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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr Kingi Kowalik pt. Oddzialywanie polichlorowanych bifenyli i ich hydroksylowanych
metabolitow na synteze i metabolizm jodotyronin w tarczycy i wgtrobie kury (Gallus
domesticus)

wykonanej w Katedrze Fizjologii i Endokrynologii Zwierzat
Wydziatu Hodowli i Biologii Zwierzat Uniwersytetu Rolniczego im. H. Koltataja w Krakowie
pod kierunkiem Promotora prof. dra hab. inz. Andrzeja Sechmana

Podstawe formalna wykonania recenzji stanowi pismo Przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Wydzialu Nauk Scistych i Przyrodniczych Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej
w Krakowie z dn. 25.03.2022r., powotujgce sie na uchwale Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Wydziatu z dn.
23.03.2022r.

Przedlozona do recenzji praca doktorska koncentruje si¢ na poréwnaniu skutkow
i molekularnych mechanizméw toksycznego oddzialywania. wybranych polichlorowanych
bifenyli oraz ich hydroksylowanych metabolitow na funkcj¢ endokrynng gruczotu
tarczycowego i metabolizm jodotyronin w watrobie w oparciu o eksperyment in vitro

z wykorzystaniem tkanek kury domowe;j.

Ocena aktualnosci problematyki badawczej

Polichlorowane bifenyle (PCB) to grupa zanieczyszczen Srodowiskowych pochodzenia
antropogenicznego, obejmujgca 209 kongenerow roznigcych si¢ gldwnie miejscem
podstawienia i iloscig atomow chloru, warunkujgcych ich hydrofobowos¢ i trwatosc.
Odpornos¢ na degradacje chemiczng i biologiczng jest przyczyng wystepowania
i biomagnifikacji PCB w $rodowisku, mimo ich wycofania z komercyjnej masowej produkcji
oraz rygorystycznej utylizacji odpadéw. PCB sg znanymi czynnikami zaburzajacymi
gospodarke hormonalna, nalezg do tzw. Endocrine Disruptor Chemicals, ktore mogg atakowa¢

rézne uktady hormonalne, w tym rowniez gruczot tarczycowy. Ich detoksykacja prowadzi do



powstawania hydroksylowanych metabolitow (OH-PCB), ktére ze wzgledu na wieksza
rozpuszczalnos¢ i trwato$s¢ moga wykazywaé zwigkszong toksyczno$é w pordwnaniu do
zwigzkdéw macierzystych. Czgs¢ PCB wykazuje aktywnos$¢ hormonalng podobng do dioksyn
(tzw. dI-PCB), przy czym wykazano, ze ich hydroksylowane metabolity rowniez moga
oddziatywa¢ z receptorami estrogenow. Badanie toksycznosci metabolitow jest szczegdlnie
istotne w Swietle danych potwierdzajacych narazenie na OH-PCB w zywnosci (nawet do 30%
ogo6lnej zawartosci PCB). Dostepne dane eksperymentalne, gléwnie dla gryzoni
laboratoryjnych, dotycza wplywu macierzystych PCB (rzadko ich metabolitow) na uktad
homeostatyczny tarczycy i sugeruja ich toksycznosé na réznych etapach metabolizmu w sposob
zalezny od budowy chemicznej kongenerow.

Z punktu widzenia zdrowia publicznego, powszechne narazenie na PCB wskazuje na
potrzebe doglebnego poznania potencjalnych negatywnych skutkow zwigzanych
z macierzystymi kongenerami PCB i ich metabolitami. W tym aspekcie badania podjete
w recenzowanej pracy doktorskiej wpisuja si¢ w aktualny $wiatowy trend zmierzajacy do

wyjasnienia mechanizmow toksycznosci PCB.

Ocena formalna i merytoryczna pracy doktorskiej

Oceniana rozprawa doktorska sktada sie z 106-stronnicowego opracowania
przygotowanego wg zasad wlasciwych pracom naukowym. Tytut rozprawy dobrze oddaje tresé
pracy. Na poczatkowych stronach pracy zamieszczono informacj¢ o finansowaniu badan
w ramach projektu Preludium 14, ktorym kierowata Doktorantka oraz opublikowaniu czesci
prezentowanych badan w czasopismie Gen. Comp. Endocrinol. (2022, 318, 113989). Po spisie
tresci umieszczono 2-stronnicowe streszczenie w jezyku polskim i rOwnowazne - w jezyku
angielskim oraz bardzo obszerny wykaz skrotow (91) uzytych w tekscie. Zasadnicza czgsé
pracy obejmuje opracowane w odpowiednich proporcjach rozdziaty: Wstep (12 str), Hipotezy,
cele i zadania badawcze (1 str), Material i metody (12 str), Wyniki (31 str), Dyskusja (9 str),
Podsumowanie (2str), syntetyczne Wnioski (1 str). Nalezy podkresli¢ profesjonalne zawezenie
zakresu rozwazan teoretycznych, gdyz ponad 70% zasadniczej czesci pracy (po odliczeniu
bibliografii i wykazéw) stanowi jej czgs¢ empiryczna.

Spis bibliografii wykorzystanej w opracowaniu obejmuje 121 publikacji (119
anglojezycznych), starannie opracowanych, w tym 60% prac z ostatnich 10 lat. Spis tabel
1 rycin obejmuje 23 ryciny i 6 tabel, ktore stanowia odpowiednig dokumentacje¢ uzyskanych
wynikow. Praca napisana jest poprawnym jezykiem, z wykorzystaniem naukowej terminologii,

W sposob przejrzysty i logicznie spojny, zwraca uwage staranna forma graficzna.



W czegdcei teoretycznej (rozdz. 1) Autorka wprowadza czytajgcego w problematyke
dotyczacg poruszanej tematyki, przestawia uwarunkowania prowadzonych badan, co pozwala
na zasygnalizowanie luki badawczej, ktorej uzupetnienie stanowi gldwna przestanke podjecia
badan. Wstep jest podzielony na dwie czesci: pierwsza prezentuje zagadnienia zwigzane
z syntezg i metabolizmem hormondw tarczycowych, druga dotyczy przegladu aktualnego stanu
wiedzy dotyczacej toksycznosci PCB i ich metabolitow. Na szczegdlne uznanie zastuguja
prezentowane w tej czesci pracy opracowania graficzne (fotografie i schematy), samodzielnie
wykonane przez Autorke.

W kolejnym rozdziale postawiono do weryfikacji 3 hipotezy badawcze dotyczace
wplywu badanych ksenobiotykéw na: 1) sekrecje jodotyronin z gruczotu tarczycowego
i watroby kury, 2) metabolizm jodotyronin w obu narzadach oraz 3) ekspresje mRNA biatek
i enzymOw uczestniczacych w syntezie 1 metabolizmie hormonéw tarczycy, biatek
transbtonowych transportujgcych hormony tarczycy w komarkach oraz receptorow hormondw
w watrobie. W celu weryfikacji postawionych hipotez badawczych okreslono 5 szczegdétowych
celow badawczych, a do ich realizacji wyznaczono 9 szczegdtowych zadan badawczych.

Cze$¢ metodyczna pracy przedstawiona w Rozdziale 3 zawiera opis zwierzat
doswiadczalnych oraz wykaz stosowanych odczynnikéw. Uktad 3 eksperymentdw in vitro z
wykorzystaniem eksplantow narzgdow kurzych (tarczyca, watroba) eksponowanych na 4
badane ksenobiotyki opisano szczegdtowo (rozdz. 3.3), a kombinacje czynnikow i dawek
narazenia zilustrowano na przejrzystych schematach (ryc. 6 i 7). Przyjety model postepowania
badawczego pozwolil na weryfikacje postawionych hipotez merytorycznych. W Rozdziale 3.4
opisano szczegolowo stosowane metody analizy: stezenia jodotyronin T3 1 T4 (RIA), stezenia
dejodynaz DIO1,2,3 (ELISA) oraz genéw (Real-Time qPCR). Warsztat badawczy
zaprezentowany przez Autorke jest imponujacy, obejmuje wiele zaawansowanych metod
molekularnych, a podane szczegdly odnosnie walidacji i kalibracji metod wskazujg na
doswiadczenie i biegtos¢ laboratoryjna. Na zakonczenie tej czgsci pracy okreslono metody
analizy statystycznej wynikdéw (ANOVA z testem post-hoc Tukey’a).

Najobszerniejszg czg$¢ pracy stanowi rozdzial ,,Wyniki”, podzielony na 2 czgsci
dotyczace badan nad wplywem badanych ksenobiotykow na gruczotl tarczycowy i watrobe.
W pierwszej czesci (rozdz. 4.1) przedstawiono wyniki dotyczace oceny wplywu
polichlorowanych bifenyli (PCB118 i PCB153) i ich hydroksylowanych metabolitow (4-OH-
PCB107 i 3-OH-PCB153) na wydzielanie hormonow T4 i T3 oraz stezenie 3 dejodynaz
jodotyroninowych w zaleznosci od dawki (w zakresie od 10 do 10 M) i czasu ekspozycji na

toksyny (6 i 24 godz). Oceniono takze ekspresje mRNA genow bioragcych udzial w syntezie



hormondéw tarczycowych, ich metabolizmie i transporcie. W Rozdziale 4.2 przedstawiono
wyniki eksperymentu in vitro dla watroby kur, obejmujace sekrecje T3, konwersje T4 do T3,
stezenie dejodynaz oraz ekspresj¢ mRNA glownych genéw kodujgcych biatka enzyméw,
transporteréw transblonowych, hormonow i receptoréw zaangazowanych w ekspresje genow.
W badaniach uwzgledniono wplyw stymulacji TSH na aktywnos¢ eksplantéw tarczycy oraz
inhibicji dejodynaz (DEX) w watrobie.

Wyniki eksperymentéw in vitro wykazaly, ze wszystkie zastosowane PCB i ich
metabolity OH-PCB wplywaly na procesy syntezy i dejodynacji hormonéw w gruczole
tarczycy. Ekspozycja na badane ksenobiotyki wptywata na ekspresjc mRNA zarowno biatek
uczestniczacych w syntezie hormonéw w gruczole tarczycowym (NIS, TPO i TG, DIO), jak i
dejodynaz w watrobie. Badane ksenobiotyki wywotywaly zmiany ekspresji transporterow
btonowych jodotyronin przez btong tyreocytow i hepatocytow, co moze skutkowa¢ zmianami
w ich uwalnianiu do krwioobiegu. Wyniki potwierdzity, ze nie tylko macierzyste PCB, ale takze
ich hydroksylowane metabolity sg niebezpieczne dla tarczycy i mogg zaburzaé jej funkcje
endokrynna.

W koncowej czgéci pracy (Podsumowanie) Doktorantka w sposob syntetyczny
podsumowata rezultaty osiggnigtych badan. Z trudnego zadania, wymagajacego interpretacji
olbrzymiego zbioru danych, wywigzala si¢ znakomicie formutujagc 5 skondensowanych
wnioskow, wyplywajacych z przeprowadzonych badan i bedacych rownoczesnie odpowiedzig
na postawione do realizacji tezy. Wnioskowanie koncowe wskazuje, ze zatozony do realizacji

cel badawczy zostat osiggniety w petni.

W trakcie oceny pracy nasunety mi sie spostrzezenia, do ktorych mam nadzieje¢ Doktorantka

ustosunkuje si¢ podczas obrony:

1. Czy obserwowany brak dawkozaleznosci efektu toksycznego (tab. 5 i 6) moze by¢
konsekwencjg stabej rozpuszczalnosci PCB (lepszej OH-PCB) w medium
hodowlanym?

2. Czy uzyskane wyniki potwierdzaja wigkszg toksyczno$¢ i odmienny mechanizm
oddzialywania kongeneréw dI-PCB i ich hydroksylowanych metabolitoéw?

3. Jakie sa podobienstwa w gospodarce hormonalnej tarczycy ptakdow i cztowieka? Czy
uzyskane wyniki moga wskazywaé na prawdopodobny mechanizm toksycznosci PCB

i ich metabolitow u ludzi? Jak mozna ograniczy¢ narazenie ludzi na te ksenobiotyki?

Z obowigzku recenzenta nalezy wymieni¢ nieliczne bledy i niedociaggniecia, ktore pojawiajg sie

W pracy, jak. np.:



- niepoprawny wzor 3-OH-PCB153 (str 27, ryc. 5),

- ilos¢ kur uzytych w doswiadczeniu (podano 40, uzyto 387?) (str 31),

- brak okreslenia sposobu przygotowania eksplantow (ich wielkosci, masy) (str 31),

- brak okreslenia sposobu wprowadzania dioksyn do podloza Eagle’a (str 32),

- sformutowanie ,,biatka oznaczano metoda Bradforda z BSA jako standardem” lepiej brzmi
,biatka oznaczano metoda Bradforda, stosujac BSA do kalibracji metody™ (str 37)

-wyniki raczej ,,wyrazono” niz ,,przedstawiono” na pg lub ng biatka (str 38)

- niepelny zapis poz. 58 Bibliografii.

W zwigzku z olbrzymig liczbg wynikéw eksperymentalnych i obliczen, ich przedstawienie
stanowito spore wyzwanie edytorskie, stad uwagi te nie majg znaczenia dla oceny

merytorycznej rozprawy.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Problematyka badawcza poruszana w przedstawionej do oceny pracy dotyczy
toksycznego oddziatywania dwdéch modelowych kongeneréw PCB oraz ich hydroksylowanych
metabolitow na funkcje endokrynng gruczotu tarczycowego, transport i metabolizm
jodotyronin w watrobie. Zastosowany model badawczy i analiza poréwnawcza efektéw
toksycznosci zwigzkéw macierzystych i ich metabolitow sprawiaja, ze prezentowane wyniki sg
unikatowe i stanowig doskonate uzupetnienie luki badawczej w nauce $wiatowej. Ponadto,
wyniki zostaly oméwione i przeanalizowane z dostepng literaturg na dobrym poziomie
naukowym, co $wiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki. Obszerny zakres przygotowane;
rozprawy wskazuje na Jej bieglos¢ laboratoryjng, zdolnosci organizacyjne i pracowitos¢. Na

uznanie zastuguje fakt, ze na finansowanie badan pozyskata grént NCN Preludium.

Podsumowujac stwierdzam, ze dysertacja mgr Kingi Kowalik spelnia wszystkie
wymagania ustawowe stawiane pracom na stopien doktora (art. 13 ust.]1 ustawy z dnia
14.03.2003r. Dz.U.nr 65, poz.595, z p6zn. zm. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki) i wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Wydzialu Nauk Scistych i Przyrodniczych Uniwersytetu Pedagogicznego w Krakowie

o dopuszczenie Pani mgr Kingi Kowalik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie, biorgc pod uwage wysoki poziom naukowy recenzowanej rozprawy,
wieloaspektowos¢ przeprowadzonych badan oraz warto$¢ publikacyjng uzyskanych wynikow

przedkltadam Wysokiej Radzie wniosek o wyréznienie powyzszej pracy.

Ougproatn. Daugom

Rzeszow, dnia 7 maja 2022 dr hab. inz. Malgorzata Dzugan, préf. UR



