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Recenzja zostata przygotowana na zlecenie Politechniki Slgskiej w oparciu o art. 187 Ustawy

z dnia 20 lipca 2018 r. (z pozn. zm.), dotyczacy wymagan stawianych rozprawom doktorskim

Prace badawcze opisane w przedstawionej rozprawie zostaty zrealizowane w ramach programu
MEIN pt. ,,Doktorat wdrozeniowy"-Il edycja, we wspétpracy z Siecig Badawczg tukasiewicz

Instytutem Przemystu Organicznego w Pszczynie.

Badania toksycznosci substancji chemicznych stanowia jeden z najwazniejszych etapow
wprowadzania nowych zwigzkéw chemicznych do uzytku. Wiekszo$¢ nowosyntetyzowanych
substancji nie jest stosowana z uwagi na wystepowanie efektéw ubocznych i niepozadanych.
Na poczatku swojej dysertacji Pan mgr Robert Sornat przedstawit krotko historie badan
toksykologicznych na zwierzgtach, okreslajac tym mianem, zgodnie z powszechng nomenklaturg
toksykologiczng, tylko ssaki. Najwiecej uwagi poswiecit rozwojowi badarn wptywu czynnikow
toksycznych na reprodukcje irozwdj przedporodowy. Jak stusznie zauwaiyt, znaczenie tych

badan wzrosto po tragedii zwigzanej z wprowadzeniem do obrotu talidomidu.

Nastepnie Doktorant ukazat wybrane czynniki teratogenne w otoczeniu/srodowisku
cztowieka, w tym czynniki biologiczne, fizyczne, a takie podstawowe przyktady czynnikéw
chemicznych, od powszechnie stosowanych takich jak alkohol i nikotyna, poprzez leki
przeciwpadaczkowe, talidomid, metale, po srodki ochrony roslin. Przy omawianiu talidomidu
powinien wspomniec, iz teratogenny jest jedynie izomer S, a obecne stosowanie w lecznictwie
izomeru R ograniczone jest do osob nie planujgcych posiadania dzieci. Podrozdziat o metalach

sugeruje, ze wiekszos¢ metali tzw. ciezkich ma dziatanie teratogenne, gdyz powoduje zaburzenia
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w syntezie biatka i indukcje wolnych rodnikéw. Podajac przyktady naleiy wystrzega¢ sie zbyt
daleko idacych uogélnien. Nawigzujgc do badanych w pracy zwigzkow toksycznych, Doktorant
najszerzej omoéwit dziatanie teratogenne srodkéw ochrony roslin, wskazujgc, ze dziatanie
teratogenne i szkodliwy wptyw na zdolnosci rozrodcze, takze u meiczyzn, wykazujg réine
rodzaje zwigzkow, na skutek réznych mechanizmow dziatania. Niestety ponownie pojawito sie
uogolnienie, wskazujace na to, ze szkodliwe dziatanie w rownym stopniu dotyczy pracownikow
stosujacych Srodki ochrony roélin oraz ludzi spoiywajgcych 2ywno$¢ zanieczyszczong

pozostatosciami pestycydow.

W rozdziale 6 Pan mgr Robert Sornat przedstawit ewolucje badan na ssakach
uwarunkowang zmianami podejscia etycznego i zmianami prawnymi dotyczacymi wykorzystania
ssakow w badaniach naukowych. W ciggu niecatych 50 lat od przyjecia Swiatowej Deklaracji
Praw Zwierzat, w mysl zasady 3R zmodyfikowano metody badarn na ssakach znacznie
ograniczajace ich liczbe w badaniach, szczegdlnie toksykologicznych, poprawiono ich dobrostan,
a tam gdzie to mozliwe — wprowadzono metody alternatywne. Doktorant szczegétowo omowit
zmiany w zaleceniach OECD dotyczacych testow toksykologicznych na tej grupie zwierzat.
Przytaczajac przykifady metod alternatywnych napisat, iz tylko ich rozwdj moze przyczynic sie do
znaczgcej redukcji liczby stosowanych zwierzgt laboratoryjnych. Opis ten postuzyt
Doktorantowi jako wprowadzenie do ukazania uzasadnienia zasadniczego celu pracy -
koniecznosci opracowania metod alternatywnych do badan embriotoksycznosci
i teratogennosci. Wybrane zostaty dwa organizmy, stutbia pospolita (Hydra attenuata) do oceny
wczesnego rozwoju embrionalnego oraz danio pregowane (Brachydanio rerio) do oceny procesu
organogenezy. Wybdr tych organizméw zostat uzasadniony poprzez ukazanie pokrewierstwa
ewolucyjnego bezkregowcdw i kregowcow (rozdziat 7), szczegdtowy opis budowy H. attenuata,
w tym mechanizmy jej regeneracji (rozdziat 9) oraz wady izalety B. rerio jako modelu
badawczego (rozdziat 10). Przesledzenie rozwoju embrionalnego tej ryby znacznie utfatwitby
zestaw rycin ukazujacych kazdg z faz rozwojowych. O ile wybér danio pregowanego nie budzi
watpliwosci, ryba ta jest obecnie powszechnie wykorzystywana w réznego typu badaniach
naukowych, w tym biomedycznych i toksykologicznych, o tyle wybdr stutbii obarczony byt
wysokim ryzykiem niepowodzenia. Dotychczasowe eksperymenty prowadzone na tym

organizmie byty skoncentrowane na poznaniu mechanizméw regeneracji.

Czesc teoretyczna pracy wskazuje na dobra znajomo$éé przez Doktoranta aktualnych
metod badawczych stosowanych w toksykologii, wyzwarn stojacych przed naukowcami
i praktykami wobec rosnacej swiadomosci etycznej prowadzacej do ograniczenia w badaniach
liczby kregowcow, przede wszystkim ssakow, a takze na bardzo szczegétowa wiedze odnosnie
stosowanych przez niego organizmow testowych. Pewien niedosyt rodzi zbyt fragmentaryczne
ukazanie przyktadéw alternatywnych metod badania embriotoksycznosci, zwtaszcza

w kontekscie srodkéw ochrony roslin.



W czesci doswiadczalnej Autor ocenit aktywnos¢ biologiczng 36 substancji podzielonych
na trzy grupy: silnych teratogendw, zwigzkéw powodujgcych toksycznosé dla okresu
przedporodowego w zakresie toksycznosci matczynej oraz zwigzkow niewptywajacy na rozwdj
przedporodowy. Dane dotyczace dziatania wybranych substancji na ssaki uzyskat z dostepnych
baz danych. W badaniach zastosowat dwa testy na stutbii: toksycznosci ostrej i oceny zdolnosci
do regeneracji oraz powszechnie znany test na wczesnych stadiach rozwojowych ryb. Przy opisie
metod badawczych brakuje informacji, na ile procedury testéw sg zgodne z procedurami
standardowymi np. OECD 236, jakie ewentualne zmiany zostaty wprowadzone, czy stosowano
kontrole pozytywne, a takze jakie kryteria jakosci wynikéw (np. w kontrolach negatywnych) byty
stosowane. W przypadku wdrozenia nowej metody do rutynowej kontroli, a taki jest jeden
z celéw doktoratu wdroieniowego, bardzo istotne jest opracowanie i walidacja kryteriow
waznosci testu. Na przyktad OECD 236 zaleca stosowanie 3,4-dichloroaniliny jako kontroli

pozytywnej przy kaidej nowej serii badan.

Uzyskane wyniki Doktorant przedstawit w Zataczniku do pracy, a takze zebrat w tabelach,
zaznaczajac kolorami odpowiednie klasy toksycznosci. Niewatpliwym istotnym elementem
w pracy jest zastosowanie w tescie na stutbii wspoétczynnika toksycznosci Tl wskazujacego
potencjal badanej substancji do wywolywania zmian w procesie rozwoju organizmu.
Wspdtczynnik ten, takie podzielony na klasy, utatwit analize wynikéw. Jednakie nasuwa sie
pytanie, czy podziat ten zostat wykonany arbitralnie, czy na podstawie wczesniejszych badan,
czy przy zastosowaniu metod analizy matematycznej? Uzyskane wyniki zostaty przedstawione
klasycznie, poprzez szczegétowy opis danych w kazdej grupie badanej. Z uwagi na znaczng liczbe
danych przy ich analizie pomocne by byto zastosowanie bardziej zaawansowanych metod
statystycznych np. analizy PCA, ktére moglyby utatwié wyciggniecie dodatkowych wnioskéw.

W celu weryfikacji przydatnosci testow do oceny embriotoksycznosci badanych
substancji Doktorant wykorzystat wartosci wspétczynnika Tl z testéw na stutbii oraz wartosci
rozpietosci R z testow na rybach. Jest to podejscie interesujace, dajace waine wskazéwki
odnosnie subletalnego dziatania badanych prébek, umoiliwiajagce wyodrebnienie grup
substancji o odpowiednim profilu toksycznego dziatania. Jednakze, ponownie pojawia sie
pytanie czy wartosci graniczne zostaty ustalone z zastosowaniem odpowiednich metod
optymalizacji i dlaczego wartoéci te sg inne niz w publikacji Sornat i in., 2021
(https://doi.org/10.1016/j.toxrep.2021.09.006).

W dyskusji wynikoéw Autor rozprawy przedstawit dane dotyczace mechanizmow
dziatania embriotoksycznego i teratogennego badanych srodkéw ochrony roslin. Wykazat, iz
z uwagi na dziatanie na péine fazy rozwoju, mozna zrozumie¢ dlaczego nie zaobserwowano
efektéw embriotoksycznych dla niektérych substancji w tescie na stutbii. Przebieg dyskusji
wskazuje na dobrg znajomos¢ przez Pana magistra réinych mechanizméw dziatania
warunkujgcego toksycznosé przedporodowa, a takie umiejetnosé krytycznego podejscia do

wiasnych wynikow badan. Na koniec dyskusji Doktorant przedstawit propozycje oceny



punktowej dla klasyfikacji wynikdéw obu testéw, gdyby miatyby by by¢ stosowane jako testy

przesiewowe do oceny toksycznego dziatania na rozwoj.

W podsumowaniu, bedacym dalszym ciggiem dyskusji wynikéw, Autor wskazat na
szerokie stosowanie testu na wczesnych stadiach rozwojowych ryb, takie w badaniach
pestycydéw. W tym miejscu zabrakto informacji, czy badane w pracy zwigzki byty wczesniej
analizowane przez innych autoréw i czy uzyskane w pracy wyniki sg zbieine z danymi
literaturowymi dotyczgcymi badan na zarodkach ryb. Autor rozprawy przedstawit takie
trudnosci techniczne badan na zarodkach ryb oraz wskazat na mozliwosci obserwacji innych
rodzajow efektéw testowych po zastosowaniu odpowiedniej aparatury lub barwienia.
Z uzyskanych wynikéw Doktorant wyciggnat 6 wnioskow, a takie przedstawit 4 rekomendacje

dalszych badan.

Podsumowujac merytoryczng ocene rozprawy uwazam, ze zaplanowany zakres badan

zostat zrealizowany. Za najwazniejsze osiggniecia uwazam:

1) Zaproponowanie systemu klasyfikacji toksycznosci przedporodowej opartego na
wynikach testéw przesiewowych uzyskanych przy uzyciu na prostych metod
diagnostycznych;

2) Uzyskanie bazy wynikow toksycznosci dla wczesnych stadiow rozwojowych ryby B. rerio,
dla duzej grupy srodkdéw ochrony roslin.

3) Uzyskanie bazy wynikow dla stutbii zarowno efektéw letalnych, jak i subletalnych.
Pomimo stabej zdolnosci predykcyjnej tego testu w stosunku do embriotoksycznosci
wyniki te sg bardzo cenne z uwagi na moiliwos¢ powigzania ich z mechanizmami
dziatania badanych substancji toksycznych i weryfikacji klasyfikacji toksycznosci

pestycydow dla ekosystemoéw wodnych.
Uktad pracy

Praca stanowi klasyczna dysertacje ztozong z czesci teoretycznej (rozdziaty 1-11), celu
pracy, czesci doswiadczalnej (rozdziaty 13-18) podzielonej na metody, wyniki, dyskusje,
podsumowanie i wnioski oraz pismiennictwo. Liczy 210 stron, z czego na wtasciwg czesc¢ pracy
przypadajg 132 strony, reszte stanowi zatacznik prezentujacy szczegotowe wyniki
przeprowadzonych analiz zebrane w 77 tabelach. Tekst poprzedzony jest spisem tresci oraz
krotkim wykazem skrétow i oznaczen. Brak jest spisu tabel, ktéry utatwitby wyszukiwanie
informacji, takze z zatacznika. Spis pi$miennictwa obejmuje ponad 200 pozycji, w wiekszosci
artykutdw z czasopism anglojezycznych, ale takze zaleceri/standardéw miedzynarodowych oraz
fragmentow baz danych zawierajacych informacje o badanych zwigzkach. Praca napisana

poprawnym jezykiem, nieliczne btedy i uwagi przedstawiono ponizej.



Drobne uwagi do pracy

e Dlaczego stosowano nazwe hydra, jesli istnieje polska nazwa stuthia? W pracy powinna by¢
zamieszczona petna systematyka obu organizméw testowych. Stosujac nazwy tacinskie
organizméw za pierwszym razem powinna by¢ podana petna nazwa gatunkowa (Hydra
attenuata), a poiniej — tylko jej skrot — H. attenuata.

e Dlaczego, w celu obliczenia wartoéci EC50 i LC50, stosowano metode Krabera, a nie
najczesciej polecang metode Probitowg?

e W pracy powinny by¢ wiasciwie stosowane stowa: , liczba” oraz ,ilos¢” ; wartosci liczbowe
powinny by¢ zaokraglane do odpowiedniej liczby cyfr znaczacych;

e Zamiast Rys. powinno by¢ Ryc. Pojecie rycina obejmuje wszelkie obrazy, wykresy,
fotografie, a takze rysunki;

e Strona 95. Jaki poziom (procent) reakcji toksycznych uznano za LCO, czyli pierwsze objawy?

e Strona 7. Wirus opryszczki — powinno byc HSV;

e Strona 16. Czy podstawy prawne opisane w cytowanej pracy z 2012 sg dalej aktualne?

e Strona 20. Czy cytowana praca: OECD, 2012 dotyczy aktualizacji z 2017 i 2020 roku?

e Tabela 4 (i nastepne). Brak jednostek stezen przy danych LC50 i EC50;

Whiosek koricowy

Reasumujac, podjety przez Doktoranta temat stanowi bardzo aktualne zagadnienie
z punktu widzenia toksykologii srodowiskowej i wpisuje sie w trend poszukiwania metod
alternatywnych w stosunku do stosowanych obecnie badan na ssakach. Przedstawione powyzej
uwagi krytyczne nie umniejszajg mojej pozytywnej oceny catosci pracy. Oceniana rozprawa
doktorska stanowi oryginalny i indywidualny wkiad doktoranta w rozwdj nauk srodowiskowych
(dyscypliny: inzynieria Srodowiskowa) i spetnia wszystkie wymagania zawarte w art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. (z poZn. zm.). Majac na uwadze wszystkie powyzisze fakty, z petnym
przekonaniem sktadam wniosek o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr. Roberta Sornata

i dopuszczenie go do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Podpisat Grzegorz Natecz-Jawecki



