarki hormonalnej. Na poczatku lat 30-tych ubieglego wieku,
brytyjski biochemik Edward Charles Dodds wykazal, ze BPA posiada stabe dziatanie estrogenowe w
stymulacji ukfadu hormonalnego u samic szczuréw., Udowodniono, ze BPA dziala jako ksenoestrogen,
wykazujac powinowactwo do réznych receptorow, w tym estrogenowych ERA i ERB, receptora
androgenowego AR oraz estrogen-related receptor-y (ERR-y). Istniejg powazne dowody w oparciu o
badania in vitro, badania na zwierzetach, czy badania epidemiologiczne u ludzi, wskazujace, ze BPA
zwigksza ryzyko raka, zaburzen rozwojowych, cukrzycy, otylosci, zespolu metabolicznego, astmy,
choréb serca, choréb krazenia i moze przyczyniaé sie do bezplodnosci, czy zmniejszonej ptodnosci.

Z powodu potencjalnie duzej szkodliwosci BPA na zdrowie cztowieka, ostatnia dekada, przyniosta
szereg ograniczefi dotyczacych stosowania BPA do produkcji poliwgglanéw czy zywic
epoksydowych. Rozwaza si¢ lub rozpoczeto juz stosowanie analogow BPA, takich jak bisfenol S
(BPS) w produkeji papieru termicznego i innych produktach; bisfenol F (BPF) w produkcji konserw i
napojéw; a bisfenol AF (BPAF) stosuje sie do wytwarzania zywic epoksydowych i
fluoroelastomeréw. Podobienstwo strukturalne analogéw bisfenoli do BPA moze powodowag, 7ze
BPS, BPF i BPAF wywoluja podobne negatywne skutki zdrowotne Jjak w przypadku BPA. Co istotnie,
wykazano juz, ze analogi BPA, podobnie jak BPA moga zaburza¢ gospodarke hormonalna.

Brak badan na temat dzialania BPA oraz jego analogéw BPS, BPF i BPAF na jednojadrzaste komorki
krwi obwodowej czlowieka (peripheral blond mononuclear cells, PBMC) oraz wyniki badan
epidemiologicznych wskazujace na zwiazek migdzy narazeniem na BPA a upo$ledzeniem funkcji
uktadu immunologicznego u ludzi, skionity Doktorantke do przeprowadzenie opisanych w Dysertacji
badan. Celem rozprawy byla ocena wplywu BPA i Jego wybranych analogéw na jednojadrzaste
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komoérki  krwi  obwodowej czlowieka, poprzez réine mechanizmy komorkowe, w tym
cytotoksycznosé, dziatanie prooksydacyjne i genotoksyczne.

Tak przedstawiony cel pracy Doktorantka zrealizowata w oparciu o trzy oryginalne publikacje:

L. 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. 29, 1464-1472, 2015. doi:10.1016/j tiv.2015.05.012.

II. 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. 84, 79-88, 2015. doi: 10.1016/.fct.2015.08.007.

1. Mokra K, Kuzminska-Surowaniec A, Wozniak K, 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. 100, 62-69, 2017. doi:
10.1016/].fct.2016.12.003.

Rozprawa doktorska pani mg Katarzyny Mokrej ma forme spojnego tematycznie zbioru artykulow
opublikowanych w czasopismach naukowych z czesci A listy publikacji okreslonych przez Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (105 punktéw), posiadajacych wspotezynnik wplywu Impact Factor
(10,506 punktéw), znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR): co spetnia kryteria
art. 13, ust. 2 ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595).

Indywidualny udziat Doktorantki w powstaniec powyzszych artykuléw, stanowiacych rozprawe
doktorska zostat przez nia okreslony na 55, 65 i 60%, odpowiednio. Doktorantka wykazala réwniez
szezegdlowo swo6j wklad przy opracowywaniu koncepcji, wykonywaniu czesci eksperymentalnej,
opracowaniu i interpretacji wynikow pracy doktorskiej, tym samym spelniajac warunki podane w
art. 13, ust. 4 ustawy.

Przedstawiona do oceny dysertacja doktorska zawiera: spis publikacji wchodzacych w sklad rozprawy
doktorskiej, oméwienie celu naukowego i uzyskanych wynikow, streszczenie w jezyku polskim oraz
angielskim, dorobek naukowy, o$wiadczenia wspétautoréw prac oraz kopie trzech publikacji
wehodzacyceh w sklad rozprawy doktorskiej, spetniajac w kryteria art. 13, ust. 6 ustawy.

Autorka dysertacji zaplanowala szczegolowo zakres prac badawczych, ktére podzielita na trzy duze
eksperymenty, zaprezentowane nastepnie w trzech opublikowanych artykulach. Doktorantka
zastosowata krétkoterminowe (1 godzina i 4 godziny) narazanie komérek PBMC na rézne stezenia
BPA oraz 3 jego analogéw: BPS, BPF oraz BPAF. Na podkreslenie zastluguje zastosowanie przez
Doktorantke bardzo szerokiej gamy metod badawczych, wymagajacych duzego doswiadczenia i
wiedzy badawczej. Wymieni¢ tylko niektére z nich zastosowane w dysertacji: techniki cytometrii
przeptywowej do badania zywotnosci komérek, stresu oksydacyjnego, zmian apoptotycznych,
transblonowego potencjatu mitochondrialnego; techniki luminometryczne do pomiaru ATP; techniki
fluorymetryczne do analizy uszkodzen biatek i peroksydacji lipidéw; techniki spektrofotometryczne;
techniki mikroskopii fluorescencyjnej; test immunoenzymatyczny; test kometowy.

W pierwszej publikacji (I) Doktorantka analizowata zywotno$é komorek PBMC, ich zmiany
morfologiczne, uszkodzenia oksydacyjne bialek i lipidow oraz stezenie ATP, jako efekt dziatania BPA
i jego analogdw: w publikacji IT — wptyw BPA i jego analogéw na mechanizm apoptozy w komdrkach
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PBMC; a w publikacji III — uszkodzenia DNA spowodowane narazeniem komérek PBMC na BPA i
Jjego analogi.

Realizujgc tak szeroko zakrojone badania, pani mgr Katarzyna Mokra uzyskala wiele interesujacych
wynikow, ktore nastepnie szczegotowo przedyskutowata z danymi literaturowymi. Lektura dysertacji
wskazuje niezbicie, ze Doktorantka jest dojrzalym badaczem, realizujagcym cele naukowe we wlasciwy
sposob, nie naruszajgc podstawowych zasad pracy naukowej; wykazala cechy starannego i rzetelnego
pracownika naukowego dbalego o wiarygodne przedstawienie wykonanych eksperymentéw i
uzyskanych wynikoéw; perfekcyjnie opanowata warsztat naukowy, wykazata si¢ umiejetnoscia
prowadzenia dyskusji naukowej i wyciagania ze swoich badan, ostroznych i wywazonych
nastepujacych wnioskdw:

* BPA, BPF, a w szczegdlnosci BPAF zmniejszaly zywotnosé Jednojadrzastych komorek krwi
obwodowej cztowieka m.in. poprzez obnizenie poziomu ATP; badane zwigzki indukowaty
oksydacyjne uszkodzenia bialek i lipidow na drodze wzmagania produkcji reaktywnych form
tlenu.

* BPA i jego analogi wykazywaly zréznicowany potencjat apoptotyczny w badanych
komoérkach; szlakiem w wigkszym stopniu zaangazowanym w proces apoptozy byla $ciezka
mitochondrialna.

* BPA i jego analogi powodowaly pekniecia jednoniciowe oraz w znacznie mniejszym stopniu
pekniecia dwuniciowe DNA; powstate uszkodzenia ulegaty efektywnej, jednak niepetnej
(poza komérkami preinkubowanymi z BPS) naprawie.

® BPA oraz BPAF indukowaly oksydacyjne uszkodzenia biatek i lipidow oraz pojedyncze
peknigcia nici DNA w badanych komérkach w stezeniach poréwnywalnych do poziomu BPA
oznaczanego we krwi populacji ogélne;j.

e Uzyskane wyniki (w zakresie analizowanych parametréw oraz badanego typu komorek)
wskazuja na zasadnos¢ zastgpowania BPA przez BPS w syntezie tworzyw sztucznych,
natomiast poddaja w watpliwos$¢ stosowanie w tym celu BPAF.

Oceniajgc prace doktorska nalezy podkreslié, ze Doktorantka wykonata zmudne, trudne technicznie i
ciekawe badania, wymagajace duzego zaangazowania zaréwno w prace laboratoryjng, jak i
wymagajace duzej wiedzy na temat toksycznego dzialania BPA oraz stosowanych technik
badawczych. Zakres metod badawczych stosowanych przez Doktorantke w rozprawie doktorskiej jest
niezwykle imponujgcy.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska jest niewatpliwie oryginalna. Nalezy podkresli¢, ze
pomyst i koncepeja pracy doktorskiej sg pionierskie. Nie prowadzono do tej pory badan in vitro, gdzie
analizowano by efekty narazenia na BPA i jego analogow na jednojadrzaste komorki krwi obwodowej
cztowieka, poprzez rézne mechanizmy komérkowe, w tym cytotoksycznos¢, dziatanie prooksydacyijne
i genotoksyczne. Nastgpna mocna strong pracy doktorskiej jest wybor nie tylko BPA, ale réwniez jego
kluczowych analogow, zwiazkéw alternatywnych dla BPA, ktore sa juz wprowadzane do masowej
produkcji. Dodatkowo, Doktorantka zastosowata stezenia BPA i jego analogéw w bardzo szerokim
zakresie, a badania efektow narazenia na niskie (w zakresie srodowiskowych) stgzenia wydajg sie
szczegdlnie cenne.

Moim zdaniem, tak unikalne wyniki badan moga stanowi¢ dobra podstawe do przeprowadzenia analiz
z wykorzystaniem innych modeli komdrkowych, badan na zwierzetach oraz badan
epidemiologicznych u ludzi. Badania Doktorantki stanowig cenne uzupenienie do kontynuowania i
rozszerzenia badan z zakresu dziatania zapalnego, mutagennego, klastogennego i epigenetycznego
BPA i jego analogow.
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Przy tak profesjonalne;j realizacji tematu rozprawy doktorskiej, trudno dopatrzeé sie brakéow, uchybien,
czy niedopowiedzen, bo wszelkie kwestie merytoryczne oraz metodologiczne zostaly przedstawione
rzetelnie 1 bardzo szczegblowo. Potwierdzone to przeciez zostalo przez oceng i ewentualne
komentarze w trakcie ewaluacji trzech spdjnych artykutéw przestanych do redakcji czasopism. Z
obowigzku recenzenta, cheiatabym jednak zwrocié uwage na jedng kwestie z prosba o ustosunkowanie
si¢ do niej i komentarz Doktorantki.

Doktorantka analizowata szeroki zakres stezenn BPA i jego analogéw, odnoszac je do narazenia
srodowiskowego i zawodowego lub przypadkowego; stezei BPA poréwnywalnych do tych
oznaczanych we krwi populacji ogélnej. Chciatbym prosié Doktorantke o odniesienie sie do
rekomendowanej przez Europejski Urzad ds. Bezpieczenistwa Zywnosci (EFSA) tymczasowej
dawki tolerowanego dziennego pobrania (TDI) dla BPA, ktéra od grudnia 2014 roku wynosi

4 pug/kg masy ciata/dzien. Czy mozna potwierdzié, Ze narazenie na BPA i jego analogi w
stezeniu zblizonym do wartosci TDI nie bedzie powodowaé negatywnych skutkow w
Jednojadrzastych komérkach krwi obwodowej cztowicka?

Podsumowujac stwierdzam, ze przedfozona mi do recenzji rozprawa doktorska pani mgr Katarzyny
Mokrej, przygotowywana w postaci spéjnego tematycznie zbioru opublikowanych artykulow, stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wnoszacego istotne, nowe tresci do rozwoju nauki oraz
wykazuje ogdlng wiedze teoretyczng Doktorantki, a takZe jej umiejgtnos¢ samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej, tj. speinia warunki okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z
pOZniejszymi zmianami).

Wnoszg zatem do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego
0 dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuje do Wysokiej Rady o wyréznienie rozprawy doktorskiej.
XNIEROWNIK ZAKEADU

GENETYKI MOLEKULARNEJ
i EPI TYKI

dr hab, Edyta Reszka prof. IMP
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