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RECENZJA
rozprawy doktorskiej pana mgr Roberta Sornata pt. ,,Opracowanie i walidacja alternatywnej
metody badania teratogennosci z wykorzystaniem Hydra attenuata
i Brachydanio rerio”

Podstawa opracowania recenzji byto pismo z dnia 4.05.2023 (RIE-BD.512.33.2023)
wystosowane przez Przewodniczgcego Rady Dyscypliny Inzynieria Srodowiska, Gornictwo
i Energetyka Politechniki Slaskiej, Prof. dr hab. inz. Andrzeja Rusina, w ktérym powierzono mi
wykonanie oceny rozprawy doktorskiej mgr Roberta Sornata

1. Wstep

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata zrealizowana w ramach
programu Ministerstwa Edukacji i Nauki ,Doktorat wdrozeniowy” i zrealizowana pod
kierunkiem dr hab. inz. Joanny Kalki z Katedry Biotechnologii Srodowiskowe] Politechniki
Slaskiej oraz dr Anny Daniel-Wdjcik jako promotora pomocniczego z Sie¢ Badawcza
tukasiewicz - Instytut Przemystu Organicznego, oddziat w Pszczynie. Jest to praca z zakresu
dyscypliny naukowej inzynieria Srodowiska, gérnictwo i energetyka.

2. Charakterystyka rozprawy doktorskiej

Uktad pracy, struktura podziatu tresci, kolejnos¢ rozdziatéw, kompletnosé tez itp.

Praca liczy ponad 200 stron, przy czym czesc teoretyczna stanowi ok % catej pracy.
Pozostata cze$¢ pracy zawiera tresci zwigzane z badaniami wtasnymi i interpretacjg wynikow.
Uktad pracy jest jak najbardziej prawidtowy, rozprawa sktada sie z 18 rozdziatéw, przy czym
cze$C teoretyczna obejmuje 11 rozdziatéw, w ktérych autor w sposdb przemyslany
i uporzadkowany dokonuje przegladu literaturowego obejmujgcego zagadnienia zwigzane
z realizacja swojego problemu badawczego. Cze$¢ eksperymentalna pracy rozpoczyna sie od
jasno sprecyzowanego celu, zakresu i tez pracy. Nastepnie Doktorant przedstawia metody
badan, uzasadnia wybdr wytypowanych zwigzkéw, charakteryzuje organizmy wodne uiyte
w eksperymencie oraz czytelnie opisuje sposob postepowania w trakcie testow. Nastepne



rozdziaty obejmuja juz wyniki badan, ich interpretacje oraz dyskusje. Cato$¢ pracy zakoriczona
jest podsumowaniem i wnioskami, za ktérymi, co uwazam za dobre rozwigzanie, zawarte S3
pogrupowane w tabelach wyniki badan dotyczace toksycznosci poszczegédlnych $rodkéw
ochrony roslin na hydrach i embrionach. Na uwage zastuguje réwniez fakt, ze przed
wprowadzeniem, Autor umiescit wykaz skrotéw i oznaczen co réwniez czyni prace nie tylko
bardziej przystepng czytelnikowi, ale rowniez $wiadczy o uporzadkowanej organizacji pracy
Doktoranta.

Zasadnos¢ podjetego tematu

Postgpujaca chemizacja srodowiska wymusza poszukiwanie coraz to nowszych,
alternatywnych sposobéw na badanie wptywu zanieczyszczeA na organizmy zywe, dlatego
obszar toksykologii i ekotoksykologii w tym zakresie jest aktualnie w fazie intensywnego
rozwoju na catym swiecie. Tradycyjnym sposobem identyfikacji i oceny zagrozen
toksykologicznych zwigzanych z substancjami chemicznymi s3 badania eksperymentalne
prowadzone na zwierzetach, jednakze w oparciu o aktualny stan wiedzy, niemozliwym jest
catkowita rezygnacja z testéw na zwierzetach. Testy toksycznosci reprodukcyjnej sg niestety,
jednymi z najbardziej wymagajacych i najkosztowniejszych z catej dziedziny toksykologii
z uwagi na fakt, ze ma to ogromne i zasadnicze znaczenie dla bezpieczenstwa cztowieka.
Niestety, do przeprowadzenia tego rodzaju testu wymagana jest znaczna liczba zwierzat.
Wychodzac naprzeciw oczekiwaniom opinii publicznej, presji politycznej i uwarunkowaniom
ekonomicznym, obserwuje sie tendencje do odejécia od stosowania testéw na zwierzetach
przy ocenie bezpieczeristwa substancji chemicznych. Dlatego coraz wiekszym
zainteresowaniem ciesza sie metody alternatywne, ktére mogg zapewnic takie same lub
wyzsze poziomy informacji ograniczajac cierpienie zwierzat zachowujac jednoczesnie wysoka
jakos¢ i rzetelnos¢ otrzymanych wynikow.
Badania Doktoranta wpisuja sie wiasnie w ta trudng, ale jednoczesnie bardzo aktualng
tematyke naukowa. Bardzo trafnie juz na poczatku pracy, Doktorant powotuje sie na
powszechnie uznawang zasade ,3R": replacement, reduction, refinement czyli zastapienie,
ograniczenie i doskonalenie, ktéra ma na celu ochrone zwierzat.

Analiza przegladu literaturowego

W pierwszych czterech rozdziatach Doktorant wprowadza nas w tematyke badan
toksykologicznych w aspekcie historycznym i opisuje postepy w rozwoju toksycznosci
rozwojowej. W rozdziale 5 opisuje znaczenie teratologii oraz wskazuje czynniki teratogenne
(biologiczne, chemiczne i fizyczne), ktére wystepuja w srodowisku cztowieka, podkreélajac
istotny fakt, ze wtasnosci teratogenne $ciekdw czy odciekéw sktadowiskowych nie s3 obecnie
badane z powodéw ekonomicznych oraz etycznych (konieczno$é ograniczania badan na
zwierzgtach), co tym bardziej uzasadnia koniecznos¢ poszukiwan metod alternatywnych,
ktore mogtyby by¢ wykorzystywane w badaniach $rodowiskowych i wypetni¢ te brakujaca
luke. W rozdziale 6 autor stusznie uwypukla stale zmieniajace sie i zaostrzajace wytyczne OECD
dazace do poprawy dobrostanu zwierzat. Wytyczne te dotyczg m.in. toksycznosci ostrych:



doustnej i skérnej, badania draznienia skoéry, dziatania zracego czy draznienia oka.
Zgodnie z charakterem zmian narzucanych przez OECD nie ma zadnych watpliwosci, ze
fundamentem tych zmian jest wspomniana wczes$niej zasada 3R dazaca do ograniczenia liczby
zwierzg uzytych do testéw bad? ich zastapienia testami alternatywnymi, ktére niewatpliwie
bedq w przysztosci sukcesywnie zastepowaé klasyczne badania toksycznosci. Zatem rozdziat
ten jest doskonatym uzasadnieniem podjetego przez Doktoranta problemu badawczego.
W rozdziale 7 i 8 Autor opisuje pokrewienstwo ewolucyjne bezkregowcéw i kregowcow
tfumaczac zasadnos¢ zastepowania klasycznych zwierzecych modeli badawczych modelami
alternatywnymi. Jako sztandarowy przyktad podaje pokrewienstwo ludzi i myszy (ok 90%
wspolnego genomu), a takze pokrewienstwo ludzi z Danio rerio, gdzie liczba wspélnych gendw
siegga 70%. Autor podkresdla zalety modeli badawczych opartych na zwierzetach nizszych
i wyZzszo$¢ tego rodzaju badan nad technikami in vitro na komérkach czy tkankach, ktére nie
obejmuja zaleznosci i interakcji pomiedzy komdrkami, tkankami i uktadami narzadéw tak jak
ma to miejsce w przypadku catego, zywego organizmu. Rozdziaty 9-11 zawierajg informacje
literaturowe dotyczace budowy i mozliwosci wykorzystania w testach alternatywnych
organizméw wodnych uzytych w czesci eksperymentalnej przedstawionej pracy, mianowicie
H. attenuatai B. rerio. O ile danio pregowany jest bardzo popularnym obiektem badan
toksykologicznych i nie trzeba tego nadmiernie podkreslaé, o tyle Doktorant, stusznie stara sie
uzasadni¢ wykorzystanie hydr w testach alternatywnych podkreélajac ich powszechnoéé
wystepowania, mate wymagania, reprodukcyjno$é, tatwo$é hodowli w warunkach
laboratoryjnych (rozmnazanie bezpfciowe przez paczkowanie), zdolnoé¢ do regeneracji oraz
wrazliwos¢ na obecnosé substancji toksycznych. Autor zwraca réwniez uwage na znaczenie
komorek macierzystych organizméw uzytych do badan toksykologicznych, ktére w trakcie
rozwoju organizmu, jako komorki prekursorowe, majg zdolno$¢ réznicowania sie i migracji
tworzgc ztoZone struktury tkanek i narzadéw, co w przypadku narazenia na ksenobiotyk moze
prowadzi¢ do dysfunkcji rozwojowej tych organizméw.

Podsumowujac cze$¢ literaturowy, stwierdzam, ze, autor udowodnif, ie ma
wyczerpujgcg i aktualng wiedze dotyczacg badanego problemu naukowego. Prawidtowo
dobrano i wykorzystano literature z renomowanych czasopism o zasiegu krajowym
i migdzynarodowym, korzystano z przewodnikéw OECD, a takze popularnych na catym $wiecie
dostgpnych baz danych zardwno toksykologicznych jak i chemicznych. Mam jednak dwa
drobne zastrzezenia. Moim zdaniem, podrozdziat 5.3.4 ,Srodki ochrony roélin” powinien by¢
opisany bardziej szczegétowo w pordwnaniu do pozostatych podrozdziatéw w tym rozdziale,
poniewaz to wtasnie te substancje byty przedmiotem badai w czesci eksperymentalnej.
Krétka charakterystyka toksykologiczna wybranych do badan herbicydéw wyczerpataby ten
podrozdziat w catosci. Uwazam rowniez, ze troche wiecej doniesier literaturowych powinno
by¢ o badaniach toksycznos$ci rozwoju przedporodowego szczuréw i krolikéw, bo to wtasnie
testy na tych zwierzgtach majg by¢ zastgpione alternatywnymi testami z udziatem
H. attenuata i D. rerio proponowanymi prze Doktoranta w pracy. Drobnym zastrzezeniem jest
rowniez brak rysunkéw i tabel, ktére pojawiaja sie dopiero w czesci eksperymentalnej (tam 19
rysunkow i 16 tabel w opisie wynikéw). Wprowadzenie od czasu do czasu w tekscie pisanym



tabeli czy rysunku, czyni prace bardziej przyjazng czytelnikowi. Niemniej jednak, powyisze
zastrzezenia nie wptywajg na mojg wysoka ocene czesci teoretycznej rozprawy.

Analiza czesci eksperymentalnej

Czes¢ eksperymentalng rozprawy stusznie rozpoczynajg cel i tezy pracy, ktére sg jasno
i zwiezle skonstruowane. Zakres badan uwzgledniajacy podziat badanych substancji czynnych
na trzy grupy (silne teratogenny, powodujgce toksycznos¢ dla okresu przedporodowego
w zakresie toksycznosci matczynej oraz niewywierajgce wpltywu na rozwéj przedporodowy)
jest réwniez sprecyzowany i nie budzi zadnych zastrzezen. W rozdziale 14 Autor opisuje
szczegdtowo metody badawcze, ktére stuzg do oceny zaréwno toksykologicznej jak
i chemicznej badanych substancji czynnych. Opisuje kolejno, w sposdb klarowny, warunki
hodowli obu badanych organizméw, zasady postepowania w trakcie testéw, w jaki sposob
przygotowano i jakimi procedurami oznaczono stezenia substancji czynnych w wodzie/DMSO.
Uzycie rozpuszczalnika DMSO byto bardzo dobrym wyborem, poniewaz jest to stosunkowo
uniwersalny rozpuszczalnik akceptowalny w minimalnym stezeniu przez organizmy zywe,
Co wiecej, wiekszo$¢ srodkéw ochrony roslin jest praktycznie nierozpuszczalna w wodzie,
dlatego jak najbardziej uzasadnionym jest dodanie rozpuszczalnika umozliwiajgcego
przygotowanie szeregu rozcienczen niezbednych do realizacji postawionych w ramach
rozprawy celdéw. Z drugiej strony, zastosowanie DMSO ma pewnie ograniczenia, ktore
zwigzane s3 z jego temperaturg topnienia (18,5°C). Oznacza to, ie jakiekolwiek testy
toksykologiczne na organizmach zywych z udziatem tego rozpuszczalnika muszg odbywac sie
w temperaturze powyzej jego temperatury topnienia, aby substancja czynna mogfa
rownomiernie rozpusci¢ sie w catej objetosci badanego roztworu. Badania toksykologiczne
zaplanowane w ramach niniejszej rozprawy byty prowadzone w temperaturze powyzej
temperatury topnienia DMSO, zatem sposob przygotowania roztworéw nie budzi zadnych
zastrzezen, jezeli naturalnie kazda z badanych substancji czynnych byfa rozpuszczalna w
wodzie i/lub DMSO w ilosci umozliwiajgcej otrzymanie zakresu stezen charakterystycznych dla
danej substancji umozliwiajgcych wykonanie testow na organizmach.
Wybér badanych substancji czynnych byt przemyslany, podzielono je na trzy grupy
(wymienione powyzej) o znanym oddziatywaniu (eko)toksykologicznym, dzieki czemu mozna
byto dokona¢ badan poréwnawczych z otrzymanymi wynikami z badan wiasnych, co stanowito
istote i oryginalnos¢ podjetego problemu badawczego.
Analiza wynikow w przypadku hydr obejmowata wyznaczenie wartosci LCso oraz ECsozaréwno
dla testu toksycznosci ostrej jak i na regeneracje i na ich podstawie okreslono wskaznik
toksycznosci Tl rozumiany jako stosunek toksycznosci ostrej do toksycznosci testu na
regeneracje. W ten sposob Autor okreslat potencjat badanego zwigzku do wywotywania zmian
W procesie rozwoju organizmu, przy czym im wiekszy byt ten wskaznik od 1, tym potencjat do
wywoltywania zmian byt wiekszy. Wyniki zostaty opisane szczegétowo, w sposdb czytelny
i umieszczone w tabelach 4-6. Kolejne rozdziaty to juz szczegétowa analiza wynikow
dotyczacych testow na embrionach danio pregowanego (rys. 6 - 19 , tab. 7 - 16).
Autor analizuje kolejno wptyw poszczegdlnych grup substancji na rozwdj embrionéw



uwzgledniajac zmiany rozwojowe (deformacje ciata, skrécenie ciata, skrzywienie kregostupa,
zmiany w ptetwach, skrzywienie ogona) oraz zmiany ogdlne (obrzek osierdzia i zéttka, bicie
serca czy jego wielkosc). Bardzo istotnym rozdziatem jest opis weryfikacji metody, w ktédrym
Autor opisuje na jakich zatozeniach oparto sie przy interpretacji wynikow (zostato to opisane
nie tylko w przedstawionej rozprawie doktorskiej, ale rowniez czesciowo w artykule
naukowym z roku 2021 pt. ,Developing a screening test for toxicity studies of prenatal
development with the use of Hydra attenuata and embryos of zebrafish” czasopisma
Toxicology Reports, w ktoérym Doktorant jest wspétautorem i jednoczesnie autorem
wiodgcym). Pomimo duzej ilosci zmiennych wzietych do badan, dyskusja wynikéw jest
whnikliwa i krytyczna. Uniwersalny charakter opracowanej oceny punktowej pozwala na
okreslenie stopnia oddziatywania badanych substancji na testowane organizmy wodne
i podkresla oryginalnos¢ podjetego problemu badawczego. W podsumowaniu i wnioskach, na
podstawie przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikéw, autor krytycznie stwierdza, ze
badanie procesu regeneracji hydry nie jest wystarczajgce do doktadnej klasyfikacji substancii
czynnych srodkéw ochrony roslin, poniewaz nie pozwalajg na to obserwowane wskazania
wspotczynnikdw, co zostato potwierdzone analizg statystyczng. Obliczona dla hydry swoistosé
metody i czufos¢ okazata sie zbyt niska, co ogranicza przydatnos$¢ hydry jako organizmu
modelowego umozliwiajacego predykcje dziatania teratogennego. Dla poréwnania, embriony
danio pregowanego, z uwagi na wysoka swoistos¢ wobec badanych substancji, mogg zostac
uznane za odpowiedni model badawczy, ktory pozwala prawidtowo zakwalifikowaé zwigzki o
dziataniu embriotoksycznym, fetotoksycznym i teratogennym.

Podsumowujac czes¢ eksperymentalng rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze
zaplanowany przez Autora zakres prac zostat zrealizowany, zas wyznaczone cele pracy zostaty
osiggniete. Otrzymane wyniki badani nie w pefni potwierdzajg sformutowane tezy pracy, ale
dostarczajg bardzo istotnych informacji dotyczacych zastosowania hydr w dalszych
poszukiwaniach alternatywnych testéw przesiewowych z udziatem tych organizméw. Choé
dostepne dzis metody alternatywne nie mogg jeszcze w petni zastgpic testow na zwierzetach,
presja srodowisk zajmujacych sie ochrona praw zwierzat, jest tak duza, ze poszukiwanie
narzedzi stuzgcych predykcji oddziatywania ciggle nowosyntezowanych substancji
chemicznych na organizmy Zywe bedzie nieustannie wyzwaniem toksykologéw
i ekotoksykologow na catym $wiecie.

3. Uwagi krytyczne
Na podkreslenie zastuguje staranne przemyslenie, zaplanowanie i wykonanie
doswiadczenia z iloscig powtdrzen zapewniajacych analize statystyczng wynikow.

e Strona 4 — zeby zasada 3R byta bardziej czytelna, w tekscie oprécz wyjasnienia w jezyku
polskim, powinno by¢ wyjasnienie w jezyku angielskim (replacement, reduction,
refinement)

¢ Niemato drobnych btedéw edytorskich (strona 50: 20 — 24 oC zamiast 20 — 24°C, pH
okoto....; strona 51: CaCL2 zamiast CaCl,, MgSO4 zamiast MgS0as, NaHCO3 zamiast NaHCO;3,



KCl — brak petnej nazwy zwigzku; strona 61: EC50 a powinno by¢ ECso, L50 a powinno by¢
LCso itd.)

W pracy czesto pojawia sie skrot DMSO — nigdzie nie podano petnej nazwy tego
rozpuszczalnika

Strona 53: Autor opisuje, ze analize chemiczng przeprowadzono zgodnie ze standardowymi
procedurami operacyjnymi: SPO/C/38,5P0O/C/71 itd. Moim zdaniem powinno by¢ to
bardziej sprecyzowane czym te procedury sie réznia.

Strona 54: Nalezy podkreslic, ze Doktorant wzigt pod uwage fakt, ze poszczegdine
substancje czynne moze cechowac duza niestabilno$¢ w roztworze woda/DMSO lub samej
wodzie, dlatego bardzo stusznie zastosowano procedure wymiany odpowiednich stezen
roztworéw. Swiadczy to o wiedzy i umiejetnosci analitycznego sposobu myslenia Autora,
co jest niezbedne w badaniach eksperymentalnych. Jednakie w tym miejscu, po raz
pierwszy pojawia sie pojecie stezenia zawiesiny, co jest dla mnie niejasne, poniewaz Autor
nie wspominat dotychczas o zawiesinach, jedynie o roztworach.

Strona 58: Nazwy substancji czynnych powinny byc¢ ujednolicone tj. albo w jezyku polskim
albo angielskim lub tez nazwa angielska/nazwa polska np. glyphosate/glifosat. Skrot 2,4-D
(Tab. 1) jest powszechnie stosowany i nie jest btedem, ale powinna zosta¢ podana rowniez
petna nazwa, mianowicie kwas 2,4-dichlorofenksyoctowy (tak jak to jest zrobione
w przypadku Chlormequat — CCC, Tab. 3)

Strona 60: Dichlorofenol — nie jest stosowany jako herbicyd, ale jako prekursor do syntezy
pochodnych kwaséw fenoksyoctowych, m.in. kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego
(herbicydu - 2,4-D).

Strona 65: MCPA, 2,4-D oraz Diuron (nie Diuronu)

Strona 69: Najmniej toksyczny jest chlormekwat, a nie najmniej toksyczna jest CCC

O ile tabele dotyczace wynikow testéw badanych substancji czynnych na embrionach (Z-37
— Z-77) sg opracowane dos¢ przejrzyscie o tyle, tabele (Z-1 — Z-36) przedstawiajace wyniki
testow na hydrach sg mato czytelne i trudne do interpretacji. Dla porownania, tabele
i rysunki w czesci opisowej pracy eksperymentalnej sg czytelne i dobrze opracowane.
Strona 109: brak wyjasnienia skrotu BPA

Zabrakto mi w pracy krotkiego wyjasnienia jaka jest przewaga biologicznych metod oceny
skazenia srodowiska nad tradycyjnymi metodami chemicznymi (za i przeciw obu metod)

4. Whniosek koricowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska charakteryzuje sie wysokim poziomem

merytorycznym i stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Problematyka pracy
jest przedmiotem badan wielu osrodkéw naukowych na catym S$wiecie, poniewaz

wprowadzanie testow alternatywnych ograniczajacych cierpienia zwierzat przy jednoczesnym

ograniczeniu kosztow i prostocie wykonania s ogromnym wyzwaniem wspofczesnego Swiata.

Autor wykazal, 7e posiada duzg wiedze i umiejetnosci w tym zakresie, potrafi dobrze

zaplanowac eksperyment i prawidtowo zinterpretowac¢ wyniki, co swiadczy o Jego dojrzatosci
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naukowej. Zamieszczone w recenzji drobne uwagi krytyczne nie umniejszajg wysokiej ocenie
pracy. Tym samym stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Roberta Sornata spetnia
wymagania prac doktorskich zapisanych w Ustawie z dnia 20 lipca 2018r — Prawo
o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce oraz wnioskuje o dopuszczenie rozprawy do publicznej

obrony.
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