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» Wplyw akrylamidu, kationéw magnezu i cynku na parametry morfologiczne krwi oraz

status antyoksydacyjny w wybranych narzadach myszy
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Niekorzystne zmiany srodowiska przyrodniczego, bedgce wynikiem postepu
cywilizacyjnego, ktorego stan moze czgsto przekraczaé mozliwosci adaptacyjne i bariery
ochronne zywego organizmu, znacznie zmniejszajq szansg przetrwania wigkszosci gatunkow,
w tym takze czlowieka.

W renomowanym czasopi$mie naukowym Lancet, w numerze 391 z 2018 r. na stronach 264-
512 opublikowany zostal obszemy raport na temat wplywu zanieczyszczenia srodowiska na
zdrowie ludzi. Z raportu wynika, ze skazenie powietrza, wody i gleby stanowi najwazniejsza
srodowiskowa przyczyng chorob i przedwezesnych zgonow we wspolezesnym Swiecie.
Laczna liczba takich zgondw w 2015 r. zostala oszacowana na 9 mln (co stanowi 16 proc.
wszystkich zgondw), a prawdopodobnie jest jeszcze gorzej, gdyz autorzy przyznaja, ze sg to
dane niedoszacowane. Wedhug przedstawionego raportu, w Polsce na milion mieszkancow
przypada rocznie 1047 zgonéw  spowodowanych  zanieczyszczeniem srodowiska.
7 powyzszego raportu mozna si¢ ponadto dowiedzie¢, ze poczawszy od 1950 r. na $wiecie
wyprodukowano ponad 140 tys. roznego rodzaju chemikaliow, z ktorych okoto 5 tysigcy
wytwarzanych jest na masowa skale. Niestety, tylko okolo polowa z tych ostatnich zostala

w pelni przebadana pod katem bezpieczenstwa zdrowotnego. Tak wiec w naszym srodowisku



znajduje sie weigz bardzo wicle potencjalnie groznych toksyn, ktorych wplyw na zdrowie nie
jest jeszcze znany.

Jednym z ksenobiotykéw powszechnie wystgpujgcych w srodowisku jest akrylamid (AA).
Zwiazek ten oraz jego pochodne wykorzystywane sg migdzy innymi do produkcji nawozow
sztucznych, farb, lakieréw, kosmetykow, papieru, materiatow budowlanych oraz jako
wypelniacz filtréw do oczyszczania wody. Zwigzek ten powstaje réwniez w wyniku takich
procesow jak smazenie, pieczenie oraz grillowanie produktow zawierajgcych biatka i cukry
w temp. powyzej 170°C. Do organizmu akrylamid przedostaje sig drogg pokarmowa,
wziewng oraz przez skore. W watrobie ulega on przemianom metabolicznym do glicydamidu

bedacego zwiazkiem o wysokim potencjale kancerogennym.

W $wietle powyzszych informacji jasnym si¢ staje, ze narazenie ludzi na dzialanie
akrylamidu i jego pochodnych jest powszechne, a pojgte przez doktorantke badania nad
wplywem tego zwiazku na wybrane parametry zdrowia oraz nad poszukiwaniem substancji
chronigcych organizm przed toksycznym dziataniem akrylamidu, sg w pelni zasadne 1 wazne

nie tylko z naukowego ale rowniez z utylitarnego punktu widzenia.

Ocena formalna

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska liczy 121 stron tekstu, w tym
5 rycin, 14 tabel, 54 wykresy i 72 fotografie. Do pracy dolaczone jest streszezenie w jezyku
polskim i jezyku angielskim, spis pi$miennictwa obejmujacy 265 cytowanych pozycji
literaturowych - glownie angloj¢zycznych oraz spis rycin, tabel, wykresow i fotogratfii.
Autorka zastosowala klasyczny uklad pracy z podzialem na Wstgp, Material i Metody,
Wyniki, Dyskusje, Wnioski, Bibliografig, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz

wykaz stosowanych w pracy skrotow.

Praca ma charakter pracy naukowo-badaweczej. Napisana jest poprawnym jezykiem

z wykorzystaniem naukowej terminologii, w sposob przejizysty i logicznie spojny.
Ponizej zamieszczam uwagi i omowienie poszezegolnych rozdziatow.

Wstep

Stosunkowo obszerny, 25 stronnicowy rozdzial Wstep napisany jest poprawnie. Dla
przejrzystosci  przekazu doktorantka podzielita go na 8 glownych podrozdziatow.

W pierwszym z nich Autorka przedstawila aktualny stan wiedzy na temat funkeji krwi,



watroby, nerek 1 Sledziony w metabolizmie ksenobiotykdw, a w czterech nastepnych
scharakteryzowala wlasciwosci akrylamidu i jego pochodnych a takze drogi jego wehlaniania,
rozmieszczenie w organizmie, metabolizm, cytotoksyczno$é oraz rolg w indukeji stresu
oksydacyjnego i apoptozy. W nastepnych dwdéch podrozdzialach Doktorantka omowila role
jonow magnezu 1 cynku (begdacych kofaktorami kilkuset substancji enzymatycznych)
w  prawidlowym funkcjonowaniu  organizmu, miedzy innymi poprzez udzial
w biotransformacji ksenobiotykdw i neutralizacji wolnych rodnikéw.

Szczegblowe omdwienie powyzszych zagadnien w sposob jasny i logiczny uzasadnia
celowos$¢ podjetych badan wskazujge, ze ich wyniki mogg by¢ pomocne przy opracowywaniu
prostych metod wspomagania detoksykacji 1 ochrony organizmu przed toksycznym
dzialaniem akrylamidu.

Na podstawie informacji przedstawionych we wczesniejszych podrozdziatach Wstepu,
Autorka poprawnie sformulowala trzy hipotezy badawcze, do weryfikacji ktérych przyjeta

6 celow roboczych.

Material i metody

W rozdziale tym Autorka szczegotowo opisata uklad doswiadczenia oraz zastosowane
metody badawcze.

Doswiadezenie obejmowalo badania in vivo, ktére prowadzone byly w dwoch etapach
na tacznej liczbie 80 samcow myszy bialej (Mus musculus L.) szczepu swiss oraz badania in
vitro prowadzone na komarkach szpiku kostnego krolikow rasy nowozelandzkiej biate;.

W I etapie badan in vivo myszom z grup doswiadczalnych podawano AA oraz jony magnezu,
a w II etapie AA i jony cynku w celu zbadania wplywu tych substancji na parametry krwi
w zalezno$ci od wielkosci dawki oraz od tego czy substancje podawane byly osobno czy
tacznie. W kazdym etapie doswiadczenia badane substancje podawane byly przez dziesig¢
kolejnych dni. Krew do badan pobierano z zyly ogonowej po 24 godz. od pierwszego podania
AA i jondw Mg®" lub Zn*" oraz po 24 godz. od ostatniego podania tych substancji, po czym
myszy byly u$miercane i pobierano od nich watrobg, nerki i sledziong w celu wykonania
badan biochemicznych i histologicznych.

Badania in vitro mialy na celu ocene wplywu akrylamidu oraz jondw cynku 1 magnezu na
przezywalnosé¢ komorek szpiku kostnego.

Uzyte w badaniach metody sq nowoczesne, sprawdzone i odpowiednie do oznaczen badanych

parametréw a metody statystyczne prawidlowo dobrane i wystarczajgce do oceny uzyskanych



wynikéw. Podkresli¢ rowniez pragng mnogosé oznaczel i zwigzany z tym duzy naklad pracy
jaki Pani magister musiala wlozy¢ w realizacje badan.

Niemniej jednak uwagg mojgq zwrocily pewne niedopowiedzenia, a mianowicie:

- czy myszy przeszly etap aklimatyzacji do warunkéw doswiadezenia oraz oswojenia
(handling) z eksperymentatorem

- od ilu krolikéw pobrany byt material do badan in vitro

- brak informacji jakie czynniki (efekty glowne) byly uwzglgdniane w dwuczynnikowe]
analizie wariancji

Ponadto pragne zwrécié¢ uwage Autorki na zdarzajace si¢ niescislodei jgzykowe np.;

Str. 32 (linia 4 i 15) ,W trakcie doswiadczenia zwierzgta byly hodowane na standardowe;
diecie”; proponuje ,,... zwierzeta byly zywione standardows pasza”

Str. 35 (linia 4 i 5) zamiast ,stezenie bialych krwinek, ...limfocytow, ...erytrocytow”
proponuje zgodnie z nazewnictwem ,liczba bialych krwinek...” itd., sugeruj¢ nomenklaturg

takg wprowadzi¢ w calej pracy.

Wyniki
Uzyskane wyniki Autorka opisata w tekscie rozdzialu oraz przedstawila w tabelach, na
wykresach i fotografiach spod mikroskopu. Moje uwagi do tej czesci dysertacji sg
nastepujgce:

- jak stusznie zauwazyla Doktorantka, analizy laboratoryjne krwi sa podstawowymi
badaniami diagnostycznymi w medycynie ludzkiej i weterynaryjne] i dostarczajg istotnych
informacji na temat stanu zdrowia ludzi i zwierzat. Za prawidlowe (normatywne) wyniki
analizy morfologicznej krwi przyjmuje si¢ zwykle wartodci z okreslonego przedziatu. Szkoda,
7e dla okredlenia wplywu badanych substancji na oceniane pz;rametry krwi nie pobrano jej od
myszy roéwniez przed rozpoczgeiem podawania badanych substancji, co pozwoliloby na
przesledzenie zmian w obrazie krwi pod wplywem AA oraz jondéw magnezu i cynku u tych
samych zwierzat w obrgbie grup badawczych.

- opis tabel i wykresow zawierajacych sformutowania np. ,,procentowe zmiany
stezenia WBC w krwi zylnej myszy po 24 godz. i 10 dniach od podania AA 1 jondw Mg
moze wprowadzaé czytelnika w blad, sugerujac, ze drugie pobranie krwi miato miejsce po 10
dniach od zakonczenia podawania substancji badanych, podobnie np. ,$rednia aktywnos¢
fosfatazy zasadowej (ALP) w watrobie myszy po 10 dniach od podaniu AA i jondw Zn"" itp.

- czym Pani thumaczy znaczacy wzrost liczby biatych krwinek przy drugim pobraniu

krwi w grupach kontrolnych obydwu etapéw doswiadezenia.



Dyskusja

W mojej opinii rozdzial ten jest bardzo dobrze opracowany. W oparciu o dostgpne
pismiennictwo, na 20 stronach maszynopisu, Autorka przeprowadzita bardzo wnikliwg
1 szeczegolowa, a jednoczesnie krytyczng analize wynikow badan wlasnych. W rozdziale tym
Doktorantka nie tylko omoéwita uzyskane wyniki na tle literatury, ale podjela rowniez probe
wyjasnienia mechanizmow wzajemnych oddziatywan pomigdzy akrylamidem a jonami cynku
i magnezu, co jest szczegOlnie cenne ze wzgledu na fakt, Zze w literaturze brak jest
szczegotowych badan nad charakterem wzajemnych oddzialywan miedzy tymi substancjami.
Poznanie wzajemnych interakeji pomigdzy czynnikami chemicznymi jest bardzo wazne
w kontek$cie badan toksykologicznych W przeprowadzonym doswiadczeniu Doktorantka
m.in. wykazala, ze podanie myszom akrylamidu spowodowalo u nich zmiany morfologiczne
krwi, zmiany histopatologiczne w watrobie, nerkach i sSledzionie oraz zaburzenie réwnowagi
oksydacyjno-redukeyjnej, a suplementacja jonami cynku i magnezu powodowala czgsciowy
powrdt tych parametrow do wartosci kontrolnych, co wskazuje na ochronne dzialanie

zastosowanych jondw na toksyczne dzialania akrylamidu.

Whnioski

Na podstawie uzyskanych wynikéw Autorka sformutowala 5 wnioskéw, ktére
potwierdzaja sluszno$¢ postawionych hipotez badawczych. Sugeruje jednak drobng korekte
sposobu przedstawienia wnioskéw, a mianowicie skrocenie ich poprzez pominigcie
informacji, ktére znajdujg si¢ w rozdziale Wyniki i1 Dyskusja

We wniosku pierwszym proponuj¢ zamiang sformutowania ,,Przeprowadzone badania
wykazaly...” na ,Przeprowadzone badania potwierdzily... itd. az do momentu

bE]

,,a suplementacja magnezem...” na ,a uzyskane wyniki badan wlasnych wykazaly, ze

suplementacja magnezem...itd”

Podsumowanie

Przedstawiona mi do oceny praca zostala opracowana w sposoéb  staranny
i niewatpliwie jest wartosciowa pod wzgledem naukowym i utylitarllylﬁ Na uwagg zasluguje
bardzo dobre przygotowanie merytoryczne Autorki oraz szeroki, wymagajgcy ogromu pracy
zakres badan. Uzyskane wyniki niewatpliwie poszerzyly wiedz¢ na temat ochronnego
wplywu jonéw magnezu i cynku na toksyczne dzialanie akrylamidu na organizmy zwierzgcee.
Uwagi oraz sugestie wymienione z obowigzku recenzenta w niczym nie umniejszaja wartosci
pracy, ktérg oceniam wysoko, a drobne bledy stylistyczne i edytorskie zostaly naniesione

w manuskrypcie przedstawionej mi do oceny pracy.



Uwazam, ze przedlozona mi do recenzji praca spelnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie nr 595 o Tytule Naukowym Stopniach
Naukowych oraz Tytule Naukowym i Stopniach Naukowych w Dziedzinie Sztuki z dnia

14 marea 2003 r. (Dz. U. Nr 65, poz. 595) wraz z pézniejszymi zmianami.

Wnosze zatem do Wysokiej Rady Wydzialu Geograficzno-Biologicznego
Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej w Krakowie
o dopuszezenie Pani mgr Magdaleny Semli - Kurzawa do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Barbara Tombarkiewicz



