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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Michael Allen Thoene
Wplyw bisfenolu A na neurochemiczng charakterystykg srédwqtrobowych wiokien

nerwowych na duZym modelu zwierzgcym

Rozprawe doktorska stanowi cykl czterech spdjnych tematycznie publikacji
dotyczacych wplywu bisfenolu A (BPA) na unerwienie wspéiczulne i przywspoéliczulne
watroby, przy czym badania zrealizowano na modelu zwierz¢cym, a obiektem byla §winia
domowa. Jedna praca przegladowa i trzy oryginalne zostaly opublikowane w latach 2017-
2018 w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym indeksowanych w bazie Journal Citation
Reports. Sa to nastepujace prace:

1. Thoene M, Rytel L, Nowicka N, Wojtkiewicz J. The state of bisphenol research in the
lesser developed countries of the EU: a mini-review. Toxicol Res (Camb) 2018; 7: 371-
380 (IF= 1.890; MNiSW=25),

2. Thoene M, Rytel L, Dzika E, Wiodarczyk A, Kruminis-Kaszkiel E, Konrad P,
Wojtkiewicz J. Bisphenol A causes liver damage and selectively alters the neurochemical
coding of intrahepatic parasympathetic nerves in juvenile porcine models under
physiological conditions. Int J Mol Sci. 2017; 18: E2726 (IF=3.687; MNISW=30),

3. Thoene M, Godlewski J, Rytel L, Dzika E, Bejer-Olenska E, Wojtkiewicz J. Alterations in
porcine intrahepatic sympathetic nerves after bisphenol A administration. Folia Histochem
Cytobiol. 2018; 1:113-121 (IF=1.586; MNiSW=15),

4. Thoene MA, Rytel L, Dzika E, Gonkowski I, Wilodarczyk A, Wojtkiewicz J.
Immunohistochemical characteristics of porcine intrahepatic nerves under physiological
conditions and after Bisphenol A administration. Folia Morphol (Warsz). 2018; doi:
10.5603/FM.a2018.0027 (IF=0.497; MNiSW=15).

Wszystkic prace sg opracowaniami zbiorowymi, w ktérych Doktorant jest pierwszym

autorem. Sumaryczny wspélczynnik oddziatywania (impact factor, 1F) czasopism, w ktérych



zamieszczono te prace zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 7.66, a punktacja wedtug
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MN iSW) 85.

W rozprawie doktorskiej krétko oméwiono przeprowadzone badania. Zawarto w niej
kolejno streszczenie rozprawy i stowa kluczowe w jezyku polskim i angielskim,
wprowadzenie, cel badan, wnioski oraz piSmiennictwo, a takze dotgczono kopie publikacii.
W streszczeniu  Doktorant przedstawit podsumowanie  zagadnien oméwionych
w publikacjach. We wprowadzeniu Pan Magister Michael Allen Thoene w Sposéb
syntetyczny oméwil wykorzystanie bisfenolu A i jego toksycznos¢. Cele badawcze pracy
doktorskiej s3 dobrze sformutowane. Rozdziat , Wnioski” powinien by¢ nazwany
‘Podsumowanie i wnioski”, poniewaz dwa pierwsze wnioski sg podsumowaniem wynikow.
Pozostale dwa wnioski odpowiadaja celom badah. Jednak podsumowanie pod
wypunktowanymi wnioskami nie wynika z przeprowadzonych badan. Stwierdzenie, ze
»dziatanie BPA ukierunkowane na wewnagtrzwgtrobowe widkna wspélczulne moze
negatywnie wplywa¢ na zmiany w zachowaniu miodziezy” ma charakter spekulatywny.
Ponadto brakuje krotkiego oméwienie wynikéw badan.

Do rozprawy doktorskiej zostaly dotaczone pisemne o$wiadczenia wspolautorow
wyzej wymienionych publikacji o ich udziale procentowym w przygotowaniu poszczegélnych
prac. Na tej podstawie mozna stwierdzié, ze wklad pracy Doktoranta w przygotowaniu
omawianych publikacji byt wiodacy (od 70 do 80%). Polegat on na udziale w opracowaniu
koncepcji i okresleniu celu badan, przeprowadzeniu doswiadczenia, pracach laboratoryjnych,
interpretacji uzyskanych wynikéw badan i przygotowaniu publikacji. Swiadczy to o duzym
zaangazowaniu i znacznej dojrzatosci badawczej Doktoranta.

Podjete przez Doktoranta badania dotyczg bardzo waznego problemu Zwigzanego
z ochrong zdrowia cztowieka. Bisfenol A (2,2-bis(4-hydroksyfenylo)propan) jest zwigzkiem
organicznym wykorzystywanym do produkcji tworzyw poliweglanowych, w tym
plastikowych butelek i innych opakowarn, zabawek, papieru termicznego, a takze
stomatologicznych materialéw kompozytowych, soczewek i plastréw opatrunkowych.
Pochodna bisfenolu A (eter diglicydylowy bisfenolu A) stosowana jest do produkcji zywic
epoksydowych wykorzystywanych do powlekania wewnetrznych powierzchni puszek,
butelek i rur wodociagowych. W niewielkich ilogciach BPA moze przenika¢ do produktow
spozywczych z opakowan zawierajacych ten zwigzek w wyniku ich uszkodzenia. Ponadto
stwierdzono, ze wysoka temperatura oraz substancie o pH kwasnym lub zasadowym
znajdujace sie w produktach spozywczych zwigkszajg prawdopodobienstwo dostania si¢ tego
zawigzku do Zywnosci. Szerokie zastosowanie tworzyw sztucznych jest przyczyng emisji tego



zwiazku do §rodowiska, gtéwnie do wod powierzchniowych, osadéw dennych i powietrza
stanowiagc dodatkowe zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat. Narazenie na BPA nastepuje
drogami pokarmowa, oddechows oraz skérng. Jak stwierdzili inni badacze obecnos¢ bisfenolu
A ujawniono w moczu, a takze ptynie owodniowym, tozysku, krwi pgpowinowej i mleku
kobiet. Bisfenol A jest zwigzkiem endokrynnie czynnym. Badania in vifro wykazaly, ze BPA
antagonizuje skutki dziatania estrogenow, a takze hormonéw tarczycy. Stwierdzono, ze
narazenie na BPA moze prowadzi¢ miedzy innymi do rozwoju otylosci, cukrzycy, choréb
serca, alergii i astmy. Badania eksperymentalne ujawnily, ze ekspozycja na BPA powoduje
zaburzenia w zachowaniu, stany przednowotworowe prostaty i gruczoléw piersiowych.
Ponadto stwierdzono, ze zwiazek ten hamuje proliferacje neuronalnych komorek
progenitorowych, zmniejsza tempo neurogenezy w obrebie hipokampa noworodkéw myszy,
ktorych matki podczas ciazy otrzymywaty BPA. Bisfenol A zaburza cykl komoérkowy oraz
migracje neuronéw. Dziata on takze silnie hepatotoksycznie uszkadzajgc komorki watroby,
moze generowaé wolne rodniki. Jednakze mechanizm oddziatywania BPA nie jest doktadnie
poznany. W zwigzku z danymi potwierdzajagcymi mozliwy negatywny wplyw BPA
na organizm czlowieka, w wielu krajach wprowadzono zakazy badz ograniczenia dotyczace
wykorzystania tego zwigzku. Odpowiednie regulacje prawne zmniejszajace mozliwy zakres
stosowania BPA wprowadzila takze Polska. Zgodnie z zasadg ostroznosci obowigzuje zakaz
stosowania tej substancji do produkcji butelek z poliweglanu do karmienia niemowlat.
Na terenie Unii Europejskiej ustalono dawke tolerowanego dziennego pobrania (1DI), ktéra
wynosi 0,05 mg/kg masy ciata (m.c.).

Celem pierwszej pracy Doktoranta opublikowanej w Toxicology Research byla ocena
rodzaju i zakresu badan dotyczacych BPA prowadzonych w krajach, ktére wstgpily do Unii
Europejskiej w roku 2004 i pézniej. Przeprowadzono analizg pelnotekstowych publikacji
naukowych dostepnych w bazach: PuBMed, EbscoHost, Elservier i ProQuest. Omowiono
badania opublikowane w czasopismach naukowych w jezyku angielskim w latach 2006-2017.
Stwierdzono, ze badaf z tego zakresu bylo niewiele i prowadzono je przede wszystkim
na terenie Stowenii, Polski oraz Czech. Gléwnie dotyczyly one srodowiskowego narazeniem
na BPA oraz wplywu tego zwigzku na organizm czlowieka. Doktorant przeprowadzit rzetelng
i wnikliwg analize danych literaturowych. Stwierdzit, ze mala liczba badan z tego zakresu
moze wiaza¢ si¢ z brakiem $wiadomo$ci obywateli dotyczacych zagrozen zwigzanych
z wykorzystywaniem BPA i moze prowadzi¢ do zwigkszenia ryzyka eskpozycji na ten
zwigzek.



Mimo licznych badan dotyczacych oddzialywania BPA na komérki nerwowe wplyw
tego zwigzku na unerwienie watroby nie jest do kofica poznany. Dlatego celem badan
eksperymentalnych Doktoranta byto okreslenie wplywu BPA w dawkach bezpiecznej dla
czlowieka (0,05 mg/kg m. c.) oraz dziesigciokrotnie wickszej (0,5 mg/kg m.c.) na unerwienie
wspblczulne i przywspélczulne watroby na modelu zwierzecym. Do badan jako organizm
modelowy wykorzystano $wini¢ domowa ze wzgledu na jej podobiefstwo anatomiczne i
fizjologiczne do ukfadu pokarmowego czlowieka. Na prowadzenie badan uzyskano zgode
Lokalnej Komisji Etycznej ds. Badan na Zwierzetach w Olsztynie. Lochy mieszaficéw rasy
Duroc x Pietrain (n=15) podzielono na trzy grupy. Wyrézniono grupe kontrolng oraz dwie
doswiadczalne, ktérym codziennie przez 28 dni podawano BPA w dawce 0,05 lub 0,5 mg/kg
m.c. Jednak w Zzadnej z przedstawionych prac nie podano liczby osobnikéw w grupie.
Do oceny histopatologicznej watroby wykorzystano barwienie metodg PAS (Periodic Acid—
Schiff) oraz rutynowe (eozyna i hematoksylina). W badaniach zastosowano takze metode
pojedynczych i podwéjnych barwien immunofluorescencyjnych z wykorzystaniem
odpowiednich przeciwciat. Jako markery do oceny zmian w kodowaniu chemicznym widkien
wspolczulnych i przywspéiczulnych wykorzystano pecherzykowy transporter acetylocholiny
(VAChT), substancj¢ P (SP), transkrypt regulowany kokaing i amfetaming (CART) oraz
peptyd kodowany genem kalcytoniny (CGRP). A takze B-hydrolazg dopaminows (DBH),
galaning (GAL) i polipeptyd aktywujacy przysadkowa cyklaze adenylanows (PACAP).
Doktorant dobrze zaplanowat eksperyment, ktérego wyniki przedstawit w trzech pracach.

W pracy zamieszczonej w International Journal of Molecular Sciences okre$lono
wplyw BPA na zmiany histopatologiczne w watrobie, wiékna przywspolczulne watroby oraz
zbadanie ewentualnych zmian we wzorach chemicznego kodowania tych neuronéw.
Stwierdzono, ze podanie BPA wplywa na parametry watroby, powoduje wzrost aktywnosci
aminotransferazy asparaginianowej (AspAT) i alaninowej (ALAT). U $win poddanych
ekspozycji BPA odnotowano zmiany histopatologiczne w obrebie watroby, w tym
poszerzenie naczyn wlosowatych typu zatokowego watroby, przekrwienie oraz wyczerpanie
zasob6w glikogenu. Mankamentem tego artykulu Jest niewlasciwa jako$¢ ryciny 1
zamieszczone] w wydrukowanej formie publikacii. Obrazuje ona zmiany histologiczne
w obrebie watroby. Jako$¢ tej ryciny w wersji artykutu on-line jest bardzo dobra. Obydwie
zastosowane dawki BPA spowodowaly zwiekszenie ilosci neuronéw VAChT'/GAL"
W watrobie. Natomiast wzrost ilosci neuronéw VAChT*/CART" wywotata jedynie wigksza
dawka PBA. Nie odnotowano wptywu podania BPA na ilos¢ wiékien nerwowych VAChT™ i
VACKT'/SP* oraz VAChT'/PACAP’. Na podstawie przedstawionych wynikéw badan



stwierdzono, ze BPA wplywa na kodowanie chemiczne widkien przywspoiczulnych
w watrobie, nawet przy zastosowaniu bezpiecznych pozioméw ekspozycji.

Praca opublikowana w Folia Histochemica et Cytobiologica stanowi kontynuacj¢ badan
opisanych w poprzedniej publikacji. Doktorant zauwazyl, ze zastosowane dawki BPA
wplynely na wzrost liczby neuronéw wspdiczulnych. Stwierdzit on wzrost ilosci wiokien
nerwowych zawierajacych CART i GAL nawet po zastosowaniu matej dawki BPA. Zwigzek
ten wplynal rowniez na liczbe widkien DBH/CART" i DBH/GAL". Natomiast zwigkszenie
ilosci wiokien wspélczulnych DBH'/SP* i DBH/CGRP* spowodowato podanie jedynie
wickszej dawki BPA. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze
zanieczyszczenie zywnosci BPA moze wplywa¢ na unerwienie watroby powodujgc zmiany
w jej metabolizmie.

W czwarte] pracy zamieszczonej Folia Morphologica stwierdzono, ze BPA

spowodowat wzrost ilosci wiokien nerwowych zawierajagcych CART, GAL i PACAP,
natomiast jedynie wicksza dawka BPA wywolata wzrost liczby neuronéw SP* i CGRP™.
Pewnym niedociggnieciem w tym artykule jest brak zaznaczenia zmian istotnych
statystycznie w tabeli 2 oraz brakuje podpisu pod rycing 1.
We wszystkich pracach nie wszystkie skroty byly wyj asnione, kiedy po raz pierwszy pojawily
si¢ w tekscie i nie uzywano ich konsekwentnie. Na przyktad stosowane sa w pracy dwa skroty
B-hydrolazy dopaminowej - DBH i DBH. Ponadto wszystkie skréty stosowane w tabelach
powinny byé wyjasnione. Powyzsze uwagi nie obnizaja warto$ci naukowej ocenianych prac.

Przedstawione do oceny prace majg duza wartos¢ merytoryczng. S3 oryginalnymi
opracowaniami aktualnego i istotnego problemu dotyczacego wplywu bisfenolu A
na organizm modelowy. W badaniach po raz pierwszy okreélono wplywu BPA na kodowanie
chemiczne wiokien nerwowych zlokalizowanych w watrobie. A wyniki w znacznym stopniu
poszerzaja wiedz¢ na temat mechanizmow dzialania bisfenolu A na organizm ssakow.
Problem badawczy podjety przez Doktoranta jest bardzo istotny, opracowanie zawiera
elementy nowatorskie i wnosi nowe dane w zakresie biologii medycznej. Swiadczy to takze
o bardzo dobrej znajomosci przedstawionego problemu i umiejetnosci postugiwania sig
r6znymi metodami badawczymi. Badania byly bardzo dobrze zaplanowane, przeprowadzone,
a ich wyniki opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych. Majg one charakter
nowatorski o charakterze poznawczym. Ponadto Doktorat wykazat sic duzymi
umiejgtnosciami w krytycznym oméwieniu otrzymanych wynikéw. Wysoki poziom naukowy
opublikowanych prac i znaczacy w nich udziat Doktoranta dokumentuje bardzo dobry

opanowany przez niego warsztat badawczy.




Uzasadnienie:

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana Magistra Michael Allen Thoene w pelni
spetnia warunki okrelone w art. 13 ust. 1 z ustawy z dnia 14.03.2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach naukowych i tytule naukowym w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr. 65, poz. 595, z pézniejszymi zmianami), dlatego wnoszg do Wysokiej Rady
Wydzialu Lekarskiego, Collegium Medicum Uniwersytetu Warmifisko-Mazurskiego
w Olsztynie, o dopuszczenie Magistra Michael Allen Thoene do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie z uwagi na nowatorski charakter badan, ich kompleksowosé i
duzg wartos¢ merytoryczng wnioskuje do Wysokiej Rady o wyréznienie pracy doktorskiej
mgr Michael A. Thoene.




