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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr inz. Marty Batoryny pt. Changes in the antioxidative status of developing brain under

acrylamide influence with the use of in ovo model

Ogdolna charakterystyka rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr inz. Marty Batoryny zostatla wykonana
w Zakladzie Fizjologii Zwierzat i Toksykologii Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji
Edukacji Narodowej w Krakowie pod kierunkiem dra hab. Grzegorza Formickiego, prof. UP.
Rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie spdjnego tematycznie zbioru 3 artykutow,
dwoch opublikowanych w renomowanych czasopismach ujetych w bazie JCR (laczny
wspotczynnik oddzialywania IF 2,69, 50 pkt. wg obowigzujacej listy MNiSW) oraz
manuskryptu ztozonego w redakcji czasopisma (wg deklaracji autorki ,,w trakcie oceny™). We
wszystkich artykutach mgr M. Batoryna, jest pierwszym autorem 1 autorem
korespondencyjnym, dlatego mimo braku oswiadczen dotyczacych okreslenia wkiadu pracy
dwoch pozostatych  wspotautoréw (w tym Promotor), nalezy uznaé, ze prace te stanowia
oryginalne osiggniecia Doktorantki. Czegs$¢é zasadnicza rozprawy doktorskiej mgr inz. Marty
Batoryny, zawiera zwigzty (34 str.) opis przeprowadzonych badan w uktadzie pracy naukowe;,
z obszernym wprowadzeniem do tematyki badawczej, ktory podobnie jak artykuty oryginalne
zostal napisany w jezyku angielskim. Na koncu dotaczono Streszczenie (w jezyku polskim
i angielskim) oraz Spis literatury (zawierajacy 94 pozycje). W zalacznikach zamieszczono
kopie prac wchodzacych w sktad rozprawy:

Zalgceznik 1: Batoryna M., Lis M., Formicki G., 2018. Antioxidant Defence in the brain of 1-d-old
chickens expose in ovo to acrylamide. Br Poult Sci, 59(2),198-204.
https://doi.org/10.1080/00071668.2017.1415427

Zalgcznik 2: Batoryna M., Lis M., Formicki G., 2017. Acrylamide-induced disturbance of the redox
balance in the chick embryonic brain. J Environ Sci Health, Part B, 0(0)I-7.
https://doi.org/10.1080/03601234.2017.1316158 (dotaczona do autoreferatu pozycja 2, jest wersja on-
line, obecnie ma ona juz ma pelne dane bibliograficzne: Batoryna M, Lis M, Formicki G.(2017)
Acrylamide-induced disturbance of the redox balance in the chick embryonic brain. J Environ Sci Health
B. 2017 Aug 3:52(8):600-606. doi: 10.1080/03601234.2017.1316158).

Zalgcznik 3: Batoryna M., Lesniak A.. Kopanska M., Formicki G. Acrylamide influence on the activity
of cholinesterases, oxidative stress markers, caspase-3 expression and microstructure of the forebrain of
chicken embryos, w trakcie oceny, brak informacji o czasopismie, do ktérego wystano pracg.




Merytoryczna ocena pracy doktorskiej

Akryloamid (akrylamid) to neurotoksyna, dobrze rozpuszczalna w wodzie, stosowana
w produkeji poliakryloamidow, wystepujaca powszechnie w zywnosci poddawanej obrobee
termicznej (jako skutek reakcji Maillarda) oraz w dymie tytoniowym. Akryloamid jest
uznanym mutagenem i kancerogenem, wykazuje wiasciwosci toksyczne dla uktadu nerwowego
i rozrodczego. Badania nad toksycznoscia tego zwiazku prowadzone sa od roku 2002, kiedy to
naukowcy z Uniwersytetu w Sztokholmie opublikowali zaskakujace dane dotyczace znacznych
zawartosci akryloamidu w zywnosci, od tego momentu mechanizm toksycznosci tej substancji
jest intensywnie badany. Wiadomo, ze ekspozycja na akryloamid objawia si¢ wystgpowaniem
zaburzen neurologicznych w osrodkowym i obwodowym ukladzie nerwowym, ktére obejmuja
uposledzenie funkcji motorycznych i ostabienie mig$ni. Wykazano, ze akryloamid przekracza
barier¢ tozysko-pldd, ale badania dotyczace neurotoksycznego dziatania u embrionow sa
niezwykle rzadkie. Wykorzystanie w prowadzonych badaniach modelu in ovo stwarza
doskonate warunki do testowania wptywu akryloamidu na rozwijajacy si¢ mozg zarodka,
z wyeliminowaniem wptywow matczynych. Ten historycznie najstarszy model biologiczny,
w ostatnich latach jest coraz powszechniej stosowany w badaniach toksykologicznych. W tym
kontekscie podjeta w pracy tematyka stanowi niezwykle istotne zagadnienie, tak w aspekcie
naukowym jak i dla ochrony zdrowia konsumentow.

Glownym celem badan podjetych w pracy doktorskiej bylo oszacowanie wpltywu
akryloamidu na status oksydacyjny i cytoarchitekture rozwijajgcego si¢ moézgu zarodka
z wykorzystaniem modelu in ovo. Do jego realizacji wyznaczono trzy cele szczegétowe:

1. Oszacowanie statusu oksydacyjnego w strukturach mozgu 1.-dniowych pisklat narazonych
na akryloamid na poczatkowym etapie embriogenezy;

2. Oszacowanie statusu oksydacyjnego w mozgu zarodkow narazonych na akryloamid
w okresie okotolegowym (przed wewnetrznym nakluciem);

3. Ocena skutkow narazenia na akryloamid zarodkow na wczesnym etapie embriogenezy,
obejmujaca monitoring zmian markeréw stresu oksydacyjnego, neurotransmiterow,
wystepowania apoptozy i zmiany mikrostruktury mozgowia zarodkow kurzych.

Powyzsze cele badawcze zostaly osiggnigte w kolejnych publikacjach stanowigcych
podstawe pracy doktorskiej. Dwie z nich przeszly proces recenzji i spelnity wysokie
wymagania stawiane w renomowanych czasopismach migdzynarodowych, zaréwno co do
poziomu merytorycznego, jak i jezykowego oraz edytorskiego, co utatwia prace Recenzenta
i sprowadza si¢ do oceny wartosci naukowej uzyskanych wynikow.

W publikacji 1 (z 2018 roku) wykazano, ze ekspozycja zarodkéw kurzych w 4. dobie
inkubacji na wysokie dawki akryloamidu (1,25 i 2,4 mg/jajo) zaburza réwnowage redox
i aktywuje system obrony antyoksydacyjnej w mozgu 1-dniowych pisklgt, powodujac zmiany
enzymow dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i peroksydazy glutationowej (GPx) i katalazy
(CAT), przy czym stwierdzono zroznicowang wrazliwos¢ poszczeg6lnych struktur mozgu. Po
raz pierwszy wykazano, ze narazenie na akryloamid w zyciu ptodowym moze zaburzaé
funkcjonowanie uktadu nerwowego w rozwoju post-embrionalnym. W 2. publikacji (z 2017r,)
badano wplyw akryloamidu (w dawce 2.4 mg/jajo) na réwnowage oksydacyjna mozgu
zarodkow podczas wykluwania si¢ pisklgcia. Ten etap uwazany jest za krytyczny w rozwoju




ontogenetycznym ptakow i wigze si¢ z silnym stresem i mobilizacjg organizmu (gwattowne
nasilenie metabolizmu wywoluje wzrost zapotrzebowania na tlen, nast¢puje zmiana
oddychania omoczniowo-kosmowkowego na plucne). Wzrost aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych SOD i GPx oraz spadek CAT i endogennego glutationu, bedace wynikiem
nasilenia stresu oksydacyjnego, obserwowano szczegélnie po 72 godz. od ekspozycji. Moze to
wskazywac, ze u ptakow akryloamid nie jest tak szybko metabolizowany jak u ludzi. W 3.
pracy (w trakcie publikacji) przedstawiono dane dotyczace zmian wywolanych w moézgu
zarodkow ekspozycja na niskie dawki akryloamidu (30 i 300 pg/jajo) na wezesnym etapie
rozwoju—w 5 dobie. Juz po 7 godzinnej ekspozycji stwierdzono zmiany aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych, bez wzrostu markera peroksydacji lipidow (MDA), ale skorelowane ze
wzrostem aktywnosci cholinoesteraz i zahamowaniem apoptozy. Po kolejnych 5. dniach
ekspozycji wykazano zmiany w strukturze mikroskopowej mozgu.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, ze akryloamid zaburza rownowage redoks
w rozwijajacych si¢ strukturach mozgu zarodka, przy czym wrazliwos¢ poszczegoélnych
struktur mozgowych na dziatanie toksyny byta zréznicowana. Akryloamid ostabial naturalng
selekcje komérek nerwowych poprzez hamowanie procesu apoptozy, wptywatl na aktywnos¢
nerwdow cholinergicznych i cytoarchitekture mozgu rozwijajacych si¢ zarodkow.

W mojej ocenie, wyniki doswiadczen sktadajacych si¢ na rozprawg doktorska Pani mgr
Marty Batoryny dostarczajg przekonujacych argumentow, ze: 1) akryloamid moze wykazywac
neurotoksyczne dziatanie podczas rozwoju embrionalnego; 2) poszczegdlne struktury
mozgowia charakteryzuje odmienna wrazliwo$¢ na dzialanie tej substancji, dodatkowo
modyfikowana w zaleznosci od dawki i czasu ekspozycji. Warto rowniez podkresli¢ wybor
zarodka kurzego jako organizmu modelowego (model in ovo). Pozwolilo to z jednej strony na
uzyskanie wynikow przy pelnej integralnosci organizmu (in vivo), a réwnoczesnie rozwoj
zarodka ptaka poza organizmem matki pozwolil na ograniczenie wptywu innych chemicznych
czynnikow srodowiskowych

Zakres wykonanej pracy, $wiadczy o samodzielnosci i dojrzalosci naukowej
Doktorantki. Na szczegdlne wyroznienie zastuguje opanowanie licznych metod
laboratoryjnych: biochemicznych analiz aktywnosci enzymdéw antyoksydacyjnych
i cholinoesteraz, kolorymetrycznych oznaczen biatka, glutationu czy dialdehydu malonowego,
immunohistochemicznej detekcji kaspazy -3, a takze histologicznej oceny struktur moézgowych.
Przeprowadzenie przez Doktorantk¢ tak rozleglych i kompleksowych badan wymagato
ogromnego zaangazowania w pracg¢ laboratoryjng. Wspotautorstwo 3 innych artykutow
(indeksowanych w bazie Scopus) wskazuje na pracowitos¢ i ciekawos¢ badawczg Autorki.

Ocena formalna pracy

Forma rozprawy przyjeta przez Doktoranta — zbior spojnych tematycznie publikacji naukowych
— w znacznej czesci ogranicza rolg recenzenta jako oceniajacego. Wynika to z faktu, iz
zalgczone artykuly naukowe przeszly weryfikacje redakcyjne i wszelkie niedoskonatosci
oryginalnego tekstu zostaly juz usunigte. Z kolei komentarz do ich tresci w nich zawartych,
przygotowany przez Doktorantke, z podaniem celu i najwazniejszych wnioskéw wynikajacych
z kazdego etapu badan, jest zwigzly, dobrze skonstruowany i zrozumiale napisany, co wskazuje
na biegle postugiwanie si¢ jezykiem angielskim. Z obowigzku Recenzenta nalezy wymieni¢




nieliczne bledy, np. w nazwie akryloamidu (wlasciwa prop-2-enoamid), czy niepeiny opis
sposobu utrwalenia preparatow histologicznych tkanek w pracy 3. literaturowe (pominigcie w
dyskusji cennej pracy Venkataswamy i in., Eur. J. Biomed. Pharm. Sci. 2017; Erdemli i in.,
Neurotoxicol. Teratol. 2018). Uwagi te nie majg znaczenia dla oceny merytorycznej rozprawy.

W oparciu o przeprowadzone badania Doktorantka sformutowata 5 wnioskow
koncowych, z ktérych wynika, ze zatozony do realizacji cel badawczy zostat osiagniety w pelni.
Bibliografia rozprawy doktorskiej zawiera 94 pozycje pismiennictwa w ukladzie
alfabetycznym, w tym 20% z ostatnich 10 lat i wszystkie autorow zagranicznych, ktdre zostaty
odpowiednio dobrane i wykorzystane w tekscie opracowania. Dodatkowe publikacje zostaty
zamieszczone w opublikowanych pracach.

7 obowiazku Recenzenta, a takze wlasnej naukowej ciekawosci, cheialabym poprosi¢
0 wyjasnienie nastgpujacych kwestii:

1. W poszczegdlnych pracach zastosowano inne poziomy ekspozycji na akryloamid. W jaki
sposob  dobierano dawki? Czy zastosowana dawka miala odpowiadal narazeniu
chronicznemu czy ekspozycji ostrej?

2. Akryloamid wprowadzano metodq iniekcji do biatka jaja, jaka byla droga pobrania
toksyny przez zarodek w kazdym z przeprowadzonych doswiadczen?

Ponadto w oparciu o doswiadczenie nabyte podczas realizacji pracy doktorskiej chciatabym
pozna¢ opini¢ Doktorantki odnosnie nastgpujacych zagadnien:

1. Metabolizm akryloamidu u ludzi i gryzoni jest odmienny (str.7). Co wiadomo
o biotransformacji toksyny u ptakow?

2. Czy w Swietle przeprowadzonych badan mozna uzasadni¢ celowos¢ ograniczania
spozywania produktow o wysokiej zawartosci akryloamidu przez kobiety w cigzy i dzieci?

Podsumowanie i wniosek koricowy
W zakonczeniu pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. Changes
in the antioxidative status of developing brain under acrylamide influence with the use of in
ovo model jest oryginalnym rozwigzaniem postawionego problemu naukowego, wnosi istotne
elementy do nauki i spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65 poz. 595)
z pozniejszymi zmianami w brzmieniu z dnia z dnia 15 wrzes$nia 2017 r. (Dz. U. 2017 r. poz.
1789.), zgodnie z Art. 175. 1. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669).
W zwiazku z powyzszym przedkladam Szanownemu Panu Dziekanowi i Wysokiej Radzie
Wydzialu  Geograficzno-Biologicznego Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji
Edukacji Narodowej w Krakowie wniosek o dopuszczenie mgr inz. Marty Batoryny do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage wartos¢ naukowa opublikowanych prac oraz
aktywnos$¢ badawcza Doktorantki przedkladam Wysokiej Radzie wniosek o wyroznienie

powyzszej pracy.
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