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1. Uwagi ogélne i redakeyjne

Celem pracy doktorskiej /str. 27/ byto okreslenie wplywu nanoczgsteczek srebra
/AgNPs/ na czynnos¢ jajnika niosgcej kury, a w szczegélnosci na zachodzgce w nim procesy
steroidogenezy, proliferacji i apoptozy. Ponadto zbadano wplyw AgNPs na stezenie
hormonéw tarczycy we krwi kury. Badania zostato wykonane w ramach projektu badawczego
Preludium, finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.

W pracy wyodrebniono nastepujace podrozdziaty: Wstep, Cel pracy, Materiat i
metody, Analizy statystyczne, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie, Wnioski i Literatura. Jest to
typowy uklad, stosowany najczgsciej w tego typu opracowaniach. Na marginesie, mozna
zauwazy¢ jednak, Ze analizy statystyczne mieszcza si¢ w zakresie rozdziatu Material i
metody, totez niekoniecznie nalezato je wyodrebnia¢ jako kolejny podrozdziat.
Polemizowalbym z okreslaniem bibliograficznego spisu publikacji mianem "Literatury".

Autorka zamiescita w rozprawie spis 212 publikacji, w stosunku, do ktérego powinno sie
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uzy¢ terminu "pi$miennictwo" lub "bibliografia", gdyz termin "literatura" odnosi si¢ do dziel
sztuki.

Streszczenie, zawierajace krotkie informacje o celu pracy, zastosowanych metodach
oraz uzyskanych wynikach spetnia w zasadzie swoja rolg, bedac krotka synteza zamierzen i
osiagniec autorki, przedstawiona w jezyku polskim /na str. 4 i 5/ oraz angielskim /Abstract na

str. 6/. Znacznym ulatwieniem dla czytelnika jest zamieszczenie starannje przygotowanego

wykazu skrotow uzywanych w tekscie /str. 5 do 7/. W pracy umieszczono 31 rycin oraz 11

tabel,

2. Merytoryezna ocena pracy

Koncepcja badan, a zwlaszeza budowa i procesy zachodzace w jajniku kury oraz ich
regulacja, z uwzglednieniem mozliwosci oddzialywania nanoczasteczek srebra na czynnosci
jajnika, zostata dobrze udokumentowana, z wykorzystaniem dostepnego, aktualnego
pisSmiennictwa z tego zakresu. Szezegétowo, przedstawiono /ryc. 2 iryc. 3/ szlak biosyntezy
hormonéw steroidowych w biatych pecherzykach prehierarchicznych i w z0ttych
pecherzykach przedowulacyjnych kury, co umozliwito zaplanowanie odpowiednich analiz
oraz pdzniejszg interpretacje uzyskanych wynikow badan.

W czgsei dotyczacej opisu whasciwosci i zastosowania nanoczgsteczek srebra
znajdujemy m.in., stwierdzenia dotyczgce powszechnego ich stosowania w medycynie
/stosowane do produkcji opatrunkéw, instrumentow chirurgicznych, protez kosci, srodkow
dezynfekcyjnych i bakteriobdjczych/ oraz przemysle kosmetycznym /sg sktadnikami past do
zgbow, szampon6éw, mydel, ptynéw do ptukania, kreméw, tonikow, itp./. Z drugiej strony

autorka przytacza dane wskazujace na, cytuje: »Zznaczng toksycznosé (AgNPs) wobec réznych
typow komorek ludzkich i zwierzecych”. W tym kontekscie nasuwa si¢ pytanie, czy

rzeczywiscie ten sam rodzaj nanoczasteczek (wlasciwosci biologiczne, chemiczne, rozmiar)
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stosowanych szeroko w medycynie i kosmetologii wykazuje whasciwosci toksyczne? i nie

zostaly one wykluczone przed wprowadzeniem w/w produktéw na rynek? Innymi stowy czy
takie zestawienie informacji: szerokie zastosowanie w medycynie — toksyczne wilasciwosci,
jest uzasadnione? kwestia ta powinna zosta¢ wyjasniona.

Autorka podjela sie pracochtonnych, szerokich badan, z wykorzystaniem modely
ZWIErzgeego in vivo i in vitro, ktére Wymagatly opanowania szeregu metod, m.in.,
radioimmunologicznego oznaczania badanych hormonéw, izolacji RNA, real time PCR,
elektroforezy, rozdziahu biatek metodg Western Blot, oznaczania aktywnosci biatek, hodowli
komoérek in vitro, oceny ich proliferacji, itd. Szeroki zakres badan, zostat dokladnie opisany w
rozdziale Material i Metody.

Zaplanowano dwa doswiadczenia in vivo przeprowadzone na 65 kurach nioskach
poddanych szczegotowej kontroli oraz Jedno doswiadczenie in vitro z wykorzystaniem
hodowli komérek warstwy ziarnistej pecherzykow przedowulacyjnych. Zostaty one
szczegOlowo zaplanowane i opisane. W odniesieniu do doswiadczenia pierwszego proponujg
zrezygnowac ze stwierdzenia, Ze analizie poddano podstawowe parametry dobrostanu kur
takie jak: pobranie paszy, przyrost masy ciala i nie$nos¢.

Ocena dobrostanu jest bardziej ztozona, w pismiennictwie dotyczacym jego oceny
podaje si¢ najczesciej cztery podstawowe grupy kryteriow:

— behawioralne;

— fizjologiczne (temperatura ciala, tetno, oddech, cisnienie krwi, EKG, wskazniki
hematologiczne, biochemiczne i immunologiczne, poziom katecholamin i kortykosterydow);
— zdrowotne (wyglad zwierzecia i jego kondycja, zachorowalnos¢ i $miertelnoseé, plodnos¢ i
plennosé);

— produkcyjne.



Tak wigc, w przypadku recenzowanej pracy proponuje stwierdzenie, ze badano

wybrane wskazniki produkcyjne kur: pobranie paszy, przyrost masy ciala i nie$nosé.

Proszg takze o wyjasnienie, na Jakiej podstawie wybrano parametry nanoczasteczek: rozmiar
13 lub 50 nm oraz stezenie koloidow 1, 10 lub 100 ppm.

Na szczegolne podkreslenie zashuguje moim zdaniem intelektualny wktad Doktorantki
W staranne zaplanowanie kazdego z doswiadczen, zmierzajacego konsckwentnie do realizacji
zatozonego celu pracy. Przyktadem moze byé¢, np. testowanie genu referencyjnego, jego
walidacja jest bowiem kluczowym elementem prawidlowej oceny wynikéw analizy real time
PCR. Do tego celu autorka zastosowala trzy niezalezne algorytmy: geNorm, NormFinder
BestKeeper, przy pomocy ktérych ocenila w tkankach jajnika kur traktowanych
nanoczasteczkami stabilno$¢ ekspresji o$miu genow referencyjnych. Analize dla kazdego z
genow przeprowadzono w 42 powtorzeniach. Takie podejscie metodyczne i zaproponowany
ranking testowanych genow referencyjnych pozwolilo na prawidtowa, dobrze przemyslang
oceng ekspresji badanych genow.

Uzyskane wyniki zostaty dobrze udokumentowane i zaprezentowane w czytelnych
tabelach (od 6 do 11) i rycinach (od 6 do 31). Interpretacja i dyskusja uzyskanych wynikow
jest dobrze przemyslana i moim zdaniem stanowi rzeczywisty wkiad Autorki w ten nurt
badan, ktdre stawiaja sobie za cel nie tylko gromadzenie faktéw opisujacych efekt
oddzialywania nanoczasteczek srebra na uktad rozrodezy kury i jego funkcje endokrynne, ale
przede wszystkim podejmujg probg formutowania hipotez objasniajacych obserwowane
zjawiska. Temu ostatniemu stuzy np., zaproponowana hipoteza sugerujaca istnienie
mechanizmu dezaktywujacego badane nanoczasteczki, co thumaczy brak zmiany
fizjologicznej funkcji osi podwzgorze-przysadka-jajnik i uktadu rozrodczego.

Autorka wykazata m.in., zwiazek pomiedzy czasem podawania AgNPs (7 lub 14 dni),

a zmiang ekspresji enzymow steroidogennych; dtuzsze podawanie nanosrebra powodowato
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zmiang ekspresji wigkszej liczby genow. Na tej podstawie wnioskujac, iz czas ekspozycii jest
istotnym elementem decydujacym o toksycznosci AgNPs. W moim przekonaniu takie
wnioskowanie nie jest uzasadnione uzyskanymi w badaniach wlasnych wynikami.

W czesci pracy zatytulowanej wnioski Autorka zawarla cztery uogoélnienia do ktérych
nie wnosze zastrzezen, zostaty one odpowiednio udokumentowane i wyczerpujgco oméwione
Wwe wezesniej przedstawionym materiale. Dotycza one w catosci wykazanego wplywu
nanoczasteczek srebra na niektore z badanych cech. Jednakze, na szereg innych cech nie
wykazano istotnego wplywu czynnika doswiadczalnego, co moim zdaniem powinno takze

zosta¢ uwzglednione w prezentowanych wnioskach.

3. Ocena koncowa

Reasumujgc recenzowana praca jest moim zdaniem istotna probg okreslenie wplywu
nanoczgsteczek srebra na funkcjonowanie uktadu rozrodezego kury. Praca zostala dobrze
napisana, a przedstawione w recenzji uwagi pomoga, mam nadzieje, w przygotowaniu pracy
do druku. Pani mgr Dorota Katarzynska - Banasik wykazala sie bardzo dobra znajomoscia
pisSmiennictwa oraz planowania i prowadzenia skomplikowanych, interdyscyplinarnych
badan. Przedstawiajac powyzsze Wysokiej Radzie Wydziatu Biotechnologii i Ogrodnictwa
Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie, stwierdzam, Ze oceniana praca doktorska odpowiada
w pelni wymogom okreslonym w art. 26 ustawy z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, z poézniejszymi zmianami i
Ustawg ,.Prawo o szkolnictwie wyzszym”. Na tej podstawie wnosze o dopuszczenie pani mgr

Doroty Katarzynskiej - Banasik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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