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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Nowak
pt. ,,Ocena regulacji funkcji neutrofilow przez metyloparaben”

Praca doktorska zostala wykonana pod kierunkiem dr hab. n.med. Wioletty Ratajczak-
Wrony w Zaktadzie Immunologii Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

Substancje konserwujace, tak zwane konserwanty, to zwiazki chemiczne dziatajgce
przeciwutleniajgco i hamujace r0zw0j mikroorganizmow. Towarzysza nam one na kazdym
kroku zycia codziennego, sa bowiem popularnym dodatkiem do produktéw zywnosciowych,
lekéw, kosmetykéw i srodkdw higieny osobistej, znacznie wydluzajgc ich termin przydatnogci
do spozycia lub uzycia.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Karoliny Nowak dotyczy istotnego
problemu: wptywu metyloparabenu — Jjednego z najczesciej stosowanych konserwantéw o sym-
bolu E218, na funkcje neutrofiléw krwi obwodowej. Podjecie takiej tematyki badawczej bylo
jak najbardziej uzasadnione, gdyz pomimo precyzyjnych regulacji prawnych, bezpieczenistwo
stosowania konserwantow, zwlaszcza w produktach spozywczych jest przedmiotem ciggle;
dyskusji. Ich obecnos¢ wykazano bowiem Juz w ptynach ustrojowych, wydzielinach i tkankach
cztowieka, a sam metyloparaben zakwalifikowano do grupy zwigzkoéw zdolnych do zaburzania
aktywnosci uktadu wydzielania wewnetrznego (ang. endocrine disrupting chemicals; EDC). W
tym kontekscie, wptyw konserwantow, a szczegolnie metyloparabenu na komérki uktadu od-
pornosciowego, w tym neutrofile Jest stabo poznany.

Strona formalna rozprawy.

Doktorantka skorzystata z mozliwosci Jakie daje Art.187 pkt.3 ustawy ,,Prawo o szkol-
nictwie wyzszym i nauce” z dn. 20 lipca 2018 r. i przedstawita SW0jg rozprawe jako ,.(...) zbiér
opublikowanych i powigzanych tematycznie artykuléw naukowych (...)”. Na rozprawe sklada
si¢ tacznie 7 artykutéw, w tym 2 oryginalne, spetniajacych ustawowy wymog spdjnoscei tema-
tycznej, opublikowanych w latach 2018-2021 w czasopismach miedzynarodowych, o suma-
rycznym wspotezynniku oddziatywania IF=36,506 i punktacji Ministerstwa Edukacji i Nauki
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wynoszacej 685 punktow. We wszystkich pracach Doktorantka jest zaréwno pierwszym, jak i
korespondencyjnym autorem. Tak obszerny zestaw publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy
doktorskiej jest ewenementem i swiadczy o swobodnym poruszaniu si¢ Doktorantki w tematyce
swoich badan, umozliwiajacym Jej publikacje dobrych artykutéw przegladowych. Z drugiej
strony, zgodnie z obowigzujacg dla przewodow doktorskich otwartych przed 30.04.2019 r.,
Uchwatg Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (z dnia 27 marca 2014 r. w sprawie
zmiany Uchwaty 13/12 w sprawie kryteriow oceny dorobku naukowego uprawniajacego do
wszczgcia i przeprowadzenia postgpowan o nadanie stopni i tytutu naukowego), cykl prac
wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej ,,moze stanowié jedna lub wigcej prac
oryginalnych (...) oraz spojna tematycznie praca przegladowa opublikowana w czasopismie
znajdujacym sie na liscie MNiSzW (-..)”. W tym kontekscie, przedtozenie przez mgr Nowak
w cyklu prac az 5 artykulow przegladowych, pomimo ich niekwestionowanej wartosci

naukowej, porzadkujgcej opisywane aspekty, nie znajduje jednak formalnego uzasadnienia.

Rozprawe poprzedza informacja o zroédtach finansowania przedmiotowych badan, w
tym o projekcie Preludium, ktérego Doktorantka byta kierownikiem. Dalej nastepuje wykaz
stosowanych w pracy skrétéw oraz oméwienie problematyki badan i wynikéw zalaczonych
publikacji. Cato$¢ zamyka suplement, na ktory sktadaja si¢: zgody Komisji Bioetycznej na
prowadzenie przedmiotowych badafi, o$§wiadczenia Doktorantki i wszystkich wspétautoréw
publikacji o Jej procentowym udziale w ich powstawaniu. Ostatni element suplementu to
szczegbtowe CV Doktorantki, uwzgledniajace réwniez Jej aktywnos$¢ na rzecz rozwoju
spotecznosci doktorantéw UMB oraz dziatalnosé popularyzatorskg. Wszystkie te szczegoly
zyciorysu naukowego Doktorantki, z J ¢j dorobkiem naukowym na czele, sg niewatpliwie godne
uznania, jednakze z formalnego punktu widzenia nie mogg by¢ brane pod uwage przy ocenie

rozprawy doktorskiej.
Ocena merytoryczna rozprawy.

W sytuacji, gdy dysertacje doktorska stanowi cykl opublikowanych artykulow
recenzent ma teoretycznie utatwione zadanie, gdyz publikacje zostaly juz poddane wnikliwej
ocenie przez recenzentéw wyznaczonych przez redakeje czasopism. W praktyce, nietatwo jest
jednak ocenié indywidualny wkiad doktoranta, zwlaszcza w przypadku publikacji
wieloautorskich, a istotne jest okreslenie, ktore wyniki przedstawione w publikacjach
oryginalnych, kluczowych w postepowaniu na stopiefi doktora, sa jego zastuga. W tym
konkretnym przypadku, z zatgczonych do rozprawy os$wiadczen wspolautorow prac

oryginalnych jasno wynika, iz mgr Karolina Nowak miala wiodacy udziat w ich powstaniu -
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65 1 70% (publikacje 6 i 7, odpowiednio). Dodatkowo, Doktorantka w obu pracach byla
autorem korespondencyjnym, dokumentujac w ten sposéb swa kluczowa role nie tylko na
etapie realizacji badan, ale réwniez w trakcie powstawania ich koncepcji. Rowniez w
artykutach  przeglagdowych wlaczonych do cyklu, Doktorantka jest pierwszym i

korespondencyjnym autorem.

Omowienie cyklu publikacji posiada uktad typowy dla opracowan naukowych. We
»Wstepie” Autorka wprowadza czytelnika w problematyke podjetych badar, poczynajac od
charakterystyki metyloparabenu. Kolejno omawia jego strukture chemiczng, aktywnogé
biologiczng wzgledem mikroorganizméw, warunkujaca jego wykorzystanie jako érodka
konserwujacego oraz opisuje dotychczas poznany wplyw na organizm czlowieka. Dalej ptynnie
przechodzi do opisu neutrofiléw, ich powstawania, funkcji petnionych w uktadzie

odpornosciowym i zréznicowania pod wzgledem fenotypowym i funkcjonalnym.

Cele badan oraz ich realizacja zostaly jasno i logicznie sformulowane w kontekscic
zataczonych prac przegladowych, powstatych w oparciu o $wiatowe pismiennictwo z tego

tematu.

Metodologia badan zostata opisana w pracach do$wiadczalnych wchodzacych w sktad
rozprawy i dodatkowo ,,sumarycznie” zestawiona na czytelnym schemacie. W tym kontekscie,
dziwi mnie, iz do niektorych badan, np. oceny wplywu metyloparabenu na zdolnosé
neutrofilow do fagocytozy i oceny aktywnosci oksydazy NADPH, Doktorantka
wykorzystywata probki petnej krwi, do innych, np. oceny chemotaksji - izolowanych
granulocytow, a do jeszcze innych, np. uwalniania anionorodnika ponadtlenkowego —
oczyszczonych neutrofiléw. Jest to istotny aspekt tych badan, gdyz efekt dzialania
metyloparabenu na neutrofile bedzie inny w pelnej krwi, w obecnosci innych elementéw
morfotycznych, a inny w przypadku uzycia wyizolowanej czystej populacji tych komérek.
Optymalnym rozwigzaniem byloby uzycie do wszystkich testow funkcjonalnych
oczyszczonych neutrofiléw, co pozwolitoby na zobiektywizowanie uzyskanych wynikéw,
zwlaszcza ze np. na wyniki oceny aktywnosci oksydazy NADPH w pelnej krwi testem redukeji
NBT miaty zapewne wplyw monocyty, ktore réwniez wykorzystuja ten enzym w procesie
»Wybuchu tlenowego”. Alternatywnie do oceny fagocytozy, aktywacji oksydazy NADPH i
»Wybuchu tlenowego” Doktorantka mogta uzy¢ bardziej czutych i swoistych testow, opartych
0 analiz¢ w cytometrze przeptywowym, wykorzystujac do tego celu znakowane

fluorescencyjnie bakterie i fluorogenne sondy, stuzace do identyfikacji produkcji reaktywnych
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form tlenu. Takie podejscie metodyczne umozliwitoby uzycie do wszystkich tych analiz pelnej

krwi, bez koniecznosci izolacji neutrofilow.

W opisanych badaniach funkc;j onalnych zabrakto mi oceny wplywu metyloparabenu na
powstawanie zewngtrzkomérkowych sieci neutrofilowych (NETs), tym bardziej iz aspekt ten
Doktorantka podnosi w podsumowaniu swoich wynikow. Jest to o tyle dziwne, iz tworzenie
NETSs w r6znych stanach chorobowych i regulacja tego procesu sg bowiem od kilku lat jednym
z wiodacych tematow badawczych Zespolu Zaktadu Immunologii UMB. Badania te
zaowocowaty wieloma bardzo dobrymi publikacjami Zespotu, réwniez z udziatem Promotora

Doktorantki.

Zebrane z powyzszych analiz wyniki Doktorantka przedstawila w artykule pt.
~Identification of a novel target for the action of endocrine disrupting chemicals: inhibitory
effect of methylparaben on human neutrophil functions”, opublikowanym w czasopismie
Environmental Science and Pollution Research o wspotezynniku oddziatywania IF=4,223. Po
lekturze streszczenia tego artykutu oraz metodyki badan, czytelnik odnosi wrazenie, ze do ich
realizacji wykorzystano wytacznie izolowane neutrofile. Dopiero zamieszczony dalej w tekscie

schemat doswiadczen wyjasnia te kwestie.

Przedstawione w tym artykule wyniki dokumentuja brak wyraznego wptywu
metyloparabenu na zywotno$é badanych komorek i uwalnianie tlenku azotu (NO), ale jego
uzycie w najwyzszych testowanych stezeniach, tj. 10 i 20 uM, wyraznie uposledzato szereg
funkcji neutrofiléw, w tym, ich zdolnosé do chemotaksji, fagocytozy czastek lateksu, aktywacji
oksydazy NADPH i zwigzanej z tym produkcji anionu ponadtlenkowego. Te dwa ostatnie
parametry byly réwniez obnizone przy uzyciu metyloparabenu w stezeniu 0,8 uM, ktore jak
podaje sama Autorka jest najwyzszym stgzeniem parabenow, dotychczas stwierdzonym w krwi
czlowieka. W tym kontekscie, istotna bylaby informacja na jakiej podstawie Doktorantka
wybrata do badan dwa bardzo wysokie stezenia 10 1 20 uM, ktére nie znajduja odzwierciedlenia

W sytuacji in vivo.

Bardziej kompleksowa analiza zamieszczonych w publikacji wynikéw ujawnia jednak
pewne braki w ich spéjnosci. Najbardziej rzuca si¢ w oczy dysonans pomiedzy odsetkiem
neutrofiléw fagocytujgcych czastki lateksu (bliski 100% - Ryc.5B), a poziomem komérek
wykazujacych aktywnogé oksydazy NADPH (aktywowanej fagocytoza), ktory w grupie
kontrolnej, a wiec bez uzycia metyloparabenu, wynosit niespetna 40% (Ryc.6A). Z

diagnostycznego punktu widzenia wynik taki $wiadczylby o glebokim uposledzeniu funkcji
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neutrofiléw i bylby podstawa do rozpoznania niedoboru odpornosci. Natomiast u zdrowych
dawcéw krwi, tak niska odpowieds komérek na stymulacje czastkami lateksu, bez dodatku
czynnikéw interferujacych, Swiadezy¢ moze o nie do konca wlasciwie dobranych warunkach
tych doswiadezen, nieoptymalnych dla oceny aktywnosci oksydazy NADPH. Wyniki podajace
odsetek komorek z aktywng oksydaza NADPH i tak do pewnego stopnia zostaly juz
»Zawyzone” poprzez monocyty krwi, ktére réwniez wykazuja aktywnosé tego enzymu po
fagocytozie czgstek lateksu. Doktorantka podczas obrony powinna ustosunkowaé si¢ do tych
wynikéw i przedyskutowaé potencjalne przyczyny takiego stanu rzeczy. Roéwniez odsetek
neutrofiléw wykazujacych zdolnosé do chemotaksji indukowanej fMLP na poziomie 10% w
grupie kontrolnej 0s6b zdrowych jest mato przekonujacy, zwlaszcza iz przedstawione roznice,

cho¢ istotne statystycznie, mogg si¢ miesci¢ w zakresie bledu metody.

Drugi artykul oryginalny zalgczony do cyklu prac pt. ,,Methylparaben-induced
regulation of estrogen signaling in human neutrophils”, zostat opublikowany w czasopismie
Molecular and Cellular Endocrinology, 1F=4,102, i zastuguje na uznanie. Doktorantka
przedstawia w nim mechanizm dziatania metyloparabenu na neutrofile poprzez wykorzystanie
receptorow estrogenowych, potwierdzajac w ten sposéb jego przynalezno$¢ do grupy
ksenoestrogenéw. Sama koncepcja tych badan poparta zostala doglebng analizg literatury, co
dodatkowo zaowocowalo trzema publikacjami przegladowymi Doktorantki. Metodyka tych
badan - szczegdtowo opisana i przedstawiona na czytelnym schemacie, tym razem oparta
zostala na wykorzystaniu oczyszczonych populacji neutrofiléw i uzyciu $redniej warto$ci
stezenia parabenu oznaczanego w krwi (0,06 uM). Stosujgc technike Western-blot Doktorantka
wykazata zwiekszong ekspresje receptorow estrogenowych typu alfa we frakeji jadrowej
neutrofiléw po kontakcie z metyloparabenem, wskazujac na ich wylgczny udziat w wiazaniu
tego zwigzku (z wykluczeniem receptoréw typu beta). Dalej udokumentowata jego hamujgcy
wplyw na aktywacje czynnika transkrypcyjnego NF-xB, co wynikato ze zwigkszeniem
ekspresji podjednostki p65 we frakcji cytoplazmatycznej neutrofilow. W uzytym stezeniu
metyloparaben obnizal réwniez cytoplazmatyczng ekspresje indukowalnej syntazy tlenku azotu
(INOS), prowadzac do spadku produkcji NO. Obserwacja ta pozornie stoi w sprzecznosci z
wynikami zaprezentowanymi w pierwszej pracy oryginalnej, gdzie po krétkim czasie inkubacji
z metyloparabenem (30 min), neutrofile nie wykazywaty zmian w produkcji tego mediatora.
Tym razem, po 20 godz. inkubacji zaobserwowano istotny spadek jego uwalniania.

Rozbieznosci te Doktorantka thumaczy w podsumowaniu swoich wynikéw. Z kolei, brak
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wyraznego wptywu metyloparabenu na uwalnianie przez neutrofile IL-8, zostal wlasciwie

zinterpretowany w kontekscie literatury swiatowe;.

Wyniki z obu publikacji rekapituluja zwiezle i logiczne wnioski, a cato$é omowienia

rozprawy zamyka bogata literatura oraz streszczenia w Jjezyku polskim i angielskim.
Podsumowanie.

Przedtozona do oceny rozprawa mgr Karoliny Nowak jest istotnym opracowaniem na
temat wplywu metyloparabenu - zwigzku E218, jednego z najczesciej stosowanych
konserwantéw zywnosci, lekéw i kosmetykow, na funkcje neutrofiléw krwi obwodowej
czlowieka. Problematyka badan przedstawionych w publikacjach oryginalnych oparta zostata
na doglebnej znajomosci przedmiotu, popartej artykutami przegladowymi, opublikowanymi w
uznanych czasopismach, ktérych Doktorantka réwniez byta wiodacym autorem. Przedstawione
wyniki z jednej strony potwierdzaja wezesniejsze dane dotyczace wplywu stosowania
konserwantéw, zwlaszceza z grupy parabenéw na funkcje komorek odpornosci wrodzonej, a z
drugiej, dostarczaja nowych, wartosciowych danych na temat dziatania metyloparabenu na
neutrofile. Wymienione w recenzji uwagi i komentarze dotyczace jednego z artykutéw cyklu,
bynajmniej nie przekreslaja jego znaczenia, zwlaszcza, iz w czesci dotyczacej izolowanych
neutrofilow, dane te bardzo dobrze komponuja si¢ z wynikami przedstawionymi w drugiej

publikacji oryginalne;j.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przediozona do recenzji rozprawa doktorska mgr
Karoliny Nowak spetnia warunki okreslone w art.13 Ustawy 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 pézn.zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 1 z dnia 3 lipca 2019 r. , Przepisy
wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 z
pozn.zm.)”. W zwiazku z powyzszym, zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku z wnioskiem o dopuszczenie mgr Karoliny Nowak
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu,

dyscyplinie nauki medyczne.

Krakéw, 28.01.2022
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