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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Nowak
pt. ,Ocena regulacji funkcji ludzkich neutrofiléw przez metyloparaben”
zrealizowanej w Zaktadzie Immunologii Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

pod kierunkiem naukowym dr hab. n.med. Wioletty Ratajczak-Wrony

Podstawa formalna recenzji

Uchwata Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku z dnia 24.11.2021 r.

Na podstawie udostepnionych dokumentéw, przekazanych przez prof. dr hab.
Wojciecha Miltyka, Dziekana Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku, przygotowano ocene rozprawy doktorskiej zgodnie z
kryteriami okreslonymi w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z
2014 r. poz.1852).

Ogodlna charakterystyka rozprawy doktorskiej

Przewdd doktorski prowadzony jest w dziedzinie nauk medycznych i nauk o
zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest oparta o cykl publikaciji
naukowych, ma forme manuskryptu i odpowiada standardom rozpraw doktorskich.
Zostata przedstawiona na 42 stronach w sktad ktérych wchodzg 2 rysunki. Dysertacja
obejmuje: wykaz publikacji stanowigcych rozprawe doktorskg, zrodta finansowania
badan, wykaz stosowanych skrétéw, wstep, cel pracy, materiat i metody, omoéwienie

wynikoéw 7 prac wchodzgcych w skad dysertacji, dyskusja i podsumowanie, wnioski,



piSmiennictwo, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, fotokopie publikaciji
wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej. W suplemencie dysertacji zamieszczono
zgode Komisji Bioetycznej, oswiadczenia wspoétautorow publikacji wigczonych do
rozprawy doktorskiej oraz dorobek naukowy doktorantki.

W skad jednotematycznego cyklu wchodzg 2 prace oryginalne oraz 5 prac
przegladowych opublikowane w czasopismach indeksowanych (JCR) o zasiegu
miedzynarodowym. Na szczegdlng uwage zastugujg dwie prace oryginalne:

1. Nowak K., Jabtonska E., Radziwon P., Ratajczak-Wrona W. Identification of a
novel target for the action of endocrine disrupting chemicals: inhibitory effect of
methylparaben on human neutrophil functions. Environ. Sci. Pollut. Res. Int.
2020, 27: 6540-6548 (IF= 4,223, punkty MNiSW = 70),

2. Nowak K., Jabtonska E., Garley M. Radziwon P., Ratajczak-Wrona W.
Methylparaben-induced regulation of estrogenic signaling in human
neutrophils. Mol. Cell. Endocrinol. 2021, 538: 111470 (IF = 4,102, punkty
MNiSW = 100)

ktére stanowity podstawe merytoryczng do przedstawienia wynikéw badan oraz
wyciggniecia odpowiednich wnioskéw prezentowanych w dysertacji doktorskiej.
Pozostate 5 prac wchodzgce w skfad rozprawy to prace przeglgdowe, ktore stanowity
teoretyczne podstawy do podjecia badan eksperymentalnych i uzasadnity zakres
badan zrealizowanych w dysertacji doktorskiej. Dwie prace oryginalne uzyskaty
taczny wspétczynnik oddziatywania Impact Factor (IF) = 8,325 i punktacje MNiSW
rowng 170. Natomiast na szczegdlng uwage zastuguje pieC prac przeglgdowych,
ktére uzyskaty tgczny wspoétczynnik oddziatywania IF = 28,181 oraz punktacje
MNiISW = 515. Sumaryczny wspétczynnik wptywu wszystkich 7 prac wchodzgcych w
sktad rozprawy doktorskiej wyniost IF = 36,506, a liczba punktéw wg MNiSW = 685.
Jak wynika z analizy os$wiadczen wspotautorow udziat Doktorantki w
przedstawionych pracach jest znaczgcy i pierwszoplanowy z 65 % do 75 % udziatem
we wszystkich pracach. Réwnoczesnie wszyscy wspoétautorzy wyrazili zgode na
wigczenie tych publikacji do zbioru sktadajgcego sie na dysertacje doktorskg mgr
Karoliny Nowak. We wszystkich przedstawionych publikacjach Doktorantka jest
pierwszym autorem oraz osobg odpowiedzialng za catoksztatt publikaciji.

Realizacja badan zaprezentowanych w niniejszej dysertacji doktorskiej byta
mozliwa dzieki uzyskanemu dofinansowaniu ze srodkéw NCN (projekt badawczy nr:
2018/31/N/NZ&/01074, subwencji Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (projekt



badawczy nr SUB/1/DN.19/006/2206), dotacji finansowych Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku na rozwdéj mtodych naukowcéw (projekt badawczy nr
N/ST/MN/17/002/2206 oraz N/ST/MN/18/003/2206 oraz dotacji podmiotowych i
celowych UM w Biatymstoku (N/ST/ZB/17/004/2206).

Problem naukowy, jego sformutowanie i aktualnos¢ podjetego zagadnienia
naukowego

Konserwacja zywnosci, lekoéw, kosmetykow czy produktow do higieny
osobistej oparta jest na parabenach, a najczesciej identyfikowanym parabenem jest
metyloparaben (MeP) — metylowy ester kwasu 4-hydroksybenzoesowego (PHBA). Z
posréd kilkunastu zwigzkdw MeP jest pierwszym Srodkiem w szeregu
homologicznym parabenow, ktory charakteryzuje sie najnizszg aktywnoscig
przeciwbakteryjng i przeciwgrzybiczg. Pomimo nizszej aktywnosci MeP zapewnia
wydajng ochrone konserwowanego produktu przeciw rozwojowi bakterii G+ i G-,
plesni i drozdzy, a aktywnos$¢ oparta jest na hamowaniu syntezy DNA i RNA,
inaktywowaniu enzymow bakteryjnych czy bezposrednim wptywie na wiasciwosci
warstw lipidowych co w konsekwencji prowadzi do utraty integralnosci bton
komorkowych  drobnoustrojow. MeP uwazany jest za konserwant wzglednie
bezpieczny i dopuszczony do stosowania w zywnosci, kosmetykach, lekach i
produktach higieny osobistej oraz podlega Scistej kontroli i regulacji m. in. przez
Agencije Zywnosci i Lekow (FDA), Komitet Naukowy ds. Bezpieczenstwa
Kosmetykéw (SCCS) oraz Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA).
Tak duza popularno$¢ MeP jako substancji konserwujgcej jest gtownie zwigzana z
niskimi  kosztami produkcji na skale przemystowg, wysokg aktywnoscig
przeciwbakteryjng i przeciwgrzybiczg w szerokim zakresie pH i temperatury oraz
brakiem wptywu na wilasciwosci konserwowanego produktu, gdyz nie posiada
zapachu, smaku i jest bezbarwny. Liczne badania wykazaly, ze niemal 100 %
populacji ludzkiej jest narazona na parabeny, w tym w 94-99 % prébkach moczu u
dorostych kobiet i mezczyzn. Stwierdza sie jego obecnos¢ w kurzu domowym, glebie
i naturalnych zbiornikach wodnych, a liczne badania sugerujg, ze MeP ma negatywny
wptyw na zwierzeta hodowlane i wolnozyjgce. Narazenie na MeP wigze sie Scisle z
jego absorbcjg poprzez stosunkowo szybkie wchfanianie przez skoére, przewodd
pokarmowy lub inhalacje oraz szybkim przenikaniem do krwioobiegu, co sprzyja

szybkiej dystrybucji MeP w catym organizmie. Obecno$¢ MeP zanotowano w kale,



ptynie owodniowym, krwi pepowinowej, spermie, kobiecym mleku, tkance
ttuszczowej, wtosach oraz paznokciach, co jednoznacznie potwierdza wyjgtkowo
wysoki stopien narazenia ludzi na jego dziatania. Punktem zwrotnym w historii
stosowania MeP wyto opublikowanie wynikow badan, w ktérych wykazano zaleznosc¢
pomiedzy stosowaniem antyperspirantow konserwowanych parabenami, a
wystepowaniem nowotwordow piersi u kobiet. Pdzniejsze intensywne badania
wykazaty, ze parabeny cechujg sie wysokim stopniem powinowactwa do elementow
uktadu endokrynnego. Natomiast badania oceniajgce wptyw MeP na komorki
immunologiczne sg nieliczne, a brak intensywnych badan w tym zakresie nie
pozwala na ocene wplywu tej grupy preparatdw na ksztattowanie sie nieswoistych
mechanizméw obronnych i odpornosci przeciwzakaznej. Pomimo podobienstwa w
sposobie dziatania MeP i endogennych estrogendéw oraz wykazanego wptywu na
komdérki immunokompetentne, badania dotyczgce okreslenia MeP na kluczowe dla
odpowiedzi immunologicznej funkcji neutrofilbw, komoérek nalezgcych do PMN i
zwanych ,mikrofagami”, nie zostaty jeszcze przebadane. W zwigzku z powyzszym,
podjete przez Doktorantke badania sg nowatorskie oraz majg istotne znaczenie dla
immunologii poréwnawczej i klinicznej.

Problematyka naukowa podjeta przez Doktorantke posiada znaczacy aspekt
poznawczy i praktyczny. W przedstawionej do recenzji pracy podijeta sie Doktorantka
nowego, mato poznanego zagadnienia jakim jest ocena wrazliwosci ludzkich
neutrofilbw na MeP, szczegdlnie w stezeniach stwierdzanych w krwioobiegu osob
stosujgcych lub narazonych na produkty nim konserwowane oraz czy badany
preparat ma bezposredni wptyw na aktywnosc¢ i funkcje neutrofilbw. Réwnoczesnie
Doktorantka podejmuje badania, ktére maja odpowiedzie¢ na pytanie, czy
mechanizm dziatania MeP ma wptyw na ekspresje receptoréw estrogennych ERa i
Erp oraz regulacje klasycznej sciezki szlaku sygnalizacyjnego NF-kB w neutrofilach.
Cele pracy sg sformutowane jasno oraz sg spojne z przedstawionymi do rozwigzania
problemami naukowymi. Autorka podjefta sie trudnego zadania, o duzej wartosci

poznawczej i praktyczne;.

Poprawnos¢ i oryginalnosé¢ metodyczna, ocena wynikéw badan oraz ich
interpretacji
Materiat i metody badawcze sg prawidiowo dobrane i adekwatne do celu i

zakresu badan. Uktad doswiadczen oraz schemat prowadzonych badan jest



przedstawiony jasno i zwiezle, co pozwala na tatwg obserwacje i petng ocene
postepowania diagnostycznego. Metody badawcze uzyte do rozwigzania
zamierzonych celow sg prawidlowo dobrane i spetniajg wymogi stawiane
nowoczesnym technikom badawczym stosowanym w diagnostyce immunologiczne;.
Zastosowane w badaniach doswiadczalnych stezenia MeP oraz zréznicowane czasy
inkubacji sg w petni uzasadnione. Na uwage zastuguje bardzo przejrzyscie
przedstawiony schemat metodologii zastosowanej w badaniach realizowanych w
ramach dysertacji doktorskiej.

Wyniki badan zostaty przedstawione w sposéb zwiezty i jasny. Autorka w
sposob przemyslany przeanalizowata uzyskane wyniki badan, ktoére wg mojej opinii
posiadajg duzg wartos¢ poznawczg i praktyczng, wnoszgc nowe dane do
immunologii klinicznej i immunotoksykologii. Poczynione obserwacje zamieszczone
w dyskusji i podsumowaniu sg bardzo cennym elementem wprowadzajgcym
czytajgcego do oceny sformutowanych wnioskéw. Whnioski sg skomponowane

prawidtowo i nie budzg zastrzezen merytorycznych.

Ocena znajomosci literatury dotyczacej problematyki badan

Cytowane pismiennictwo zamyka sie liczbg 194 pozyciji literaturowych. Dobér
bogatego, najnowszego pismiennictwa wskazuje na duzg dojrzatos¢ naukowg
doktorantki, ktéra w bardzo umiejetny sposob wyselekcjonowata z bogatej literatury
zrodtowej najcenniejsze pozycje potwierdzajgce celowos¢ podjetych badan. Na
uwage zastuguje fakt, ze 5 prac przeglgdowych wchodzgcych w skfad dysertacji

doktorskiej w petni uzasadnity potrzebe podjecia badan w tak szerokim zakresie.

Przydatnos¢ uzyskanych wynikow w praktyce

Przeprowadzone przez mgr Karoline Nowak badania w ramach dysertacji
doktorskiej sg pionierskie pod wzgledem zastosowanych metod badawczych i
uzyskanych wynikéw oraz przyczynity sie do poszerzenia bardzo skromnej wiedzy na
temat wptywu MeP na aktywno$c¢ i funkcje neutrofilbw. Uzyskane wyniki badan in
vitro realizowane w ramach pracy doktorskiej dostarczyly istotnych danych
naukowych, ktore jednoznacznie wskazujg na niekorzystny wptyw MeP na ludzkie
neutrofile, przez co jednoznacznie rzucajg nowe swiatto na stosowane parabenoéw do
konserwacji zywnosci, kosmetykow, lekow czy produktow higieny osobistej.

Najwazniejszym odkryciem bedgcym wynikiem realizacji badan byto wykazanie, Zze



MeP nie wywiera dziatania cytotoksycznego na ludzkie neutrofile, ale w stezeniach
stwierdzanych w krwioobiegu oso6b stosujgcych produkty konserwowane parabenami,
moze hamowaé¢ jeden 2z kluczowych elementéw zabijania patogennych
mikroorganizméw przez ludzkie neutrofile. Wykazany supresyjny wptyw MeP na
zalezng od oksydazy NADPH generacje Oz moze skutkowa¢ uposledzeniem
wewnatrzkomorkowego tlenowego zabijania patogendw oraz zahamowaniem
formowania bardzo istotnego mechanizmu obrony jakim jest zjawisko NETSs

uprawiane przez neutrofile.

Uwagi polemiczne i dyskusyjne

Po petnej analizie pracy nasuwa sie jeszcze kilka drobnych uwag,
dotyczgcych szczegolnie niezrecznych sformutowan, czy braku w niektorych
miejscach wtasciwej interpunkcji. Nie zostaty one wymienione w recenzji, a jedynie
zaznaczone w tekscie rozprawy, gdyz wedtug mojej opinii nie rzutujg one na bardzo
wysoka wartos¢ merytoryczng rozprawy. Praca jest napisana bardzo przejrzyscie, z
prawidtowym uzyciem nazewnictwa charakterystycznego dla danej dyscypliny
naukowej. Nie stwierdzam nadmiernego uzywania zamiennikdw anglojezycznych,
ktére tak powszechnie wnikajg w tres$¢ wielu rozpraw na stopien naukowy.

Doktorantka w petni wywigzata sie z bardzo trudnego zadania, a zamierzone
cele badawcze oraz uzyskane wyniki przedstawita w siedmiu bardzo cennych

opracowaniach, ktére zostaty opublikowane w czasopismach o zasiegu Swiatowym.

Whniosek koncowy

Na podstawie przedstawionej oceny stwierdzam, ze mgr Karolina Nowak
opanowata w petni zaséb wiedzy, pozwalajgcych na realizacje badan w zakresie
wymaganym od pracownika ze stopniem naukowym doktora nauk medycznych i
nauk o zdrowiu, a oceniana praca doktorska posiada bardzo duzg wartos¢
poznawczg i praktyczng.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Karoliny Nowak w petni
odpowiada warunkom stawianym tego typu opracowaniom na stopien naukowy
doktora oraz spetnia warunki okreslane w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
z 2014 r. poz.1852). W zwigzku z pozytywng oceng dysertacji doktorskiej
przedktadam Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w



Biatymstoku wniosek o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Karoliny Nowak do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Réwnoczesnie powotujgc sie na stosowne przepisy wnioskuje o wyréznienie
rozprawy doktorskiej stosowng nagrodg ze wzgledu na duzg wartos¢ poznawczg i

praktyczng badan.

Olsztyn, dnia 10 stycznia 2022 r. Prof. zw. dr hab. Andrzej K. Siwicki



