V, UNIWERSYTET SLASKI
W KATOWICACH

dr hab. Urszula Guzik, prof. us Katowice; 15.06.2023
Wydzial Nauk Przyrodniczych

Uniwersytet Slaski w Katowicach

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr. ROBERTA SORNATA
p-t. ,Opracowanie i walidacja alternatywnej metody badania teratogennosci z

wykorzystaniem Hydra attenuata i Brachydanio rerio”

Oceniana rozprawa doktorska zostala wykonana w Katedrze Biotechnologii Srodowiskowej
na Wydziale Inzynierii Srodowiska i Energetyki Politechniki Slaskiej w Gliwicach pod kierunkiem
promotora dr hab. inz. Joanny Kalki, prof. PS. Praca finansowana byla ze srodkow MNiISW w
ramach I edycji Doktoratu wdrozeniowego” i realizowana we wspolpracy z Siecia Badawczg

tukasiewicz — Instytut Przemyshi Organicznego Oddziat w Pszczynie.
Podstawa wykonania recenzji

Recenzj¢ wykonalam w oparciu o uchwate Rady Dyscypliny Inzynieria Srodowiska,
Goérmictwo i Energetyka Politechniki Slaskiej w Gliwicach z dnia 20 kwietnia 2023 roku oraz

dostarczonego egzemplarza rozprawy doktorskiej.

Znaczenie i aktualno$¢ zagadnien zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej

Rozwoj przemystu i rolnictwa powoduje zwigkszenie ilosci substancji szkodliwych
dostajgcych si¢ do wody, gleby i powietrza, a wprowadzanie na rynek nowych zwiazkow
chemicznych wymaga ich testowania pod katem bezpieczenstwa dla ludzi i srodowiska. Pociaga to
za sobg konieczno$¢ rozwoju badan toksykologicznych i ekotoksykologicznych, tak istotnych w
naukach $rodowiskowych, w tym inzynierii rodowiska. Jednak wykorzystywanie w tych badaniach
zwierzat laboratoryjnych, zwlaszcza kregowcow, budzi coraz wigkszy sprzeciw spoteczny. Stad tez
istnieje konieczno$¢ opracowywania alternatywnych metod toksykologicznych, ktére z jednej

strony pozwola ograniczy¢ liczbg zwierzat laboratoryjnych, a z drugiej zapewnia rzetelna ocene
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substancji chemicznych pod katem ich bezpieczenstwa. Badania przeprowadzone w ramach pracy

doktorskiej mgr. Roberta Sornata stanowig odpowiedz na to zapotrzebowanie.
Ocena formalna pracy doktorskiej

Praca doktorska Pana mgr. Roberta Sornata zatytulowana ,,Opracowanie i walidacja
alternatywnej metody badania teratogennosci z wykorzystaniem Hydra attenuata i Brachydanio
rerio” zostala zrealizowana w formie klasycznej monografii. Prace rozpoczynajg streszczenia pracy
W je¢zyku polskim oraz angielskim. Nastepnie, po krotkim wprowadzeniu, na kolejnych 44 stronach
przedstawiono przeglad literatury ktéry porusza wszystkie niezbedne informacje dotyczace
teratologii, poczynajgc od historii rozwoju badan toksycznosci rOZWOJOWE]j, poprzez opis
czynnikow teratogennych w $rodowisku czlowieka i regulacji prawnych zwigzanych z
wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych w badaniach toksykologicznych, a konczac na
charakterystyce potencjalnych modeli badawczych. Przygotowanie tej czesci rozprawy wymagato
bardzo duzego naktadu pracy w wybranie najbardziej istotnych informacji dotyczacych
prezentowanego tematu, co bylo niezmiernie trudne, majac na wzglgdzie obszernoéé zagadnienia.

Cel pracy, hipotezy oraz zadania badawcze Autor przedstawit bardzo czytelnie. Celem pracy
bylo opracowanie alternatywnej metody badawczej do badania toksycznosci rozwoju
przedporodowego na szczurach i krolikach. Aby go zrealizowaé przeprowadzono szereg testOw na
wybranych dwoch gatunkach zwierzat: Hydra attenuata oraz Brachydanio rerio, sprawdzajacych
odpowiedz tych zwierzat na narazenie stosowanymi w $rodkach ochrony roslin substancjami
czynnymi. Nastgpnie przeprowadzono ewaluacj¢ obserwowanych zmian i opracowano oceng
punktowg pozwalajaca na klasyfikacje poszczegdlnych zwiazkéw. Jest to wiec spojny koncepcyjnie
plan dzialania.

Sekcj¢ Metody zawarto na 15 stronach. Opis jest szczegblowy i pozwala na pele
zaznajomienie si¢ z metodyka badawczg zastosowang do realizacji eksperymentéw.

Przedstawienie wynikéw badan oraz ich dyskusja obejmuja kolejne 52 strony tekstu wraz z
rysunkami i tabelami. W mojej ocenie Doktorant niepotrzebnie wydzielit dwa odrgbne rozdziaty:
Analiza wynikéw oraz Dyskusja wynikow, zamiast polaczy¢ je w jeden rozdziat Wiyniki i dyskusja,
gdyz wielokrotnie, podczas prezentacji wynikéw, przeprowadzal jednoczeénie ich analizg i

wyciggal wnioski. Nalezy zwréci¢ rowniez uwage, ze w czesci metodycznej Doktorant opisal
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stosowane testy statystyczne, ale nie zamiescit wynikow tych testow w sekcji Analiza wynikow.
Nie zmienia to oczywiscie faktu, ze uzyskane wyniki zostaly zaprezentowane ze szczegllng
starannoscia.

Doktorant w swojej rozprawie doktorskiej nie tylko zaprezentowat wyniki, ale co najwazniejsze,
przedyskutowal ich znaczenie w odniesieniu do literatury polskiej i Swiatowe]. Zdaniem
recenzentki, tak powinna wyglada¢ dojrzata dyskusja naukowa. Doktorant ma poswiadczaé
umiejgtnos¢ prowadzenia badan i interpretacji uzyskanych wynikéw, czyli kluczowym elementem
kazdej pracy doktorskiej ma by¢ rozbudowana i dojrzata dyskusja wynikéw. Pan mgr Robert Sornat
dobrze wywigzal sie z tego zadania.

Wnhioski wynikajgce z uzyskanych wynikoéw zawarto na dwoch stronach, trafnie wybierajac
najbardziej interesujace dla $rodowiska naukowego osiggniecia bedace efektem realizacji doktoratu.
Nastgpnie zamieszczono listg 350 zrodet literaturowych oraz zataczniki zawierajace surowe dane
dla wartosci LCso i ECso oraz TI(LCso) i TI(ECso) uzyskane w testach na hydrach oraz wyniki
obserwacji rozwoju embrionéw Brachydanio rerio. Calosé pracy doktorskiej zawarto na 210
stronach A4.

Praca napisana jest ze znaczng liczba literowek, niezrgcznosci stylistycznych oraz bledow
interpunkcyjnych, ale poprawnym stylistycznie jezykiem.

Doktorat wdrozeniowy powinien zawiera¢ zarowno elementy nowosci naukowej, jak réwniez
rozwigzywa¢ problem technologiczny, z ktérym zmaga si¢ firma, w ktorej doktorant jest
zatrudniony. Pod tym wzglgdem praca Pana mgr. Roberta Sornata catkowicie spelnia stawiane jej
wymagania. Doktorant zrealizowal przemyslane i zaplanowane badania oceny teratogennosci
zwigzkéw chemicznych stosowanych w $rodkach ochrony roélin z wykorzystaniem organizmow
Hydra attenuata i embrionéw Brachydanio rerio, celem opracowania metody alternatywnej do
badania teratogennosci na szczurach i krolikach. Przeprowadzit szereg logicznie wynikajacych z
sicbie eksperymentéw, stosujac liczne analizy laczace wiedze z zakresu toksykologii, chemii
analitycznej, anatomii zwierzat oraz embriologii. Ponadto wykazat sie umiej¢tnoscia poprawnej
analizy wynikow i wyciggania wnioskow. Najwazniejszymi osiggnigciami niniejszego doktoratu sa:

* wykluczenie testu na regeneracj¢ z wykorzystaniem Hydra attenuata jako narzedzia

diagnostycznego W przesiewowym badaniu teratogennosci zwiazkow chemicznych
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stanowigcych potencjalne zanieczyszczenia srodowiska ze wzgledu na niska czulo$é i
doktadnosc¢ testu;

e wykazanie, ze wystgpowanie wad rozwojowych u embriondw Brachydanio rerio jest
najlepszym parametrem réznicujacym zwigzki teratogenne od nieteratogennych;

e opracowanie uniwersalnego testu przesiewowego z zastosowaniem dwoch modeli
badawczych, opartego na ocenie punktowej wplywu zwigzkéw chemicznych na
teratogennosc.

Analizujac niniejszg pracg doktorska pod katem aktualnosci podjetych badan mozna z cala
pewnoscig stwierdzi¢, ze Autor z sukcesem odnalazl swojg nisz¢ badawcza, a realizowane przez
Niego badania beda interesujace dla szeregu naukowcéw zainteresowanych opracowywaniem
nowych testow toksykologicznych.

Nie mam istotnych uwag krytycznych do recenzowanej pracy, za§ wymienione ponizej punkty
majg forme sugestii i beda stanowi¢ poczatek dyskusji w trakcie obrony pracy doktorskiej.

1. W opisie substancji teratogennych w $rodowisku Doktorant skupit si¢ na lekach
przeciwpadaczkowych oraz talidomidzie. Czy sa to jedyne dotychczas opisane leki
powodujace wady wrodzone?

2. Jako jeden z mozliwych mechanizméw dzialania teratogennego talidomidu u cziowieka
Doktorant podaje rozkiad leku przez peroksydaze chrzanowa i powstawanie
wolnorodnikowych produktéw posrednich oraz reaktywnych form tlenu utleniajacych DNA.
Jak wyjasni¢ ten mechanizm, jezeli peroksydaza chrzanowa nie wystepuje w organizmie
czlowieka?

3. Co Doktorant mial na mysli piszac o korzystnych efektach antagonistycznego dziatania
talidomidu wobec czynnika martwicy nowotworu TNF-alfa w powiklaniach cigzkich choréb
zwiagzanych z TNF-alfa?

4. Doktorant w rozprawie pisze, ze pestycydy ,,[...] modulujg aktywnos¢ roznych enzyméw, w
tym dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy, glutationu [...]”. W zwiagzku z powyzszym prosze
0 wyjasnienie, czym jest glutation?

5. W czgdci teoretycznej rozprawy doktorskiej zabraklo informacji o dotychczasowym
wykorzystaniu w badaniach toksykologicznych gtéwnych obiektéw badaf Doktoranta, czyli

Hydra attenuata i Brachydanio rerio. Bardzo proszg o przedstawienie tego watku.
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6. Analizujac znaczenie indexu TI dla klasyfikacji zwigzkéw w rozwoju toksycznodci
przedporodowej Doktorant podal dwa czynniki, wraz z uzasadnieniem, oslabiajace
znaczenie tego indexu, a mianowicie réznorodno$¢ chemiczng badanych zwiazkéw oraz
budowg anatomiczng hydry, wskazujac jednoczesnie, ze hydra moze byé dobrym modelem
dla wezesnych faz rozwojowych. Jako czynnik nie pozwalajacy pozytywnie zweryfikowaé
hydry jako modelu badawczego dla wezesnych faz rozwojowych Doktorant podal istnienie
wspolnych ewolucyjnie szlakéw metabolicznych kierujacych procesami rozwoju czy

regeneracji. Proszg o rozwinigcie tego tematu.

Whiosek koncowy

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr. Roberta Sornata napisana w formie klasycznej
monografii przedstawia szeroko zakrojone wyniki badan, ktére zostaly przez Doktoranta
przeanalizowane w oparciu o dostgpng literature naukowa. Rozprawa doktorska jest merytorycznie
poprawna i potwierdza mozliwo$¢ praktycznego zastosowania uzyskanych w niej wynikéw, w
szeroko pojetej toksykologii. Moje uwagi nie wplywaja negatywnie na 0golng, bardzo dobrg, ocene
pracy. Stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr. Roberta Sornata spenia
wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2020 r., poz. 85) i WNOSZ¢ 0

dopuszczenie Pana mgr. Roberta Sornata do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem

dr hab. Urszula Guzik, prof. US
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