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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Wiszpolskiej
pt. ,Wplyw bisfenolu A (BPA) na transkryptom watroby i nerek myszy (tac. Mus musculus)”

Ogolna charakterystyka

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Medyczne Uniwersytetu Warmirisko-Mazurskiego w Olsztynie. Przedstawiona do oceny
rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze Fizjologii i Patofizjologii Cztowieka
Collegium Medicum Uniwersytetu Warmirisko-Mazurskiego w Olsztynie, pod kierunkiem Pani
dr hab. n. med. Marty Majewskiej, prof. UWM (promotor), oraz Pani dr hab. n. med. Ewy
Lepiarczyk, prof. UWM (promotor pomocniczy). Badania byty finansowane ze s$rodkow
statutowych Collegium Medicum UWM (nr 61.610.008-110) oraz w ramach projektu Preludium
Narodowego Centrum Nauki (nr 2018/31/N/NZ7/01252). Badania przeprowadzono zgodnie
z decyzjg Lokalnej Komisji Etyki ds. Do$wiadczen na Zwierzetach w Olsztynie (nr 46/2019).

Rozprawa doktorska sktada sie z cyklu dwoch oryginalnych artykutow naukowych,
stanowigcych spéjng catosé, opublikowanych w czasopismach z listy Journal Citation Reports
(JCR): Cancers (2023) oraz Frontiers in Molecular Biosciences (2023). taczny wspotczynnik
oddziatywania (impact factor, IF) obu czasopism wynosi 10,2, natomiast suma punktéw MEIN
— 340. W obu publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem oraz autorem
korespondencyjnym; przy czym w artykule opublikowanym w czasopiémie Cancers udziat
Doktorantki oraz Pani dr hab. n. med. Ewy Lepiarczyk zostat okreslony jako réwnorzedny.
Publikacie majg charakter wieloautorski (facznie jedenastu autoréw). Z dotgczonych do
rozprawy doktorskiej oswiadczern wynika, ze wktad Doktorantki w powstanie publikacji
wchodzacych w skiad Jej rozprawy doktorskiej jest znaczacy. Pani mgr Monika Wiszpolska
brata udziat w opracowaniu koncepcji badan oraz okresleniu ich celu i metodyki, wykonaniu
i analizie badan laboratoryjnych, interpretacji wynikéw, a takze w przygotowaniu i redakcji
manuskryptow do publikacii.

Cykl publikacji, stanowiacy zasadnicza cze$¢ rozprawy doktorskiej, poprzedzony jest
polskojezycznym opracowaniem obejmujacym: spis publikacji wchodzgcych w skiad rozprawy
doktorskiej, spis tresci, wykaz skrotow, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep
zakonczony sformutowaniem celu badan i hipotez badawczych, opis metodyki, prezentacje
wynikéw, podsumowanie i wnioski oraz pi$miennictwo. Ponadto do rozprawy dotgczono
analize bibliometryczng dorobku naukowego Doktorantki oraz o$wiadczenia wspétautorow
publikacji. Pod wzgledem formalnym rozprawa doktorska mgr Marty Wiszpolskiej spetnia
wymogi stawiane tego typu opracowaniom.


mailto:instytut@pan.olsztyn.pl
http://www.pan.olsztyn.pl
mailto:a.waclawik@pan.olsztyn.pl

InLife ul. Trylinskiego 18, 10-683 Olsztyn
Instytut Rozrodu Zwierzat +48 89 50032 00

|
In L.lfe i Badar Zywnosci instytut@pan.olsztyn.pl

Polskiej Akademii Nauk www.pan.olsztyn.pl

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Celem pracy byla ocena wplywu przewlekiej ekspozycji doustnej na zwigzek
endokrynnie czynny - bisfenol A (BPA; 50 mg/kg m.c. przez 3 miesigce) na profil
transkryptomiczny watroby i nerek myszy. Rozprawa integruje wyniki dotyczgce gendw
o zroéznicowanej ekspresji (DEG), dtugich niekodujgcych RNA (DEL) oraz zdarzen
alternatywnego splicingu (DAS) z analizg funkcjonalng przeprowadzong z wykorzystaniem
ontologicznych baz danych genéw (GO) oraz bazy szlakéw sygnalowych KEGG, a takze
z walidacjg wybranych genéw metoda ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym (qPCR).

Doktorantka zastosowata kompleksowa analize transkryptomiczng obejmujgca izolacje
RNA, przygotowanie bibliotek lllumina TruSeq, sekwencjonowanie na NovaSeq 6000, kontrole
jakosci danych (FastQC), mapowanie odczytow (STAR), analize réznicowej ekspres;ji
(DESeq2), identyfikacje zdarzeh alternatywnego splicingu oraz adnotacje funkcjonalne
(g:Profiler;, GO, KEGG). Dane surowe uzyskane w wyniku sekwencjonowania zostaly
zdeponowane w Europejskim Archiwum Nukleotydéw (ENA; PRJEB65086 — watroba,
PRJEB59035 — nerka). Walidacje wynikéw analiz transkryptomicznych przeprowadzono
metodg ilosciowej reakciji fancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym.

Rozprawa wnosi oryginalny, wielopoziomowy opis odpowiedzi narzgdoéw
detoksykacyjnych na ekspozycje na bisfenol A, uwzgledniajgcy analize DEG-DEL-DAS.
Uzyskane wyniki sugerujg zaburzenia fosforylacji oksydacyjnej, funkcji mitochondridéw
i rybosomoéw, autofagii oraz nagromadzenia reaktywnych form tlenu w odpowiedzi dziatanie
badanego zwiazku. Wyniki badan przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej sa
merytorycznie istotne dla dyscypliny nauk medycznych. Praca jest spéjna, rzetelna
i oryginalna, a zakres zastosowanych metod (sekwencjonowanie nowej generacji, analizy
DEG/DEL/DAS, analizy GO/KEGG, gPCR) jest adekwatny do sformutowanych celéw
badawczych.

Do najwazniejszych wynikéw pracy mozna zaliczyé:

. W watrobie zidentyfikowano 101 gendw o zréznicowanej ekspresji (48 o podwyzszone;j
oraz 53 o obnizonej ekspresji) oraz 8 dtugich niekodujgcych RNA. Wykazano réwniez 215
zdarzenn alternatywnego splicingu (RI, SE, A5SS, A3SS, MXE). Analizy funkcjonalne
wskazywaly m.in. na zaburzenia modyfikacji makroczasteczek, proceséw metabolicznych
biatek oraz elementow fosforylaciji oksydacyjnej i karcynogenezy. Wybrane geny (np. GSTAT,
DOCK1, NFIB, SPINK1) powigzano z hepatotoksycznoscig i karcynogenezg. Walidacja
metoda gPCR potwierdzita profile ekspresji siedmiu genéw (m.in. INTS2, INHBA, HEG1).

. W nerce ujawniono 433 geny o zr6znicowanej ekspresji (232 o podwyzszonej oraz 201
o obnizonej ekspresji), 95 dtugich niekodujacych RNA oraz 383 zdarzenia alternatywnego
splicingu, z dominujacym udziatem zdarzen typu RI. Analizy GO i KEGG wskazaty na
zaburzenia fosforylacji oksydacyjnej, funkcji mitochondriéw i rybosoméw, a takze na aktywacje
szlakéw zwigzanych z chemiczna karcynogeneza indukowang przez reaktywne formy tlenu.
Walidacja gPCR potwierdzita kierunek zmian ekspresji 13 gendéw (m.in. SULT2A1/SULT2A2,
AKT3, ATM).

Publikacjom wchodzacym w skiad rozprawy doktorskiej towarzyszy opracowanie
w jezyku polskim, obejmujgce 30 stron. Nalezy podkresdli¢, ze ta cze$é pracy zostata
przygotowana starannie oraz poprawnie zaréwno pod wzgledem merytorycznym, jak
i jezykowym. We wstepie Doktorantka klarownie wprowadza czytelnika w zagadnienia
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zwigzane z bisfenolem A, uzasadniajagc wybor tematyki dotyczacej oddziatywania tego
endokrynnie czynnego zwigzku na organizm cziowieka. Ponadto dokonuje przegladu
dotychczasowej literatury dotyczacej wptywu bisfenolu A na watrobe i nerki, narzady
odpowiedzialne za detoksykacje, metabolizm oraz eliminacje toksyn i zwigzkéw chemicznych.

W dalszej czeéci opracowania polskojezycznego Doktorantka zawarta jasno
i poprawnie sformutowany cel pracy oraz hipotezy badawcze. Cel pracy zostat zrealizowany
dzieki odpowiednio zaplanowanym do$wiadczeniom opisanym w rozdziale Metodyka.
W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawita najwazniejsze wyniki badarn. Opracowanie
zamyka podsumowanie i wnioski. Chciatabym zaznaczy¢, ze wnioski zostaly sformutowane
zasadniczo poprawnie. Uwazam jednak, ze wnioski piaty i szosty wymagajg korekty, poniewaz
w obecnym brzmieniu sugeruja, iz w rozprawie badano nagromadzenie reaktywnych form
tlenu lub wykazano progresywne uszkodzenie nerek. Mozna pozostawic te odniesienia, jednak
nalezy zastosowaé takie sformutowania, aby jednoznacznie wskazywaly, ze sg to przestanki
wynikajagce z danych literaturowych, a nie z badan wiasnych. Podobne niefortunne
sformutowania wystepuja réwniez w streszczeniu, tj. we fragmencie ,Wyniki potwierdzaja,
iz BPA wptywa na profil transkryptomiczny genéw w watrobie i nerkach, przyczyniajac sie do
ich dysfunkcji. W watrobie, zaburza funkcje rybosoméw oraz prowadzi do dysregulacii
proceséw fosforylacji oksydacyjnej. W nerkach indukuje stres oksydacyjny oraz zaktoca
prawidiowa prace mitochondriow”. Sg to pewnego rodzaju skréty myslowe, dlatego fragmenty
te powinny zosta¢ odpowiednio przeredagowane, tak aby precyzyjnie odzwierciedlaty zakres
przeprowadzonych badan.

Pytania i uwagi

Publikacje wchodzgce w skiad rozprawy doktorskiej byty juz poddane wnikliwiej analizie
przez redakcje czasopism i recenzentéw, a fakt ich opublikowania w uznawanych
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym $wiadczy o ich istotnej wartosci naukowe;j.
Niemniej jednak lektura rozprawy doktorskiej Pani mgr Moniki Wiszpolskiej nasuneta mi kilku
pytan i uwag, zaréwno o charakterze merytorycznym, jak i redakcyjnym, ktére przedstawiam
ponizej.

1) Zastosowano pojedyncza, stosunkowo wysokg dawke 50 mg/kg m.c. (LOAEL). Prosze

o rozwiniecie, w jaki sposob Autorka ocenia przektadalno$¢ uzyskanych wynikéw na
typowe niskodawkowe narazenie populacyjne (ug/kg/d). Czy rozwazano zastosowanie
wariantu  wielodawkowego Iub nizszych dawek, a takze krétkoterminowych
i dtugoterminowych punktéw czasowych?

2) Czy mierzono rzeczywiste spozycie wody i/lub BPA oraz stezenia BPA Ilub jego
glukuronidu we krwi, moczu badz tkankach? Jezeli nie, informacja ta powinna zostac
uwzgledniona w ograniczeniach badania, gdyz brak jest danych dotyczacych
efektywnych dawek osigganych przez zwierzeta.

3) Badania przeprowadzono wytgcznie na samicach; prosze o odniesienie si¢ do
potencjalnych réznic piciowych w odpowiedzi na badany zwigzek endokrynnie czynny
oraz o uzasadnienie wyboru samic jako modelu badawczego.

4) W analizach DAS w watrobie przyjeto prég FDR < 0,05, natomiast w nerce FDR<0,001;
z kolei dla analiz DEG zastosowano kryteria |log,FC|>1 oraz q<0,05. Prosze
o uzasadnienie zastosowania odmiennych progéw istotnosci statystycznej miedzy
tkankami oraz o odniesienie sie do ich wplywu na poréwnywalno$é uzyskanych
wynikow.
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5) Czy w analizach transkryptomicznych (w tym modelach DESeq2) uwzgledniono efekt
serii (,batch effect”)?

6) W metodycy wskazano, ze do analiz wybrano préby RNA o wspoiczynniku
integralnoéci (RIN) powyzej 7,5. najwyzszym RIN. W zwigzku z tym prosze wyjasni¢
czy wszystkie zwierzeta weszlty do analiz.

7) Jak zweryfikowano stabilno$¢ uzytych do analiz genéw referencyjnych UBC i ACTB?
Jakie byly efektywnosci starteréw w metodzie Pfaffla i czy uwzgledniono je w kalkulacji
wzglednej ekspresji?

8) Prosze o doprecyzowanie informacji zawartych w o$wiadczeniach zatgczonych do
publikacji. Jakie analizy laboratoryjne byly wykonywane przez Doktorantke oraz czy
przeprowadzata ona réwniez analizy bioinformatyczne?

9) Ktére wnioski uznaje Pani za specyficzne dla danego narzadu, a ktére za wspoéine dla
watroby i nerki? Prosze wskazaé¢ 2-3 ,uniwersalne biomarkery” zmian indukowanych
przez BPA.

10) Jak Pani zinterpretuje wyniki analiz KEGG dotyczace szlakéw ,Alzheimer/Parkinson”
w nerce, aby unikngé nadinterpretac;i?

11)Prosze przedstawi¢ plan walidacji funkcjonalnej wynikéw, wskazujac kluczowe
markery immunochemiczne, cechy histologiczne oraz spodziewane zmiany
parametrow biochemicznych (AST/ALT, kreatynina/BUN) i ich powigzanie z danymi
transkryptomicznymi.

12) Jakie znaczenie dla zdrowia publicznego majg uzyskane wyniki w kontekscie
monitoringu niskodawkowej ekspozycji na BPA oraz potencjalnych paneli biomarkeréw
mozliwych do klinicznego zastosowania?

Pragne jednak zaznaczyé, ze nieliczne uwagi krytyczne zawarte w recenzji w zaden
spos6b nie umniejszajg wartosci merytorycznej catej pracy. Wiekszo§¢ moich uwag ma
charakter dyskusyjny i zacheca do wymiany pogladéw, nie decydujac jednak o catoSciowym
odbiorze ocenianej pracy doktorskiej.

Whiosek koricowy

Podsumowujgc, stwierdzam, ze przediozona do oceny rozprawa doktorska stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wykazuje teoretyczng wiedz¢ mgr Marty
Wiszpolskiej w zakresie dyscypliny nauk medycznych oraz umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Oceniana rozprawa doktorska w petni spetnia wymogi stawiane
pracom doktorskim okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce. W zwigzku z tym zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Medyczne Uniwersytetu Warmirisko-Mazurskiego w Olsztynie z wnioskiem o dopuszczenie
Pani mgr Marty Wiszpolskiej do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.

Prof. dr hab. Agnieszka Wactawik
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