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Recenzja
rozZprawy doktorskiej mgr Lukasza Kolodziejezyka
pt. »Wplyw benzo|e|pirenu i aflatoksyny Bl na zmiany morfologiczne i metaboliczne

w ukladzie krwionosnym zarodkéw kurzych (Gallus domesticus L.)”

wykonanej W Instytucie Biologii Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji
Narodowej W Krakowie pod kierunkiem dr hab. AgnieszKi Gren, prof. UP

1. Podstawa formalno-prawna wykonania recenzji

Oceng Pracy doktorskiej wykonalem W odpowiedzi na pismo
prof. UP, Przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne, Z dnia 9 czerwea 2022r,
nformujace. z¢ Rada Dyscypliny na posiedzeniu W dniu 8 czerwea 2022r. podigia uchwale
powolujacg mnie na recenzenta ocenianej rozprawy doktorskiej. Ocena pracy zostala wykonana
zgodnie Z wymogami okreslonymi w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2017 poz. 1789 z¢ zm. ).

Pana dr hab. Andrzeja Kornasia,

2. Problem naukowy . znaczenie badan

Badania prezentowane W ocenianej rozprawie doktorskiej dotyczd wplywu
benzo|a]pirenu. Fwigzku organicznego nalezacego do  grupy wielmpicrs’.cienimwch
weglowodorow aromatycznych (WWA), oraz aflatoksyny Bl - toksyny grzybicznej. na
wybrane parametry morfologiczne oraz wskazniki biochemiczne serca 1 naczyn krwionosnych
embrionow kury domowej (Gallus domesticus) izolowanych w 14 dniu embriogenezy. Autor
pracy wykorzystujac powszechnie stosowany w badaniach model embrionu kurzego 0raz
szereg metod analitycznych skupil sie na okresleniu oddzialywania wspomnianych zwiazkow
chemicznych na topografig i morfologie migsnia sercoOWe£0. jego histologie oraz aktywnosc
enzymow antyoksydacyjnych. stezenie glutatnionu zredukowanego 1 aldehydu malonowego
w tkance miesnia sercowego i sieci naczyniowe] krazenia pozazarodkowego.

Glownym zrodlem benzo[a]pirenu. jak rowniez innych WWA, zaliczanych do grupy
Frw:_ﬂych zanieczyszczet organicznych. sa Pprocesy spalania W sektorze 'k::-munalm-'r;'i
i mieszkaniowym., jak rowniez procesy produkcyjne, szezegolnie produkeja koksu. W Pul;,cc
Eo}'md 80% obecnych w powietrzu WWA jest wynikiem spalania paliw kopalnych. Istotne
zmdh? stsm-::w:wi takze sektor transportu. Innym srodlem tych zwigzkow w organizmie jest
Palcmet tytoniu oraz spozywanie Zywnosci poddane] wedzeniu lub grillowaniu. Benzo[a]piren
jest najle_plej poznanym zwiazkiem zaliczanym do grupy WWA: zostal po sklasyfikowany
przez Migdzynarodowa Agencje Badan nad Rakiem jako zwigzek rakotworczy. dzialajacy
bezprogowo, tzn. narazenie na kazde stgzenie substancji mozZe powodu;vaé zm1ian5,f
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nOWOTWOroWwe. W literaturze Swiatowe] mozna znalezé prace dotyczace wplywu
benzo(o)pirenu  na funkcje puszczeg&lnych ukladow organizmu, chociaz molekularny
mechamzm dzialania 1ego zwiazku nie sostal dostatecznie wyjasniony. Druga toksyna. ktore)
oddziatywanie badano W niniejsze) pracy. jest aflatoksyna B1. Jest 10 mykotoksyna o wysokim
poziomie toksycznosci. Kktora podobnie jak inne aflatoksyny stanowi wazny problem natury
pmkt}-‘cznej w medycynie oraz rolnictwie. Zwiazki te moga zakazaé Zywnosc na kazdym etapie
i€ produkeji. lch obecnost wykazywano W paszach dla zwierzat oraz wielu produktach
'z}-wnnécinwych przcchmwywanych W niewlasciwych warunkach ﬁ:f.}'ku-uhemicznych.
Podobnie jak zwiazki z grupy WWA. wykazuja one dziatanie mutagenne. teratogenne
{ hepatotoksyczne. Interferuja z DNA komorek docelowych. wplywaja na rranskrypeje genow

i wywoluja zmiany rakowe.

Pomimo maczacej liczby publikacji dotyczacych wplywu benzo|a]pirenu Oraz
aflatoksyny Bl na czynnosc poszczegi:-ln}'ch yktadow organizmu. jednym 7 najmnie]
poznanych zagadnien jest problem pegatywnego oddziatywania tych zwiazkow na czynnosc
miesnia SErcOWego Sarowno u ludzi. jak i zwierzat. W tym kontekécie podjete przez Doktoranta
badania sa Znaczace. aktualne 1 wazne, przede wszystkim W aspekcie poznawczym
smierzajacym do wyjasnienia wplywu WWA 1 mykotoksyn na czynnose mieénia SErCOWEED
oraz ukladow antyoksydacyjnych w komorkach tworzacych miokardium oraz tkankach naczyn

krwionoénych.

3. Ogolna charakterystyka pracy i ocena merytoryczna
Rozprawa doktorska Pana mgr Fukasza Kolodziejezyka sostala przygotowanad
w postaci klasycznej monografil naukowel. Gbejmujqcej lacznie 116 numerowanych stron.
7ostata ona podzielona na 6 rozdziatow. typowych dia dysertacji doktorskich: _Wstep” (22
stzmn}«"}, Material i rmcmd}f" (11 stron). Wyniki” (46 stron), Dyskusja” (11 stron), . Wnioski”
2 ahtr{}[}}.*}‘-:‘sp}ﬂ i (10 strof). Zostaly one poprzedzone streszczeniami polsko-
ang }11_;.4’.}-:.211311:.: wykazem sKrotow 1 akronimow oraz spisem treéci. W pracy Zamieszczono
rOWnIeZ _Aneks”, w ktorym znajduje si¢ spis rycin i tabel. Praca zostala przygotowana
s pod wzgledem merytorycziym 1 edytorskim, a podziclenic tekstu poszezegdlnych
rozdziatow na podrozdzialy ulatwia poruszanie si kécie i i :
e 3 p ie si¢ po tekscie i analize uzyskanych wynikow

“.r ' 3 ’ A 5
domowej ﬁ;ﬁ?;fé’;:if;ir‘;fl'g;z;f;?iuenﬁg@rld:v'?f:rtm:ji przedstawia zalety zarodka kury
snaczenie w S i ! s rologi, zwracajac szczegdlng uwage na ie o
ipi;tﬂl(!"icznegpu ro ]L-&l'] Fucen CORXIDEERE kury domowej oraz prawidlowego
i v iy s sercowo-naczyniowego u tego gatunku. W dwoch kolejnych
benzo[a|pirenu 1 aﬂ:;i:-ks UFO]; OP?SF‘]E i sposdb  syntetyczny wystgpowanie | srodia
dziatanie w komorkach s ~.l & Sr,ﬂdﬂwmku' molekularny mechanizm i toksyczne ich
e o Icﬁrgangzmuw z}m‘c’h. Poniewaz ekspozycja na ub}-—dwié toksyny
Autor zapoznajé u?vte?n'k G .wywul},}v‘m stres oksydacyjny. W kolejnej czgsci Wst 31
vl i katal;;.y' Lﬁ z *-‘v"jrhlran}-'ml 1 uznaf:zanymi markerami stresu ﬂksydaﬁjnsgﬂ
s Uh}i:nie}aSII:::rltiz}Idnad?lr:r_lk-:awej, peroksydazy glutationowej 1 glﬁtatin:;nl.:t
markera uszkodzefi oksyda M“ 15;}- acyjnej. a takze znaczenie dialdehydu malonowego jako
przygotowany. S?_kr:-rclai'r E; . Jﬂn;iiv. def ?umu_]%c gl 25 rozdzial . Wstep” zostal do‘;::rze
krwionosnego w okresie embriogenezy E{zﬁcgﬂicri:?egq embriogenezy 1 rozwoju ukladu
j opieraja sig jedynie na kilku pozycjach

~
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pismiennictwa. W tym na podrgezniku _Embriologia” pani Prof. Zofil Bielanskiej-
Osuchowskie]. Ponadto uwazam, Z& W omawianym rozdziale Autor mogl dotaczy¢
przynajmniej kilka rysunkow lub schematow, Ktore utatwiatyby czytelnikowi Zrozumienie
c-pisywanych procesOw OTaz mechanizmOw.

w kontekscie prz&dﬁtawion}'ch danych literaturowych dotyczacych negatywnego
wphywu benzo[a|pirenu 1 aflatoksyny Bl na procesy zachodzace W komorkach organizmu.
Autor pracy W pndrozdziale 1.7. ..Cel i zakres pracy’. stanowigcym ostatni pcdmzdzia’c
Wstepu. najpierw podaje cel badan, a nastgpnic formultuje 8 hipoteZ badawczych. Z ktorych
cztery pierwsze dotycza henzo[o]pirent, & nastgpne CZery aflatoksyny Bl. Hipotezy t€ sa
zgodne , celami badan, lecz ich kolejnos¢ nie jest adekwatna do kolejnosci realizowanych
sadan badawezych i oznaczen przedstawinnych w rozdziatach _Materiat i metody” i Wyniki™.
Ponadto zdaniem recenzenta najpierw powinny by¢ formutowane hipotezy badawcze.
a nastepnie cele badan, a nastepnie sposoby ich realizacji.

Autor podaje, Z¢€ celem badan bylo okreélenie wplywu WCZESNE] ekspozycji zarodka
kury domowej na benzo[e]piren 1 aflatoksyng Bl na morfologie migénia SEICOWEEO i naczyn
krwionosnych W trakcie rozwoju embrionalnego. okreélenie charakteru Zmian patologi{;zn}fch
i ich zwiazku z wybranymi parametrami biochemicznymi. W przepmwadmnych badaniach
analizowano najwazniejsze parametry morfometryczne  Serca. aktywnosc enzymow
am}-oksydacyjnych: katalazy, dysmutazy panadﬂenkowej i peroksydazy giutaticmawej oraz
stezenie glutationu sredukowanego 1 dialdehydu malonowego w tkance serca i wybranych
naczyn krwiono$nych W 14 dniu inkubacji. Cel badan zostal prawidiowo nakreslony.
a nastepnie zrealizowany pOprzez zaplanowanie odpowiedniego doéwiadczenia. ktorego
wyniki zarmnieszczono W dalszej czescl dysertacji.
W rozdziale Material i metody. Autor najpierw opisuje przebieg eksperymentu.
w ktorym  wykorzystano 200 jaj wylegowych brojlerow linii hybrydowej Ross 308
pﬂz}'skan}'ch w 7akladzie Wylegu Drobiu W fezkowicach. Jaja inkubowano W standardowych
warunkach, przy ¢zym w 6 dniu inkubacji, do zarodkow, metoda in OV, podawano
benzo[a|piren (W dawkach: 0. 0.1: 0.5 i1 mg/kg masy jaja) lub aflatoksyng B1 (w dawkach 0,
80. 120 i 240 ng/kg masy jaj). Oprocz grupy kontrolnej, w kazdym Z doswiadczen utworzono
roOwniez grupg. W ktorej jaja nie byly iniekowane (tzw. grupa _intakt™). W 14 dniu inkubacji
sarodki u§miercano przez dekapitacjg. a nastepnie izolowano SErce oraz wybrane skrawki
naczyn krwionosnych. Tkanki podziclono na dwie grupy: pIerwsza - przeznaczond do badan
histu@gic;nych oraz druga — do badan biochemicznych. Uklad doéwiadezen. podzial na grupy
oraz du:h ll.llﬁrzehﬂ(}._é:é przedstawiono W Tabeli 1. W dalsze] czescl omawianego rozdziatu Autor
ot e, S e
i eozyng oOraz “technika "Il?rié}hmn;.t: ia Dnﬂgmzﬂ?‘] trthed wia Sl hematoksylina
norfometrycznych iy e astgpnie mnf-'mdykt? prowadzonych analiz
e e poszezeglnych czescl serca sarodkéw wykonanych na wezesniej
przygotcm-:an}'ch preparatach topograficznych. Szkoda, ze Autor nie pokuéit sie 0 pr " .
przedstawienie na rycinach sposobu wykonywania preparatow topograﬁcz?wc‘s Eq?ilf
pomiaru Pﬂfﬁzcxef;flln}'ch parametrow morfometrycznych serca. W kolejnym . Dd};lda-l iz 2
Am‘f’r Zarmeszezd opis metodyki oznaczania wspomnianych wcziénig. eni}ﬂi&&
;zg-a?]ki}hd?]f} JE}'?h. glru!,atmny zreduk-::-w_apegn oraz d_uialu_iehydu malonowego. a takze biatka w
¥ ankach. W ostatnim podrozdziale znajduje si¢ dokladny o - analizy statystycznej
uzyskanych wynikow badan. y opis analizy staty stycznej

W odniesieni 7 ;
ieniu do tego rozdziatu pracy proszg Doktoranta, aby w czasie obrony pracy wyjasnil:
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v czy jajabyly przeswietlane W poczatkowe] fazie inkubacji, a jeslitak to jaki byl odsetek
zamarlych zarodkow?

v czy liczba zamartych zarodkow byla uwzgledmana podczas nakladu jaj do inkubatora?’

v CZ¥ W poréwnaniu Z grupa kontrolng lub _intakt” obserwowano wplyw stosowanych
dawek benzo[a]pirent lub aflatoksyny Bl na $miertelnosé zarodkow?

v w jaki sposob podawano poszczegolne toksyny do jaj? Co Autor mial na mysli piszac.
se substancje podawano do ..pecherzyka 76ttkowego ™!

v dlaczego wzglgdna wilgotnosc w -nkubatorze wynosila 65%. skoro optymalna powinna
wynosic 50%7?

v w jakim celu stosowano podczas inkubacji rezim swietlny 12L:12D?

Uzyskane wyniki badan zostaly dobrze udokumentowane 1 zaprezentowane na 42 rycinach

i dwoch tabelach w nastepnym rozdziale pracy pt. Wyniki™. Rozdzial ten zostal podzielony
az na 22 podrozdzialy. 7daniem recenzenta nie bylo potrzeby wyodrgbniania tak duzej liczby
pndmzdziaiéw. ktora mozna sredukowac przynaimniej o poloweg. Ponadto lepie] byloby
najpierw przedstawic wplyw benzo[a]pirenu na badane parametry W SErct i naczyniach
krwionosnych. a nastepnie aflatoksyny Bl.co odpowiadatoby kolejnosci hipotez badawczych
i podzialowl treSci zastosowanym W rozdziale Dyskusja. Badania wykazaly. z¢ Zarowno
benzo[a]piren jak i aflatoksyna Bl W sposOb negatywny oddziatuja na badane komponenty
ukladu krwionosnego sarodkow kurzych. Po ekspozycjl zarodkow na obydwie toksyny
stwierdzono wystapienie uszkodzen tkanki  serca, dawko-zaleznych zmian  czgscl
analizowanych parametrc'}w morfometryeznych miesnia SErcowego (glownie © charakterze
przemsmmrm} oraz zmian W aktwmé::iaﬂh enzymow antyoksydacyjnych. stezeniach
glutationu zredukowanego 1 aldehydu malonowego W badanych tkankach, a takze ostabienie
rozwoju  sieci naczyniowej krazenia pozazarodkowego W przypadku grup traktowanych
najwyzszymi dawkami badanych toksyn. Uzyskane wyniki badan wskazuja, Z€ obydwie
toksyny istotnie modyfikuja rownowage nksydoredukcyjna w tkankach ukladu Sercowo-
naczyniowego sarodkow  kurzych. Podawanie benzo|a|pirenu. toksyny zaburzajace]
metabolizm komorkowy. skutkuje aktywacja niektorych mechanizmow obronnych oraz
kcmpensacyjnych. 7 kolei aflatoksyna Bl w tkance miesnia sercowego indukuje silna
odpowiedz obronna wykorzystujaca enzymatyczne antyoksydanty, Przy réwnoczesnym
obnizeniu stgzenia glutationu sredukowanego oraz wzrodcie sigzenia aldehydu malonowego.
Wyniki te koresponduja Z danymi literaturowymi dotyczacymi wptywu henzo[a|pirenu
i aflatoksyny Bl na organizmy innych zwierzat 1 czlowieka, a takze Z efektami oddziatywania
niektoryeh innych toksyn na rozwo]j zarodkow kurzych. Dostarczaja wiele nowych informacji
na temat skutkow ekspozycji ukladu krwionosnego na e substancje w modelu in 0vo.

W odniesieniu do wynikow badan cheiatbym prosic Doktoranta, aby W czasie obrony
pracy ustosunkowat si¢ do nastepujacych kwestii:

v w przypadku pomiarow mr;rjfhme.'ryczn}'ch serca, zanotowano zwigkszenie niektorveh
badanych parametrow W arupie kontrolnej (np. powierzchnia prawej komory); jaka
mogla byé tego przyczyna?

v c¢zy obserwowane zmiany morfologiczne i histopatologiczne Mogq byé wynikiem

ﬂddz{m‘prﬂm‘u badanych toksyn na procesy apopiozy i proliferacji kardiomiocytow lub
komdérek naczyi krwionosnych?
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v iniekcje benzo[a]pirent powodowaly zmniejszenie, natomiast  aflatoksyny Bl
wigkszenie sigzenia aldehydu malonowego W tkance migsnia sercowego. jak mozna
wyjasnic tg roznice ?
v czy benzo[a]piren i/lub aflatoksyna Bl mogd oddziahwaé na ekspresje i/lub aknywnosc
enzymow uczestniczgeych w pierwszej lub drugiej fazie procesu ich detoksykacji?

W rozdziale Dyskusja. Doktorant w logiczny i umiejetny sposob przedstawia analizg
uzyskanych przez siebie wynikow badan oraz konfrontuje je Z danymi literaturowymi. Rozdzial
ten zostal podzielony na dwa glowne podrozdziaty: pierwszy dotyczacy wplywu
benzo[u]pirenu na hadane parametry ukladu krwionosnego, 2 drugi dotyczacy wplywu
aflatoksyny Bl na te parametry. Lektura tego rozdziatu dowodzi erudycji Autora. Znajomoscl
przedmiotu badah oraz dojrzatosci naukowe]. Czytelnikowi zas utatwia przesledzenie
snaczenia uzyskanych wynikow dotyczacych wplywu benzo|a]pirenu 1 aflatoksyny Bl na
funkcje komorek miokardium oraz naczyn krwionoénych.

W pracy Autor samiescil réwniez osobny rozdzial pt. Wnioski. W ktorym w sposob
syntetyczny przedstawil najistotniejsze wyniki 1 konkluzje. Zdaniem recenzenta lepiej byloby
najpierw przedstawic wnioski dotyczace dzialania benzo[a]pirenu. a nastepnie aflatoksyny Bl.
Nie mniej jednak zamieszZczone wnioski, bedace jednuczcénie swolstym pudsumawaniem
uzyskanych wynikow badan, sa prawidlowo sformutowane i nie budza zastrzezen recenzenta.

W rozdziale zatytulowanym Bibliografia Autor cviuje 96 pozycji pismiennictwa,
glownie anglojezycznego. Obejmuja one szeroki wachlarz najnowszych publikacji naukowych
(78% stanowia prace opublikowane po roku 2000) scisle zwiazanych z tematem pracy
doktorskiej 1 wykorzystanych przez Doktoranta W trakcie prz'_«gutr:-wania manuskryptu
ocenianej dysertacjl. Szkoda, ze Autor pracy nie pokusit si¢ © dotaczenie do bhibliografii
przynajmnie] kilku publikacji autorow z Uniwersytetu Rolniczego W Krakowie, ktorzy od wielu
lat prowadza badania na modelu embrionu Kurzego. Wyniki tych badan sa scisle zwiazane
2 tematem ocenianej rozprawy doktorskie).

4. Podsumowanie i wniosek koncowy

Przeprowadzone przez Doktoranta badania dotyczace wplywu benzo[o|pirenu
i aflatoksyny Bl na morfologie migsnia sercowego 1 naczyn krwionosnych oraz ich
oddzialywania na uklady antyoksydacyjne W tych tkankach w irakcie rozwoju embrionalnego
zarodka kury domowej, slanowia oryginalne rozwiazanie problemu naukowego. nakreslonego
w celu badan. Autor dysertacji opanowal Znaczacy zakres wiedzy zwiazane] Z przedmiotem
badan i jednoczesnie dyscypling nauki biologiczne. Wykazal sig umiejetnosciami
zaprojektowania doswiadezen, wykorzystania wielu metod badawczych 1 technik
|aboratoryjnych do oznaczenia badanych parametrow. a takze oprac-:)wania uzyskanych
wynikow badan i ich wlasciwe] interpretacji, co $wiadczy o Jego przygotowaniu do
samodzielne)j pracy naukowej.

Konkludujac, uwazam przedstawiona mi do oceny prace doktorska Pana mgr Fukasza
Kolodziejezyka za interesujaca rozprawg naukowa. Zostala ona napisana W Sposob przejrzysty
i zrozumialy, a Autor potrafit przedstawic trudne zagadnienia W przystgpne] formie. Majac
powyzsze na uwadze stwierdzam jednoznacznie, z€ przediozona mi do oceny rozprawa
doktorska pt. " Wphw benzo[a]pirenu i aflatoksyny Bl na zmiany morfologiczne i metaboliczne
w ukladzie krwionosnym —arodkéw kurzych (Gallus domesticus L.)” spetnia warunki okreslone
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w artykule 13 Ustawy Z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule W sakresie sztuki” (Dz. U. 2017 poz. 1789 2 pé'zniejsz}*mi zmianami).
W zwiazku z powyZszym przedkladam Radzie Naukowe] Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukac)i Narodowe] W Krakowie wniosek
o przyjgcie rozprawy doktorskiej i dopuszezenie Pana MEr Lukasza Kolodziejczyka do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.




