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»Ocena biodystrybucji nanoczastek miedzi oraz ich oddziatywania na status immunologiczny i
oksydoredukcyjny w modelu szczurzym”
przygotowana pod kierunkiem prof. dr hab. Katarzyny Ognik

Przedstawiona mi do oceny praca zostata przygotowana na podstawie pisma Prof. dr
hab. Brygidy Slaskiej - Przewodniczacej Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie z dnia 25.11.2019.

Rozprawa doktorska stanowi zwarte opracowanie liczgce 121 stron, z czego 38 stron
stanowi opis zagadnienia, bedacego tematem rozprawy doktorskiej, 54 strony stanowi zbior
publikacji, bedacych trescia rozprawy oraz 10 stron zawierajagcych oswiadczenia
wspotautordw. Praca zostata przygotowana w jezyku polskim, a jej struktura jest
standardowa i charakterystyczna dla prac doktorskich. Opracowanie pierwszej czesci
podzielono na rozdziaty: wstep, hipoteza i cel badan, materiat i metody badawcze, wyniki
badan, dyskusja, wnioski, literatura. Na poczagtku opracowania jest streszczenie
przygotowane w jezyku polskim i angielskim wraz z stowami kluczowymi. W kolejnej czesci
pracy zawarto kopie 5 publikacji, bedgcych przedmiotem pracy doktorskiej Kandydatki.
Formalne przygotowanie opracowania jest zgodne z przyjetymi zasadami dla tego rodzaju
opracowan naukowych, zawiera wszystkie niezbedne elementy pozwalajagce na
przygotowanie formalnej oceny wymienionej pracy. Opracowanie stanowi logicznie
skonstruowang catos¢, pozwalajacg na ocene poziomu naukowego badan, spojnosci cyklu
badan i sformutowanie kornicowego wniosku.

Merytoryczna ocena rozprawy doktorskiej.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska ,Ocena biodystrybucji nanoczgstek
miedzi oraz ich oddziatywania na status immunologiczny i oksydoredukcyjny w modelu
szczurzym” stanowi cykl nastepujacych publikacji;

1. Cholewinska E., Fotschki B., Juskiewicz J., Rusinek-Prystupa E., Ognik K., 2018a. The effect of

copper level in the diet on the distribution, and biological and immunological responses in a

rat model. Journal of Animal and Feed Sciences 27, 4: 349-360.

2. Cholewinska E., Ognik K., Fotschki B., Zduiczyk Z., Juskiewicz J., 2018b. Comparison of the

effect of dietary copper nanoparticles and one copper (Il) salt on the copper biodistribution

and gastrointestinal and hepatic morphology and function in a rat model. PloS One 13, 5:
e0197083



3. Cholewinska E., Juskiewicz J., Ognik K., 2018c. Comparison of the effect of dietary copper
nanoparticles and one copper (ll) salt on the metabolic and immune status in a rat model.
Journal of Trace Elements in Medicine and Biology 48: 111-117

4. Ognik K., Cholewinska E., Juskiewicz J., Zdunczyk Z., Tutaj K., Szlazak R., 2019a. The effect of
copper nanoparticles and copper (ll) salt on redox reactions and epigenetic changes in a rat
model. Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition 103, 2: 675-686.

5. Ognik K., Cholewinska E., Tutaj K., Cendrowska-Pinkosz M., Dworzanski W., Dworzanska A.,
Juskiewicz J., 2019b. The effect of the source and dosage of dietary Cu on redox status in rat
tissues. Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition DOI:10.1111/jpn.13207.

Ocena publikacji naukowych

Prace, stanowigce dysertacje naukowa stanowig cykl 5 oryginalnych publikacji
naukowych. Prace zostaty opublikowane w dwu prestizowych czasopismach PloS One oraz
Journal of Trace Elements in Medicine and Biology, co wiecej w obu Kandydatka jest
pierwszym autorem. Udziat Pani mgr Cholewinskiej w przygotowaniu wymienionych
publikacji wynosit 50% i dotyczyt kluczowych dla jej przygotowania zadan, a miedzy innymi
sformutowaniu celu badan, udziatu w doswiadczeniach i procesie analitycznych a przede
wszystkim w przygotowaniu pierwszej wersji publikacji. Kolejne dwie prace opublikowano w
bardzo dobrym czasopismie Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition, ktérego
wspotczynnik wptywu wynosi 1,703. Udziat Kandydatki, ktora jest drugim autorem, w
przygotowaniu publikacji okreslono jako 20% i 30%, jakkolwiek zakres czynnosci wydaje sie
znaczacy i moze wskazywa¢ na wiekszy %% udziat Pani Eweliny Cholewinskiej w
przygotowaniu publikacji. Jedynie jedna praca zostata opublikowana w czasopismie o IF < 1.
W pracy tej Kandydatka zadeklarowata swoj udziat jako 50%, jak rowniez jest pierwszym
autorem publikacji. Cykl publikacji, ze szczegélnym uwzglednieniem dwu prac,
zamieszczonych w czasopismach o IF = 2,776 oraz IF = 2, 895 niewatpliwie nalezy uzna¢ za
bardzo duzy sukces Kandydatki i pozostatych Autoréw. Stanowi to dowdd na to, ze
opublikowane wyniki na temat potencjalnego zastosowania nanoczgstek Cu w zywieniu
zwierzat wpisuja sie w nurt tego rodzaju badan w Polsce i na swiecie.

W pierwszej publikacji “The effect of copper level in the diet on the distribution, and
biological and immunological responses in a rat model” Kandydatka zbadata wptyw dodatku
réznych pozioméw miedzi na jej przemiane w organizmie, stan zdrowia zwierzat, ze
szczegolnym uwzglednieniem odpowiedzi immunologicznej szczuréw. Wyniki tych badan
wykazaty, ze redukcja poziomu Cu w diecie prowadzi do zaburzen odpornosci. Badania te
byly podstawg do podjecia kolejnych eksperymentéw, w ktdrych wprowadzono do diety
szczuréw dwa rodzaje miedzi, standardowg postac soli miedzi oraz nanoczastki miedzi. W
pracy “Comparison of the effect of dietary copper nanoparticles and one copper (Il) salt on
the copper biodistribution and gastrointestinal and hepatic morphology and function in a rat
model” w logicznej kolejnosci Kandydatka i Wspdtautorzy zbadali dystrybucje oraz
potencjalng hepatotoksycznos$¢, jak rowniez antymikrobiologiczny potencjat nanoczastek
miedzi na tle soli Cu. Interesujgce wyniki, dotyczgce zwitaszcza wiekszej absorbcji
nanoczastek Cu z przewodu pokarmowego, ale rowniez zwiekszonej akumulacji miedzi w



mozgu i hepatotoksycznosci mogty by¢ inspiracja do podijecia kolejnych badarn. Wyniki tych
doswiadczen przedstawione zostaly w kolejnej publikacji “Comparison of the effect of
dietary copper nanoparticles and one copper (Il) salt on the metabolic and immune status in
a rat model”. Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze zastgpienie konwencjonalnej
soli miedzi przez nanoczastki Cu wptywa korzystnie na metabolizm szczuréw, a przede
wszystkim stymuluje stan odpornosci, podawany nawet w ilosci o potowe mniejszej od
zalecanego poziomu Cu. Te interesujace badania zostaty kontynuowane, a ich wyniki
przedstawiono w nastepnej publikacji “The effect of copper nanoparticles and copper (l1) salt
on redox reactions and epigenetic changes in a rat model”. Uzyskane wyniki wskazywaty na
ochronne wobec DNA dziatanie nanoczastek miedzi, a takze zmniejszenie utleniania biatek w
wyniku podawania nanoczastek Cu, jednak obserwowano rdéwniez aktywacje procesu
peroksydaciji lipidéw. Te kontrowersyjne wyniki mogty zainspirowa¢ Kandydatke i Autoréw
do kolejnych badan, ktérych wyniki opublikowane zostaty w pracy “The effect of the source
and dosage of dietary Cu on redox status in rat tissues”. W badaniach tych stwierdzono, ze
zastgpienie tradycyjnej formy soli miedzi przez nanoczastki Cu w diecie szczuréw ma
niekorzystny wptyw na uktad oddechowy, jakkolwiek jednak nanoczgstki Cu pozytywnie
wptynety na stan redoks watroby i mozgu.

Podsumowujac, cykl publikacji stanowigcych rozprawe doktorskg tworzy logicznie
skonstruowang catos$¢, scisle korespondujacg z tematem dysertacji doktorskiej. Wszystkie
prace dotyczg zastosowania dodatku Cu w diecie dla szczuréw, jako zwierzecia modelowego,
natomiast w kolejnych publikacjach przedstawiono kolejne aspekty wymienionej
problematyki w zaleznosci od stosowanej ilosci i formy fizyko-chemicznej miedzi w
odniesieniu do jej dystrybucji w organizmie, potencjalnej toksycznosci, ze szczegélnym
uwzglednieniem procesow REDOX, odpowiedzi immunologicznej i epigenetycznej.
Konstrukcja, dobor, kolejnosc i zakres prowadzonych badan, ktére w sposéb bardzo logiczny
przemyslany oraz wymagajacy wiedzy, doswiadczenia i znajomosci analityki chemicznej
prowadzg do celu, jakim jest wyjasnienie mechanizmow przemiany miedzi, ze szczegdlnym
uwzglednieniem formy jej nanoczastek jest wyrdzniajaca.

Ocena czesci stanowigcej synteze przeprowadzonych i opublikowanych badan

Przytoczone i omdwione wyzej prace byly podstawg opracowania szerokiego streszczenia
i uogodlnienia przeprowadzonych badan. Podjety temat , Ocena biodystrybucji nanoczastek
miedzi oraz ich oddziatywania na status immunologiczny i oksydoredukcyjny w modelu
szczurzym” uwazam niewatpliwie za bardzo aktualny, nowatorski, interesujgcy — temat o
duzym tadunku naukowym i aplikacyjnym. Jakkolwiek, z punktu widzenia nomenklatury
biologicznej, tytut mogtby brzmie¢ ,Ocena biodystrybucji nanoczastek miedzi oraz ich
oddziatywania na status immunologiczny i oksydoredukcyjny w badaniach na modelu
szczura”

Wstep



We wstepie Autorka zawarta krotki zarys fizjologicznej i biochemicznej roli miedzi w
organizmie zwierzat i cztowieka, a szczegdlng uwage zwrdcita na wchtanianie tego
pierwiastka z przewodu pokarmowego i zaleznos¢ tego procesu od formy chemicznej i
fizycznej miedzi. Tak, jak stosunkowo znane s3 mechanizmy absorbcji Cu w zaleznosci od jej
formy chemicznej, tak mechanizmy transportu nanoczastek miedzi, co wiecej nanoczastek o
réznej wielkosci, przez komorki srédbtonka jelit nie sg jasne. Pani mgr Cholewiriska bardzo
whnikliwie przedstawita mechanizmy wchfaniania, transportu, dystrybucji w organizmie i
komodrce, a takie usuwania miedzi z organizmu, uwzgledniajac najnowsze badania
nanoczgstek miedzi. Kandydatka zwrdcita uwage na kluczowy problem wielkosci nanoczastek
Cu, co decydujgco wptywa na zachowanie tych struktur w organizmie. Autorka przytoczyta
najnowsze badania prowadzone na Swiecie w zakresie korzystnego oddziatywania
nanoczgstek Cu na organizm, ze szczegélnym uwzglednieniem ich antymikrobiologicznego
oddziatywania. Wnikliwie oméwione zostaty rézne aspekty toksycznosci nanoczastek Cu, a
zwfaszcza mechanizmy ich prooksydacyjnego odziatywania. Autorka, na zakoriczenie wstepu,
rozwaza korzystne i niekorzystne aspekty potencjalnego zastosowania nanoczgstek miedzi w
zywieniu zwierzat. Ta cze$¢ pracy jest doskonale przygotowana, zdaniem recenzenta,
przytoczono wszystkie najnowsze badania i skonstruowano logiczne wprowadzenie do
hipotezy, celu i dalszych czesci pracy. Jakkolwiek narzuca sie pytanie, na ile szczur moze by¢
dobrym modelem badan dla zwierzat gospodarskich (lub cztowieka) w kwestii
prezentowanej w pracy tematyki.

Hipoteza i cel badan

Hipoteza skfada sie z dwu czesci, czes¢ pierwsza wydaje sie zbedna z uwagi na fakt, ze
szczur zywiony jest dietg syntetyczng, ktéra jest niedoborowa w Cu, i powszechnie
wiadomym jest, ze catkowity brak Cu w diecie prowadzi do zaburzen o charakterze
patologicznym. Badania na zwierzetach gospodarskich zwykle prowadzone sg w oparciu o
diete naturalng, ktora zawsze zawiera pewng ilos¢ Cu. Nie mniej jednak, powtdrzenie i
potwierdzenie tych badan na szczurach, a zwtaszcza w kontekscie poréwnania dwu form
miedzi, jest uzasadnione.

Materiat i metody

Biorac pod uwage, ze tres¢ dysertacji stanowig publikacje naukowe, ktére zawieraja
szczegotowe dane dotyczace materiatu i metod, rozdziat ten przygotowano niezwykle
starannie z obszernym opisem metod analitycznych. Zgodnie z zatozeniem dysertacji
naukowych, ze materiat i metody powinny by¢ przedstawione w sposob umozliwiajacy
precyzyjne powtdrzenie doswiadczenia, niewatpliwie przedstawiony opis spetnia ten
warunek. Jednak brakuje odwotania sie do poszczegdlnych pozycji literatury (publikacje
Kandydatki), co niewatpliwie utatwitoby czytelnikowi zapoznanie sie z metodykg pracy.
Jednak, z punktu widzenia recenzenta sugerowatabym w doswiadczeniu 1 wprowadzenie
opisu wszystkich skroconych nazw grup (wzorem doswiadczenia 2). Ponadto, oznaczenie



zawartos¢ miedzi w wodzie i paszy (chociaz w paszy syntetycznej prawdopodobnie zawartos¢
Cu jest znikoma) zwigkszytoby precyzyjnos¢ uzyskanych wynikéw.

W badaniach, ktére dotycza nanostruktur niezwykle istotng sprawg jest charakteryzacja
materiatu badawczego, czyli w tym przypadku nanoczastek Cu. Nawet drobne réznice
metodyczne dotyczace, na przyktad przygotowania prébek i ich wprowadzania do diety,
mogg byC¢ przyczyng istotnych nieporozumiern w interpretacji wynikéw, zwifaszcza, ze
nanoczastki miedzi wykazujg silne tendencje do aglomeracji, a takze samoorganizacji z
czgsteczkami obecnymi w ich bezposrednim otoczeniu (pasza). Nasuwa sie ponadto pytanie
czy w kolejnych badaniach zastosowano takie same nanoczastki, pochodzgce z tego samego
zrédfa, o takiej samej specyfikacji?. Doktadna charakterystyka nanoczastek Cu,
zastosowanych w poszczegélnych doswiadczeniach, a zwtaszcza $rednia wielkoé¢ i rozktad
wielkosci jak réwniez potencjalna zawartos¢ aglomeratéw oraz przygotowanie dodatku i
sposob jego wprowadzenia do diety podsumowane i zamieszczone w tej czesci rozprawy
znacznie ufatwitaby zrozumienie przyczyn kontrowersyjnych wynikéw.

Wyniki

Nalezy zdecydowanie podkreslic, ze w pracy uzyskano nowatorskie, bardzo
interesujgce wyniki, dotyczace biodystrybucji miedzi, podawanej w formie tradycyjnej i
formie nanoczgstek oraz wyniki wptywu nanoczastek Cu na badane parametry stanu
zdrowia, metabolizmu, stanu REDOX czy wskaznika zmian epigenetycznych. W czesci, wyniki
te sa pierwszymi a w czesci s3 to jedne z pierwszych tego rodzaju wynikdw uzyskanych na
Swiecie. Wyniki eksperymentéow zostaty przedstawione czytelnie i jasno. Zaréwno
prezentacja wynikéw jak tez ich opis nie budzg zadnych zastrzezen. Na podkreslenie
zastuguje fakt, ze Kandydatka, w sposéb bardzo dojrzaty dokonata syntetycznego opisu
najwazniejszych uzyskanych wynikéw, odnoszac je do wiasciwych publikacji. Dowodzi to
umiejetnosci stworzenia logicznej i czytelnej catosci z obszernego materiatu, co zazwyczaj
stanowi pewng trudnos¢ dla mtodych naukowcéw.

Dyskusja

Czes¢ pracy, stanowigca dyskusje wynikow, zostata przygotowana w nawigzaniu do
najnowszych badan prowadzonych na swiecie, przytoczono wiele ciekawych eksperymentow
innych autorow, ktore pozwolity na interpretacje wtfasnych wynikow badan.
Wielowatkowos¢ dyskusji, a jednoczesnie utrzymanie porzadku prowadzonej mysli
przewodniej dyskusji wydaje sie wyrdzniajaca. Gratuluje Kandydatce tych umiejetnosci,
cechujacych zazwyczaj doswiadczonych autoréw prac naukowych. Mozna przypuszczaé, ze
wskazéwki promotora pracy byty przez kandydatke bardzo dobrze wykorzystane.

Whnioski

Tematyka, jakiej badania podjeta sie Autorka jest w znacznym stopniu nowatorska, a
taka praca badawcza niesie ze sobg spory pierwiastek trudnosci, nie tylko dotyczacy
interpretacji wynikéw lecz réwniez metodycznej strony podjetych badan. Odnoszac sie do



wnioskow, sformutowanych przez Kandydatke nalezy stwierdzi¢, ze wniosek 4 jest
uprawniony jedynie do nanoczastek o wielkosci, ksztafcie i innych cechach nanoczastek
zastosowanych przez Autorke. Nanoczastki o innej wielkoéci np. $rednicy 1-2 nm lub tez

wyprodukowane inng metoda moglyby mie¢ inne wtaéciwosci w kontakcie z zywym
organizmem.

Podsumowanie recenzji

Rozprawe doktorska mgr Eweliny Cholewiriskiej “Ocena biodystrybucji nanoczastek
miedzi oraz ich oddziatywania na status immunologiczny i oksydoredukcyjny w modelu
szczurzym” przygotowang pod kierunkiem prof. dr hab. Katarzyny Ognik, pomimo drobnych
uwag, oceniam bardzo wysoko. Praca stanowi cykl publikacji, recenzowanych i
opublikowanych w prestizowych, bardzo dobrych i dobrych czasopismach, co stanowi
gwarancje ich merytorycznej wartosci, jako recenzent bardzo pozytywnie oceniam ich
wzajemne powigzanie jako cyklu doswiadczen, systematycznie i wnikliwie prowadzgcych do
rozwigzania problemu naukowego. Problemu jaki postawiono w tytule dysertacji. W pracy
podjeto nowatorskie zagadnienia, istotne zaréwno z punktu widzenia nauk podstawowych,
jak taz aplikacyjnych, a zwtaszcza wazne dla ochrony srodowiska naturalnego. Co wiecej,
nanoczastki, stanowigce podstawowy materiat badawczy pracy stanowig niezwykle trudne
metodycznie wyzwanie, brak jest bowiem opracowanych procedur i standardéw do badania
nanostruktur. Pomimo tego, doswiadczenia prowadzono w oparciu 0o nowoczesne i
adekwatne do rozwigzania problemu metody, uzyskane wyniki przedstawiono jasno i
czytelnie i wnikliwie przedyskutowano w streszczeniu pracy. Résumé dysertacji napisano
poprawnym jezykiem z zachowaniem zasad przygotowywania prac naukowych.

W konkluzji recenzji stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
mgr Eweliny Cholewinskiej ,Ocena biodystrybucji nanoczastek miedzi oraz ich
oddziatywania na status immunologiczny i oksydoredukcyjny w modelu szczurzym”
odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 Ustawy o stopniach i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki i moze by¢ podstawg do nadania stopnia naukowego
doktora w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo, w postepowaniu
prowadzonym na podstawie Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (dz. U. z 2017 r. poz 1789 ze zm.), w zwigzku z art.
179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. — przepisy wprowadzajgce Ustawe Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2017 r. poz 1789 ze zm. w Dz. U. z 22 marca 2019 r.
poz. 534. Dlatego tez, przedstawiam Wysokiej Radzie Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek o dopuszczenie mgr Eweliny Cholewinskiej
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Wnosze rowniez o wyrdznienie pracy
doktorskiej, z uwagi na wysoki poziom merytoryczny podjetych badan, a przede wszystkim
ich nowatorski charakter i bardzo istotny wptyw na rozwoj dyscypliny w Polsce i na Swiecie,
ze szczegblnym uwzglednieniem zywienia zwierzat.

Ewa Sawosz Chwalibog, 2.01.2020.
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