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Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pana mgr. Michala Adamskiego stanowi zwarte
opracowanie, liczace 142 strony i zawierajace 49 ztozonych rysunkow oraz 9 tabel. Rozprawa zostata
przygotowana w jezyku polskim, a jej struktura jest standardowa i charakterystyczna dla badawczych
prac doktorskich. Opracowanie obejmuje streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz
stosowanych skrotow, wstep (30 stron), opis celow pracy, omowienie materiatlow i metod (17 stron),
przedstawienie uzyskanych wynikow (45 stron), dyskusje (16 stron), podsumowanie (2 strony) oraz
spis literatury. To zestawienie mowi wiele o ogromnym jak na doktorat materiale dos$wiadczalnym i
bardzo szerokim spektrum metod badawczych. Wstep dysertacji we wilasciwy sposéb wprowadza
czytelnika w zagadnienia dotyczace problematyki zwiazanej z zakwitami sinic, produkowanymi przez
nie rodzajami toksyn oraz skutkami biologicznymi, ktére wywotujg u zwierzat i ludzi. Integralng czgs¢
wstepu stanowi podrozdziat, w ktérym Doktorant w bardzo profesjonalny sposob dokonat przegladu
aktualnego stanu wiedzy na temat cylindrospermopsyny, ze szczegélnym uwzglednieniem
wystepowania tej cytotoksyny w zbiornikach wodnych na Swiecie, jej wiasciwosci
fizykochemicznych, biosyntezy, biologicznej aktywnosci w organizmach zwierzecych i rodlinnych
oraz metod stosowanych do jej jakosciowej i ilosciowej analizy. Podrozdzial ten w zgrabny sposéb
uzasadnia wybrany przez Doktoranta przedmiot badan wlasnych. Cele pracy zostaly sprecyzowane
jasno i konkretnie. Tres¢ zatozen jest jednoznaczna, a zakres przeprowadzonych badan i opis
stosowanych metod przygotowane sa niezwykle starannie. Wyniki eksperymentéw zostaly
przedstawione czytelnie i jasno. Zarowno prezentacja wynikdw, jak tez ich opis nie budza zadnych
zastrzezen. Dyskusja wlasnych wynikéw badan prowadzona jest w sposob dowodzacy doskonalej
znajomosci nie tylko piSmiennictwa, a takze wiedzy ogdlnej z zakresu pracy i dowodzi odwagi Autora
w formutowaniu wilasnych wnioskéw, a takze zdolnosci logicznego i syntetycznego myslenia.
Literatura przedmiotu jest bardzo dobrze dobrana. Autor wybrat 154 pozycje, nie ograniczajac sie do
prac najnowszych. Rozprawa od strony edytorskiej jest bardzo starannie opracowana, a uklad

graficzny i rozplanowanie tekstu zastugujg na bardzo wysoka ocene.



Przedmiotem pracy jest poszerzenie wiedzy o procesie dekompozycji cylindrospermopsyny
pod wplywem wybranych czynnikéw abiotycznych oraz charakterystyka produktow powstalych
podczas jej rozpadu. Biorac pod uwage staly wzrost czestosci i intensywnosci masowych zakwitow
sinicowych, toksyczno$¢ produkowanych przez nie metabolitow oraz ograniczong wiedzg na temat ich
oddziatywania w srodowisku naturalnym, jak réwniez znikoma wiedz¢ na temat skutecznych metod
ich usuwania ze zbiornikow wodnych, problem podjety przez Doktoranta jest niezwykle wazny oraz
ciekawy, zaréwno poznawczo, jak i z punktu widzenia praktycznego wykorzystania uzyskanej wiedzy
do opracowania procedur technologicznych dla uzdatniania wody.

Autor postawit sobie trzy zasadnicze cele:

- okreslenie stopnia dekompozycji cylindrospermopsyny indukowanej temperatura, pH o szerokim
zakresie oraz ekspozycja na promieniowanie UV-B i promieniowanie fotosyntetycznie aktywne,

- okreslenie stopnia toksycznosci produktéw dekompozycji cylindrospermopsyny w poréwnaniu do
oddziatywania czystej toksyny,

- zweryfikowanie hipotez okreslajacych wptyw cylindrospermopsyny na zdolnosci antyoksydacyjne
glutationu oraz obnizenie jej toksycznosci po chelatacji z jonami zelaza(I1I).

Material do badan stanowita cylindrospermopsyna, ktorej zrodlem byly sinice
Cylindrospermopsis raciborski szczep CS 505/7 z kolekcji Australian Algae Culture Collection
(Australia). Doktorant postuzyl sie odpowiednimi metodami hodowli ww. szczepu sinic i izolacji
cylindrospermopsyny oraz zaawansowanymi, analitycznymi metodami badawczymi do ilosciowej i
jakosciowej analizy uzyskanej toksyny oraz produktow jej dekompozycji, takimi jak: wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC) oraz ultrasprawna chromatografia cieczowa z tandemowa
spektrometria mas (UPLC-MS/MS). Zastosowal rowniez szereg metod biologicznych i
biochemicznych do oceny toksycznosci cylindrospermopsyny oraz produktéw jej dekompozycji,
takich jak: test oceny zywotnosci larw skorupiakow Thammocephalus platyurus, test analizy
bioluminescencji bakterii Vibrio fischeri, test aktywnosci kolagenazy, test aktywnosci elastazy,
metode biochemiczng do oceny zdolnosci antyoksydacyjnych glutationu oraz 3 testy z
wykorzystaniem ludzkich komorek naskdrka in vitro (test proliferacji WST-1, test cytotoksycznosci
LDH oraz test zarastania rany do oceny aktywnosci migracyjnej komoérek). Wszystkie zastosowane
metody zostaly dobrane w sposdb adekwatny do postawionych celow badan.

Punktem wyjscia do badan byly nieliczne doniesienia, dotyczace wplywu czynnikow
fizykochemicznych na stabilnos¢ czasteczki cylindrospermopsyny oraz niejednoznaczne informacje,
wyjasniajagce mechanizmy oddzialywania toksyny oraz produktéw jej rozpadu na organizmy. W
zwiazku z tym Autor pracy podjat probe przeprowadzenia wnikliwych studiéw nad oddziatywaniem
szerokiego zakresu temperatur, pH, promieniowania UV-B oraz promieniowania fotosyntetycznie
aktywnego i fikocyjaniny C wzbudzonej $wiatlem czerwonym na przebieg procesu dekompozycji
toksyny, ze szczegdlnym uwzglednieniem charakterystyki i toksycznosci produktéw tworzacych sig

podczas jej rozpadu.



Wyniki przeprowadzonych eksperymentow wykazaly idealng zgodnosé miedzy wartosciami i
ksztattami widm absorpeyjnych cylindrospermopsyny ekstrahowanej z komorek sinic i komercyjnego
wzorca, wskazujac na wysoki stopien czystosci otrzymanej toksyny. Dalsze badania potwierdzity
sugerowana weczesniej wysokg stabilnos¢ badanej czasteczki. Doktorant wykazal, ze oddziatywanie
roztworéw o pH kwasnym i obojgtnym (3, 5 oraz 7 jednostek) nie indukowato rozpadu toksyny. Jej
dekompozycje zaobserwowano wytacznie w warunkach alkalicznych w pH réwnym 10 i 12 jednostek.
Zastosowanie nowoczesnych technik analitycznych przez Doktoranta pozwolilo na oznaczenie 7
produktéw dekompozycji, ktore nazwano od C1 do C6 oraz 7-epi-cylindrospermopsyne. Z uwagi na
fakt, ze 6 z 7 otrzymanych produktéw dekompozycji nie zostalo do tej pory opisane w literaturze, na
szczegolng uwage zashuguja zaproponowane przez Doktoranta mozliwe sciezki fragmentacji masowej
produktow dekompozycji toksyny w warunkach zasadowego s$rodowiska oraz zaproponowane
struktury uzyskanych produktéw. Analiza wpltywu temperatury na stabilnos$¢ czgsteczki toksyny
wykazala, ze czasteczka ta nie ulegala rozkladowi zardwno w temperaturze pokojowej, jak i w
temperaturze 40 °C i 100 °C w szerokim zakresie pH. Jej dekompozycj¢ zaobserwowano jedynie w
warunkach rownoczesnego oddziatywania temperatury 100 °C i srodowiska silnie alkalicznego o pH
10 i 12. Doktorant wykazal réwniez duza stabilno$¢ toksyny pod wplywem promieniowania
fotosyntetycznie aktywnego oraz fikocyjaniny C wzbudzonej swiatlem czerwonym z réwnoczesnym
oddzialywaniem szerokiego zakresu pH i temperatury pokojowej. Jedynie réwnoczesne dziatanie
promieniowania UV-B i $rodowiska silnie alkalicznego o pH 10 i 12 wywotalo znaczne obnizenie
stezenia toksyny w roztworze wodnym. Szczegotowa analiza produktow rozpadu toksyny wykazata 6
produktéw i pozwolifa na zaproponowanie $ciezki fragmentacji masowej poszczegdlnych produktow i
ich struktur. Co ciekawe, czes$¢ sposrod oznaczonych produktow roznita sie od produktéw powstatych
wylacznie pod wpltywem srodowiska silnie alkalicznego, co wskazywaloby na to, Ze promieniowanie
UV-B moze by¢ czynnikiem przyspieszajacym dekompozycje toksyny. Nalezy podkresli¢ i docenié,
ze wyniki uzyskane przez Doktoranta, w czgsci, sa pierwszymi, a w czgsci jednymi z pierwszych tego
rodzaju wynikow uzyskanych na swiecie. Podsumowujac, uzyskane wyniki, wskazujace na
przyspieszong degradacje toksyny pod wplywem wysokiej temperatury, promieniowania UV-B i
alkalicznego pH moga okaza¢ si¢ bardzo przydatna informacja podczas opracowania procedur
technologicznych dla oczyszczania wody.

Kolejnym, bardzo ciekawym  aspektem pracy ©bylo zbadanie toksycznosci
cylindrospermopsyny oraz produktéw jej dekompozycji. Doktorant zastosowat do tego celu bardzo
szerokie spektrum metod badawczych, pozwalajacych na kompleksowa ocene skutkéw biologicznych
toksyn z zastosowaniem mikroorganizméw oraz skorupiakow, jak réwniez na poziomie
biochemicznym i komodrkowym (ludzkie keratynocyty). Eksperymenty z zastosowaniem larw
skorupiakéw wykazaly silng toksycznos¢ czystej cylindrospermopsyny w bardzo niskich dawkach,
ale nie wykazaly takiej toksycznosci w przypadku produktéow jej rozpadu, ktére powstaly po

zastosowaniu wysokiej temperatury i alkalicznego $rodowiska oraz po zastosowaniu promieniowania
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UV-B i alkalicznego s$rodowiska. Podobne wyniki uzyskano po przeprowadzeniu testu z
zastosowaniem bioluminoscencyjnych bakterii  Vibrio fischeri. Natomiast, wyniki badan
biochemicznych, dotyczacych pomiaru aktywnosé kolagenazy i elastazy wykazaty, ze zaréwno czysta
toksyna, jak rowniez produkty jej dekompozycji, istotnie obnizaly ww. aktywnosci. Doktorant
wykazal jednocze$nie, ze hamowanie aktywnosci reakcji enzymatycznych zalezato w istotnym stopniu
od stezenia toksyny oraz produktoéw jej rozpadu i czasu reakcji. Niezwykle ciekawe dla mnie sg
wyniki badan dotyczace wplywu cylindrospermopsyny oraz produktéw jej dekompozycji na
cytotoksycznos¢ komorkowa, aktywno$é proliferacyjna oraz aktywnos¢ migracyjna ludzkich
keratynocytow in vitro. Prawdopodobienstwo narazenia ludzi i zwierzat na toksyng i/lub produkty jej
rozpadu poprzez skore jest oczywiste podezas rekreacyjnego i gospodarczego korzystania ze
zbiornikow wodnych, a mozliwos¢ ich transportu do innych organow oraz zdolnos¢ ich akumulacji w
tkankach moze istotnie wplywa¢ na zdrowie ludzi. Wyniki uzyskane przez Doktoranta jasno
wykazaly, ze zaréwno czysta toksyna, jak rowniez produkty jej rozpadu wywotaty zalezny od dawki
spadek proliferacji komoérek. Analiza cytotoksycznosci badanych zwigzkéw za pomoca testu LDH
potwierdzita wyniki testu proliferacji, wskazujac na to, ze nawet niewielkie dawki czyste;
cylindrospermopsyny prowadza do rozleglych i nieodwracalnych uszkodzen blon komorkowych
keratynocytéw. W przypadku produktow jej rozpadu, ich cytotoksycznos¢ byta scisle zalezna od
dawki. Wyniki eksperymentéw dokumentujacych aktywno$¢ migracyjna keratynocytéw pozostaja w
$cistej korelacji z wynikami poprzednich 2 testow, wskazujac na zahamowanie regeneracji warstwy
komorkowej.

Ostatnim  celem  pracy bylo  zweryfikowanie hipotez  okreslajacych  wplyw
cylindrospermopsyny na zdolnosci antyoksydacyjne glutationu oraz proba obnizenia jej toksycznosci
po chelatacji z jonami zelaza(IIl). Uzyskane w pracy wyniki wykazaly, Zze ani cylindrospermopsyna,
ani produkty jej rozpadu nie hamowaty reakcji usuwania wolnego rodnika przez glutation, co sktonito
Doktoranta do przedstawienia kilku mozliwych hipotez obserwowanego zjawiska. Jedna z nich
zakladata mozliwy udzial cytochromu P450 w obnizeniu toksycznosci badanych zwigzkow.
Przeprowadzone eksperymenty nie potwierdzily jednak tych przypuszczen. W przypadku weryfikacji
pozostatych hipotez odczuwam pewien niedosyt, poniewaz Doktorant dokonal ich na podstawie
doniesien literaturowych, a nie badan wlasnych. Ta uwaga nie umniejsza jednak wartosci rozprawy i
mysle, ze eksperymentalna weryfikacja pozostatych hipotez moglaby w przysziosci stanowi¢ ciekawy
aspekt przyszlej pracy naukowej Doktoranta. Natomiast, bardzo ciekawym uzupetieniem rozprawy sa
badania dotyczace wplywu chelatacji cylindrospermopsyny i produktéw jej dekompozycji z jonami
zelaza(IlT) na ich biologiczng aktywno$é. Chociaz uzyskane wyniki nie wykazaty istotnych zmian
toksycznosci badanych zwigzkoéw po ich zwigzaniu z jonami zelaza(Ill), w poréwnaniu do czystej
toksyny i produktéw jej rozpadu, to kontynuacja podobnych badan jest niezwykle istotna, zaroOwno z

poznawczego punktu widzenia, jak rowniez z punktu widzenia ekotoksykologii tych zwigzkow.



W konkluzji stwierdzam, ze Doktorant omowit i przedyskutowat uzyskane wyniki badan w
sposob syntetyczny i spojny, wykazujgc logiczne powiazanie gtownych celéw rozprawy doktorskiej.
Wyniki badan sg ponadto oryginalne, wzbudzaja wysoki stopien zaufania czytelnika i poszerzaja w
istotny sposéb wiedze¢ na temat cylindrospermopsyny i produktéw jej dekompozycji oraz ich
toksycznosci. W opinii recenzenta stanowig one niezwykle istotny wklad do osiggnie¢ naukowych w
Polsce i na $wiecie. Oceniajgc cato$¢ recenzowanej rozprawy nalezy uznac, iz jest ona Swiadectwem
ogromnej pracowitosci Doktoranta i bardzo dobrej znajomosci podjgtego tematu. Badania prowadzono
z zastosowaniem licznych i zaawansowanych metod. Praca napisana zostala poprawnym jezykiem z
zachowaniem zasad przygotowywania prac naukowych. Zaréwno zawartos¢ merytoryczna rozprawy,
jak i sposob analizy wynikéw $wiadcza o dojrzatosci naukowej oraz doskonalym warsztacie

badawczym i w pelni uzasadniaja ubieganie si¢ o stopien doktora.

W zwigzku z tym stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pana mgr. Michata Adamskiego
spelnia warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pézn. Z

mianami) i wnioskuje do Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie o

dopuszczenie Pana mgr Michata Adamskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

7 uwagi na bardzo szeroki zakres prac doswiadczalnych, ich interdyscyplinarnosé, wysoki poziom
naukowy, nowatorski charakter i kluczowy wplyw na rozwdj nauki oraz warto$¢ praktyczna,

wnioskuj¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pana mgr.Michata Adamskiego.
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