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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Iwony Sidorkiewicz
pt. Molekularne mechanizmy dziatania wybranych bisfenoli
na spermatocyty — badania — invitro.

Analizy wieloletnich badan nasienia jednoznacznie wykazaty utrzymujgcy sie
trend spadkowy w zakresie najwazniejszych parametrow spermatogenezy takich jak
(liczba, ruch oraz morfologia plemnikéw). Razem ze zmniejszajgcg sie ptodnoscia

mezczyzn zaobserwowano wzrost czestosci wystepowania nowotworow jgder.

Powody tych niekorzystnych trendéw zdrowotnych nie sg znane.
Jedna z bardziej przekonywujgcych hipotez sugeruje wptyw stylu zycia oraz czynnikéw
srodowiskowych. Sposrdéd czynnikéw Srodowiskowych istotne znaczenie majg tzw.
zwigzki endokrynnie czynne EDC (ang. Endocrine Disrupting Chemicals).
Sg to zwigzki, ktdére swojg budowg przypominajg hormony. Jako agonisci
lub antagonisci mogg réwniez nasladowac dziatanie hormondéw. Wykazano, ze maja
negatywny wptyw na homeostaze uktadu wydzielania wewnetrznego.
Rozwoj cywilizacyjny powoduje istotne zwiekszenie substancji chemicznych
uzywanych w przemysle, w produktach uzywanych przez nas na co dzien oraz

w zywnosci. W zwigzku z tym ryzyko narazenia na zwigzki endokrynnie czynne jest
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bardzo duze. Do rosngcej grupy tych zwigzkéw zalicza sie kilkaset substanciji
chemicznych. Miedzy innymi: pestycydy, fungicydy, $rodki przeciwbakteryjne,
pyretroidy, ftalany, wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, fenole i wiele

innych.

Obecnie mato jest publikacji oceniajacych wptyw EDC na zdrowie
reprodukcyjne. Jednoczesnie negatywne trendy ptodnosci meskiej powodujg coraz
wieksze zaniepokojenie. Tym bardziej interesujacy jest temat dysertacji, ktora zostata
mi przedstawiona do oceny przez Wysokg Rade Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu

Medycznego w Biatymstoku.

Praca Pani mgr lwony Sidorkiewicz jest spojnym tematycznie zbiorem dwodch
artykutow powstatych w wyniku realizacji projektu badawczego
pt.. "Mechanizm dziatania bisfenoli BPA, BPS i BPF na podstawie badan in vitro
komodrek spermatocytow mysich GC-2spd(ts)” (UMO-2015/19/N/NZ7/01605)
w ramach konkursu PRELUDIUM 10 finansowanego ze s$rodkow Narodowego

Centrum Nauki.

Praca sktada sie 74 stron i zostata podzielona na spis tresci i 6 rozdziatow.

Rozdziat |
W rozdziale pierwszym przedstawiono spis publikacji wtgczonych do rozprawy

doktorskiej:

1) lwona Sidorkiewicz, Jan Czerniecki, Katarzyna Jarzgbek, Monika Zbucka-
Kretowska, Stawomir Woftczynski, Cellular, transcriptomic and methylome
effects of individual and combined exposure to BPA, BPF, BPS on mouse
spermatocyte GC-2 cell line. Toxicol Appl Pharmacol. 2018. 359: 1-11.
doi:10.1016/].taap.2018.09.006. IF=3.616, MNiSW=40.000 (praca oryginalna).



2) lwona Sidorkiewicz, Kamil Zareba, Stawomir Wotczynski, Jan Czerniecki,
Endocrine-disrupting chemicals-Mechanisms of action on male reproductive
system. Toxicol Ind Health. 2017. 33(7): 601-609. doi:
10.1177/0748233717695160. IF=1.378, MNiSW=25.000 (praca przeglgdowa)

W obu wigczonych do rozprawy doktorskiej publikacjach doktorantka jest pierwszym
autorem. tgczny Impact Factor (IF) = 4,994, a punktacja MNiSW = 65 punktéw.
Dodatkowo nalezy wspomnie¢ o dorobku mgr Iwony Sidorkiewicz nie wigczonym
do rozprawy doktorskiej ktory obejmuje 6 publikacji o catkowitym IF = 12,527
(122 pkt MNiSW) oraz 14 streszczen zjazdowych.

Rozdziat Il

Rozdziat drugi zawiera kolejno:

1) Wykaz skrotow

Zostat przedstawiony w jezyku polskim i angielskim.

2) Wprowadzenie

Zawiera jasno przedstawiony problem obnizenia sie ptodnosci meskiej oraz

potencjalnych przyczyn tego negatywnego trendu.

Doktorantka szczegoétowo opisuje negatywne znaczenie zwigzkéw endokrynnie
czynnych do ktorych zalicza sie w tej chwili ponad 800 zwigzkow chemicznych.
Szczegdlng uwage poswieca bisfenolom (ktérych wptyw na spermatocyty jest
przedmiotem rozprawy doktorskiej). Sg to organiczne zwigzki chemiczne z grupy fenoli
stosowane do produkcji butelek plastikowych, puszek, naczyn jednorazowego uzytku,

a takze papieru termicznego.

Obecnos¢ bisfenolu-A (BPA) wykazano m. in. w tozysku, krwi, ptynie
pecherzykowym, krwi pepowinowej oraz w moczu. Udowodniono, ze zwigzek ten
przedostaje si¢ do organizmu cztowieka zarédwno przez spozycie jak i przez skore.
BPA zostat uznany srodowiskowy estrogen poniewaz ma powinowactwo do jadrowych
receptorow estrogenowych. W ostatnich badaniach wykazano, ze BPA wptywa
dodatkowo na inne szlaki zwigzane z btonowymi receptorami estrogenowymi,
z receptorami sierocymi zwigzanymi z estrogenami oraz receptorami androgenowymi.

Udowodniono réwniez bezposredni wptyw tego zwigzku na steroidogeneze



i spermatogeneze. Coraz czesciej doniesienia naukowe wykazujg jego udziat
w patogenezie hormonozaleznych choréb, w tym w niedoczynnosci tarczycy,

nowotworow prostaty, gruczotu piersiowego oraz w zespole policystycznych jajnikdw.

Doktorantka stusznie zauwazyta, ze dowody na szkodliwo$¢ bisfenolu-A przyczynity
sie do wprowadzenia zakazu stosowania tego zwigzku w Unii Europejskiej oraz
w Stanach Zjednoczonych Ameryki w produktach przeznaczonych dla niemowlat.
Dodatkowo nalezy wspomnie¢, ze w celu zmniejszenia ekspozycji na bisfenol A FDA
(ang. Food and Drug Administration) zaleca stosowanie rekawiczek przez osoby
majgce kontakt z papierem termicznym (np.: rachunki i wydruki na papierze

termicznym w sklepach).

Nastepnie doktorantka opisata dodatkowe kroki jakie podjeto w celu ograniczenia
ekspozycji na bisfenol A. Ot6z wprowadzono zamienniki tego zwigzku takie jak bisfenol
F (BPF) oraz bisfenol S (BPS). Opisujgc wtasciwoséci tych zwigzkéw zwrécita uwage
na ich podobienstwo strukturalne do BPA oraz estradiolu.
Fakt ten wzbudza coraz wieksze watpliwosci co do ich bezpieczenstwa dla cztowieka.
BPS wykorzystywany jest jako rozpuszczalnik do $rodkéw czyszczgcych, w produkciji
papieru termicznego oraz innych produktéw, w tym oznakowanych jako
"wolne od BPA". Natomiast BPF stosuje sie w zywicach epoksydowych,
w wyktadzinach, lakierach, klejach, materiatach stomatologicznych, opakowaniach
spozywczych, kosmetykach, $§rodkach higienicznych, produktach papierniczych.
W zwigzku z tym bezwzglednie potrzebne sg szczegdétowe badania na temat wptywu

tych zwigzkdéw na organizm.
3) Cel pracy

Doktorantka zatozyta w swojej pracy cele o bardzo waznym znaczeniu naukowym.
Podjete badania nad dotgd nieznanymi mechanizmami toksycznosci bisfenoli
na model invitro meskich komoérek rozrodczych jest wtasciwg drogg do poszerzenia
metod diagnostycznych a zwtaszcza w profilaktyce nieptodnosci. Nowatorstwo pracy
badawczej dotyczy zwtaszcza badan nad zamiennikami BPA czyli BPS
i BPF.



Szczegotowymi celami podjetych badan byty:

a) Okreslenie wptywu BPA, BPF i BPS na zywotno$¢ i proliferacje komorek
spermatocytow.

b) Ocena efektow zaleznych od dawki wywotanych  ekspozycja
na BPA, BPF i BPS.

c) Wptyw ekspozycji na BPA, BPF i BPS na profil ekspresji gendw
badanych komoérek.

d) Ocena mechanizmu genomowego dziatania BPA, BPF i BPS po zastosowaniu
selektywnych inhibitorow oraz antagonistow ER.

e) Ocena mechanizmu pozagenomowego dziatania BPA, BPF i BPS
po krotkotrwatej i dtugotrwatej ekspozycji komoérek - zmiany w cyklu
komorkowym oraz apoptozie.

f) Ocena efektow wywotanych ekspozycjg na mieszaniny bisfenoli.

4) Materiat i metody

W przedstawionej publikacji pod tytutem ,Cellular, transcriptomic and methylome
effects of individual and combined exposure to BPA, BPF, BPS on mouse
spermatocyte GC-2 cell line” doktorantka szczegdétowo opisuje model komorkowy
w ktorym uzyto mysig linie komorkowg spermatocytéw zatrzymang w stadium
pachytenu. Istotne jest to, ze komérki te wykazujg ekspresje receptorow
estrogenowych oraz receptora btonowego. Dzieki temu mozliwa jest analiza

mechanizmow dziatania ksenobiotykdw.
5) Wyniki

W tej czesci pracy doktorskiej Pani mgr Iwona Sidorkiewicz szczegotowo w kilku

punktach opisuje wyniki przedstawione w zatgczonej publikaciji.

Cytotoksyczno$c¢ bisfenoli

Wykazano, ze wszystkie badane bisfenole wykazujg nie tylko efekt cytotoksyczny

ale rébwniez pobudzajacy. Zalezy to od uzytego stezenia oraz dtugoéci ekspozycji.



Zmiany potencjatu bonowego mitochondriéw po ekspozycji na bisfenole

Wykazano, ze wszystkie badanie zwigzki wywotywaty spadek potencjatu bton

mitochondrialnych ktéry jest markerem wczesnej apoptozy.

Whptyw ekspozycji na bisfenole na cykl komorkowy

Wykazano, ze wszystkie badane zwigzki w stezeniach wystepujacych w ptynach
ustrojowych wptywajg na przezywalnos¢ komorek. Nie wykazano jednak zmian w cyklu

komorkowych spermatocytdw po zastosowaniu bisfenoli.

Genomowy mechanizm dziatania bisfenoli

Wykazano, ze bisfenole dziatajg w sposob addytywny na receptory estrogenowe
ER i GPR30. Poniewaz zablokowanie tych receptorow za pomocg selektywnych

inhibitoréw i antagonistow zniosto efekt ekspozycji na BPF i BPS.

Profil ekspresji genow w komodrkach GC-2 po ekspozyciji na bisfenole

Wykazano, ze ekspresja genow ESR1, ESR2, ERRYy zalezy od czasu ekspozycji.

Nie wykazano ekspresji gendéw dla receptorow AR oraz GPR30.

Zmiany w metylacji DNA w komodrkach GC-2 po ekspozycji na bisfenole

Wykazano, ze wszystkie badane zwigzki wptywaty na zwiekszong metylacje DNA.
Wskazuje to nie tylko na toksyczne dziatanie bisfenoli na poziomie genomowym

ale réwniez epigenetycznym.

Poréownanie efektow dziatania pojedynczeqo bisfenolu oraz ich mieszaniny

Badania potwierdzity wystepowanie efektu sumowania dawki badanych zwigzkéow.
Zmiany wywotane przez mieszaning BPA, BPF, BPS byty zblizone do tych jakie
powodowat pojedynczy zwigzek.

6) Wnioski
Przedstawione wnioski sg zgodne z celami pracy i wynikajg z przeprowadzonych

badan. Doktorantka przedstawita kolejno sze$¢ wnioskow:

a) BPA, BPF oraz BPS wptywajg na zywotno$¢ komorek GC-2.
b) BPA ijego analogi wykazujg poréwnywalny potencjat cytotoksyczny wzgledem
badanych komoérek.



c) W genomowy mechanizm dziatania BPF i BPS $g zaangazowane receptory
ESR i GPR30.

d) Wszystkie badane zwigzki wptywajg na ekspresje gendw receptoréow ESR oraz
gendw zaangazowanych w steroidogeneze.

e) Dziatanie mieszaniny bisfenoli polega na efekcie sumowania dawki.

f) BPF i BPS nie sg bezpiecznymi zamiennikami BPA (w zakresie badanego
modelu komoérkowego).

Wszystkie powyzsze wnioski majg duzg warto$¢ naukowg i praktyczng. Poniewaz
wskazujg na toksyczne dziatanie nie tylko bisfenolu A ale réwniez ,2nowych” bisfenoli

na linie komorek spermatogenezy. Wazny jest fakt, ze doktorantka wykazata tez
mozliwe mechanizmy tego dziatania.

Bardzo istotnym jest tez wniosek, ze mieszanina roznych bisfenoli dziata na
zasadzie efektu sumowania dawki. Sugeruje to koniecznosé okreslania norm dla
catkowitego stezenia wszystkich bisfenoli obecnych w produktach a nie maksymalnych

dopuszczalnych stezen dla kazdego z nich osobno.

Rozdziat Il

W rozdziale trzecim Pani mgr lwona Sidorkiewicz zatgczyta kopie publikacji

wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej

Rozdziat IV

Rozdziat czwarty zawiera streszczenie w jezyku polskim i jezyku angielskim.
Umozliwia ono szybkie zorientowanie sie w temacie, celach, metodyce, wynikach oraz

wnioskach wynikajgcych z pracy.
Rozdziat vV

Rozdziat pigty zawiera prawidtowo dobrang aktualna bibliografie sktadajacg sie

z 37 pozycji uporzgdkowanych zgodnie z kolejno$cig cytowania.

Rozdziat VI

W rozdziale széstym doktorantka zamiescita informacje o charakterze udziatu
wspotautorow w publikacjach wraz z szacunkowym okresleniem procentowego wkiadu

pracy. Dodatkowo rozdziat ten zawiera o$wiadczenia podpisane przez wspotautorow
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publikacji. Wszyscy wspotautorzy wyrazili zgode na wykorzystanie publikacji w pracy

doktorskiej i zgodnie potwierdzili wysoki (70%) udziat doktorantki w powstanie pracy.

Ostatnie dwie strony to curriculum vitae. Doktorantka ukonczyta studia
magisterskie na kierunku analityka medyczna. Na uwage z pewnoscia zastuguje
to, ze Pani mgr Iwona Sidorkiewicz jest obecnie w trakcie studiéw na Wydziale

Lekarskim Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Przedstawiona mi do recenzji praca zostata przygotowana bardzo starannie
i wyjatkowo estetycznie. Da sig zauwazyé, ze doktorantka zwrécita szczegolng uwage
na prawidtowg redakcje tekstu. W catej pracy sktadajgcej sie z 74 stron tekstu
zauwazytem tylko dwa ,chochliki drukarskie”: jedng ,literéwke” i jeden brak spacji.
Spis treéci: 4.6 powinno byé ,mitochondrialnych”; Strona 11: powinno by¢

.pecherzykowy, krew pepowinowa”.
Podsumowanie recenzji

Rozprawa doktorska Pani mgr Iwony Sidorkiewicz w mojej opinii spetnia
warunki stawiane rozprawom na stopien doktora nauk medycznych zgodnie

z aktualnie obowigzujgcym prawem.

Na tej podstawie pozwalam sobie przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie Pani

magister Iwony Sidorkiewicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dodatkowo nalezy zaznaczy¢, ze wartosé przeprowadzonych badan jest
bardzo wysoka. Dzigki temu istotnie poszerza sie nasz stan wiedzy na temat
szkodliwego wptywu zwigzkéw endokrynnie czynnych na zdrowie reprodukcyjne.
W zwigzku z tym pozwalam sobie przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku wniosek o wyroznienie pracy doktorskie;

Pani mgr Iwony Sidorkiewicz.
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