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Niniejsza dysertacja doktorska dotyczaca badan nad wptywem nanoczasteczek srebra
na czynnosci rozrodcze kury jest najlepszym przykladem dynamicznego rozwoju nowej
dziedziny jakqjesf nanotechnologia i ogromnego postepu jaki dokonat sie w minionych kilku
dekadach w naukach przyrodniczych. Od wizjonerskich mozliwosci manipulowania
pojedynczymi atomami czy molekutami i my$lenia o nanotechnologii przez Richarada .
Feynmane’a mingto niewiele ponad pétwiecza, a jej zastosowanie, tak jak przewidywat Eric
Drexler uwazany za twoérce tej dziedziny, widoczne jest we wszystkich sferach zycia, od
medycyny i przemystu po ochrong $rodowiska i rolnictwo. Zastosowanie to widoczne jest
réwniez w hodowli zwierzat, a otrzymane nowoczesnymi technologiami nanomateriaty
wykorzystywane sg coraz powszechniej jako §rodki lecznicze, stabilizatory, stymulatory itp.
Od szeregu juz lat stosowane sa preparaty na bazie réznych nanometali. Jednymi
z najpowszechniej wykorzystywanymi nanoczgsteczkami sg nanoczgsteczki srebra. Duze
znaczenie tych nanoczgsteczek zwigzane jest gléwnie z ich silnym dziataniem
przeciwdrobnoustrojowym.  Stosunkowo niewiele jeszecze wiadomo o ich innych
wiasciwosciach i ewentualnym szkodliwym oddzialywaniu na organizmy zywe i srodowisko
naturalne. Majgc na uwadze znaczenie §rodowiska w jakim powstajg i dojrzewajg komorki
rozrodcze, wskazane jest blizsze poznanie oddzialywania omawianych nanoczgsteczek na
czynno$ci gonad i innych narzgdéw zwigzanych z przebiegiem proceséw rozrodczych.
Takiego tez zadania w odniesieniu do czynno$ci jajnika i tarczycy podjela si¢ Autorka
niniejszej pracy. Dysertacja ta jest kontynuacjg nowatorskich prac realizowanych z duzym
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Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie nad uwarunkowaniami czynnosci jajnika i innych
narzgdéw rozrodczych ptakéw w kontekscie poprawy ich sprawnosci reprodukcyjnej.

Zaprezentowane wyzej wybrane aspekty z zakresu mozliwosci szerokiego
wykorzystania nanoczgsteczek srebra w roznych sferach zycia cztowieka i zwierzat wskazujg
na wazno$¢ podjetej tematyki pracy doktorskiej oraz celowo$é jej wykonania. Praca ta ma
charakter studium eksperymentalnego dotyczacego wplywu nanoczgsteczek srebra na procesy
steroidogenzy, proliferacji i apoptozy w jajnikach oraz czynno$é tarczycy kury.

Praca liczy 123 strony maszynopisu i zawiera 212 pozycji piSmiennictwa, z czego 210
pozycji to prace obcojezyczne (anglojgzyczne), 31 rycin i 11 tabel. Na poczatku
zamieszczono wykaz skr6tow stosowanych w pracy, co znacznie ulatwia jej czytanie. Praca
zostala napisana wedlug klasycznego schematu przyjetego dla tego typu opracowan
naukowych, z podziatem na rozdziaty: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel
pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie, wnioski, literatura.

We wstepie, bedgcym jednoczesnie przeglagdem pismiennictwa, wyrézniono dwa

podrozdziaty. W pierwszym z nich Autorka przedstawia budowe jajnika kury domowej,
© procesy w nim zachodzace oraz ich regulacjg. Rozdzial ten jest dobrym wprowadzeniem
czytelnika w istot¢ zagadnienia, biorac pod uwage problematyke wilasnych badan. Budowg ’
i procesy zachodzace w jajniku kury Doktorantka przedstawia na tle powyzszych proceséw
przebiegajacych w jajnikach ssakéw, co potwierdza posiadanie przez Nig szerokiej wiedzy
w zakresie regulacji procesow rozrodczych u zwierzat. W przystepny i jasny sposéb
prezentuje zlozone procesy zachodzace na osi podwzgdrze-przysadka mézgowa-gonady oraz
przebieg steroidogenezy w bialych pecherzykach prehierarchic@ych i zottych pegcherzykach
przedowulacyjnych kury, zamieszczajgc schematy w modyfikacji wiasnej, co znacznie
ulatwia czytelnikowi zrozumienie zagadnienia.
Przytaczajac aktualne pozycja pismiennictwa, na koniec podrozdziatu Autorka wskazuje na
ztozonos¢ procesu steroidogenezy i istotny udziat poza gonadotropinami przysadkowymi
i steroidami, innych czynnikéw endokrynnych, parakrynnych i autokrynnych. Waznym w tym
kontekscie jest podkreslenie, iz funkcjonowanie osi podwzgérze-przysadka- jajnik moze byé
takze regulowane przez obecne w S$rodowisku zwigzki chemiczne, w tym pestycydy
i zanieczyszczenia przemystowe.

W drugim podrozdziale Doktorantka omawia nanotechnologi¢ jako preznie
rozwijajacg si¢ dziedzing nauki. Opierajagc si¢ na materiatach zrédtowych z ostatnich lat
wymienia dziaty gospodarki, w ktdrych znajduje juz zastosowanie. Gi6wng uwage poswieca
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24% wszystkich produktéw konsumenckich i medycznych. Dalej wyjasnia z czego wynika
tak szerokie ich wykorzystanie, zwracajgc uwage na bakteriobdjczy mechanizm ich dziatania
zwigzany z tworzeniem si¢ na powierzchni nanoczgstek wolnych rodnikéw, ktore uszkadzajg
blong komorkowsg bakterii i prowadzg do dalszych zmian powodujgc ich degradacje. Istotnym
w kontekscie przyjetych zalozen metodycznych we wiasnej pracy jest zaznaczenie, iz
skuteczno$¢ przeciwdrobnoustrojowa nanoczasteczek zalezy m.in. od ich wielkosci i metody
wytwarzania. Shusznym wydaje sie takze stwierdzenie, ze powszechno$¢ stosowania
nanoczgstek srebra stwarza potrzebe prowadzenia badan dotyczacych ich szkodliwego
oddzialywania na organizmy zywe i S$rodowisko naturalne. Pomimo podania wielu
przykladow takiego dziatania tych nanoczastek, bardziej adekwatnym byloby wstawienie do
powyzszego stwierdzenia ,,ewentualnego” ich szkodliwego .... .

W swoich rozwazaniach dotyczacych oddziatywania AGNPs na organizmy zywe Autorka
stusznie podkresla, iz wigkszo$é badan dotychczas przeprowadzono w warunkach in vitro,
a w przypadku in vivo obejmowaly gléwnie szczury i ryby. Niewiele prac wykonano
natomiast na ptakach, a w produkcji drobiarskiej nanoczgsteczki te znalazly juz dosy¢
szerokie zastosowanie. Stad tez wskazane jest poznanie ich dziatania na organizm, nie tylko
w aspekcie produkcyjnym, ale réwniez oddziatywania na komorki na poziomie molekularnym ™
i ewentualnych nastepstw w ujeciu wielopokoleniowym. Interesujgce byloby na pewno
blizsze poznanie takiego wplywu nanoczgstek srebra w odniesieniu do czynnosci gonad i
pozostatych narzadéw rozrodczych u samcdw i samic ptakow.

W podsumowaniu prezentowanego rozdziatu wstgp, bedgcego zarazem przeglgdem
pismiennictwa, nalezy podkreslié jasnos$é, przystgpno$é i przejrzystos¢ formy i sposobu
przedstawienia informacji z wykorzystaniem aktualnych materiatow Zrodtowych. Materiady te
poprawnie wyselekcjonowano, a zawarte w nich dane odpowiednio zinterpretowano, co
Swiadczy o dobrej znajomosci przez Autorke omawianej tematyki i dobrym Jej przygotowaniu
teoretycznym. Dokonany przez Nig na podstawie ponad 200 artykutéw i monografii
poprawnie przeglgd pismiennictwa naukowego, moze stanowi¢ Zrédio mqterialu
faktograficznego dotyczgcego wybranych proceséw zachodzqcych w jajnikach kury oraz
znaczenia i mozliwosci wykorzystania w réznych sferach zycia, a takze wpfywu nanoczgstek
srebra na organizm zwierzgt.

Na tle przedstawionych rozwazan we wstepie, w pelni uzasadnionym jest podjecie
przez Autorke realizacji niniejszej pracy i osiagnigcie celu jakim bylo zbadanie wplywu
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proliferacji i apoptozy oraz czynnos¢ tarczycy we krwi zwierzat. Postawita trzy hipotezy
badawcze, ktére poddata nastgpnie weryfikacji przeprowadzajgc 3 doswiadczenia.

Badania wykonano na 65 niosgcych kurach linii Hy-Line Brown w wieku 25 tygodni
o sredniej masie ciata 1,67 kg, utrzymywanych w odpowiednich warunkach $rodowiskowych
1 zywieniowych, z ustalonym rezimem $wietlnym 14L:10D. Przyjeto, ze owulacja zachodzi
15-30 min. po zniesieniu jaja przez kury, a dekapitowano je 22 godz. przed owulacja.
Stosowane nanoczastki srebra byly w postaci monodyspersyjnych koloidéw wodnych
1 zostaty wyprodukowane w dwéch rozmiarach 13 nm i 50 nm przez firm¢ NPIN (NPIN S.C.,
Poland) metoda chemiczna.

W doswiadczeniu pierwszym badano wplyw podania AgNPs na pobranie paszy,
nie$nos¢, mas¢ kur i stezenie hormonéw we krwi. Bédania wykonano na 42 kurach, losowo
podzielonych na 7 réwnych grup — 6 do$wiadczalnych i 1 kontrolng. W trzech grupach
doswiadczalnych ptaki otrzymywaty AGNPS o rozmiarze 50 nm i koncentracji 1 ppm, 10
ppm i 100 ppm, a w trzech nastgpnych zwierzgtom podawano nanoczasteczki o rozmiarach 13
nm o tej samej koncentracji jak w poprzednich grupach. Grupa kontrolna otrzymywata bufor,
w ktérym zawieszone byly nanoczasteczki. W czasie do§wiadczenia kontrolowano spozycie
paszy, masg ciala i nie§no$¢ kur, pobierajac od nich krew w 0, 3, 7, 10 i 14 dniu. Po je -
obrébce, uzyskane osocze zamrazano do czasu przeprowadzenia analizy stezen hormoﬁéw
steroidowych (P4, T, Ez) oraz jodotyronin (tyroksyny - T4i trijodotyroniny — T3).

W dos$wiadczeniu drugim badano oddziatywanie AgNPs in vivo na stezenie steroidow
w tkankach jajnika, ekspregjq: mRNA i bialka enzyméw procesu steroidogenezy.
W doswiadczeniu tym, na podstawie stezenia hormonéw z pierwszego eksperymentu,
zastosowano nanoczasteczki w rozmiarze 50 nm i koncentracji 100 ppm. Ptaki podzielono na
dwie réwne grupy po 12 osobnikéw. Kury grupy doswiadczalnej otrzymywaty po 1 ml/kg
m.c. roztwor koloidalny, a grupy kontrolnej bufor. Krew pobierano w 0, 3, 7, 10 i 14 dniu,
a otrzymane osocze zamrazano do czasu oznaczen stgzenia hormon6éw steroidowych. Ptaki
dekapitowano w 7. (n=6) i 14. dniu (n=6), a z pobranych jajnikéw izolowano mate i duze
biale pecherzyki prehierarchiczne oraz zétte przedowulacyjne pgcherzyki jajnikowe (F3-F1).
Poszczegdlne tkanki jajnika zamrazano i przechowywano do czasu izolacji RNA, biatka
i oznaczenia steroidow.

W doswiadczeniu trzecim natomiast badano wptyw AgNPs in vitro na proliferacj¢
oraz aktywnos$¢ kaspazy-3 w warstwie ziarnistej pecherzykéw jajnikowych. Badania te
wykonano na pgcherzykach F3-F1 pobranych od 6 niosacych kur. Po odizolowaniu warstwy
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okreslenia stopnia proliferacji i aktywnosci kaspazy-3. Hodowle komorek prowadzono
z dodatkiem AgNPs o dwoch rozmiarach (13 nm i 50 nm) stosujac stezenia 0,1, 1, 5 lub
10pg/ml. Stopien proliferacji oceniano testem WST (Quick Cell Proliferation Colorimetric
Assay Kit Plus, BioVision, USA), a aktywnoéé kaspazy 3 oznaczono testem
fluorometrycznym (Caspase-3/CPP32 Fluorometric Assay Kit, Bio Vision, USA).
Oznaczenia stezen hormondéw dokonano metodg radioimmunologiczng z uzyciem
specyficznych komercyjnych zestawdéw dla kazdego z nich. W badaniach nad wplywem
AgNPs na ekspresje mRNA 1 biatka enzymo6w procesu steroidogenezy wykorzystano metode
real-time PCR, stosujac kontrole endogenng w postaci genu referencyjnego. Walidacje genow
referencyjnych w tkance jajnika kur wykonano za pomocg programu NormFinder, geNorm
oraz BestKeeper, identyfikujac geny najmniej i najbardziej stabilne. Izolacje RNA
przeprowadzono z uzyciem zestawu EXTRACTME TOTAL RNA poddajac tkanki obrébce
wedhig podanych procedur przez producenta. Amplifikacje cDNA metoda PCR w czasie
rzeczywistym przeprowadzono wedlug metodyki oraz zestawach starterow i sond TagMan
zaprojektowanych i dostarczonych przez firm¢ Applied Biosystems. Znormalizowany
wzgledny poziom ekspresji badanych genéw NRQ obliczono wedtug wzoru Pfaffla (2001) w
modyfikacji Hellemans i in. (2007), uwzgledniajagcego w obliczeniach mozliwosé
wykorzystania wielu genéw referencyjnych do normalizacji. |
Elektroforetyczny rozdzial bialek tkanek pozyskanych w drugim dos$wiadczeniu
przeprowadzano w zelu poliakrylamidowym, po czym przenoszono je na membrany, ktore
inkubowano z przeciwciatami pierwszorzedowymi i drugorzedowymi, poddajgc je nastgpnie
wizualizacji za pomoca chemiluminiscencji. Kolejnym etapem byta archiwizacja  wynikow
i analiza gestosci optycznej prazkow.
Do oznaczenia stopnia proliferacji komoérek warstwy ziarnistej uzyto testu WST polegajacego
‘na okresleniu metodg spektrofotometryczng ilosci formazonu odzwirciedlajgcego ilosé
zyjgcych komoérek. Aktywno$¢ kaspazy-3 oznaczono metodg fluorymetryczng za pomocg
komercyjnego zestawu (Bio Vision, USA) polegajacego na redukcji substratu DEVD-AFC
przez kaspaze 3 do AFC, emitujgcego z6tto-zielong fluorescencje, ktdrg mierzono na czytniku
fluorescenc;i.

Analiz¢ statystyczng wynikow przeprowadzono za pomocg pakietu statystycznego
SAS, sprawdzajac normalno$é rozktadu danych za pomoca procedury Univariate i wyliczajac
$rednie oraz bledy standardowe $redniej za pomocg procedury Means. Przy analizie wynikow
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pobrania paszy przez ptaki wykorzystano procedure Mixed oraz testy Kruskala ~Wallisa, test
Bonfferoniego lub test Tukey’a w zaleznosci od rozktadu danej cechy.
Zaréwno sam przebieg doSwiadczenia jak réwniez zastosowane metody badawcze
przedstawiono dokiadnie i przejrzyScie. Zamieszczone ryciny prezentujgce uklad doswiadczen
pozwalajq lepiej zrozumieé ich przebieg, podobnie jak podane w tabelach niektére dane
dotyczqce wykonywanych analiz genetycznych. Poprawny opis wielu technik i procedur
badawczych, co wyréznia ten rozdzial, Swiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu Autorki do
pracy od strony analitycznej.

W nastgpnym rozdziale pracy scharakteryzowano uzyskane wyniki, prezentujac je
w formie tabelarycznej i graficznej. Wyniki te sa interesujace i razem z wynikami
przedstawionymi w innych pracach przez Zesp6t pracownikéw Katedry Fizjologii
i Endokrynologii Zwierzat UR w Krakowie dostarczajg nowych danych na temat wptywu
wybranych czynnikéw na zachodzace procesy w jajniku kury i mozliwosci ich stymulacji
w aspekcie poprawy sprawnosci reprodukcyjnej i zwigkszenia wydajnosci zwierzat..
Wykonane prace $wiadcza o trafnosci wyboru problematyki badawczej i znaczeniu
realizowanych prac w kontekscie zwigkszajacego sie zapotrzebowania na zywno$é, ktorej
sektor drobiarski jest gléwnym dostarczycielem. Badania te wazne sg takze z uwagi na ~
potrzebe poszukiwania nowych i doskonalenia znanych juz metod biotechnologiczn‘ych
w celu wykorzystania potencjalnych mozliwosci rozrodczych u samcéw i samic ptakow.
Ze wzgledu na budowe anatomiczng i odmienny uktad chromosoméw plei jak u ssakow,
badania takie u ptakéw napotykajg na duze trudnosci. Nalezy takze wspomnie¢ o poruszanych
juz obawach wystepujacych przy coraz szerszym stosowaniu nanomaterialéw niemalze
w kazdej sferze zycia. W tym kontekscie niniejsza praca wnosi duzy wkiad do skromnego
wcigz dorobku zwigzanego z wpltywem nanoczastek srebra na czynno$¢ uktadu rozrodczego
.zwierzgt. Dotyczy to zwlaszcza ptakéw. W tym zakresie wykonane badania majg charakter
nowatorski. A

Wykonanie badaf na reprezentatywnej liczbie ptakéw i zastosowanie nowoczesnych
metod z zakresu biologii molekularnej, pozwolito Autorce na dokonanie szczegOtowej
charakterystyki badanego materialu i uzyskanie interesujgcych wynikow, aczkolwiek nie
zawsze jednoznacznych i latwych do interpretacji. Pozwalajg one jednak na wstepne
rozeznanie problemu i wskazujg na kierunki dalszych poszukiwan.

Analiza podstawowych parametréw uwzglednianych w uzytkowosci kur jak niesnosé,
przyrost masy ciata i pobranie paszy wykazata, ze ksztaltuja si¢ one podobnie we wszystkich
grupach. Roéznice jakie wystgpily miedzy grupami otrzymujacymi rézne dawki AgNPs



okazaly si¢ statystycznie nieistotne, co Autorka probuje ttumaczyé krétkim czasem ekspozycji
ptakow na preparat lub specyfika gatunkows. Wydaje sig, Ze istotnym czynnikiem mogta by¢
w tym przypadku réwniez liczebno$é ptakéw w grupach i zmiénnos’é wewnatrz-
i migdzygrupowa. Wskazuje na to rozklad wartosci §rednich (ryc. 10) zwlaszcza dosyé duza
roznica migdzy grupa otrzymujgca nanoczasteczki o koncentracji 1 ppm i wielkosci 13 nm,
a grupg otrzymujgcg dawke 100 ppm.

Nie wykazano takze istotnych zmian po podaniu AgNPs w stezeniu hormonéw steroidowych
w osoczu kur. Zaobserwowano natomiast istotny wplyw czasu na poziom progesteronu
i estradiolu. Stezenie progesteronu we wszystkich grupach spadto w 7. dniu po czym wzrosto
w nastepnym tygodniu. W przypadku stezenia estradiolu mozna zauwazy¢ tendencje wzrostu
stezenia hormonu w wiekszosci grup w 3.1 7. dniu, po czym spadek w nastepnych dwoch
dniach. Nieco inaczej interpretuje to Autorka, podajac, ze w 3. i 7. dniu podania AgNPs
w wigkszosci grup doswiadczalnych nastgpowalo zmniejszenie jego stezenia. Wystepujace
réznice w stezeniu hormonu w kolejnych dniach pobran krwi Jej zdaniem mogg wynikaé
z niewielkich wahan stgzenia hormonéw steroidowych pojawiajacych si¢ w okresie kilku
godzin po zniesieniu jaja, czego oczywiscie nie mozna wykluczy¢. Na podstawie braku efektu
wplywu grupy na zawarto$¢ hormondéw we krwi ptakéw Doktorantka stawia hipotezg,
iz w organizmie kury istnieje mechanizm dezaktywujgcy (lub metabolizujgcy) badane
nanoczasteczki czego efektem jest utrzymanie fizjologicznej funkcji osi poszgéme-
przysadka-jajnik i uktadu rozrodczego. Ta hipoteza Jej zdaniem wymaga sprawdzenia z czym
nalezy si¢ zgodzi¢, zwazywszy do$¢ znaczne rdéznice miedzy niektorymi grupami
doswiadczalnymi a kontrolna, ktore jednak nie potwierdzono statystycznie.

Ciekawe wyniki, sklaniajace do rozwazan, ;':1 jednoczesnie inspirujace do podjecia
dalszych prac w obranym kierunku, uzyskata Autorka w odniesieniu do hormonéw tarczycy.
Stwierdzita bowiem, ze podawanie AgNPs o wielkosci 50 nm i koncentracji 100 ppm przez
14 dni zwiekszylo stezenie T3 w osoczu, podczas gdy stezenie T4 pozostalo niezmienione.
Poniewaz u ptakéw T3 pochodzi z pozatarczycowej konwersji (dejodynacji) T4 przypuszeza
Ona, iz nanoczasteczki srebra wplywaja dodatnio na tg konwersj¢. Przypuszczenia takie
podpiera badaniami innych autoréw, ktorzy stwierdzili obecno$é dejodynazy I i II oraz
AgNPs w tych samych narzadach, m.in. w mézgu.

W swojej pracy Doktorantka poswigca wiele miejsca badaniom ekspresji genéw na
poziomie mRNA i bialka enzyméw bioracym udziat w procesie steroidogenezy. Dokonana
w tym celu walidacja genéw referencyjnych w oparciu o trzy algorytmy pozwolita na
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osobno dla kazdego parametru. Przeprowadzana walidacja wykazata jak wazne w tego typu
badaniach jest podejscie metodyczne i intuicja badacza. Analiza stabilnoci genéw
referencyjnych wykazala, ze najmniej stabilnym okazal si¢ gen 18S rRNA, natomiast
najbardziej stabilnymi geny SDHA i RPL13, wobec ktérych normalizowano ekspresje
badanych genéw w pracy. O waznosci dokonanego wyboru przekonuje analiza ekspresji
kluczowego genu CYP19A1 wzgledem wszystkich testowanych genéw referencyjnych. I tak
przy uzycie genu 18S rRNA ekspresja aromatazy wzrosta o 220% w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, podczas gdy po normalizacji wybranymi genami zmalata o 30%.

Przeprowadzone szczegélowe badania nad ekspresja genéw i biatka enzymoéw
zaangazowanych w proces steroidogenezy oraz koncentracja hormondéw steroidowych
w tkankach jajnika dostarczyly interesujacych danych, pozwalajgc jednoczesnie Autorce na
podjecie prob przesledzenia zwigzkéw migdzy poziomem ekspresjii genu a uzyskanym
produktem. Takich ciekawych poréwnan dokonata miedzy ekspresja CYP17A1 a stezeniem
testosteronu w pecherzykach jajnikowych wskazujac na pewng zgodno$é w tym wzgledzie.
Z drugiej za$ strony zaobserwowane réznice w ekspresji CYP17A1 i zawartosci testosteronu
w pecherzykach prehierarchicznych wskazaly, ze profil ekspresji tego genu nie jest do konica
zgodny z aktywno$cig enzymatyczng biatka 17a-hydroksylazy w takich pecherzykach. ~
Podobne poréwnania poczynita miedzy ekspresjg mRNA dla 3B-HSD a stgzeniem
progesteronu oraz ekspresjg mRNA dla CYP19A1 a stezeniem testosteronu.

Analiza wplywu AgNPs na ekspresje genéw kodujgcych enzymy szlaku
steroidogenezy nie pozwolita Autorce na zauwazenie wyraznych trendéw poza- tym,
ze dluzsze podawanie nanosrebra powoduje deregulacje ekspresji wigkszej liczby gen6w.
Zmiany ekspresji enzymow steroidogennych na poziomie transkryptu zostaly potwierdzone
przez ekspresje biatka jedynie w przypadku genu CYP19A1 i bialka aromatazy
w pqcherzykach SWE.

‘Podobnie jak w przypadku stezenia hormonéw steroidowych we krwi, réwniez
w pecherzykach jajnikowych ich zawarto§¢ byla w duzym stopniu zwigzana z czasem
dziatania AgNPs, gdyz stezenie T i E; zmienilo si¢ dopiero po 14 dniach administracji
nanosrebra i dotyczylo pecherzykow prehierarchicznych. W swoich rozwazaniach Autorka
nie wyklucza, ze AgNPs posrednio oddzialujg na pecherzyki jajnikowe kury poprzez
zwic;kszanie stezenia T3 w osoczu. Hipoteze taka stawia podpierajgc si¢ badaniami
wykonanymi w macierzystej Katedrze nad wptywem T3 na poziom hormonéw steroidowych

i LH w warunkach in vivo 1 in vitro.



Przeprowadzone hodowle komérek warstwy ziarnistej pecherzykow jajnikowych

wykazaly dawkozalezny wptyw AgNPs na stopiefi proliferacji tych komoérek. Mniejsze
stezenia nie wplywaly na proliferacjg, natomiast najwyzsze dzialaly cytotoksycznie. Wplyw
ten zalezal tez od czasu ekspozycji komérek na nanoczasteczki srebra oraz ich rozmiaréw.
AgNPs o wielkosei 50 nm szybciej usmiercaty komoérki niz mniejsze nanoczgstki.
Rozmiar nanoczastek srebra miat takze istotny wpltyw na aktywnos$é kaspazy-3. Wplyw taki
mialy czasteczki o rozmiarach 13 nm, natomiast o wielkosci 50 nm efektu takiego nie
zaobserwowano. Opierajac si¢ na badaniach innych autoréw Doktorantka stawia hipoteze
o zaleznosci $mierci komoérkowej w zaleznosci od wielkosci nanoczastek srebra, co
potwierdza Jej dobre rozeznanie w temacie i potrzebe rozwijania badan w celu wyjasnienia
tego oraz wezesniejszych wskazanych przez Nig problemow.

Uzyskane wyniki dobrze udokumentowano i w przekonujgcy sposob przedstawiono
w formie tabelarycznej i graficznej. Autorka interpretuje je w nastepnym rozdziale, dyskusja.
W rozdziale tym wyniki wlasne poréwnuje z pracami innych autoréw, wykonanych na
ludziach i zwierzetach, przedstawia whasne spostrzezenia i poglady w kwestii omawianych
zagadnienn. Wszechstronny sposob interpretacji wynikéw wiasnych i podejmowane proby
wyjasnienia zlozonych czesto zagadnied w oparciu o prace innych badaczy, $wiadczg
o podejmowanych prébach doglgbnego zbadania poruszanych probleméw. Problemy te sfara
sig rozwigzaé i przyblizy¢ czytelnikowi w mozliwie prosty i zrozumiaty sposéb.

Jak wskazano wczeéniej przy prezentacji osiggnietych wynikow przez Autorke, niektore
zagadnienia pozostaja niewyjasnione, skltaniajac Jg do postawienia hipotez wymagajacych
w przysztosci weryfikacji. Dowodzi to dojrzatosci naukowej i ostroznosci przy wycigganiu
zbyt pochopnych wnioskéw, co jest na pewno pozytywng cechg u modego badacza.

Na tle rzeczowej dyskusji, bogatego i trafnego doboru materiatéw zrédtowych, opracowanie
tego rozdzialu §wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu i znajomogci tematu przez Autorke
pracy. ,

Po omdwieniu wynikéw, w o$miu punktach Autorka dokonuje ich podsumowania.

W przedstawionej formie sg to raczej najwazniejsze stwierdzenia dotyczace wplywu
nanoczgstek srebra na cechy, ktore badata. Majg one w niektérych punktach (2, 4, 6)
charakter wnioskow. Dokonanie takiego podsumowania, niezaleznie od formy, nalezy jednak
uzna¢ za dobre rozwigzanie. Pozwala bowiem czytelnikowi szybko zorientowal sie

o najwazniejszych efektach pracy.
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Na podstawie uzyskanych danych i przeprowadzonej ich analizy Doktorantka wyciaga
4 wnioski. Sadzg, ze mozna bylo pokusi¢ si¢ o wyciagniecie jeszcze innych, np. dotyczacych
wplywu nanoczgstek srebra na cechy uzytkowe czy stezenie hormonéw w osoczu.

W wyniku przeprowadzonych badar uzyskano szereg cennych danych o charakterze
poznawczym, mogacych w przyszlosci znalezé zastosowanie praktyczne, co nadaje pracy
oryginalnosci. Na podkreslenie zastuguje:

1. Wykonanie szerokich badan nad wplywem nanoczastek srebra na wybrane cechy
uzytkowe oraz inne wskazniki charakteryzujace czynno$é jajnika kur, przy
wykorzystaniu najnowszych metod z zakresu biologii molekularnej, co wskazuje
na bardzo dobra znajomo$¢ technik badawczych i posiadahe umiejetnosci
analityczne przez Doktorantke.

2. Wykazanie zwigzkéw miedzy czasem podawania nanoczgstek srebra a stezeniem
hormonéw steroidowych we krwi i pecherzykach jajnikowych, co moze mieé
znaczenie praktyczne przy dhuzszym stosowaniu tych nanoczastek i powinno byé
brane pod uwage w hodowli kur.

3. Wykazanie, ze dzialanie nanoczgstek srebra jest specyficzne tkankowo oraz
zasugerowanie posredniego oddziatlywania AgNPs na pecherzyki jajnikowe k}lry
poprzez zwigkszenie st¢zenia trijodotyroniny.

4. Wskazanie na znaczenie rozmiarow AgNPs przy jego podawaniu zwierzgtom
i zwigzana z tym potrzebe szerszego wyjasnienia wpltywu wielkoéei nanoczgstek

srebra na czynno$¢ narzadéw uktadu rozrodczego.

Czytajgc pracg zauwazylem kilka drobnych pomylek, np. na stronach: 40 (3d) —
»oprocentowosci”, 47 (8g) — ,ikoncentracji”’, 56 (2d) - ,olgcznej”,86 (3g) -
»poztarcycowym”, 86 (6g) — brak w zdaniu ,,z”.

Powyzsze nieliczne pomyltki literowe nie majq wigkszego wplywu na wartos¢ merytoryczng
pracy, ktéra zostala napisana jasno i przejrzyscie, poprawnie pod wzgledem stylistycznym
i gramatycznym. Jak podkreslono wczesniej, jest przystepna i zrozumiala dla czytelnika.
Podjeta  problematyka badawcza i wuzyskane interesujgce, aczkolwiek czasami
niejednoznaczne i trudne do interpretacji wyniki, sklaniajq do refleksji i inspirujg do

dalszych prac w omawianym temacie, co jest niewgtpliwie pozytywnym aspektem pracy.
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Whiosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma walory poznawcze, a uzyskane

wyniki mogq przyczynic sie do szerszego i wlasciwego wykorzystania nanoczgstek srebra
w hodowli drobiu. Praca ma charakter interdyscyplinarny i wskazuje na coraz wigksze
mozliwosci wykorzystania osiggniec biotechnologii w hodowli zwierzgt. Praca ta, ze wzgledu
na podjetq aktualng i nowatorskq w odniesieniu do czynnosci jajnika ptakéw tematyke
badawczq, przyjete rozwiqzania metodyczne, osiggnigte interesujgce wyniki i sposéb ich
interpretacji, wnosi nowe wartosci do wspdlnego dorobku mysli naukowej i przyczynia si¢
do rozwoju badan w uprawianej przez Doktorantke dyscyplinie naukowej biotechnologii
oraz jej pokrewnych biologii i zootechniki.
Na podkreslenie zastugujg przyjete zaloienia metodyczne i wykorzystane nowoczesne
techniki badawcze w realizacji badan, ktore pozwolity Autorce wykonac postawione zadania
i osiggnqgc¢ zamierzony cel. Na gruncie dociekan naukowych uzyskala interesujgce wyniki,
zachecajgce do dalszych prac nad wplywem nanoczgstek srebra na przebieg procesow
rozrodczych u kur. Praca napisana zostala jasno i przejrzyscie, a Autorka potrafita
przedstawi¢ trudne zagadnienia w priystepnej formie. Swiadczy to o Jej dojrzatosci
naukowej i posiadanej wiedzy w podjetym temacie.

Majgc powyisze na uwadze stwierdzam, Zze praca doktorska mgr inz. Doroty
Katarzynskiej-Banasik pt. ,,Wplyw nanoczastek srebra na proces steroidogenezy
i apoptozy w pecherzykach jajnikowych kury (Gallus domesticus) odpowiada
wymaganiom okreslonym w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz.U. 7 2017r., poz. 1789).
Przedktadam zatem Wysokiej Radzie Wydziatu Biotechnologii i Ogrodnictwa Uniwersytetu
Rolniczego w Krakowie wniosek o dopuszczenie mgr inz. Doroty Katarzynskiej-Banasik do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage przedstawione wyzej pozytywne aspekty pracy,
wnioskuje o jej wyroznienie.
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