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Ocena
Rozprawy doktorskiej mgr Anety Wolskiej
pt.: "Wptyw bisfenolu A i jego wybranych analogdéw na erytrocyty cztowieka”

Duza liczba przedmiotdow codziennego uzytku zawiera substancje toksyczne
dla organizmu, niestety czesto ludzie nie sg tego Swiadomi. Do takich nalezy bisfenol A (BPA),
ktory jest sktadnikiem plastikowych butelek, pojemnikoéw, puszek i zabawek, a takze wystgpuje w
urzadzeniach elektronicznych, banknotach, materiatach stomatologicznych i1 kosmetykach.
Glownym i zarazem najgrozniejszym zrodtem narazenia organizmu czlowieka na bisfenol A jest
woda pitna i zywnos¢, przechowywane w opakowaniach plastikowych lub puszkach. Badania
dowodza bowiem, ze przedostaje si¢ on z opakowan do zywnosci, w ilosci zaleznej
od parametréw fizykochemicznych srodowiska. Grupg os6b najbardziej narazonych na bisfenol A
sa pracownicy zakladow przemystowych produkujacych: zywice epoksydowe i fenolowe,
poliestry, poliakrylany, poliweglany i papier termiczny. Moze on wnika¢ do wnetrza organizmu
droga oddechowsg, pokarmowg lub przez skore.

Wykazano, ze toksyczny dla organizmu ludzkiego bisfenol A jest obecny w tkankach
i ptynach ustrojowych 0sob nie tylko narazonych zawodowo, a jego odpowiednio wysokie stezenie
w organizmie, jak stwierdzono na podstawie badan epidemiologicznych, powoduje migdzy innymi
wzrost ryzyka wystgpienia choréb serca, cukrzycy, alergii. Moze on takze wptywaé na wzrost
otytosci 1 bezplodnosci.

W zwiagzku z rosngcym z roku na rok stezeniem bisfenolu A w otaczajacym czlowieka
Srodowisku, prowadzone sg badania nad jego strukturalnymi analogami (bisfenol S, bisfenol F
i bisfenol AF), ktore sukcesywnie zastgpujg bisfenol A. Z zalozenia zwigzki te powinny
wykazywac mniejsza toksycznos¢ oraz charakteryzowac si¢ zblizonymi do BPA wlasciwosciami.

Widzac konieczno$é wiaczenia si¢ do badan zwigzanych z ochrong organizmu czltowieka

przed toksycznym dziataniem bisfenolu A, pani mgr Aneta Wolska podj¢ta sie¢ w swojej pracy
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doktorskiej bardzo waznych badan okreslajacych aktywno$¢ biologiczng BPF, BPS
i BPAF w odniesieniu do erytrocytoéw cztowieka, ktére sa dobrym wskaznikiem zmian, w tym
patologicznych, wywotanych przez dziatanie ksenobiotykow na organizm.

Weczesniej zostaly przeprowadzone badania nad wptywem bisfenolu A i jego analogéw na
jednojadrzaste komoérki krwi obwodowej czlowieka (praca doktorska, Katarzyna Mokra — Ocena
wpltywu bisfenolu A i jego wybranych analogéw na jednojadrzaste komoérki krwi obwodowej
czlowieka). W  pelni uzasadnionym, dalszym etapem badan, wzbogacajacym
juz zdobyta wiedze, jest poznanie wplywu bisfenolu A 1 jego analogdw na nieposiadajace jadra
erytrocyty cztowieka.

Celem pracy doktorskiej mgr Anety Wolskiej byto okreslenie wptywu bisfenolu A i jego
wybranych analogow (BPS, BPF i BPAF) na erytrocyty czlowieka. W szczegdlnosci zbadanie
wplywu tych substancji na hemolizg, parametry morfologiczne i apoptotyczne erytrocytow
czlowieka, a takze okreslenie skutkéw dziatania bisfenoli na: stres oksydacyjny, aktywnosé
enzymow antyoksydacyjnych oraz na whasciwosci btony erytrocytu.

Przedtozona mi do recenzji praca doktorska pani mgr Anety Wolskiej ”Wptyw bisfenolu
A 1jego wybranych analogdéw na erytrocyty cztowieka” zostata zrealizowana pod kierunkiem pana
dra hab. Jaromira Michatowicza prof. nadzw. Uniwersytetu L.odzkiego, w Katedrze Biofizyki
Skazen Srodowiska Instytutu Biofizyki Uniwersytetu Lodzkiego.

Badania wykonane w ramach tej pracy doktorskiej byly finansowane z dwoch Zrodet,
zewnetrznego, tj. grantu przyznanego przez NCN (nr UMO-2012/07/NZ7/01174), kierowanego
przez pana dr hab. Jaromira Michatowicza prof. nadzw. UL i wewngtrznego, tj. dotacji celowej
dla miodych naukowcéw i uczestnikow studiow doktoranckich, przyznanej przez Wydziat
Biologii i Ochrony Srodowiska UL. W ramach tej dotacji Doktorantka brata udziat w dwoch
projektach przyznanych w latach 201612017 ( nr 5811/E-345/M/2016 i 5811/E-345/M/2017).

Praca doktorska sktada si¢ z czterech spdjnych tematycznie artykutow doswiadczalnych,
opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ na liscie JCR. Taka forma rozprawy
doktorskiej jest zgodna z obowigzujaca ustawg (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki, oraz Rozporzadzeniem

Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 3 pazdziernika 2014 r. w sprawie szczegotowego
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trybu warunkoéw przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskich, w postgpowaniu
habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytulu naukowego profesora.
Rozprawe doktorskg stanowig doswiadczalne prace tworcze, zawierajace kolejne etapy

zrealizowanych badan, ktére omowie.

1. Macéczak A., Bukowska B., Michatowicz J. (2015) Comparative study of the effect
of BPA and its selected analogues on hemoglobin oxidation, morphological alterations and

hemolytic  changes in human  erythrocytes. @ Comparative  Biochemistry

and Physiology, Part C, 176-177 (2015) 62-70

W pracy tej zbadano wptyw bisfenolu A (BPA) i jego analogéw (BPS, BPF, BPAF)
na stopien hemolizy, parametry morfologiczne i stopien utlenienia hemoglobiny erytrocytow
cztowieka. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem metody spektrofotometrycznej; techniki
cytometrii przeptywowej i przy uzyciu mikroskopu z kontrastem fazowym. Badania wykazaly
rézng aktywnos$¢ biologiczng badanych zwigzkéw w odniesieniu do krwinek czerwonych
cztowieka, oceniong na podstawie skutkéw indukowanych przez te substancje. BPA okazal
si¢ najsilniejszym oksydantem hemoglobiny, natomiast BPAF w najwyzszym stopniu indukowat
hemolize. BPA i BPAF odpowiadaja za powstawanie echinocytow, natomiast BPF powoduje
powstawanie stomatocytow. Jak podkresla Doktorantka, rozne skutki wywotlane przez badane
zwigzki w oddziatywaniu z erytrocytami cztowieka sa prawdopodobnie zwigzane z obecnoscia
réznych podstawnikéw, zawartych w czgsteczkach tych substancji chemicznych, co z kolei
wplywa na ich odmienng hydrofobowos¢, ktora jak wiadomo decyduje o gltebokosci wnikania
zwigzkow do blony erytrocytow.

W ostatnim zdaniu na stronie 11, pani mgr A. Wolska napisata ,,..zmiany hemolityczne
i oksydacyjne odnotowano iood wptywem bisfenoli w stezeniach, ktéore moga oddziatywaé
na organizm czlowieka wskutek narazenia zawodowego...,, Sformutowanie jest niefortunne,
poniewaz oddziatywanie z organizmem moze konczy¢ si¢ widocznym skutkiem lub nie.
Doktorantka natomiast chciata podkresli¢, ze zmiany hemolityczne i oksydacyjne byly widoczne

przy stezeniach, na jakie narazone sg osoby z racji pelnionego zawodu. Ponadto, chociaz moja
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ocena nie dotyczy publikacji juz ocenionych przed opublikowaniem, pozwole sobie na uwage
natury technicznej, zwigzanej z wykresem nr 2 ABC. Ze wzgledu na znikomy procent hemolizy
wiekszo$¢ stupkow jest niewidoczna. W przysztosci mozna albo na osi pionowej nanies¢

interesujgcy przedzial wartosci, albo wyniki przedstawi¢ w tabelach.

2. Macéczak A., Cyrkler M., Bukowska B., Michatowicz J. (2016) Eryptosis-inducing activity
of bisphenol A and its analogs in human red blood cells (in vitro study). Journal of

Hazardous Materials 307, 328-335

W pracy tej zbadano proces apoptozy erytrocytéw bedacej skutkiem dziatania bisfenoli.
Otrzymane wyniki badafn pozwolity stwierdzié, ze uzyte bisfenole wykazujg r6zng aktywnos¢
w indukowaniu procesu eryptozy. Powoduja one wzrost st¢zenia wapnia w cytozolu, przy czym
za najwieksze zmiany byt odpowiedzialny BPAF. W szczegolnosci badania wykazaty zmiany
w rozkladzie fosfatydyloseryny w btonach erytrocytow pod wpltywem bisfenoli, ktére byly
najwicksze w wyniku dziatania dwoch analogéw BPAF i BPF. Zarejestrowano rdéwniez
najwiekszy wzrost aktywnosci kaspazy-3 i kalpain, w wyniku dziatania BPAF, natomiast mniejszy
wplyw i poréwnywalny miaty bisfenol BPA i jego analog BPS. Wszystkie bisfenole powoduja
eryptoze, ktora jest skutkiem zmiany poziomu jonéw wapnia w cytozolu, delokalizacja
fosfatydyloseryny i  aktywacji  kaspazy-3 i1  kalpain.  Obserwowany  proces
ma miejsce przy stezeniach, z jakimi majg do czynienia osoby narazone zawodowo na badane

bisfenole.

3. Macéczak A., Cyrkler M., Bukowska B., Michatowicz J. (2017) Bisphenol A, bisphenol S,
bisphenol F and bisphenol AF induce different oxidative stress and damage in human

red blood cells (in vitro study). Toxicology in Vitro, 41, 143—-149

Badania zamieszczone w tej pracy dotycza wptywu bisfenolu BPA i jego analogéw (BPS,
BPF i BPAF) na stres oksydacyjny i na aktywnos$¢ systemu antyoksydacyjnego w erytrocytach

cztowieka. W badaniach tych okreslono wptyw uzytych bisfenoli na poziom reaktywnych form
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tlenu (RFT), w tym na poziom wysoce reaktywnego rodnika hydroksylowego. Stopien utlenienia
lipidow, zalezny od stezenia RFT, okreslano metoda TBARS. Spektrofotometrycznie;
wyznaczono tez poziom zredukowanego glutationu, a takze aktywnos¢ enzymow
antyoksydacyjnych, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa i katalaza.
Wyniki badan wykazaly, ze uzyte substancje w réznym stopniu dzialaja prooksydacyjnie
na lipidy, powodujac wzrost st¢zenia reaktywnych form tlenu, ponadto obnizajg poziom
zredukowanego glutationu, oraz zmniejszajg aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych.
Najaktywniejszymi oksydantami byly BPA i BPAS, natomiast BPS praktycznie nie byt aktywny
w zakresie stezen, na jakie moze by¢ narazony organizm ludzki. Podsumowujgc, Doktorantka
stwierdzita, ze niekorzystny, prooksydacyjny wptyw na erytrocyty ludzkie maja: BPA i dwa jego
analogi, BPF i BPAF.

4. Macczak A.,, Duchnowicz P., Sicinska P., Koter-Michalak M., Bukowska B., Michatowicz
J. (2017) The in vitro comparative study of the effect of BPA, BPS, BPF and BPAF on
human erythrocyte membrane; perturbations in membrane fluidity, alterations in

conformational state and damage to proteins, changes in ATP level

and Na+/K+ ATPase and AChE activities. Food and Chemical Toxicology, 110, 351-359

Praca ta zawiera badania nad wptywem bisfenoli na ptynno$¢ blony erytrocytow,
konformacje biatek btonowych, opornos¢ osmotyczng erytrocytows; oraz na poziom
wewnagtrzkomorkowego ATP, grup tiolowych, a takze na aktywnos$¢ acetylocholinoesterazy
i ATPazy sodowo-potasowej. Podobnie jak wykazaly wczesniejsze badania BPA i jego analogi —
BPF, BPS i BPAF majg zréznicowang aktywno$¢ biologiczng, poniewaz wywotuja rézne skutki
w odziatywaniu z erytrocytami czlowieka. Doktorantka stwierdzita, ze wszystkie poddane
badaniom zwigzki zwiekszaty oporno$¢ osmotyczng erytrocytow, zmieniaty stan konformacyjny
biatek btonowych, odpowiadaly za oksydacyjne uszkodzenie biatek btonowych oraz obnizaly
aktywno$¢ ATPazy sodowo-potasowej i acetylocholinoesterazy. Najaktywniejszy w skutkach
wywotanych w erytrocytach cztowieka okazat si¢ analog BPAF, w przeciwienstwie do BPS, ktory

indukowal niektére zmiany.
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Oceniana rozprawa doktorska oprocz kopii publikacji wchodzacych w sklad rozprawy
zawiera nastepujace rozdzialy: spis publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej,
omoéwienie celu naukowego i uzyskanych wynikow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
dorobek naukowy oraz o$wiadczenia wspotautoréw prac.

W ramach punktu nr 2 ,,Omoéwienie celu naukowego i uzyskanych wynikéw” Doktorantka
we wprowadzeniu w sposob zwiezly i jasny, na podstawie licznych artykuléw naukowych
przedstawita aktualnie istniejacg na $wiecie wiedze, dotyczaca konsekwencji zdrowotnych,
spowodowanych powszechnym zastosowaniem bisfenoli. Cytowana przez mgr A. Wolska
literatura, glownie z ostatniego dziesieciolecia, $wiadczy o tym, ze posiada Ona szerokg wiedzg z
zakresu zwigzanego z tematyka Jej rozprawy doktorskiej.

Wszystkie rozdziaty napisane bardzo przejrzyscie i bardzo dobrze, zaréwno pod wzgledem
merytorycznym, jak i stylistycznym. W tekscie pojawia si¢ kilka razy stowo ,,wzmagac”, ktére dla
mnie brzmi troche katastroficznie, bo faktycznie chodzi o czesto obserwowane w badaniach
zwiekszenie/wzrost wartosci badanej wielkosci fizycznej, w funkcji inne;j.

Sumaryczna warto$¢ IF prac wchodzacych w sktad rozprawy, zgodnie z rokiem
opublikowania pracy, ma imponujgcg wartos¢ - 15,225, podobnie jak a liczba punktéw MNiSW -
145.

O dominujgcym udziale i zaangazowaniu Doktorantki w badania zawarte w publikacjach,
wchodzgeych w sktad pracy doktorskiej $wiadcza, zardwno pozycja pierwszego autora
w kazdym artykule, jak i wysokie udzialy procentowe, wynoszace w kolejnych pracach
odpowiednio: 60, 50, 551 50 %, a wynikajace z pisemnych o$wiadczen wspétautorow.

Doktorantka zastosowata w przeprowadzonych eksperymentach szereg nowoczesnych
technik badawczych, stosowanych na calym $wiecie; do badania ukladéw biologicznych
na poziomie molekularnym'i komoérkowym oraz proceséw zachodzacych w organizmach.
W szczegblnosci wykorzystatla metody spektroskopowe, w tym spektrofotometryczng
i fluorescencyjng naturalng oraz z zastosowaniem réznych sond fluorescencyjnych, jak réwniez
technike cytometrii przeptywowej, a takze elektronowy rezonans paramagnetyczny (EPR)

i mikroskop z kontrastem fazowym.
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Szczegblowa analiza imponujacej ilosci réznorodnych badan zawartych w publikacjach,
stanowigcych rozprawe doktorskg, pozwala mi z pelnym przekonaniem stwierdzic,
ze Doktorantka osiggneta okreSlony w rozprawie cel badan. Uzyskane wyniki pozwolily
Jej na sformutowanie pieciu wnioskéw, z ktorych cztery szczegbtowe; bezposrednio wynikaja
z kolejno przeprowadzonych badan, natomiast pigty jest podsumowaniem poprzednich
i wskazujacym na zasadno$¢ zastgpienia w przemysle bisfenolu A, szkodliwego dla zdrowia, jego
analogiem BPS, jako najmniej toksycznym w odniesieniu do krwinek czerwonych.

Podkresli¢ nalezy zaréwno wysoki poziom przeprowadzonych badan w ramach pracy
doktorskiej, zawartych w wysoko punktowanych czasopismach, jak réwniez duzg aktywnos¢
naukowg Doktorantki, ktora ponadto jest wspétautorka 14 prac i 29 komunikatéw z naukowych
konferencji krajowych i miedzynarodowych, stanowiagcych dorobek naukowy pani mgr Anety
Wolskie;j.

Oceniajac warto$¢ naukowg rozprawy, nalezy podkresli¢, ze badania w niej zawarte
sa nowatorskie, wzbogacajg bowiem wiedze biofizyczna, biologiczng i medyczna, dotyczaca
toksycznego wplywu bisfenoli na organizm ludzki, na jakie narazone jest kazdego dnia
spoteczenstwo.

W tym miejscu chciatam zapytaé doktorantke, w oparciu o przeprowadzone przez Nig
badania doswiadczalne oraz dostepng wiedze literaturows, o roznice we wrazliwosci komarek
jadrzastych i bezjadrzastych na dziatanie bisfenolu A i jego analogow.

Pani mgr A. Wolska w swojej pracy wykazala takze, iz najmniejsza toksycznoscig
wzgledem erytrocytow cztowieka charakteryzowat sie bisfenol S, natomiast najwyzsza bisfenol
AF. Chciatabym prosi¢ Doktorantke o dodatkowe informacje, czy zwiazki te w pracach innych
badaczy réwniez wykazywaly tak znaczgco zréznicowany potencjal toksyczny wzgledem
badanych modeli komdrkowych?

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr Anety Wolskiej w pelni spetnia
wymogi okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 roku, o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65 z pézniejszymi zmianami).

W zwigzku z powyzszym, zwracam si¢ z uprzejma prosba do Rady Wydzialu Biologii

i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego o przyjecie rozprawy pani mgr Anety Wolskiej
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i dopuszczenie Jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, w celu uzyskania stopnia
naukowego doktora w dziedzinie nauk biologicznych w dyscyplinie biofizyka.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage ogromne znaczenie dla ochrony zdrowia podjetej tematyki
pracy, oraz zakres i wysoki poziom przeprowadzonych badan, wnoszg o wyrdznienie tej pracy

i nagrodzenie Doktorantki.
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