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pt. ,Oddzialywanie polichlorowanych bifenyli i ich hydroksylowanych metabolitéw na

synteze i metabolizm jodotyronin w tarczycy i watrobie kury (Gallus domesticus)”

1. Podstawy formalno-prawne oceny

Ocene Pracy doktorskiej Pani mgr Kingi Kowalik wykonalem w oparciu o pismo
sygnowane przez Przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Wydziatu Nauk
Scistych i Przyrodniczych Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej w
Krakowie dr hab. Andrzeja Kornasia, prof. UP, w ktérym informuje o podjetej przez Rade
uchwale z dnia 23 marca 2022 roku, powotujgcej mnie na recenzenta w/w Rozprawy. Oceng
swoja przedstawitem zgodnie z obowigzujacymi wymogami prawnymi tj. Ustawg z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. 2003, nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami), uwzgledniajac roOwniez zapisy
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r., Prawo o szkolnictwie wyzszym inauce (Dz. U. 2018, poz. 1668
z pézniejszymi zmianami). Celem tej oceny bylo, zatem, przedstawienie uzasadnienia, Ze
recenzowana Praca doktorska Pani mgr Kingi Kowalik stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, prezentuje ogdlna wiedzg teoretyczna kandydatki w danej dyscyplinie

naukowej oraz umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.
2. Ogdlna charakterystyka Rozprawy

Praca doktorska Pani mgr Kingi Kowalik zostala przygotowana w postaci klasycznej
monografii naukowej pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Andrzeja Sechmana (Promotora) w
Katedrze Fizjologii i Endokrynologii Zwierzat Wydziatu Hodowli i Biologii Zwierzat
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Koltgtaja w Krakowie. Liczy tacznie 106 numerowanych
stron i podzielona jest na typowe dla prac doktorskich rozdzialy oraz podrozdziaty, ktérym
towarzysza Streszczenia w je¢zyku polskim i angielskim, Wykaz skrotow uzytych w tekscie,
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Spis tresci oraz Spisy pi$miennictwa (121 pozycji), rycin (23) i tabel (6). W Spisie
pi$miennictwa dominuje literatura autoréw zagranicznych (91,7%), a 82,6% pozycji, to
opracowania z okresu od roku 2001 do chwili obecnej, co $wiadczy o aktualnosci problematyki

podjetej przez doktorantke.

Przedmiotem zainteresowania Doktorantki jest oddziatywanie, w duzej mierze
niekorzystne, polichlorowanych bifenyli (PCB) oraz ich metabolitéw na procesy biologiczne w
organizmach zwierzat. PCB stanowia grupe organicznych zwiazkow chemicznych, bedacych
pochodnymi bifenylu, w ktorych czasteczce, jako podstawniki w pierscieniu aromatycznym
wystepuja atomy chloru. PCB nie wystepuja w przyrodzie, jako naturalne zwiazki, a ich
pojawienie si¢ w $rodowisku wynika z nie§wiadomej badz nieodpowiedzialnej dziatalnosci
cztowieka. Ze wzgledu na wihasciwosci fizyko-chemiczne i opornos¢ na degradacje PCB
przedostaja si¢ prawie do kazdego elementu $rodowiska. Czlowiek, znajdujacy si¢ na koficu
tancucha pokarmowego, jest zatem narazony na najwyzsze dawki tych zwiazkow. Budowa
strukturalna PCB umozliwia im silne dzialanie modulujace w ukladzie endokrynnym,
skutkujgce zaburzeniami w funkcjonowaniu neurosekrecyjnych osi podwzgorze-przysadka-
gruczoty dokrewne. Negatywng role tych zwiazkow udokumentowano m.in. w patogenezie
zaburzen rozrodu, chordb tarczycy, otylosci, cukrzycy 1 innych choréb hormono-zaleznych u

ludzi i zwierzat.

W swojej pracy doktorskiej, p. mgr K. Kowalik skupia si¢ na molekularnych aspektach
czynnosci sekrecyjnych gruczolu tarczowego oraz proceséw metabolicznych jodotyronin w
watrobie kury poddanych dziataniu in vitro zwiazkow nalezacych do dwoch r6znych klas PCB
oraz ich hydroksylowanych metabolitow. Z uwagi na rosngca u ludzi czgstos$¢ wystepowania
niedoczynnosci tarczycy na skutek czynnikéw srodowiskowych oraz szczegblnie wazng role
hormonéw tarczycy w utrzymaniu homeostazy metabolicznej organizmu, wybor tematyki
badawczej przez Doktorantke nalezy uznaé za trafny i istotny, zar6wno ze wzgledow
poznawczych, jak i praktycznych. Bardzo interesujacy jest zastosowany model zwierzecia
do$wiadczalnego, jakim jest kura domowa (Gallus domesticus). Cho¢ z jednej strony wybor
taki moze by¢ podyktowany utrwalanym przez lata do§wiadczeniem macierzystej Katedry w
prowadzeniu badan fizjologicznych na tym gatunku ptactwa domowego, to z drugiej, mozna
przywola¢ preferowany obecnie W badaniach trend, dotyczacy rdznorodnosci gatunkowej,
ktéra pozwala na przyjrzenie si¢ podobienstwom i r6znicom w mechanizmach regulacyjnych u
odlegtych od siebie grup taksonomicznych zwierzat. W aspekcie praktycznym, zaburzenia

sekrecji, metabolizmu i funkcji hormonéw tarczycy, wynikajace z narazenia kur niosek na
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skazenia $rodowiskowe, zwlaszcza za posrednictwem pasz, moga stanowi¢ powazny problem
w produkcji jaj.

Rozprawa doktorska jest napisana bardzo starannie, poprawnym i bogatym jezykiem, a
takze jest bardzo tadnie opracowana graficznie. Pomimo stosowania ogromne;j ilo$ci skrotow,
ktérych wyjasnienia ujeto w cztero- i potstronicowym wykazie, a takze przy pierwszym uzyciu,
czytelnik tatwo utrzymuje si¢ w nurcie badan doktorantki. Do tekstu wkradto si¢ jednak kilka
drobnych btedéw literowych i interpunkcyjnych np. Wstep, str. 17 ,,Jodotyroniny ... sq
odpowiedzialne adaptacje ...” Zauwazone bledy nie wplyna na mojg dalsza oceng
merytoryczng dysertacji.

Badania przedstawione w niniejszej Pracy doktorskiej zostaly wykonane w ramach
kierowanego przez Doktorantke projektu badawczego ,,Preludiom 147 pt. ,,Oddziatywanie
polichlorowanych bifenyli i ich hydroksylowanych metabolitow na syntezg i metabolizm
jodotyronin w tarczycy i watrobie kury (Gallus domesticus)”, finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki. Nalezy podkresli¢, ze cze$¢ wynikow zaprezentowanych w Pracy doktorskiej
zostata juz opublikowana w artykule naukowym autorstwa Kowalik K. i Sechman A., pt. , In
vitro effects of polychlorinated biphenyls and their hydroxylated metabolites on the synthesis
and metabolism of iodothyronines in the chicken (Gallus domesticus) thyroid gland” w
czasopi$émie General and Comparative Endocrinology 2022, 318, 113989 — IF = 2,822; pkt
MEiN = 100.

3. Ocena strony merytorycznej

Tytut Pracy doktorskiej p. mgr K. Kowalik —,,0ddziatywanie polichlorowanych bifenyli
i ich hydroksylowanych metabolitow na syntez¢ i metabolizm jodotyronin w tarczycy i
watrobie kury (Gallus domesticus)” trafnie nawigzuje do podjetego w rozprawie problemu
badawczego i jest spéjny z zawartoscia treci rozprawy. W liczacym 12 stron Wstepie Pracy,
doktorantka przedstawia, w oparciu o studium literatury, znaczacy zasob wiedzy w zakresie
podjetych badaf. W dwoch podrozdziatach, czytelnik zapoznaje sie kolejno z procesami
syntezy i metabolizmu hormondéw tarczycy oraz zwiazkami PCB i ich aktywnymi
metabolitami. Do$é szczegotowo opisane i zilustrowane sa czynnosci sekrecyjne gruczotu
tarczowego kury, drogi dejonizacji jodotyronin oraz genomowy mechanizm dziatania
hormon6w tarczycy. Ponadto, wskazane zrodla oraz przedstawiona klasyfikacja i reaktywnos¢
réznych form PCB precyzuja sposob doboru kongeneréw tych zwigzkow, ktore beda
zastosowane, jako czynniki do§wiadczalne. Pomimo szerokiego zakresu prowadzonych badan
nad efektami niekorzystnego dziatania PCB w organizmach zwierzecych, Autorka dysertacji
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trafnie okresla luki w dostepnej wiedzy, wskazujac na mniej poznane hydroksylowane
metabolity tych zwigzkéw oraz mechanizmy ich dziatania na poziomie molekularnym w
tkankach zwierzecych. W mojej opinii, rozdziat ten zostat opracowany wlasciwie, syntetycznie
ujmuje wszystkie wazkie dla podjetych badan zagadnienia i dobrze wprowadza czytelnika do
dalszych czeéci pracy. Nie znajduje, jednak, w tej czesci rozprawy wyraznych sugestii, ktore
wskazywatyby na wykorzystanie watroby, jako obiektu badan. Dlaczego nie mozg lub obie te
tkanki?

Po zwieztym i informatywnym Wstepie, Doktorantka formutuje 3 hipotezy badawcze
dotyczace wptywu PCB i ich hydroksylowanych metabolitow na czynnos$ci sekrecyjne
zwiazane z syntezg i konwersjg jodotyronin w gruczole tarczowym i watrobie kury, stezenie
dejodynaz jodotyroninowych w badanych tkankach oraz zwigzane z tymi procesami
mechanizmy molekularne, dotyczace ekspresji mRNA biatek i enzymow uczestniczacych w
syntezie i metabolizmie hormonow tarczycy, transblonowych bialek transportujgcych oraz
receptorow: hormonu tyreotropowego w gruczole tarczowym i hormonow tarczycy w watrobie.
W dalszej kolejnosci, postawionym hipotezom towarzysza kompleksowo sformutowane cele i
zadania badawcze, wskazujace przyjete przez Doktorantke oryginalne rozwiazania problemu

naukowego.

W czesci metodycznej dysertacji, Doktorantka zapoznaje czytelnika w pierwszej
kolejnodci z materiatlem zwierzecym oraz ukladem do$wiadczen. W badaniach in vitro
wykorzystano eksplanty przygotowane z gruczohu tarczowego i watroby pochodzace acznie z
38 kur linii nie$nej Hy-line Brown w wieku 24-28 tygodni. W zadaniu 3.3.1. wykorzystano 16
kur; w zadaniu 3.3.2. - 16 kur; w zadaniu 3.3.3. - 6 kur. Liczby ptakow w poszczegolnych
do$wiadczeniach wymieniam dlatego, poniewaz podana wezesniej przez Doktorantke faczna
liczba kur 40 (str. 31) nie jest zgodna. Uwazam ponadto, ze w klasycznej monografii,
podrozdziat dotyczacy zwierzat doswiadczalnych powinien zawiera¢ wigcej informacji na
temat danej linii kur, ich pochodzenia, postepowania przed wejsciem do doswiadczenia oraz
warunkow wplywajacych na dobrostan zwierzat. Interesuje mnie réwniez sposob pozyskiwania
oraz wielko$é lub rozmiar eksplantéw tkanek wykorzystanych w do$wiadczeniach in vitro. W
zadaniu 3.3.1. brakuje informacji dotyczacej objetosci medium, oraz rodzaju naczynia
hodowlanego, w jakim prowadzono inkubacj¢ eksplantow. Sg to drobne niedopatrzenia, jednak

moga okazag si¢ istotne w opracowywaniu metod badawczych do kolejnych publikacji.

W dazeniu do realizacji celow badawczych, waznym elementem, decydujgcym o

powodzeniu badan, bylo wykonanie przez Doktorantke doswiadczen, ktore pozwolity na
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ustalenie dawki badanych PCB i ich hydroksylowanych metabolitow, zastosowanej w
kolejnych eksperymentach, zardOwno na gruczole tarczowym, jak i watrobie. Wzmianka o
wyborze konkretnej dawki mogtaby pojawi¢ si¢, odpowiednio na stronach 44 i 61, gdzie
opisano wyniki tych doswiadczef. W kolejnych eksperymentach, wptyw dwoch roznych klas
PCB oraz ich hydroksylowanych metabolitéw badany jest nie tylko w odniesieniu do stanu
podstawowego sekrecji i konwersji hormonéw tarczycy, czy tez ekspresji transkryptow
badanych genow, ale takze po modyfikacji tych procesow przez bydleca tyreotroping (bTSH)
w gruczole tarczowym i deksametazon (DEX) w tkance watroby. Dla uproszczenia orientacji
w grupach zwierzat i stosowanych w nich czynnikach do$wiadczalnych Doktorantka

przedstawia klarowne schematy doswiadczen.

Do oznaczenia specyficznych hormonéw, enzymow i transkryptow genoéw w zebranych
mediach i eksplantach tkanek Doktorantka zastosowala znane, lecz wymagajace duzego
do$wiadczenia  metody  badawcze: radioimmunologiczng ~ (RIA); Bradforda;
immunoenzymatyczng (ELISA), Real-Time qPCR oraz zaczerpnietg z literatury, metode
opisang przez Darrasa i wsp. (1991) do okreslenia konwersji T4 do T3 w homogenatach
watroby. Zasady oznaczania kazdego czynnika zostaly skrupulatnie opisane, co sugeruje
znajomos¢ i praktyczne zaangazowanie Doktorantki w wykonywanie analiz laboratoryjnych.
Na zakonczenie czesci metodycznej przedstawiony jest sposob analizy statystycznej
uzyskanych wynikéw. Ciekawos¢ mojg wzbudza pomyst zastosowania transformacji
logarytmicznej wynikow dla zmiennych niemajacych rozkladu normalnego. Czy nie lepiej
bytoby postuzy¢ si¢ bezposrednio testami nieparametrycznymi, bedacymi odpowiednikami

analizy wariancji?

Opis wynikow, jak przystato na monografie naukowa, jest szczegbtowy, ale klarowny i
wzbogacony licznymi rycinami (23) i tabelami (6). Przedstawione wyniki pozwolity wykazac
wysoka efektywnos¢ dziatania wybranych macierzystych PCB oraz ich metabolitow w
wiekszosci zastosowanych ukfadow, w zaleznosci od czasu inkubacji, zarbwno w warunkach
podstawowych, jak i po modyfikacji wywolanej dodatkowymi czynnikami (bTSH, DEX).
Mozna, zatem, przyjaé, ze wybrana kompromisowo dawka badanych zwiazkéw pozwolila na
realizacje zatozonych przez Doktorantke celow. Nastgpnie, Autorka dysertacji omawia i
interpretuje uzyskane wyniki, odnoszac si¢ do obserwacji innych badaczy. Porusza si¢ przy tym
sprawnie pomigdzy wlasnymi i literaturowymi danymi w odniesieniu do kazdego zbadanego

procesu, z podzialem na poszczegdlne tkanki, tarczycg i watrobe. W koncowej czgsci



Rozprawy, Doktorantka formutuje 5 zwieztych i logicznych wniosk6w, ktdre sa zgodne z celem

pracy i pozwalaja ustosunkowac si¢ do postawionych hipotez badawczych.

Podsumowujac oceng merytoryczng Rozprawy, pragng zaznaczy¢, ze przeprowadzone
przez Panig mgr K. Kowalik badania, dotyczace niekorzystnego dziatania hydroksylowanych
metabolitéw PCB na sekrecj¢ hormonéw tarczycy oraz procesy odpowiedzialne za utrzymanie
prawidlowego stezenia trijodotyroniny w krwi, a takze molekularnych mechanizmow dziatania
tych zwigzkéw w komoérkach tarczycy i watroby, stanowig oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, jaki wyznaczyla sobie Doktorantka. Ponadto, stwierdzam, ze Autorka Rozprawy
opanowata znaczacy zakres wiedzy w danej dyscyplinie naukowe;j. Trafnie okreslita zatozenia
dotyczace analizy problemu i z sukcesem zastosowata odpowiednie metody badawcze.
Wykazata sie umiejetno$ciami whasciwej interpretacji wynikow i wyciggania wnioskow, co

$wiadczy o jej przygotowaniu do samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.
4. Wnioski koncowe

1) Przedstawiona do oceny Rozprawa doktorska Pani mgr Kingi Kowalik pt. ,,Oddzialywanie
polichlorowanych bifenyli i ich hydroksylowanych metabolitow na syntezg i metabolizm
jodotyronin w tarczycy i watrobie kury (Gallus domesticus)” spetnia wszystkie warunki
okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003, nr 65, poz. 595 z poZniejszymi

zmianami).

2) Zauwazone podczas wykonywania oceny Rozprawy drobne biedy 1 niescistosci nie maja

istotnego znaczenia dla wysokiej oceny warto$ci merytorycznej pracy.

3) Wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Wydzialu Nauk Scistych i
Przyrodniczych Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej w
Krakowie o przyjecie Rozprawy doktorskiej oraz dopuszczenie Pani mgr Kingi

Kowalik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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