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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ]
Pani mgr Marty Wiszpolskiej
pt. ,,Wplyw bisfenolu A (BPA) na transkryptom watroby i nerek myszy (fac. Mus musculus)”

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PRACY

Praca doktorska zostata wykonana w Katedrze Fizjologii i Patofizjologii Cztowieka, Collegium
Medicum, Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem
promotora prof. UWM dr hab. n.med. Marty Majewskiej oraz promotora pomocniczego prof. UWM dr
hab. n.med. Ewy Lepiarczyk. Podstawa rozprawy doktorskiej sa 2 oryginalne prace tworcze
opublikowane w czasopismach Cancers (IF=5,2) i Frontiers in Molecular Biosciences (IF=5,0) w 2023
roku.

= Wiszpolska M, Lepiarczyk E, Mazdziarz MA, Paukszto ., Makowczenko KG, Lipka
A, Lopienska-Biernat E, Makowska K, Gonkowski S, Correia-de-Sa P, Majewska M.
The Carcinogenic Potential of Bisphenol A in the Liver Based on Transcriptomic
Studies. Cancers (Basel). 2023 Oct 17;15(20):5014.

= Wiszpolska M, Lepiarczyk E, Paukszto 1., Makowczenko KG, Lipka A, Mazdziarz MA,
Polak I, Makowska K, Gonkowski S, Correia-de-Sa P, Majewska M. A comprehensive
transcriptomic analysis of the bisphenol A affected kidney in mice. Frontiers in
Molecular Biosciences 2023 Nov 24;10:1260716.

Doktorantka jest pierwszym autorem w/w publikacji a Jej wktad w ich powstanie, jak wynika z
zalaczonych o$wiadczen, byl znaczacy i obejmowal udzialt w opracowaniu koncepcji i metodyki badan,
wykonaniu 1 analizie badan laboratoryjnych, interpretacji wynikow, napisaniu publikacji oraz
przygotowaniu publikacji do druku. Forma rozprawy doktorskiej jest typowa dla tego typu prac, ktorych
podstawa sa artykuly naukowe. W 30 stronnicowym opracowaniu zawarto nastgpujace podrozdziaty:
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz stosowanych skrotow, wprowadzenie, cel, zakres

badan i hipotezy badawcze, metodyka, wyniki badan, podsumowanie i wnioski oraz piSmiennictwo. Do
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rozprawy zalaczono analize bibliometryczna dorobku naukowego Doktorantki potwierdzajaca
wspotautorstwo w 8 publikacjach (lagcznie z pracami bedacymi podstawa pracy doktorskiej), co
wskazuje na aktywnos¢ naukowa Doktorantki a cytowania tych prac dowodza, ze zostaly zauwazone
przez srodowisko naukowe.

Tematyka pracy doktorskiej dotyczy okreslenia wptywu bisfenolu A (BPA) na zmiany w profilu
transkrypomicznym watroby i nerek myszy. Pomimo faktu, ze BPA jest jednym z najintensywniej
badanych w ostatnim czasie ksenobiotykiem, ktorego przewlekta ekspozycja na organizm wigzana jest
z istotnymi zmianami w regulacji procesow hormonalnych i metabolicznych, wiedza o molekularnych
mechanizmach jego odziatywania na wybrane tkanki jest niepelna. Podjgty zatem problem badawczy
jest wazny z punktu widzenia poznawczego, szczegblnie w przewidywaniu skutkow zdrowotnych
ekspozycji na ksenobiotyki. Bardzo wartosciowym elementem pracy doktorskiej jest zastosowanie
nowoczesnych badan transkryptomicznych (RNA-Seq) do wykrycia wczesnych zmian molekularnych,
ktére moga poprzedza¢ zmiany funkcjonalne wybranych narzadéw, co w badaniach medycznych moze
mie¢ znaczenie nie tylko dla zrozumienie mechanizmow chorob ale moze pozwoli¢ na ich podstawie na

opracowanie nowych podejs¢ diagnostycznych i terapeutycznych.

OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY DOKTORSKIE]

Rozprawe doktorskg rozpoczynajg krotkie streszczenia, w jezyku polskim i angielskim, ktore
zawierajg ogolne informacje dotyczace zrealizowanych badan. Rozdziat Wprowadzenie zostat starannie
napisany. Doktorantka przedstawita w nim kluczowe dane na temat BPA i jego wplyw na organizm
ludzki, znaczenie watroby i nerek w metabolizmie i eliminacji substancji toksycznych oraz dysfunkcje
mitochondriow i stres oksydacyjny. Odniosta si¢ do wielu nowych pozycji literaturowych, co §wiadczy
0 jej przygotowaniu merytorycznym do omawianego problemu badawczego. Poniewaz badania zostaty
wykonane na modelu zwierzgcym - mysim, warto byloby takze odnie$¢ si¢ do wiedzy na temat roznic
w detoksykacji BPA u myszy i czlowieka. Ze wzgledu na szybsze tempo detoksykacji, glownie na
drodze glukuronidacji u myszy, informacje takie bylby cenne dla interpretacji uzyskanych wynikéw
badan oraz ich ekstrapolacji na zdrowie czlowieka. Prosze o odniesienie si¢ do tej kwestii podczas
obrony pracy doktorskiej. Przedstawione tresci dobrze wprowadzajg czytajacego do tematyki pracy
doktorskiej.

Drobne uwagi dotyczace tej czeSci pracy doktorskiej:
- nazwanie BPA toksyng (str. 8) nie jest poprawne, gdyz ,,toksyna” oznacza substancj¢ pochodzenia
biologicznego, bardziej poprawne wydaje sie by¢ okreslenie BPA jako zwigzku o dziataniu toksycznym;

- poniewaz praca pisana jest w jezyku polskim, zamiast skroty et al., powinno by¢ i in. lub i wsp.
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W kolejnym rozdziale pracy doktorskiej Cel, zakres badan i hipotezy badawcze sformutowano
ogolny cel badan dotyczacy analizy wplywu bisfenolu A na profile transkrypomiczne watroby i nerek
myszy. Podjety problem naukowy uznaj¢ za oryginalny i o duzym znaczeniu poznawczym. Postawiono
trzy hipotezy badawcze zakladajace, ze: (1) ekspozycja na BPA indukuje uszkodzenia watroby i nerek
przez modulacje¢ ekspresji genow, (2) BPA odpowiada za modyfikacje¢ dlugich niekodujacych RNA oraz
ich interakcje z genami kodujacymi biatka, (3) BPA wplywa na alternatywne sktadania transkryptow,
co prowadzi do zmian w profilu transkryptomicznym watroby i nerek.

Pierwsza z hipotez mowiaca o indukcji uszkodzenia watroby i nerek wymagataby przeredagowania,
gdyz w pracy nie przeprowadzono analiz funkcjonalnych narzadow (brak histopatologii, oznaczenia
parametréw takich jak ALT/AST, kreatynina, mocz), ktére potwierdzalby rzeczywiste uszkodzenie.
Czy w trakcie realizacji badan podjgto proby wykonania jakichkolwiek analiz funkcjonalnych, ktore
dostarczylyby danych na temat zmienionego fenotypu narzadow objetych analizami
transkryptomicznymi?

Do weryfikacji postawionych hipotez wykorzystano wysokoprzepustowe sekwencjonowanie
transkryptoméw watroby i nerek myszy poddanych ekspozycji na BPA. Metoda taka umozliwia
kompleksowa ocene odpowiedzi molekularnej tkanek na ekspozycje chemiczna, poprzez jednoczesna
analiz¢ ekspresji tysiecy genow i jest standardem w tego typu badaniach. Cenne jest zastosowanie
takiego samego podejscia metodycznego w dwdch przeprowadzonych doswiadczeniach, co pozwala na
poréwnanie migdzy sobg uzyskanych wynikéw. Ograniczeniem moze by¢ brak uzupehiajacych metod

funkcjonalnych czy walidacji na poziomie biatka.

W rozdziale Metodyka opisano doswiadczenie na zwierzetach, ktore przeprowadzono zgodnie
w wytycznymi Lokalnej Komisji etyki ds. Doswiadczen na Zwierzgtach w Olsztynie oraz stosowane
metody badacze tj. izolacje RNA i wysokoprzepustowe sekwencjonowanie transkryptomu, analizy in
silico oraz walidacje wynikow za pomocg qPCR. Badania przeprowadzono na trzymiesiecznych
samicach myszy (C57BL6/J/CMDB). Czym podyktowany byt wybor tylko pici zenskiej? Czy w
przypadku badania zwigzku o dziataniu endokrynnym, jak BPA, w doswiadczeniu uwzglgdniono
zmienno$ci hormonalne wynikajgce z faz cyklu estralnego?
Zastosowana dawka BPA 50 mg/kg m.c. jest wysoka w poréwnaniu do ekspozycji sSrodowiskowych, ale
okreslono ja w badaniach jako LOAEL - najnizsza dawka substancji, przy ktorej zaobserwowano
szkodliwy efekt biologiczny. Jak oceniono efekt biologiczny kiedy nie przeprowadzono pomiarow
wptywu na fenotyp (funkcje narzadow)? Czy dokonywano pomiarow BPA w formie wolnej we krwi

lub moczu lub jego metabolitow BPA u zwierzat eksponowanych na ten zwigzek? Czy testowano takze
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nizsze dawki i czy kontrolowano jednorodno$¢ rzeczywistego pobrania BPA w trakcie trwania
eksperymentu?

Sekwencjonowanie zostalo przeprowadzono przez firme¢ zewnetrzna. Czy Doktorantka brata udziat w
przygotowaniu bibliotek? Cz¢s$¢ dotyczaca wykrywania gendw o zroznicowanej ekspresji, identyfikacja
DEG, DEL, TAR i zdarzen DAS zostala informatywnie opisana. Podobnie cz¢s¢ dotyczaca walidacji

wynikéw za pomocg qPCR nie budzi zastrzezen.

W rozdziale Wyniki Doktorantka opisuje uzyskane wyniki sekwencjonowania transkryptomu
watroby i nerek badanych myszy. Uzyskane dane zgodnie z ogolnie przyjetymi standardami, zostaty
zdeponowane w publicznym repozytorium (Europejskim Archiwum Nukleotydow), co pozwala na ich
weryfikacje czy ponowng analize przez innych badaczy. Uzyskane wyniki ujawnity, ze liczba genow
kodujacych biatka, ktore podlegaty zroznicowanej ekspresji w badanych tkankach byla raczej niska i
wynosita tylko 101 w watrobie i 433 w nerkach. Biorac pod uwagg, ze watroba jest gldéwnym miejscem
metabolizmu BPA, obserwowany wynik jest do§¢ zaskakujgcy. Czym moze to by¢ spowodowane? Czy
niska liczbha DEGs $wiadczy 0 braku efektu biologicznego czy jest konsekwencjg uktadu
eksperymentalnego i podej$cia analitycznego? Nalezy zaznaczy¢, ze w doswiadczeniu dotyczacym
wptywu BPA na transkryptom watroby grupa badana obejmowata 5 osobnikow (w doswiadczeniu
dotyczacym nerki 6), byla to zatem graniczna liczba akceptowana w badaniach z wykorzystaniem RNA-
Seq. Ciekawym watkiem badawczym bylo uwzglednienie w analizach takze dtugich niekodujacych
RNA oraz wykonanie analizy powigzania INCRNA-MRNA, ktore w wielu takich badaniach czesto sa
pomijane a moga dostarcza¢ cennych danych o mechanizmach epigenetycznych, ktore moga by¢
obserwowane wczesniej, ze wzgledu na ich role regulatorowa, niz zmiany w DEG. Bardzo interesujacy
wynik uzyskany w pracy doktorskiej dotyczyt wykazania, ze po ekspozycji na BPA dochodzito do
zmian w alternatywnym sktadaniu transkryptow. Zmiany te byly szczegdlnie widoczne w nerce, co
moze odzwierciedla¢é wigksza wrazliwo$¢ tego narzadu na stres metaboliczny i energetyczny
indukowany przez BPA. Czy Doktorantka uwaza, ze obserwowane zmiany sg wtorng odpowiedzig
komorek na stres indukowany przez ksenobiotyk czy jest to jego bezposredni wplyw? Poniewaz
zaburzenia alternatywnego sktadania transkryptow sg powszechnie obserwowane w nowotworach, czy
wystgpienie tego zjawiska w tkankach eksponowanych na BPA moze sprzyjaC zmianom
pronowotworowym? W kolejnej czeéci pracy wykonano analizg sieci ontologii genéw oraz szlakow
sygnalizacyjnych DEG, DEL i DAS, ktére zostaly przeprowadzone zgodnie ze standardami
bioinformatycznymi. Zidentyfikowano szereg proceséw dotyczacych regulacji metabolizmu RNA i
biatek, funkcji mitochondriéw i rybosomow, fosforylacji oksydacyjnej, metabolizmu i detoksykacji
ksenobiotykow, stresu oksydacyjnego czy chemicznej karcynogenezy. Na uznanie zastuguje bardzo
tadna prezentacja wynikow w czytelnej formie graficznej w obu publikacjach. Uzyskane wyniki zostaty
obszernie omowione w czgéci dyskusyjnej w publikacjach. W publikacji dotyczacej watroby

wyeksponowano watki dotyczace nowotworow watroby czy niealkoholowego sttuszczenia watroby,
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ktore jedynie mogg mie¢ znaczenie dla wyboru genéw/procesow wartych objecia dalszymi badaniami
funkcjonalnymi. Cze$¢ dyskusyjna publikacji dotyczacej nerki, ze wzgledu na uzyskanie znaczacej
odpowiedzi transkryptomicznej, odwoluje si¢ do waznych procesow takich jak stres oksydacyjny czy
funkcjonowanie mitochondriéw czy rybosomow, natomiast wnioskowanie o dwdch szlakach KEGG
»chorobie Alzheimera” i ,,chorobie Parkinsona” czy procesie nowotworowym, moze postuzy¢é do

nakres$lenia kolejnych obszarow badan.

Za najwazniejsze wyniki pracy doktorskiej uznan nalezy:

o wykazanie, ze BPA powoduje zmiany w ekspresji genow kodujacych biatka oraz
niekodujace RNA w watrobie i nerkach, przy czym odpowiedz transkryptomiczna jest
znacznie silniej wyrazona w nerkach, co moze wskazywac¢ na kluczowa role tego
narzadu w odpowiedzi na dlugotrwata ekspozycje na BPA u myszy;

e Zzidentyfikowanie wielu kluczowych procesow i szlakow biologicznych zwigzanych z
odpowiedzig komorkowg na BPA, ktére w duzej mierze sg narzadowo-specyficzne;

e Opisanie zmian w alternatywnym sktadaniu transkryptow prowadzace do powstania
nowych form transkrypcyjnych, ktore potencjalnie moga mie¢ znaczenie dla dysfunkcji
badanych narzadéw;

e wykazanie, ze technika RNA-seq stanowi dobre narzedzie do badania molekularnych

mechanizméw zwigzanych z ekspozycja na ksenobiotyki.

W ostatnim rozdziale Podsumowanie i wnioski Doktorantka sformutowata siedem wnioskéw,
ktore nawigzuja do postawionych wczesniej hipotez. Czg$¢ z nich ma spekulatywny charakter, gdyz
praca badawcza nie dostarczyta dowodow na bezposredni wptyw BPA np. na dysfunkcje narzadow czy
predyspozycje¢ do nowotworzenia, ktorych nie badano.

Podsumowujac, stwierdzam, ze zatozone cele pracy doktorskiej zostaly zrealizowane za
pomocg adekwatnych metod badawczych. Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscig samodzielnego
prowadzenia badan i poradzita sobie bardzo dobrze z interpretacja wielu szczegdtowych wynikoéw, co
$wiadczy o jej duzej wiedzy teoretycznej w tym zakresie. W pracy uzyskano wiele cennych wynikow,
ktorych warto$¢ zostala takze potwierdzona ich opublikowaniem w dwoch artykutach naukowych.
Przedstawiona do oceny praca doktorska stanowi istotny wktad w badania nad wptywem ksenobiotykow
na organizm, dostarczajac kompleksowych danych transkryptomicznych po ekspozycji myszy na BPA.
Uzyskane wyniki sa nie tylko wazne ze wzgledow poznawczych ale otwieraja nowe perspektywy w
badaniach biomedycznych nad poznaniem wczesnych markeréw molekularnych indukowanych przez

ksenobiotyki.
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WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,,Wplyw bisfenolu A (BPA) na transkryptom
waqtroby i nerek myszy (fac. Mus musculus)” autorstwa Pani mgr Marty Wiszpolskiej spetnia wszystkie
wymogi formalne okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.). Wnosz¢ zatem do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Medyczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o przyjecie przedstawionej rozprawy
doktorskiej i dopuszczenie Pani mgr Marty Wiszpolskiej do dalszych etapow postepowania o nadanie
stopnia doktora.
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