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OCENA
rozprawy doktorskiej lekarza dentysty Kamila Bijowskiego
pt. .,Wplyw suplementacji cynkiem na stan oksydacyjno-redukcyjny tkanki

kostnej zuchwy szczuréw narazonych na kadm”

Ocena ogélna
Praca doktorska w dziedzinie nauk medycznych lekarza dentysty Kamila Bijowskiego

pt.. ,.Wplyw suplementacji cynkiem na stan oksydacyjno-redukcyjny tkanki kostnej zuchwy
szczurOw narazonych na kadm™ przygotowana pod opieka dr hab. n med. Ewy Dabrowskiej
(promotor) oraz dr n. med. Joanny Rogalskiej (promotor pomocniczy) podejmuje temat o
rosngcym znaczeniu z punktu widzenia postgpujacego zanieczyszczenia Srodowiska
egzystencji wspolczesnego czlowieka, zwlaszcza w rejonach o tzw. wysokim  stopniu
zaawansowania cywilizacyjnego, w ktérych wytwarzanie débr materialnych wymaga
technologicznego wykorzystania rzadkich metali ciezkich, takich jak kadm (Cd). Powyisze
galezie przemystowe, zwigzane z wykorzystaniem kadmu, autor wymienia juz na pierwszej
stronie wstgpu, wskazujac przemyst wydobywczy, elektryczny, a takze rolnictwo,
budownictwo. Dodatkowym, rownie istotnym zrédfem kadmu dla czlowieka, jest natogowe
palenie tytoniu w mechanizmie wchtaniania dymu do uktadu oddechowego. Uwalnianie
kadmu do powietrza nastepuje tez w wyniku generowania dyméw i pyléw poprzez anomalie
klimatyczne, pozary lasow, erupcje wulkanow. Zatem ekspozycja na kadm w srodowisku
zycia czlowieka jest faktem, wynikajacym z przenikalnodci i skazenia tym pierwiastkiem
powietrza, gleb, wod, roslin spozywcezych i zwierzat hodowlanych. Mimo usankcjonowanych
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przez WHO w 1993 roku limitoéw bezpieczenstwa dotyczacych zawartosci Cd w $rodowisku,
na podstawie najnowszych publikacji Satarug i wsp. (2017) oraz Wang i wsp. (2021),
prognozy ekspozycji na ten metal wykazuja trend wzrastajacy. Dlatego istotnym wydaje sie
monitorowanie w czasie terazniejszym stabilnosci stezenia tego pierwiastka oraz wskazania
rejondw najbardziej niebezpiecznych.

Mechanizmy oddziatywania kadmu na organizm czlowieka wynikaja z bezposredniej i
posredniej interakcji na poziomie komorkowym, tkankowym i narzadowym, zwlaszcza
dysfunkeji nerek, watroby, kosci, ptuc, mdzgu, jader, uktadu krwiotworczego i nerwowego.
Wedlug danych cytowanych w pracy wyniki badan innych autoréw pokazuja niezbicie, jak
bardzo kadm odznacza si¢ dzialaniem toksycznym na zdrowie cztowieka, a najbardziej
niepokojace wydajg si¢ skutki dzialania odleglego genotoksycznego, onkogennego i
teratogennego.

Tym bardziej podjecie tematu szkodliwego oddzialywania kadmu na tkanke kostng zuchwy w
modelu zwierzgcym szczuréw badajacym progresje stresu oksydacyjnego, stopnia uszkodzen
oksydacyjnych makroczasteczek komérkowych bialek, lipidow i kwaséw nukleinowych, a
Jednoczesnie mozliwosci ochrony przed tymi zmianami poprzez kontrolowana podaz cynku,
Jest jak najbardziej uzasadnione.

Ponizej pozwolg sobie przedstawi¢ szczegotowe uwagi do poszczegdlnych czesci pracy.

Uwagi szczegolowe
Uklad pracy

Opracowanie jako praca doktorska ma tradycyjng forme monografii, o prawidtowym ukladzie
i strukturze podziatu tresci — wedlug wymogéw przewidzianych dla tego typu publikacji. Na
108 stronach zamieszczono 13 rozdzialow wedlug przyjetego schematu dla publikaciji
naukowych wraz z dokumentacja w postaci wykazu 5 tabel, 19 rycin i lista cytowanego
pismiennictwa zawierajacego imponujaca ilo$é 177 pozycji bibliograficznych. Tekst zostal
wzbogacony o kolorowe zdjgcia i schematy, utatwiajace czytanie ze zrozumieniem, zwlaszcza
w przypadku potencjalnych oséb, ktore nie uzyskaty edukacji z biotechnologii i toksykologii

medycznej.

Wprowadzenie
Jako recenzent rozprawy doktorskiej z ciekawoscig przeczytatam wstep, ktory wprowadza

czytelnika w zagadnienie problemu, a jednoczesnie w sposéb klarowny podsumowuje
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zagadnienia zwigzane z tematem badawczym. Podrozdziaty 2.1-2.4 wskazuja na liczne
niekorzystne skutki dziatania toksycznego i skutki zdrowotnego narazenia ustroju cztowieka
na dziatanie kadmu. Osobnym rozdziatem zostat objety wplyw kadmu na uklad kostny i zeby.
Nastepne podrozdzialy wstgpu omawiaja rol¢ cynku w organizmie czlowieka, jego znaczenie
w przeciwdzialaniu szkodliwym procesom kadmu z uwzglednieniem zapobiegania chorobom
Jamy ustnej. Ostatnia czg$¢ Wstgpu podsumowuje homeostaze i mechanizmy oksydacyjno-

redukcyjne w jamie ustnej.

Cel i zalozenia pracy

Zmiany zwigzane z zagadnieniem toksyczno$ci kadmu byly juz eksplorowane w badaniach o
wysokiej rzetelnosci naukowej. Jednakze ocena wptywu kadmu i  suplementacji cynku na
kos¢ narzadu zucia w uktadzie zwierzgcym nie byly analizowane jednoczasowo, co podnosi
potencjal naukowy wykonanej pracy. Na podstawie przegladu literatury naukowej, uwazam,
ze wyznaczone Kkierunki badan, przez lekarza dentyste Kamila Bijowskiego, byly
uzasadnione, a hipoteza badawcza, oparta na ocenie czterech kierunkéw badan, zostala
prawidlowo zaprojektowana;

1/ wptywu cynku na kumulacje kadmu

2/ narazenia na kadm na stan oksydacyjno-redukcyjny oraz degradacje oksydacyjng kwasow
nukleinowych, biatek i lipidéw

3/ analizy dtugotrwatej suplementacji cynkiem na stan oksydacyjno-redukcyjny

4/ odpowiedzi na pytanie, czy zwigkszona podaz wybranego powyzej biopierwiastka podczas
umiarkowanego i wzglednie wysokiego narazenia na kadm mozna rozpatrywaé protekcyjnie

w aspekcie badanych proceséw redoks.

Dobdr grupy badanej i uktad doswiadczalny

Analiza miafa charakter eksploracyjny. Badania przeprowadzono na 72 dorostych szczurach,
samcach szczepu Wistar, po 12 miesigcach ekspozycji w 9 grupach po 8 osobnikow w
ukladzie doswiadczalnym dostarczania wodnego roztworu cynku w stezeniu 30 i 60 mg
Zn/dm?, co pozwolito zwiekszyé dobowe spozycie tego biopierwiastka odpowiednio o 71% i
146%. Kadm byt podawany w wodnym roztworze odzwierciedlajacym umiarkowane (5 mg
Cd/dm’) i wzglednie wysokie (50 mg Cd/dm?) narazenie na ksenobiotyk.

Dokonano diagnostyki stanu antyoksydacyjnego (peroksydazy glutationowej GPx, dysmutazy

ponadtlenkowej SOD, katalazy CAT, reduktazy glutationowej GR i catkowitego statusu
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przeciwutleniajacego TAS) i stanu oksydacyjnego (nadtlenku wodoru H202) oraz stopnia
nasilenia stresu oksydacyjnego (OSI) w tkance kostnej zuchwy, jak réwniez biomarkerow
uszkodzen oksydacyjnych lipidéw (LPO), biatek (PC) i kwaséw nukleinowych (DNA/RNA)
oraz stezenia Cd i Zn w tym narzadzie.

W ten sposob Doktorant uzyskat wyselekcjonowany materiat homogeniczny, co pozwolilo na
przeprowadzenie analizy porownawczej w zakresie tych samych parametréw bedacych
przedmiotem oceny we wszystkich podgrupach badanych. Po przygotowaniu homogenatu,
supernatant byl mrozony, jednak nalezatoby dodaé¢ informacje, jak diugo ten material byt
przechowywany w niskiej temperaturze, poniewaz mogloby mie¢ to wplyw na wyniki
oznaczen laboratoryjnych?

Niemniej jednak dobor grup, umiejetnosé wykorzystania doswiadczalnego modelu,
zastosowanie nowoczesnych metod detekcji i narzgdzi badawczych - ten aspekt opracowania
stanowi — w moim przekonaniu — jeden z waloréw dysertacji, jako dzieta logicznie zwartego

0 tresci merytorycznie w pelni uzasadnionej

Wyniki

Rozdziat Wyniki rozpoczyna si¢ od przedstawienia danych, a nastepnie analizy
korelacji pomigdzy nimi. Uzyskane rezultaty maja wymiar wielokierunkowy i
odzwierciedlaja podjety temat oraz hipotezy badawcze. W przeprowadzonych badaniach
wykazano, ze zar6wno umiarkowana (5 mg Cd/dm?®), jak i wzglednie wysoka (50 mg
Cd/dm?), 12-miesigczna endogenna konsumpcja kadmu w roztworze wodnym doprowadzila
do ostabienia enzymatycznej bariery antyoksydacyjnej, wzrostu stezenia prooksyvdantéw, a w
rezultacie rozwoju stresu oksydacyjnego i modyfikacji oksydacyjnych lipidow, bialek i
DNA/RNA w tkance kostnej zuchwy.

Kluczowym wynikiem okazato si¢ obronne dziatanie cynku przy spozyciu
zwigkszonym o 71% i o 146% podczas ekspozycji na kadm. Cynk w znamienny sposob
chronit przed nadmierng kumulacjag H>0:, obnizeniem aktywnoéci GPx, SOD i CAT oraz

oksydacyjnymi uszkodzeniami biafek, lipidéw i kwasow nukleinowych kosci narzadu zucia.

Dyskusja
Autor w sposob dojrzaly i uporzagdkowany odwotuje sie¢ do uzyskanych wynikéw, a takze do
wezesniej publikowanych rezultatéw i interpretacji naukowych innych badaczy. Uzyskane

dane Doktorant skonfrontowal z dostgpnymi zrédlami literaturowymi, jednak stusznie
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podkreslit, ze w dalszym ciaggu jest zbyt mala liczba opublikowanych eksperymentéw in
vitro/in vivo dotyczacych szkodliwosci kadmu na organizm ludzki, zwlaszcza dotyczacych
narzadu zucia. Pomimo to uzyskal on merytoryczne podstawy do formulowania wnioskow
koncowych. Moim zastrzezeniem jest brak w tej czesci dysertacji omoéwienia ograniczen
przeprowadzonych doswiadczen. Ten dyskurs konieczny jest dla rozwinigcia propozycji
dalszych analiz, ktore Autor zawart jedynie w ostatnim zdaniu Dyskusji jako, cyt. ,.przestanki
do podjecia badan majacych na celu wykorzystanie preparatow cynkowych w profilaktyce
zagrozen u osOb narazonych na kadm”. Wydaje si¢, ze Autor na podstawie wynikéw
wilasnych, moglby poszerzy¢ i rozbudowaé dyskusje o kolejne hipotezy do dalszej

eksploracji.

Whnioski

We wnioskach Autor odnosi si¢ do hipotez badawczych, ale s one niepotrzebnie
rozbudowane, przez co s3 one powtdrzeniem wynikéw. Podstawowym wnioskiem
dotyczacym kadmu jest pierwszy jako potwierdzajacy indukcje stresu oksydacyjnego w
tkance kostnej zuchwy przez kadm, ktory jest zalezny od poziomu narazenia na ten
ksenobiotyk. Dodanie stwierdzenia koncowego, iz ko$¢ zuchwy jest istotnym elementem
narzadu zucia w obiegu i kumulacji kadmu w organizmie cztowieka, podniostaby wartos¢
Whnioskow z pracy. Z kolei ostatni wniosek dotyczacy podawania cynku podczas ekspozycji
na kadm dla zapobiegania rozwojowi stresu oksydacyjnego i toksycznych skutkow w tkance
kostnej zuchwy uwazam za najwazniejszy z punktu widzenia dobrostanu czlowieka.
Pozostale wnioski powinny by¢ potaczone, np. nr 2 i nr 3, od nr 4 do nr 8.

Na koricu Autor nie odniost sig bezposrednio do postawionej hipotezy badawczej w Celach i
zatozeniach pracy ze str. 34-35, a przeciez dokonal zbadania postawionej hipotezy, stad tez

nalezatoby potwierdzi¢ lub odrzuci¢ przyjeta hipoteze.

Uwagi, poprawnos¢ formalno-jezvkowa i stylistyczna.

Przedlozona do recenzji dysertacja jest napisana prawidtowym jezykiem polskim, pomimo ze
Autor opracowania nie wykazal si¢ nalezyta starannoscia edycyjng. Niektore sformulowania,
majagc na uwadze obowigzujgce normy poprawnosci jezykowej, wymagaja wyjasnienia lub
sprostowania.

1/ Wykaz skrotow (str. 5-7) nie zawiera wyjasnien w jezyku polskim w przypadku wskaznika

filtracji ktgbuszkowej GFR, metaloproteinazy MMP, biatka transportujacego metale MTP1,
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1/ Wykaz skrotow (str. 5-7) nie zawiera wyjasnien w jezyku polskim w przypadku wskaznika
filtracji klgbuszkowej GFR, metaloproteinazy MMP, bialka transportujacego metale MTPI,
swiatowej Organizacji Zdrowia WHO. Natomiast na liScie skrotéw brakuje rozwiniecia wielu
nazw skrotowych, np. NF-kB, NRF2, XPA, MTF-1, ZNT2.

2/ str. 28 i str. 32 zawierajg okre$lenia niemieszczace sie w granicach jezyka akademickiego

ani zawodowego lekarza dentysty, a wrgcz je przekraczaja i nie sg dopuszczalne, s3 to

sformutowania takie jak ..,cuchnacy oddech™, ,,zepsute zeby”

3/ liczne btedy w transkrypcji danych liczbowych z pisowni anglosaskiej do polskiej zaréwno

w Wynikach, jak i w tabelach I-V. W jezyku polskim separatorem/znakiem dziesietnym

uzywanym do oddzielenia czesci calkowitej od czgsci utamkowej w zapisie liczby jest

przecinek.

4/ powyzsze blgdy w zapisach liczb sa polaczone z nieprawidlowym zapisem jednostek,

przyktady ponize;j.
Zamiast:

e bufor fosforanowy 50 mM o pH = 7.4 przygotowany z diwodorofosforanu potasu
(KH2PO4; POCh, Gliwice, Polska) i wodorofosforanu dipotasu (K2HPQO4; POCh, Gliwice,
Polska)

» bufor fosforanowy 0.2 M o pH = 7,0 przygotowany z diwodorofosforanu sodu (NaH2POyu:
POCh, Gliwice, Polska) i wodorofosforanu disodu (Na2HPQOa4; POCh, Gliwice, Polska)

Powinno by¢:

 bufor fosforanowy 50 mmol/l o pH = 7.4 przygotowany z diwodorofosforanu potasu
(KH2PO4; POCh, Gliwice, Polska) i wodorofosforanu dipotasu (K:HPO4; POCh, Gliwice,
Polska)

o bufor fosforanowy 0,2 mol/l o pH = 7,0 przygotowany z diwodorofosforanu sodu
(NaH2PO4; POCh, Gliwice, Polska) i wodorofosforanu disodu (NazHPOs; POCh, Gliwice,
Polska)

Zamiast:

Dobowe spozycie cynku w grupach, ktérym podawano ten biopierwiastek w st¢zeniu
30 i 60 mg Zn/dm’ osobno, jak i podczas narazenia na kadm byto na tym samym poziomie i

miescifo si¢ w zakresie 0,980 - 3.980 mg/kg m.c. oraz 2.020 - 7.710 mg/kg m.c i wynosilo



srednio (Srednia + blad standardowy (SE)) odpowiednio 1,904 + 0,123 mg/kg m.c. i 3,699 +
0.213 mg/kg m.c. [16].

Powinno by¢:

Dobowe spozycie cynku w grupach, ktérym podawano ten biopierwiastek w stg¢zeniu
30 i 60 mg Zn/dm> osobno, jak i podczas narazenia na kadm byto na tym samym poziomie i
miescito si¢ w zakresie 0,980 — 3,980 mg/kg m.c. oraz 2,020 — 7,710 mg/kg m.c. i wynosito
$rednio (Srednia + blad standardowy (SE)) odpowiednio 1,904 £+ 0,123 mg/kg m.c. i 3,699 +
0,213 mg/kg m.c. [16].

Zamiast:

Dobowe spozycie kadmu u szczuréw, ktérym podawano 5 i 50 mg Cd/dm’® wody
pitnej (osobno i facznie z cynkiem) miescilo si¢ w zakresie odpowiednio 0,163 - 0,753 mg/kg
m.c. i 1.740 - 4.440 mg/kg m.c. i wynosito $rednio (Srednia + SE) 0,340 + 0,026 mg/kg m.c. i
2,498 + 0,093 mg/kg m.c. [16].

Powinno byé¢:

Dobowe spozycie kadmu u szczuréw, ktérym podawano 5 i 50 mg Cd/dm® wody
pitnej (osobno i facznie z cynkiem) miescilo si¢ w zakresie odpowiednio 0,163 - 0,753 mg/kg
m.c. i 1,740 — 4,440 mg/kg m.c. i wynosito srednio (Srednia + SE) 0,340 £+ 0,026 mg/kg m.c. i
2,498 £ 0,093 mg/kg m.c. [16].

Zamiast
GPx mU/ml = (AAbs/min / 0,00622) x 16
gdzie:
= (,00622 - molowy wspolczynnik ekstynkeji (¢) dla NADPH
Powinno by¢
GPx mU/ml = (AAbs/min /0,00622) x 16
gdzie:
= (,00622 - molowy wspolczynnik ekstynkcji (¢) dla NADPH

Zamiast:

O buforu do oznaczen (50 mM Tris-HCI, pH = 8.0 zawierajacy 0,1 mM DTPA i 0,1 mM
hipoksantyne), ktory przed uzyciem rozcieficzono 10 krotnie wodg ultra czysta

Powinno by¢:



Q buforu do oznaczen (50 mmol/l Tris-HCI, pH = 8.0 zawierajacy 0,1 mmol/l DTPA i 0,1

mmol/l hipoksantyng), ktéry przed uzyciem rozcienczono 10 krotnie woda ultra czysta

Zamiast:

Q detektora rodnikéow (0,25 cm® soli tetrazoliowej), ktéry przed uzyciem rozcieficzono
dodajac do 0,05 cm®soli 19.95 cm? rozcienczonego buforu do oznaczen

Q oksydazy ksantynowej (0,15 cm® r-ru oksydazy ksantynowej), ktora przed uzyciem
rozcieficzono przez dodanie do 0,05 cm® oksydazy ksantynowej 1.95 cm? rozciefczonego
buforu do prob

Powinno by¢:

0O detektora rodnikéw (0,25 cm® soli tetrazoliowej), ktéry przed uzyciem rozcienczono
dodajac do 0,05 cm? soli 19,95 ¢cm? rozcienczonego buforu do oznaczen

O oksydazy ksantynowej (0,15 cm?® r-ru oksydazy ksantynowej), ktéra przed uzyciem
rozcienczono przez dodanie do 0,05 cm? oksydazy ksantynowej 1,95 ¢cm? rozcieficzonego

buforu do préb

Podsumowanie koncowe

Podjety przez Autora temat jest bardzo wazny, a uzyskane wyniki wydajg si¢ interesujgce.
Whnioskujac, stwierdzam, ze przediozona mi do oceny praca odpowiada pod wzgledem
formalnym i merytorycznym kryteriom stawianym dysertacji doktorskiej. Moja ocena jest
pozytywna i sktadam wniosek do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o
dopuszczenie lek. dent. Kamila Bijowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i
publicznej obrony pracy.

Podstawa prawna: art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i

nauce (t.j. Dz.U. z 2022 r., poz. 574 z p6zn. zm.)

Z wyrazami szacunku

dr hab. Elzbieta Paszynska, prof. UMP

8



