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Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zawiera ogdétem

95 ponumerowanych stron. Poszczegdlne rozdziaty to: ,Wykaz stosowanych
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skrotow” s. 5-6 ,Wstep” s. 7-27, ,Cel i zatoZzenia pracy”s. 37 - 38, ,Materiaf i metody”
s. 39 - 43, z podziatem na podrozdziaty dotyczace: materiatu badawczego, uzytych
w doswiadczeniu substancji chemicznych, analiz materiatu biologicznego oraz metod
i analiz statystycznych, jakim poddano uzyskane w doswiadczeniu wyniki. Kolejny
rozdziat gtéwny - ,Wyniki’, zawiera bardzo éyntetyczny opis uzyskanych rezultatow
doswiadczenia, podzielony jest na podrozdziaty dotyczace kolejno oznaczanych
makro i mikroelementéw w tkance kostnej (s. 44 - 65). Dalsze czesci dysertacji to:
,Dyskusja” s. 66 — 73, ,Whioski" s. 74 — 75 oraz ,Streszczenia”" s. 85 - 92.
W Bibliografii wykazanych jest 135 pozycji literatury. Praca zawiera 18 tabel
oraz 23 ryciny. Ma posta¢ zwartego maszynopisu i zostata opracowana
w jezyku polskim. Przedstawione w dysertacji rozdziaty tworzg logiczng cato$é.
Oceniana praca zawiera podstawowe elementy rozprawy doktorskiej, ma charakter
naukowo-badawczy, napisana jest poprawnym, naukowym jezykiem i formalnie
odpowiada wymogom zawartym w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65

poz. 595 z pbézn. zm.).

Ocena merytoryczna

A. Wstep i zrodta literatury

W rozdziale ,Wstep” Doktorantka w sposéb syntetyczny przedstawita
znaczenie toksykologii dla nauk medycznych, ze szczegdinym uwzglednieniem
stomatologii. Tg czescig wstepu Autorka dysertacji zwraca réwniez uwage na istotng
grupe ksenobiotykéw, jakimi sg trwate zwiazki organiczne (TZO), a $cislej na problem
narazenia ludzi na te substancje, z ktérymi najczesciej mamy do czynienia na
stanowiskach pracy.

W kolejnym podrozdziale Doktorantka w sposob kompleksowy i szeroki
opisata strukture i klasyfikacje chemiczng dioksyn. Wskazata na przemyst ciezki
i chemiczny jako gtowne ich zrédto a zywno$¢ pochodzenia zwierzecego jako wektor
przedostawania sie tych substancji do organizmu cztowieka. Bardzo ciekawa i mocno

rozbudowang czescig tego podrozdziatu jest opis molekularnego mechanizmu
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dziatania TZO u kregowcow, a w szczegolnosci u cziowieka. Autorka stusznie
zauwaza, ze podstawowe mechanizmy negatywnego dziatania dioksyn na organizm
cztowieka sg zwigzane ze zdolnoscig tych substancji do aktywacji receptora
weglowodoru arylowego (AhR), wywotywania zaburzen przemian mitochondrialnych
komorek, wysokiej ich aktywnosci utleniajqcej, zaburzen pracy narzadow wydzielania
dokrewnego czy tez w koncu do wywotywania zaburzen w metabolizmie tkanek
twardych. Tak szerokie rozpoznanie tematu w tym podrozdziale Autorka oparta
w duzym stopniu o doswiadczenie i dorobek Promotoréw, ktérzy jako pierwsi
w Polsce oraz jedni z pierwszych w Europie podjeli sie tematyki wptywu TCDD na
metabolizm kosci i zebdw.

W kolejnej czesci wstepu Doktorantka opisata ksantohumol jako propozycje
substancji pochodzenia naturalnego mogacg niwelowa¢ negatywne skutki zatrucia
organizmu zywego ksenobiotykami, w tym TCDD. Prawidlowo przedstawita
mechanizmy aktywnosci biologicznej tej substancji w powigzaniu z jej budowg
i klasyfikacjg chemiczna.

W ostatnim podrozdziale zostata przedstawiona tkanka kostna, jej budowa
histologiczna oraz procesy metaboliczne zwigzane z mineralizacja tejze.

Rozdziat ,Wstep: jest bardzo obszerny i wielowatkowo wprowadza
w tematyke, jakiej podjeta sie Autorka w swoich badaniach.

W tej czesci pracy pojawily sie pewne niedociagnigcia natury
porzadkowej, ktore nalezatoby uwzgledni¢ podczas przygotowania pracy do
druku:

- ryciny 11 3, przedstawiajace wzory strukturalne zwigzkéw chemicznych,
powinny by¢ opracowane przez Autorke samodzielnie, przy uzyciu
dedykowanego w tym celu oprogramowania, w czasopismach
chemicznych jest to pozadane, gdyz eliminuje réznice w jakosci rycin
i pozwala unika¢ btedéw merytorycznych;

- opisujac dioksyny Doktorantka uzywa nazw zwyczajowych tych
zwigzkéw chemicznych oraz nazw nomenklatury IUPAC, natomiast
ksantohumol odnajdujemy okreslony nazwa zwyczajowa, zalecam
w kazdym przypadku uzywaé¢ wylacznie nazw zwyczajowych lub nazw
okreslonych przez Migdzynarodowa Uni¢ Chemiczna, a najlepiej jednych
i drugich jednoczes$nie.
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- na str. 18 znajduje si¢ stwierdzenie ,,zakazenie dioksynami” — czy takie
pojecie jest uzasadnione medycznie?

B. Czes¢ doswiadczalna
Cel badan

Celem pracy byta ocena mozliwosci wykorzystania ksantohumolu jako
substancji wspomagajacej prawidtowg mineralizacje kosci oraz moggcg niwelowaé
negatywny wptyw TCDD na ten proces fizjologiczny. Zatozenie, ze zastosowanie
ksantohumolu u przepiorek japonskich, intoksykowanych dioksyng bedzie miato
pozytywny wptyw na zawartosc¢ istotnych biologicznie mikro- i makroelementéow w ich
kosci uwazam za prawidtowo postawiong hipoteze badawcza.

W rozdziale tym zamieszczono cze$¢ przegladu pismiennictwa, ktory
wprost wskazuje na zasadnos¢ podjetych w pracy badan. Wydaje sie, ze ten

opis powinien znalez¢ si¢ we wstepie i przegladzie piSmiennictwa.
Materiat i metody

Zaplanowane doswiadczenie zostato wykonane na przepiorkach japonskich.
Ten model zwierzecy zostat wybrany prawidtowo a jego wybor uzasadnia wysoka
wrazliwos¢ tych ptakéw na dioksyny. Przepiorki zostaly podzielone na 9 grup
badawczych, w kazdej po 7 sztuk. Uktad doswiadczenia jest prawidtowy a liczebno$¢
grup zostata ustalona dla zastosowania 2 dawek zaréwno ksantohumolu jak i TCDD.
Ponadto metodologia badania pozwolita na wykonanie obserwacji w kazdej z
mozliwych kombinacji obu czynnikow doswiadczalnych. DSMO w doswiadczeniu
uzyto jako rozpuszczalnik dla dioksyn. Dodatkowo w grupie kontrolnej podano
ptakom DMSO, jak stwierdzita Autorka, w celu eliminacji braku czynnika
stresotworczego, jakim jest iniekcja. Prosze Doktorantke
o wyjasnienie, czy DSMO jest inertne biologicznie dla procesé6w mineralizacji
tkanki kostnej. Odpowiedz na to pytanie jest istotna dla ukfadu doswiadczenia,
gdyz z pracy nie wynika, aby ten rozpuszczalnik byt stosowany w iniekcji
w grupach Il i lll.

Do badan tkanki kostne zostaty pobrane post mortem, poddano je procesowi

mineralizacji a w samych mineralizatach oznaczono wybrane biopierwiastki. Analizy
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te zostaty wykonane prawidtowo i uznanymi metodami, opartymi o normy polskie
| europejskie. Watpliwos¢ budzi uzycie materiatu referencyjnego, ktéry stanowit
matryce wzorcowg dla oznaczenia niektorych pierwiastkow. Byt nim wzorzec
NCS ZC 73012. Prosze¢ o wyjasnienie zastosowania powyzszego materiatu
odniesienia w stosunku do materiatu badanego, jakim jest tkanka kostna. Na
rynku dostepne s3 probki referencyjne w postaci tkanki kostne;j.

Opisane w metodologii normy polskie i europejskie, na podstawie
ktérych wykonywano oznaczenia biopierwiastkow w materiale biologicznym,

powinny by¢ zamieszczone réwniez w spisie literatury.

Metody statystyczne uzyte do analizy otrzymanych wynikéw zostaty dobrane
I wykorzystane prawidtowo, ale w opisie tych metod pojawia sie pewna niejasnosé.
Na str. 41 jest mowa o uzyciu statystyk opisowych, analizie wariancji
jednoczynnikowej oraz testu Tukey’a, natomiast na str. 43 opis uzytych metod
obliczeniowych jest juz inny, méwiacy réwniez o statystykach opisowych, ale
pojawia si¢ stwierdzenie o testowaniu normalnosci rozktadu wynikéw, uzyciu
analizy wariancji dwuczynnikowej oraz innych testach post hoc,
dedykowanych danym transformowanym. Mimo jasno okreslonych w rozdziale
»Wyniki” metodach statystycznych dla poszczegélnych parametréw, opis
zawarty w rozdziale ,Materiat i metody” naleiyl zweryfikowaé, uporzadkowac
I umiesci¢ w jednym podrozdziale, wskazujac, do ktéorych parametréw uzyto

jakich metod obliczeniowych.

Rozdziaty:

Omowienie wynikow i Dyskusja

Autorka przedstawita uzyskane wyniki w sposob bardzo syntetyczny,
co nadaje im przejrzystosci. Zostaly one umieszczone w czytelnych tabelach i na
wykresach. Opisy zawarte w tym rozdziale to komentarze do poszczegolinych tabel

I wykreséw, odnoszgce sie do wspotzaleznosci pomiedzy stosowaniem
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ksantohumolu i TCDD u przepidrek a zawarto$cig poszczegoinych makro-
I mikroelementéw w ich tkance kostnej.

Na szczegolne podkreslenie zastugujg wyniki doswiadczenia, ktore wskazuja
na pozytywny/protekcyjny efekt stosowania ksantohumolu jako antagonisty dioksyny,
powodujgcego minimalizacje negatywnego wbtywu tej trucizny na fizjologie i struktury
szkieletu badanych ptakéw. Wyniki uzyskane przez Doktorantke dajg rowniez
odpowiedz na pytanie, w jakim stopniu i w jakiej dawce uzyta dioksyna zaburza
gospodarke mineralng tkanki kostnej, co byto bardzo widoczne w grupach zwierzat
intoksykowanych  ksenobiotykiem bez jednoczesnego podawania czynnika
ochronnego.

Skromny a jednocze$nie syntetyczny opis wynikbw uznaje za ceche
pozytywng tej czesci pracy. Doktorantka skupita sie w nim wytacznie na istotnych

rezultatach, co powoduje, ze ta cze$¢ pracy jest bardzo czytelna.

Dyskusja zawarta w osobnym rozdziale zostata przedstawiona prawidtowo. Jej
konstrukcja opiera sie na przedstawieniu najwazniejszych wynikow uzyskanych przez
Autorke, odniesieniu ich do zrodet literatury w zakresie badanego zagadnienia oraz
wykazaniu potencjalnych interakcji pomiedzy czynnikami dos$wiadczalnymi
a uzyskanymi rezultatami. Tematycznie jest ona ukierunkowana na zagadnienia
zwigzane bezposrednio z poruszonym w pracy tematem. Wyniki dotyczace
negatywnego wptywu dioksyn na mineralizacje tkanki kostnej, uzyskane
w doswiadczeniu wiasnym Autorki znajdujg potwierdzenie w cytowanym
pismiennictwie. Doktorantka na podstawie przytoczonej literatury w sposob
prawidtowy wnioskuje i objasnia mechanizmy, ktére mogty mie¢ wptyw na uzyskane
przez nig warto$ci. Reasumujac, rozdziat ten jest opracowany rzetelnie i nie jest on
tylko konfrontacjg wynikoéw wtasnych z rezultatami uzyskanymi przez innych autorow.

W obu rozdziatach pojawily sie jednak mate niedociagniecia natury
redakcyjnej:

- str. 53, Autorka uzyta sformulowania ,w tapce” zamiast w kosci
konczyny tylnej;
- str. 56, ,Dopiero dawka...powoduje lekki spadek stezenia fosforu”,

prosze unika¢ w opisie wynikéw tak niejednoznacznych sformutowan;
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- W pracy pojawia si¢ czesto okreslenie ,stezenie ...w tkance kostnej”
stezenie dotyczy zawartosci w osrodku o danej objetosci a w przypadku

wynikow pracy mamy do czynienia z zawartoscia;

Whioski

W  rozdziale tym Doktorantka w sposéb bardzo jasny przedstawita
najwazniejsze wyniki i wnioski z nich ptynace. Whnioski te sg obszerne a jednoczesnie
oddaja szczegoty tychze wynikow, ktére nalezy wuzna¢ za wazne

| wartosciowe.

Pismiennictwo

Autorka przedstawita 135 pozycji literatury (krajowej i zagranicznej),
z ktorej znaczna iloS¢ pochodzi z ostatnich 10 lat. Dobdr pismiennictwa jest
prawidtowy, poszczegolne pozycje sg w petni wykorzystane w tekscie dysertacii.
Prace sa wtasciwie cytowane, tzn. podane sg petne ich tytuly oraz zakres stron
cytowanych artykutow i podrecznikow. |

W spisie brakuje norm opisujacych metodologie analiz pierwiastkowych,

ktore odnajdujemy w rozdziale ,,Materiat i metody”.

Podsumowanie recenzji i wniosek koncowy

Oceniane doswiadczenie byto bardzo trudne do przeprowadzenia, z uwagi na
szeroki zakres analiz laboratoryjnych. Wymagato ono duzej wiedzy i naktadu pracy.
Doktorantka wykazata sie dobrym teoretycznym i praktycznym przygotowaniem,
staranng organizacjg warsztatu badawczego oraz znajomoscig odpowiednich technik

analitycznych.

Wymienione z obowigzku recenzenta niedociagniecia i usterki powinny by¢
uwzglednione przy przygotowywaniu pracy do publikacji. Majg one charakter

dyskusyjny. Nie umniejszaja one merytorycznej wartosci pracy, ktora ogolnie
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oceniam dobrze. Rozprawa wnosi do nauki istotne elementy poznawcze, jej tematyka
jest bardzo aktualna, szczegdlnie w aspekcie coraz wiekszej chemizacji zycia
cztowieka i jego otoczenia.

Autorka pracy jest lekarzem dentystg a wszystkie poczynione uwagi dotyczg
czesci chemicznej pracy, pracy z pograniczé toksykologii, chemii i medycyny. Mimo
nieznacznych mankamentow, w mojej opinii praca spetnia kryteria dla dysertacji
doktorskich okreslonych w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z
pozn. zm.). Wnosze wiec do Wysokiej Rady Wydziatlu Lekarsko -
Stomatologicznego, Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich
we Wrocfawiu o dopuszczenie lek. dent. Aleksandry Catkosinskiej do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego.

Wroctaw, 15 lutego 2019 .
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